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Kratak sadrzaj

Najce$¢e zapazeni efekti sistemskog trovanja herbicidom dikvatom (DK) na centralni
nervni sistem (CNS) su opsSta depresija i letargija. Opste je prihva¢eno da se toksicnost DK
ostvaruje posredstvom povecanog stvaranja superoksid anjon radikala (O,"") tokom njegovog
red-oks metabolizma, u prisustvu molekularnog kiseonika, koji dalje inicira lancanu reakciju
radikalskog tipa i razvoj oksidativnog stresa (OS). Do danas mehanizmi neurotoksi¢nog efekta
DK nisu u potpunosti poznati.

Cilj ove studije je bio da ispitamo da li OS posreduje u neurotoksic¢nosti indukovanoj DK.
Eksperiment je sproveden na muZzjacima Wistar pacova, intrastrijatalno tretiranih (i.s.) DK.
Parametri oksidativnog statusa, kao $to su: superoksid anjon radikal (O,*"), nitrati (NO;), kao
finalni metaboliti reaktivnih vrsta azota; malondialdehid (MDA), indikator lipidne
peroksidacije; aktivnost enzima; superoksid dizmutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPx);
i glutation (GSH) mereni su u hipokampusu, 30 minuta, 24 sati i 7 dana posle tretmana.

Stopa smrtnosti od 30 do 40 % ustanovljena je u grupi pacova tretiranih DK, tokom 2-3
sata od budenja iz anestezije. Dodatno, pacovi ove grupe su pokazali neuroloske simptome
letargije. Znacajno povecana lipidna peroksidacija pokazuju da OS posreduje u neurotoksicnom
odgovoru indukovanom i.s. primenom DK.

Kljucne reci: ~ dikvat, neurotoksi¢nost, oksidativni stres, hipokampus
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Skraéenice: DK, dikvat; i.s., intrastrijatalno; i.p., intraperitonealno; LPO, lipidna
peroksidacija; O,, molekularni kiseonik; MDA, malondialdehid; NADPH, nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat; NO, azotni oksidi; NOj;~, nitrati; NS, nitrozativni stres;
0,*", superoksidni anjon radikal; OS, oksidativni stres; PK, parakvat; SOD,
superoksidna dizmutaza; RAV, reaktivne azotove vrste; RKV, reaktivne kiseoni¢ne
vrste.

Dikvat (DK) (1,1'-etilen-2,2'-dipiridin) spada u grupu kontaktnih herbicida sa
neselektivnim, ali brzim delovanjem (desikanat i regulator rasta biljaka) (1). Sa
ekoloskog aspekta, DK se smatra pogodnim herbicidom zbog brze bio- i foto-
degradacije (2, 3). Maksimalna dozvoljena koncentracija (MDK) u vazduhu za DK
iznosi 0,5 mg/m’, §to odgovara dozi od 0,07 mg/kg dnevnog unosa. Oralna smrtna doza
za 50 % eksperimentalnih Zivotinja (LDsp) za DQ iznosi: 120 mg/kg za pacove, 233
mg/kg za miSeve, 188 mg/kg za zeceve, 187 mg/kg za zamorce i pse. Dikvat moze da se
unese u organizam oralnim putem, inhalacijom i1 preko koze. Trovanja su najcesce
samoubilacka, a mogu biti 1 profesionalna ili slucajna (1, 5, 6). Kod sistemskog trovanja
DK dolazi do oSte¢enja gastrointestinalnog trakta, bubrega 1 jetre, a kljuni poremecaj
predstavlja poremecen metabolizam vode 1 stanje dehidratacije; pri ve¢im dozama DK,
opisani su 1 neuroloSki poremecaji kao Sto su tremor i1 konvulzije. Patofizioloski
mehanizam promena u centralnom nervnom sistemu (CNS) nije razjasnjen, mada se zna
da DK prolazi krvno-mozdanu barijeru (7).

Dikvat podleze redukciji u mitohondrijskoj 1 mikrozomskoj frakciji ¢elija jetre,
pluéa i bubrega. U jetri se DK metaboliSe do netoksi¢nog metabolita dikvat-
monopiridona (6',7',-dihidro-4-okso-[1,2-a":2',1'-c] pirazinijum jon) (8). Postoji vise
potvrda da je sistemska toksi¢nost DK posredovana povecanim stvaranjem slobodnih
radikala (9, 10). Poznato je da se tokom oksidativnog stresa (OS) troSe reduktivne
¢elijske rezerve nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NAD(P)H) i glutation (GSH),
tako je u proksimalnim tubulima bubrega pokazano da DK smanjuje odnos
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NAD(P)H/NAD(P)". Dodatno, DK uti¢e na poveéano oslobadanje gvozda iz feritina,
Sto doprinosi stvaranju hidroksilnih radikala (HO®), posredstvom Fentonove reakcije
(11). Dikvat je u prometu u formi di-katjona (DK*"). Pod dejstvom citohroma P450
reduktaze DK** se redukuje do bipiridil monokatjon radikala (DK™), koji se dalje, u
reakciji sa O, oksidise nazad do DK*, a O, redukuje do superoksid anjon radikala
(02*) (12). U poredenju sa parakvatom (PK) (Siroko primenjen herbicid, dipiridinski
analog DK), DK je snaZniji oksidans, bazirano na njihovim redoks potencijalima
(EO '= - 349 mV za DK i EQ' = - 446 mV za PK) (13). Studije Fussella i saradnika
(2011) na rekombinantnoj humanoj NADPH-citohrom P450 reduktazi su pokazale da je
DK 10-40 puta efikasniji u stvaranju ROS od PK i da je oko 10 puta potentniji u
stvaranju H,O, (koriste¢i mikrozome jetre pacova) (12). Povecano stvaranje O,°", kroz
redoks metabolizam DK, pokre¢e lanac lancanih reakcija. Posredstvom superoksid
dizmutaze (SOD), O,*" se spontano i brzo prevodi u H,O, i O, (~10° M 's™' pri
pH 7,0). Poznato je da je H,O, jedan od izvora HO®, najsnaznijeg pokretada
oksidativnih oSteCenja svih klasa biomolekula, uklju¢ujuéi lipide tj. inicira lipidnu
peroksidaciju (LPO) ¢elijskih membrana i nastanak citotoksi¢nih efekata (14). Masivan
utroSak O, tokom intezivnog redoks metabolizma DK, prouzrokuje anoksiju tkiva, koja
u CNS rezultira letargijom (15).

Mozdano tkivo je posebno podlozno oksidativnim oStecenjima (16, 17). Brojne
druge mozdane strukture na razliite faktore oSteenja (otrovi, ishemija, starenje,
neurodegenerativni procesi CNS). U ove strukture spadaju i piramidni neuroni CA; 1
CAj; sektora hipokampus. Uzimajué¢i u obzir prethodno navedene €injenice, a u cilju
razjaSnjenja patofizioloSkog mehanizma neurotoksi¢nosti DK, opredelili smo se da
parametre oksidativnog stresa merimo u hipokampusu, selektivno osetljivoj strukturi na
OS.

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi: a) da li je povecana produkcija reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (RKV) i reaktivnih azotovih vrsta (RAV) u hipokampusu nakon i.s.
aplikacije DK; b) da 1i se razvija OS 1/ili nitrozativni stres (NS) u obimu koji ishoduje
oksidativnim oStecenjem lipida; 1 c) da li je glutationski ciklus uklju¢en u odgovor
selektivno osetljivih struktura na neurotoksi¢ni efekat DK.

Materijal i metode

Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalne zivotinje su tretirane u skladu sa vodicem za eksperimentalne
studije, No. 282-12/2002 (Eticki komitet Vojnomedicinske akademije, Beograd, Srbija).
Eksperimenti su izvodeni na odraslim muzjacima Wistar pacova tezine oko 220 g.
Pacovi su bili podeljeni u tri grupe (dve kontrolne i jedna eksperimentalna), smesteni u
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kavezima pod standardizovanim uslovima (temperatura: 23 + 2 °C, relativna vlaznost:
55 +3 % i ciklus svetlo/tamno: 13/11 sati) 1 imali su slobodan pristup hrani i vodi. Svi
eksperimenti su radeni posle adaptacije Zivotinja na laboratorijske uslove od 7 dana i u
periodu od 9h ujutru do 13h popodne.

Eksperimentalni dizajn

Pacovi su anestezirani pentobarbital natrijumom [45 mg/kg telesne mase (TM)]
intraperitonealno (i.p.). Testirane supstance su aplikovane u pojedina¢noj jednokratnoj
dozi, intrastrijatalno (i.s.) u finalnoj koncentraciji od 10 pL, da se nervno tkivo ne bi
opteretilo volumenom. Supstance su aplikovane u zapremini od 10 uL 1is. preko
Hamiltonovog S$prica, pomocu stereotaksicnog instrumenta, a prema odgovarajué¢im
koordinatama za male laboratorijske Zivotinje (koordinate: 8,4 mm iza bregme, 2,6 mm
levo od srednje linije suture i 4,8 mm ventralno od dure) (18).

Zivotinje su podeljene u tri eksperimentalne grupe: dve kontrolne grupe: intaktna
grupa (netretirani pacovi), n=8 1 lazno-operisani pacovi (0.9% NaCl), n=8; 1 jedna
eksperimentalna DK grupa (2.5 pg DK /10 pL), n=24. Radi pracenja efekta
neurotoksicnosti DQ na parametre OS/NS u hipokampusu, eksperimentalne zivotinje su
dekapitovane, 30 minuta, 24 h 1 7 dana od tretmana, (n=8 / terminu). Biohemijski
parametri OS mereni su ipsi- 1 kontra-lateralnom hipokampusu.

Reagensi

Koris¢ene hemikalije su analiticke Cistoce: Diquat - Reglone® (200 g/L) (Zeneca
- Agrochemicals); Pentobarbital natrijum - Vetanarcol® (0,162 g/mL) (Werfft -
Chemie,Vienna, Austria); glutation reduktaza (EC 1.6.4.2), Tip 111, iz kvasca [9001-48-
3], Sigma Chemical Co (St Luis, MO, USA) — visoko rafinisana suspenzija u 3.6M
(NH4)2SO4, na pH 7,0; 2500 U/1,6 mL (9,2 mg prot/mL) 170 U/mg proteina (1 jedinica
redukuje 1pmol GSSG/min, pH 7,6 na 25 °C); fizioloski rastvor (0,9 % NaCl)
(Vojnomedicinska akademija, Beograd, Srbija); glutation, glutation disulfid i NADPH
(Boehringer Corp. - London, UK); NaNO; (Mallinckrodt Chemical Works - St. Louis,
MO, USA); etilendiamintetra siretna kiselina — EDTA (Sigma - Sr. Louis, USA);
natrijum fosfat - Na,HPO,, kalijum dihidrogen fosfat - KH,POs, trihlorsiréetna kiselina,
tiobarbiturna kiselina — TBA (Merck - Darmstadt, Germany); natrijum tetraborat i borna
kiselina (Zorka - Sabac, Srbija); karbonatni pufer (50 mM, pH 10.2), (Serva,
Feinbiochemica - Heidelberg, New York); NaNOs, Mallinckrodt Chemical Works (St.
Louis, USA); natrijum glukonat, Merck (Darmstadt, Germany); glicerol, Merck
(Darmstadt, Germany); metanol, HPLC ¢{istoce, Merck (Darmstadt, Germany);
acetonitril, HPLC Ccisto¢e, Merck (Darmstadt, Nemacka); standardni puferi pH 7,0 i pH
10,0, HI 7710P (Vila do Conde, Portugal). Dejonizovana voda je pravljena preko
Millipor mili-Q sistema za preci§¢avanje vode (Waters - Millipore, Milford, MA, USA).
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Priprema tkiva i merenja

Homogenat selektivno osetljive mozdane strukture hipokampusa pripreman je kao
Sto je opisano ranije (19). Izolovan je ipsi 1 kontralateralni hipokampus 1 sve vreme
procedure drzan je na ledu. Izolovana moZdana struktura je prebacena u saharozni
medijum (0,25 mol/L saharoza, 0,1 mmol/L EDTA u natrijum-kalijum fosfatnom
puferu, pH 7) i homogenizovana u staklenom homogenizeru s teflonskim tu¢kom na
800 obrtaja/min (Tehnica Zelezniki Manufacturing, Slovenia). Nakon dva uzastopna
centrifugiranja na 1000 g, u trajanju od 15 min na 4 °C, odvojen je supernatant, a grubi
talog je resuspendovan u 1 mL dejonizovane vode. Solubilizacija subcelularnih
membrana u hipotoni¢nom rastvoru postignuta je Pasterovom pipetom konstantnim
mesanjem od lh. Zatim su homogenati centrifugirani na 2000 x g, 15 min na 4 °C, a
dobijeni supernatant je koriS¢en za analizu. Ukupna koncentracije proteina je merena
metodom po Lowriju (20).

Analitika parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa

Parametri OS/NS (superoksid anjon radikal, nitrati, superoksid dizmutaza,
malondialdehid, ukupni glutation 1 glutation peroksidaza) mereni su obostrano u
hipokampusu posle 30 min, 24h 1 7 dana nakon tretmana.

Superoksid anjon radikal (O,") - Sadrzaj O,* je odredivan metodom koja se
bazira na redukciji nitroblutetrazolijuma (NBT) u monoformazan, posredstvom O,°* .
Zuta boja redukovanog produkta merena je spektrofotometrijski na 550 nm (21).
Rezultati se izrazavaju kao pmol redukovanog NBT/mg proteina.

Nitrati (NO3") - Te¢na hromatografija pod visokim pritiskom sa UV-diode array
(HPLC-DA) detekcijom koriS¢ena je za merenje sadrzaja nitrata u homogenizatu
hipokampusa. Merenje je vrSeno na sobnoj temperaturi. Mobilna faza sadrzi boratni
pufer/glukonat koncentrat: metanol:  acetonitril: dejonizovana voda (2:12:12:74,
V/V/V/V), pH = 8,5. Boratni pufer/glukonat koncentrat se sastoji od 0,07 mol/L
natrijum glukonata, 0,3 mol/L H3;BOs;, 0,Imol/L Na;B;O;, 3,8 mol/L glicerola u
dejonizovanoj vodi (1,6 g natrijum glukonata, 1,8 g H3;BO;, 2,5 g Na,B407, 25 ml
glicerola 1 dejonizovana voda do 100 ml). Boratnim puferom je podeSen pH mobilne
faze na 8,5. Kalibracija pH-metra na pH 7,01 i pH 10,01 je vrSena standardnim
puferskim rastvorima. Pre upotrebe mobilna faza je filtrirana kroz membranski filter
veli¢ine pora 0,45 pm. UV-DAD detekcija je vrSena na talasnoj duzini 214 nm. Protok
mobilne faze je bio 1,3 mL/min. Zapremina uzorka koji se injektuje u te¢ni hromatograf
iznosi 50 pL (22).

HPLC Aparatura: pumpa HPLC (LKB 2150, Bromma, Sweden); petlja za
injektovanje, 50 pL; detektor, UV-diode array (UV-DAD) (LKB 2152, Bromma,
Sweden); program za obradu podataka, Wavescan EG/Nelson commander (LKB,
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Bromma, Sweden); hromatografska anjonska kolona (bazirana na strukturi kvaternernih
amina): IC-PAK™, (Waters, Millipore, Milford, MA, USA), 50 mm x 4,6 mm, 10 um
veli¢ine pora; 1 predkolona: Anion Guard-PAK™, (Waters, Millipore, Milford, MA,
USA).

Superoksid dizmutaza (SOD) - Aktivnost SOD je merena spektrofotometrijski,
inhibicijom spontane autooksidacije adrenalina na 480 nm. Kinetika enzimske
aktivnosti prac¢ena je u karbonatnom puferu (50 mM, pH 10.2, sadrzi 0.1 mM EDTA),
posle dodavanja 10 mM adrenalina (23). Rezultati se izrazavaju kao U SOD/mg
proteina.

Malondialdehid @ (MDA) -  Koncentracija ~ MDA  se  odreduje
spektrofotometrijskim metodom (24). MDA, kao sekundarni produkt LPO daje crvenu
boju posle inkubacije sa tiobarbiturnim reagensom (15 % trihlorsiréetna kiselina i 0,375
% TBA), na 95 °C i1 pH 3,5. Absorbanca je merena na 532 nm. Rezultati se
predstavljaju kao pmol MDA/mg proteina.

Glutation (GSH) - Za odredivanje ukupnog GSH koristi se reciklirajuca reakcija
oksidacije GSH do GSSG u prisustvu FElmanovog reagensa: 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoeva kiselina (DTNB), a zatim se nastali GSSG redukuje nazad do GSH uz
prisustvo enzima glutation reduktaze (GR) (25). Rezultati se izrazavaju u nmol GSH/mg
proteina.

Glutation peroksidaza (GPx) - Ova metoda se zasniva na indirektnom
odredivanju aktivnosti GPx spektrofotometrijskim merenjem potroSnje NADPH na 340
nm. Ukratko, enzim GPx katalizuje redukciju lipidnih hidroperoksida u alkohol/H,O
koris¢enjem redukujucih ekvivalenata GSH, pri ¢emu nastaje GSSG. U prisustvu GR
GSSG se redukuje do GSH, uz utrosak NADPH (donor reduktivnih ekvivalenata). Za
redukciju svakog mola GSSG potreban je jedan mol NADPH (26). Rezultati su
predstavljeni kao U GPx/mg proteina.

Statisticka analiza

Podaci su analizirani koriS¢enjem verzije Statistica software 7.0 (Stat Soft, Inc.).
Poredenje parametara OS sa kontrolnim vrednostima je wuradeno koriS¢enjem
nezavisnog Student t-testa. Razlike su smatrane statisti¢ki znacajne za p < 0,05.

Rezultati

Ne postoji znacajna razlika u analiziranim parametrima OS/NS izmedu intaktne 1
lazno-operisane grupe, §to govori da sam tretman nije doveo do oksidativne povrede
mozdanog tkiva (rezultati nisu predstavljeni). Rezultati analiziranih parametara OS/NS
su predstavljeni grafic¢ki za obe strane hipokampusa, a kontrolne vrednosti se odnose na
lazno-operisane pacove. Rezultati pokazuju da se nakon is. aplikacije DK razvio
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OS/NS u hipokampusu obostrano, kako tretirane (ipsilateralne) tako 1 suprotne,
kontralateralne strane.

Eksperimentalne grupe Zivotinja su bile pod aktivnim nadzorom tokom trajanja
eksperimenta. Zivotinje koje su tretirane DK su nakon budenja iz anestezije pokazivale
letargicnost, a tokom 2-3 sata zapaZena je znacajna stopa smrtnosti od 30 - 40 %.

Koncentracija O," je povecana u hipokampusu obostrano (p < 0,05) 30 minuta
nakon aplikacije DK. U ipsilateralnom hipokampusu, 24. ¢asa izmerena koncentracija
0," je na nivou kontrolnih vrednosti, dok se 7. dana nakon tretmana, zna¢ajno smanjuje
(p < 0,05). U kontralateralnom hipokampusu, koncentracija O,"" nakon 24 ¢asa je
znacajno niza (p < 0,05), a 7. dana je u nivou kontrolnih vrednosti (Grafik 1).

O Ipsilateraina @ Kontralateralna

pmol red. NBT/mg protein

Kontrola DK-30min DK-24h DK-7dana

Grafik 1: Sadrzaj superoksidnog anjon radikala (O,°") u hipokampusu posle jednokratne
intrastrijatalne administracije dikvata
Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD 1 izraZzene su u
jedinicama: pmol red. NBT/mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znac¢ajnim za p < 0,05
(Student T-test).
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Aktivnost SOD je znafajno smanjena u hipokampusu obostrano (p < 0,05) tokom
24 ¢asa od aplikacije DK, nakon ¢ega postoji blagi trend porasta aktivnosti SOD, mada
je aktivnost SOD 1 dalje znacajno niska ( p< 0,05) u ipsilateralnom hipokampusu 7.

dana (Grafik 2).
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Grafik 2: Aktivnost superoksidne dizmutaze (SOD) u hipokampusu posle jednokratne
intrastrijatalne administracije dikvata
Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD i izrazene su u
jedinicama: U SOD /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8§.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znac¢ajnim za p < 0,05

(Student T-test).

Poredenjem vrednosti sadrzaja NO; dobijenih nakon davanja DK sa kontrolnim
vrednostima, statisticki znacajno viSe vrednosti dobijene su u hipokampusu 24. sata
obostrano (p < 0,05) i 7. dana u ipsilateralnoj strani (p < 0,05) (Grafik 3).
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Grafik 3: Sadrzaj nitrata (NO;3") u hipokampusu posle jednokratne intrastrijatalne
administracije dikvata
Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD i izrazene su u
jedinicama: nmol NO;  /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znac¢ajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Lipidna peroksidacija je znacajno povecana 30. minuta nakon aplikacije DK,
obostrano (p < 0,05) i u ipsilateralnom hipokampusu 24. ¢asa (p < 0,05). Kasnije tokom
eksperimenta, MDA vrednosti nisu znacajno odstupale od kontrolnih vrednosti (Grafik
4).
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Grafik 4: Lipidna peroksidacija u hipokampusu posle jednokratne intrastrijatalne
administracije dikvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD 1 izraZzene su u
jedinicama: pmol MDA /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Znacajnost promena sadrzaja GSH u smislu poveéanja izmerena je samo 24. ¢asa
u ipsilateralnom hipokampusu (p < 0,05) (Grafik 5).
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Grafik 5: SadrzZaj ukupnog glutationa (tGSH) u hipokampusu posle jednokratne
intrastrijatalne administracije dikvata
Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD 1 izraZzene su u
jedinicama: nmol GSH /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisti¢ki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Aktivnost GPx se nakon aplikovanja DK znacajno povecava, obostrano, od 30.
minuta do 7. dana (p < 0,05) (Grafik 6).
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Grafik 6: Aktivnost glutation peroksidaze u kontralateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije dikvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = SD 1 izraZzene su u
jedinicama: mU GPx/mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Diskusija
U nasem eksperimentu je zabeleZena ucestala smrtnost Wistar pacova (30 - 40 %)
neposredno po trovanju DK (tokom 2 - 3 Casa od budenja iz anestezije), $to je u

korelaciji sa redoks potencijalom DK (27). Takode, zivotinje koje su tretirane DK
nakon budenja iz anestezije su pokazale simptome letargije.

Dobijeni rezultati potvrduju nastanak OS kao pokretaca neurotoksi¢nih efekata
DK u hipokampusu u periodu od 24 h nakon njegove aplikacije. Specifi¢na biohemijska
organizacija ove mozdane strukture, obilje glutamatnih receptora, visok metabolicki
obrt glutamata, posebno piramidne neurone sektora C1 1 C3, ¢ini je podloznim OS. U
naSem eksperimentu pokazali smo da se toksi¢ni efekti delovanja DK koji je aplikovan
u strijatum, proSiruje i na hipokampus. Povezanost energetskog metabolizma, stvaranje
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slobodnih radikala, funkcionisanje jonskih pumpi, kao i1 nivo intracelularnog, narocito
mitohondrijskog Ca®", susti¢u se kako u celokupnom funkcionisanju éelije, tako i u
indukovanju programirane smrti ¢elija mozga (28). Na osnovu literaturnih podataka
pretpostavljeno je da i.s. aplikacija DK kod Wistar pacova dovodi do neurotoksi¢nih
efekata u selektivno osetljivim moZzdanim regijama (korteks, strijatum 1 hipokampus)
posredovanjem OS (preko RKS) i NS (preko RAV, posebno azot oksida - NO). Nas
eksperiment je potvrdio da primarno oSte¢enje jednog dela mozdanog tkiva neminovno
vodi kasnijem poremecaju u drugim strukturama i da se odvija sli¢na dinamika promena
sadrzaja ispitivanih indikatora OS u ispitivanom periodu od 30. minuta do 7. dana
(Grafici 1-6). Objasnjenje podjednake propagacije procesa OS/NS nakon jednokratne
aplikacije otrova, lezi u anatomsko-funkcionalnoj organizaciji ovih mozdanih struktura.
Poznato je da peroksinitrit (ONOQO") difunduje u okolno tkivo i za nekoliko ¢elijskih
dijametara, ovo bi mogao da bude jedan od nacina prostorne i vremenske propagacije
neurotoksi¢nog efekata dipiridila na mozdane strukture koje su udaljene od primarnog
mesta aplikacije.

Povecano stvaranje O," u hipokampusu, 30 minuta nakon aplikacije DK je u
korelaciji sa smanjenjem aktivnosti SOD, §to govori o nemogucnosti enzimskog sistema
da ukloni povecanu koncentraciju O,* (Grafici 1 i 2). Toksi¢ni efekti povecanog
stvaranja O," koji su uodeni obostrano ve¢ nakon 30 minuta od aplikovanja DK,
potenciraju se redoks metabolizmom DK, pri ¢emu u reakciji O, sa NO, nastaje
toksiéni ONOO™ koji je i verovatniji put metabolisanja O,". Normalizacija sadrZaja
0O,"" u hipokampusu nakon 24 ¢asa, stoga ne bi morala da zna¢i smanjeno stvaranje O,"
, ve¢ njegovu intenzivnu reakciju sa NO u kojoj nastaje toksi¢ni ONOO .

Uloga NO u ovim procesima je pracena merenjem sadrZaja nitrata, krajnjih
produkata metabolizma NO 1 drugih RAV (Grafik 3). Literaturni podaci govore da se 70
% nastalog ONOO™ razgraduje do NO;, a preostalih 30 % do CO, 1 NO;, pa delimi¢no
potkrepljuju tvrdnju da povecana produkcija ONOO™ vodi povecanju koncentracije
nitrata (28).

Potvrdeno je da ONOO™ moZe procesom nitrozilacije da smanji aktivnost SOD,
Sto b1 moglo da objasni nadeno smanjenje SOD u najranijem terminu, od 30 minuta do
24" od aplikovanja DK. U literaturi se navodi da ONOO™ moze da istisne Fe i Cu iz
stabilnih kompleksa, kakvi su metaloproteini, §to bi znac¢ilo da ONOO™ na taj nacin
moze inhibirati metaloenzim SOD, koji sadrzi upravo Cu (29). Aktivnost enzima SOD
bi trebalo da ima negativan uticaj na sadrzaj NOs~, s obzirom da ,,uklanja” O,"", polazno
jedinjenje pored NO za sintezu ONOO", a time i njegov krajnji metabolicki produkt
NOs". Poznato je da od aktivnosti ovog enzima umnogome zavisi koncentracije O," u
mikrosredini, jer se ovaj enzim prakti¢no takmi¢i sa NO za reakciju sa O,", uz
napomenu da je reakcija sa NO ipak brza (28). Uklanjanje O," putem autooksidacije
(dizmitacije) je Cetiri puta sporija (reakcija katalizovana enzimom SOD). Tako se
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smatra de je vancelijski prostor, gde je koncentracija SOD vrlo niska, najverovatnije
mesto produkcije ONOO™ in vivo. Dobijeni rezultati sadrzaja NOs™ 1 aktivnosti SOD u
istim vremenskim intervalima govore u prilog teoriji o povezanosti ova dva mehanizma
u okviru kompleksnog biohemijskog procesa uklju¢enog u razvoj OS/NS.

Sedam dana nakon toksi¢nog delovanja DK, aktivnost SOD se priblizava
kontrolnim vrednostima §to je verovatno rezultat normalizacije redoks stanja u ovoj
selektivno osetljivoj mozdanoj strukturi.

Nastalo povec¢anje LPO u hipokampusu koje se obostrano registruje ve¢ nakon 30
minuta 1 odrZzava se u ipsilateralnom hipokampusu do 24. ¢asa (Grafik 4) potvrduje
razvo] OS kao mehanizma oSte¢enja Celijskih membrana ¢ija je funkcionalnost od
posebnog znacaja sa aspekta ekscitabilnosti, ali 1 ekscitotoksi¢nosti (29).
Pretpostavljeno metaboli¢ko usmerenje reakcije O," sa NO je potkrepljeno literaturnim
podacima o povecanoj regionalnoj distribuciji azot oksid sintaze (NOS) 1 gvozda u
selektivno osetljivim mozdanim strukturama (30). Montague i1 sar. su pokazali da
aktivacija N-metil-d-aspartat (NMDA) receptora, kojima obiluje hipokampus, usled
oslobadanja glutamata iz presinaptickih terminala, korelira sa oslobadanjem NO, koji
difunduje i van ¢elije, reagujuci tako i sa stvorenim O," (31). Vazno je istaci, da su nasi
rezultati pokazali podudarnost promena sadrzaja NO;~ i O," u istim vremenima u
okviru iste mozdane regije kod trovanja DK.

U odnosu na vremenski determinisane promene u oksidativnom stanju
hipokampusa, promene u koncentraciji GSH 1 aktivnosti GPx podrZavaju napred iznete
pretpostavljene dogadaje. U ranom terminu, 30 minuta nakon aplikovanja DK, nema
smanjenja koncentracije GSH 1 pored povecane aktivnosti GPx $to govori o izrazenoj
osetljivosti 1 velikom antioksidativhom potencijalu ovog enzima. Poznato je da je GSH
donor reduktivnih ekvivalenata u reakcijama redukcije lipidnih hidroperoksida i
vodonik peroksida, katalizovanim GPx.

U toksi¢nom delovanju DK ocuvanost (i cak povecanje) GSH (Grafik 5) doprinosi
povecanoj aktivnosti GPx. Sedmog dana od tretmana, znacajno se povecava aktivnost
GPx (Grafik 6) $to je od znacaja za smanjenje procesa LPO (Grafik 4). Nasi rezultati o
povecanoj aktivnosti GPx u neurotoksi¢nosti DK su u skladu sa literaturnim podacima
(32).

Poznato je da GSH u reakciji sa NO gradi S-nitrozo produkt, GSNO. Potencijalna
kompeticija za NO od strane GSH i O,", moZe rezultirati zastitnim efektom ako je
reakcija usmerena ka stvaranju GSNO umesto toksicnog ONOO™. Imajuci u vidu da
sadrzaj GSH nije bio sniZen i1 pored povecane funkcije GPx, ocigledno da je put
stvaranja ONOO™ bio favorizovan, $to se moze potvrditi pove¢anom LPO u ovom
periodu. Nasa pretpostavka, bazirana na literaturnim podacima, jeste da verovatno neki

456



od intermedijera izomeracije degradacionih produkata ONOQO™ doprinose citotoksi¢nom
efektu dipiridila, ukljucuju¢i DK (34).

Zakljucak

Rezultati naSeg istrazivanja potvrduju prostorno i vremensko Sirenje toksi¢nog
efekta jednokratne I.S. aplikacije DK u hipokampus, strukturu koja je prostorno
odvojena, ali funkcionalno povezana sa strijatumom, mestom aplikacije DK. OStecenje
se manifestuje ranim razvojem OS i NS - ve¢ posle 30 minuta, a odrzava se i 24 Casa
nakon aplikacije, Sto se podudara sa visokom stopom mortaliteta pacova iz DK grupe u
ovom periodu. Intenzivan oksidativni metabolizam DK, direktno dovodi do anoksije
tretiranih mozdanih struktura, neposredno posle i.s. administracije DK, Sedmog dana od
i.s. aplikacije DK, tkivo hipokampusa obnavlja svoje homeostatsko oksidativno stanje.

Zahvalnost

Zahvaljujemo recenzentima na konstruktivnim sugestijama. Ovaj rad je podrZan
sredstvima sa projekata Ministarstva prosvete 1 nauke, Republike Srbije (Projekat No.
II1 41018) i Ministarstva odbrane Republike Srbije (Projekat No. MMA/06-10/B.3).
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Summary

Most commonly observed central nervous system (CNS) effects induced by systemic
toxicity of herbicide diquat (DQ) are general depression and lethargy. Generally, it is accepted
that DQ exerts its toxicity through the production of superoxide anion radical (0, during its
red-ox metabolism in the presence of molecular oxygen, which further initiates radical chain
reaction, contributing developing of oxidative stress (OS) as well. Mechanisms of DQ
neurotoxic effect is not rationalized till now.

The objective of the study was to examine whether OS contributes to DQ neurotxicity.
For this purpose, male Wistar rats were intrastriataly (i.s.) treated with DQ and oxidative status
parameters such as: superoxide anion radical (O,%); nitrates (NO5), as a final metabolite of
reactive nitogen species; malondialdehyde (MDA), an indicator of lipid peroxidation; activity of
superoxide dismutase (SOD); glutathione peroxidase (GPx), and glutathione (GSH), were
measured in the hippocampus at 30 minutes, 24 hours and 7 days post treatment.

Noteworthy, mortality rate (30 - 40 %) was observed in the group of rats treated with DQ,
within 2-3 hours after awakening from anesthesia. Additionally, lethargy was the only
neurological symptom observed in that group. Analyzed parameters indicate that OS mediates
DQ neurotxicity, which is documented with significant increase of lipid peroxidation.

Key words: diquat, oxidative stress, neurotoxicity, hippocampus.
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