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Antioksidanti (selen, vitamini C i E) stabilizuju ¢elijsku mem-
branu i Stite ¢elie od delovanja slobodnih radikala. S druge strane,
antioksidanti umanjuju efekte hemijskih i fizickih agenasa. Pored ovoga,
selen ima znacajnu ulogu u transportu elektrona u mitohondrijama i
neophodan je za funkciju glutation peroksidaze u zastiti od apoptoze.
Benzen je univerzalni rastvarac i ima Siroku primenu u hemijske) indus-
triji. Njegova toksi¢nost se ogleda kroz oSteCenja centralnog nervnog
sistema, jetre, bubrega i hematopoeznog sistema. U ovom eksperimentu
koriSceni su pacovi Wistar soja koji su svrstani u tri eksperimentalne
grape u odnosu na koli¢inu primljenog seiena. Svaku grapu su Cinile po
deset Zivotinja oba pola i nakon dvonedel jnog predtretmana selenom od
4,8 i 16 mcg, zivotinjama je inraperitonealno administrirali benzen u dozi
od 1,2 ml/kg telesne mase. Brojanje uobli¢enih elemenata krvi je vrSeno
posle pretretmana selenom i nakon intoksikacije benzenom. Dobijeni
rezultati ukazuju na uvecéani broj svih krvnih loza nakon pretretmana
selenom, dok posle davanja benzena dolazi do drasticnog pada broja
eritrocita i leukocita uz umerenu trombocitopeniju. Nakon Zrtvovanja,
uzimani su hematopoezni organi. Histoloski nalazi kostne srzi pokazuju
pojavu poremecaja, narocito Celija crvene loze i uocljivu masnu dege-
neraciju stoje posebno uocljivo kod druge i tre¢e grape zivotinja. Takode
je doslo i do ostecenja slezine, narocCito njene crvene pulpe s prisustvom
veceg broja svezih eritrocita u dragoj i tre¢oj grupi s tim Sto su te promene
drasti¢nije u tre¢oj grupi. Dobijeni rezultati ukazuju da selen u veéim
koncentracijama povecava broj eritrocita i leukocita $to ukazuje na
njegovu stimulaciju visokoproliferativnih ¢elija kostne srzi. Medutim,
nakon intoksikacije subletalnom dozom benzena doslo je do pada broja
éelija crvene i bele loze, ali su te vrednosti u granicama normale. Ovo
ukazuje da pojava uginuéa nije u direktnoj sprezi s poremecajima u
hematopoezi, ve¢ je do smrti doSlo zbog oSte¢enja nekih drugih vitalnih
organa. Uprkos Cinjenici da selen sprecava oStecenja Celija, u ovom
slucaju njegov protektivni efekat se ispoljio samo kada je davan u malim
dozama jer u toj grupi Zivotinja nije bilo uginuca.
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Uvod

Antioksidanti kao $to su selen, vitamini C i E imaju vaznu ulogu u
stabilizovanju celijskih membrana i zastiti tkiva od delovanja slobodnih
radikala (Myers i sar., 1982). Selen je narocito vazan i pri transportu elektrona
u mitohondrijama te u slucaju njegovog nedostatka dolazi do poremecaja
njihovih funkcija (Rani i Lalitha, 1996).Takode je ustanovljena i negativna
korelacija koncentracije selena i maligno transformisanih Celija kao i uloga
ovog antioksidanta u zastiti od apoptoze (Kayanoki i sar., 1996).

Slobodni radikali posledica su ne samo delovanja hemijskih agenasa
nego i zraCenja. Bez obzira $to se ovi reaktivni molekuli mogu produkovati i u
normalnim fizioloSkim procesima, Sto je slucaj s fagocitozom i tokom
celijske proliferacije (Afanasjev i Boronihina, 1987), ipak njihova pojacana
koncentracija se reguliSe uceSéem peroksizoma i agranulisanog endoplaz-
matskog retikuluma. Ove organele vrse detoksikaciju, odnosno eliminisanje
efekata razliCitih agenasa i svode koncentraciju slobodnih radikala na, za
organizam, tolerantan nivo. Za ovu regulaciju je izmedu ostalih odgovorna i
selen-zavisna glutation peroksidaza (Kajanoki i sar., 1996).

Benzen je lako isparljivi rastvarac¢ i ima Siroku primenu u industriji
gume, boja, lakova itd. Toksi¢nost benzena je vezana za njegovu biotrans-
formaciju koja, osim $to stvara slobodne radikale, stvara i nusproizvode kao
Sto su: fenol, katehol i hidrohinon (Sandniyer, 1981; Andrews i Snydei, 1985).
Podaci iz literature ukazuju da akutno izlaganje visokim dozama benzena
dovodi do osteéenja centralnog nervnog sistema, tezih sr¢anih aritmija,
oste¢enja jetre i bubrega a kao krajnji ishod je koma, odnosno smrt organizma
(Snyder i Koscis, 1975). S druge strane, hroni¢no izlaganje benzenu dovodi
do pojave encefalopatije, kao i do difuzne atrofie mozga i poremecaja u
hematopoeznom sistemu Sto je pradeno pancitopenijom (Vigliani i Saita,
1964).

Poznato je da antioksidanti sprecavaju ili umanjuju efekat hemijskih i
fiziCkih agenasa pa je cilj ovog rada bio utvrdivanje "eventualnog" protek-
tivnog efekta selena u uslovima subakutne intoksikacije benzenom.

Materijal i metode

U eksperimentu su koris¢eni pacovi Wistar soja, starosti 10 do 11
nedelja, oba pola, telesne mase 230+15g. Sve Zivotinje, njih 30 (15 Zenki i 15
muzjaka), svrstane su u tri grupe (po pet Zenki i pet muzjaka).

Prva grupa (1. a zenke i 1. b muzjaci) dobijala je po 4 mcg selena dnevno
preko vode. Druga grupa (2.a i 2,b) dobijala je po 8 mcg selena, a treca grupa
(3.ai 3.b) dobijala je 16 mcg selena.

Pretretman selenom je trajao 14 dana, posle Cega su zivotinje bile
tretirane benzenom u dozi od 1,2 ml/kg telesne mase, stoje subletalna doza.
Administriranje benzena vrSeno je intraperitonealno i to u dve doze u
razmaku od tri dana.
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Za analizu broja krvnih Celija kori scena je krv iz repa. Uobliceni
elementi krvi su brojani u Malassez komori. Po Zrtvovanju uzimani su
hematopoezni organi. Kostna srZ je istiskivana iz femura punim Spricem
fizioloSkim rastvorom tako daje prakticno bez osteéenja, u celosti prebacena
u fiksativ od 6% formalina, a deo slezine je fiksiran u 10% formalinu.
Dobijeni ise¢ci kostne srzi i slezine debljine 6 jiim su bojeni standardnom HE
metodom.

Rezultati ispitivanja

Po zavrSenom eksperimentu ukupno je uginulo sedam Zivotinja s tim
Sto ih je tri uginulo nakon prve, a Cetiri nakon druge doze benzena i to tri iz
druge, a Cetiri iz tre¢e eksperimentalne grupe.

Rezultati su sagledani kroz nivo uobliCenih elemenata krvi i kroz
histopatoloSke nalaze kostne srzi i slezine.

Dobijeni rezultati broja eritrocita prikazani su grafikonom 1. Iz ovog
grafikona se vidi da je broj eritrocita srazmerno rastao s povecanjem
koncentracije selena, tako da je u trec¢oj grupi taj broj skoro tri puta veéi u
odnosu na prvu grupu. Medutim, nakon intoksikacije benzenom upravo je u
tre¢oj grupi doslo do drasticnog pada broja eritrocita (P<0.0()1).
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Grafikon 1. Broj eritrocita pre i posle intoksikacije benzenom

Broj leukocita po grupama je predstavljen grafikonom 2, iz kojeg se
vidi da je takode doSlo do izrazitog pada broja ovih Celija u tre¢oj grupi
zivotinja nakon intoksikacije benzenom (P<0.001).

Broj trombocita je predstavljen grafikonom 3, odakle se vidi da postoji
umerena trombocitopenija samo u tre¢oj grupi dok u ostale dve grupe taj broj
je u granicama normalnih vrednosti kako pre, tako i posle tretmana benzenom.

Mikroskopiranje histoloskih preparata je vrSeno pod uvecanjem od

10x20 i 10x40. Gledanjem vise iseCaka kostne srzi iz sve tri eksperimentalne
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Grafion 2. Broj leukocita pre 5 posle intoksikacije benzenom
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Grafikon 3. Broj trombocita pre i posle intoksikacije benzenom

grupe su ustanovljene razli¢ite promene. Najblaze su u prvoj grupi, nesto
veée (masna degeneracija) su u drugoj (slika 1) a izrazite promene su
primecene u trec¢oj grupi (slika 2). Na slici se uocava krvarenje, koncentrisani
svezi eritrociti, apopleksija kostne srzi, hipocelularni mononukleami ele-
menti, mali broj megakariocita, a za razliku od ostalih grupa je povecan broj
granulocita.

Kod zivotinja sve tri grupe primec'ena je splenomegalija. HistoloSki
nalazi slezina pokazuju blage promene u prvoj grupi $to nije slucaj sa
drugom i tre¢om grupom. Na slici 3 su prikazane promene kod druge grupe
zivotinja, medu kojima dominira .hiperemija crvene pulpe. Takode se
uocCava pojava ranog tromba, a eritrociti su koncentrisani blizu kapsule.
Limfni folikuli su manje izraZeni nego kod prve grupe. Na slici 4 prikazan je
presek slezine trece
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Slika 1. Kostna srz druge eksperimentalne grupe (x40)

Slika 2. Kostna srz trece eksperimentalne grape (x40)
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Slika 3. Slezina drage eksperimentalne grupe (20)

Slika 4. Slezina tre¢e eksperimentalne grupe (x40)
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grupe. Zapaza se prepunjenost krvnim elementima, hemoragi¢ni infarkti u
subkapsularnom regionu, sekundarno se natapaju svezim eritrocitima. Cr-
vena pulpa daje utisak kolapsa. Limfni folikuli su najveé¢im delom iSCezli,
ponegde minijaturni. Uocavaju se kolonije megakariocita oko krvnog suda.

Diskusija

Benzen je lako isparljivi otrov a oko 60% se u organizmu metaboliSe u
jetri. Smatra se da ja toksi¢nost benzena bazirana na jednom ili na viSe
njegovih metabolita koji su prakti¢no toksicniji od samog benzena (Snyder i
sar., 1981). Kod ¢oveka benzen se unosi inhalacijom u uslovima radne
sredine dok se u eksperimentalnim uslovima kod Zivotinja njegova admi-
nistracija vrsi ili supakutno ili intraperitonealno. Do sada nisu utvrdene
kvantitativne razlike u toksi¢nosti benzena u odnosu na nacin njegovog
administriranja (Andrews i Snyder, 1986). S druge strane, antioksidanti u
manjoj ili ve¢oj meri ublazavaju efekte benzena.

Broj eritrocita posle dvonedeljnog pretretmana selenom raste a svoj
maksimum postiZze u grupi Zzivotinja sa najve¢om dobijenom koli¢inom
selena. Medutim, nakon davanja dveju subletalnih doza benzena dolazi do
izrazitog njihovog pada i do pojave prvih znakova anemije, mada zbog
prethodno velikog broja ovih ¢elija, njihova koli¢ina je jo§ uvek n granicama
normale. Ovaj pad se objasnjava efektom benzena na snizenje ugradivanja
gvozda u hemoglobin (Andrews i Snyder, 1985). Slican efekat je primecen i
kod leukocita Ciji broj posle pretretmana selenom izrazito raste da bi nakon
intoksikacije benzenom drasti¢no pao $to je i uzrokovalo pocetnu leuko-
peniju. Leukopenija je jedan od ranih hematoloskih parametara intoksikacije
benzenom (Duprat i Gradiski, 1978; Najma n i sar., 1989) a uveéani broj
leukocita pre davanja benzena se moZe objasniti stimulacijom proliferacije
mijeloidne loze preko selena. Nagli pad broja eritrocita i leukocita moze se
objasniti preko postojanja mladih formi ovih ¢elija koje posto su u deobi
osetl jive su na efekat benzena. Sto se tiCe efekta samog selena na trombocitnu
lozu moze se re¢i da nezavisno od njegove koli¢ine ne dolazi do uveéanog
broja trombocita. Takode je primeéeno da bez obzira $to u trecoj grupi
zivotinja postoji umerena trombocitopenija ipak u odnosu na druge dve loze
benzen ima slabiji efekat. Mada se ova pojava moze objasniti i ¢injenicom da
zbog kratkoée zivota trombocita (do deset dana) doSlo je do stimulacije
megakariocitopoeze i povecane produkcije trombocita u perifernoj krvi
(Stankovié, 1998), ili zbog kratke ekspozicije benzenu.

Osim promena u broju uobli¢enih elemenata krvi, postoje i izrazite
promene kako u kostnoj srzi tako i u slezini. Ono Sto je karakteristi¢no u
nalazu kostne srzi jeste postupno opadanje broja megakariocita od prve do
treée grupe, s tim S§to se u prvoj grupi javlja hipocelularnost crvene loze. U
odnosu na prvu grupu, kostna srz u drugoj grupi je u loSijem stanju jer se
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javljaju masni elementi, dok je kostna srz tre¢e grupe najviSe ostecena jer se
javlja krvarenje i veliki broj sveZih eritrocita. Sve ovo ukazuje da benzen
osim §to direktno deluje na ¢éelije periferne krvi, na indirektan nac¢in dovodi
do tezih oste¢enja ovog hematopoeznog tkiva.

U slezinama svih grupa nalaze se krvni elementi Sto ukazuje na njihova
oSte¢enja i degradaciju. Medutim, izrazenije promene se primec¢uju u drugoj i
treé¢oj grupi tako $to u slezini druge grupe dolazi do postupnog smanjenja
limfnih folikula, sre¢u se svezi eritrociti i crvena pulpa je u kolapsu. Kod
slezine tre¢e grupe limfni folikuli su iS€ezli, a javljanje kolonija mega-
kariocita ukazuje na pocetnu ekstramedularnu hematopoezu kako bi se
kompenzovao broj izgubljenih ¢elija u perifernoj krvi.

Pretretman selenom u razli¢itim koncentracijama pokazao je da samo u
malim dozama selen ima protektivni efekat u odnosu na benzen Sto se vidi
preko bolje krvne slike i manjih osSte¢enja kostne srZzi i slezine.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti viSe zakljucaka i to:

—da selen utice na pojaCanu proliferaciju eritrocita i leukocita, s tim Sto
je uvecanje broja ovih éelija proporcionalno koli¢ini unetog selena;

—da benzen uprkos pretretmanu selenom, za kratko vreme dovodi do
smanjenja broja uobli¢enih elemenata krvi, narocito eritrocita i leukocita;

—da se efekat benzena odrazava i na hematopoezna tkiva tako $to u

kostnoj srzi izaziva pojavu njene masne degeneracije i oSteCenje Celija crvene
loze;

—da benzen ostecuje i slezinu u smislu poveéanog broja eritrocita i
teskih oStec¢enja crvene pulpe;

- da selen pokazuje izvesni protektivni efekat samo u malim dozama.
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EFFET DE SELENIUM SUR LA HEMATOPIESE DES RATS CHEZ
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Les antioxidantes (selenium, vitamines C et E) stabilisent la membrane et
prolegent les cellules de I'activite des radicales libres. De I'autre cote les antioxidantes
diminuent les effets des agents chimiques et physiques. Outre ¢ela le selenium a une
role importante dans le transport des electrones dans les mitochondriomes et il est
indispensable pour la fonction glutatione de la peroxydase dans la protection de
I'apoptose. Benzen est le dissolvant universel et il a une large application dans
lI'industrie chimique. Sa toxicite se reflete dans les dedommagernents du systeme
nerveux central, du foie, des reins et, du systeme hematopiese. Dans cette experience
on a utilise les rats du genre Wistar qui sontclasses en trois groupes experimentals par
rapport a la quantite du selenium obtenu. Chaque groupe formaient dix animaux de
deux sexes et apres le pretraitement de deux semaines avec selenium de 4,8 et 16 mcg
on a administre aux animaux intraperitonealement benzen dans le dose de 1,2 ml/kg
de la masse corporelle. Le denombrement des elements formes du sang est fait apres
le pretraitement avec selenium et apres l'intoxication avec benzen. Les resultats
obtenus montrent le nombre agrandi de tous les vignes sanguines apres le pre-
traitement avec selenium, tandis que apres la donation de benzen i 1 arrive a la chute
drastique des nombres de erythrocites et leucocytes conti-e la trombocytopenie
modere. Apres avoir fait la sacrifice des animaux on a pris les organes hematopiese.
Les trouvailles histologiques de la moelle osseuse montrent l'apparition des
perturbations, surtout des cellules de la vigne rouge ct tres visible la dégeneration
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graiceuse surtout chez le deuxieme et troisieme groupe des animaux. Il est arrive
aussi le dedommagement de la rate, surtout de sa pulpe rouge avec la presence de plus
grand nombre des erytrocytes fra i s dans le deuxiemc el le troisieme groupe et ces
changements sonl plus drastiques dans le troisieme groupe. Les resultats obtenus
indiquent que selenium dans les plus grandes concentrations agrandit Ic nombre des
erytrocytes et des leucocytes ¢e que indique a sa slimulation des cellules hautemcnl
prol i feralives de la moelle osseuse. Pourtant apres l'inloxication avec la dose
subletale du benzen il est arrive la chute du nombre des cellules de la vigne rouge et
blanche, mais les valeurs sont dans les limites normales. Cela montre que I'apparition
de la mori n'est pas directemenel liee avec les perturbations dans I'hematopiese; elle
est arrive a cause des dedommagements des autres organcs vitals. Malgre le fait que le
selenium empeche le dedommagement des cellules, dans ¢e cas-la son effet de
protecteur s'est manifestait seulement quand il est donne dans les petites doses car
dans ¢e groupe d'animaux il n'y avait pas de mort.

Les mots des: Selenium, benzen, hematopiese

SELENIUM EFFECT UPON THE RATS' HEMATOPOIESIS IN THE
SUBACUTE BENZENE INTOXICATION
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The antioxidants (selenium, vitamins C and E) slabi lize the ¢eli membrane and
proteci the cells from the action of free radicals. On the other hand, the antioxidants
reduce the effecls of chemical and physical agenls. Bcsidcs, selenium has an
important role in Iransporling eleclrons in the mitochondria and il is necessary for ihe
glulathione peroxidase function in the protection from apoplhosis. Benzene is a
universal solvent and has a wide application in chemical industry. Tts toxicity is
manifested in the damages done to the central nervous syslem, liver, kidneys and
hematopoiesis system. Tn this experiment the Wistar rats were used that were
classified in three experimental groups regarding the quantity of the received
selenium. Each group comprised ten animals of both sexes and after lwo weeks'
trealment by selenium of 4,8 and 16 mcg, the animals had received benzene by
inlraperiloneal administration in the dose of 1,2 ml/kg of the body weight. The
counling of the shaped blood elements was done after the selenium pre-treatment and
after the benzene intoxication. The obtained results poinl to increased number of ali
the blood elements after the selenium pretreatment while after benzene admi-
nislration there was a drastic drop of the number of erylhrocyles and leukocytes along
with moderate lhrombocylopenia. After the sacrifice, IThe hematopoiesis organs were
taken. The hislological findings of the bone marrow show the emergence of
disturbances, especially of the red sort cells as well as an obvious fat degeneration
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which is particularly conspicuous in the second and third groups of animals. There
was also some damage done to the spieen, especially of its red pulp along with the
prescnce of a greater number of fresh erythrocytes in the second and third groups.
Only the changes were more drastic in the third group. The obtained results show that
selenium in higher concentrations increases the number of erytrocytes and
leukocytes which proves that it stimulates highly-proliferating cells of the bone
marrow. However, after the intoxication by a sublethal benzene dose there was a drop
of the cells of red and white color but these values are wilhin the norma! limits. This
points to the fact that the emergence of death is not in any direct correlation with the
disturbances in the hematopoiesis, but death was caused by the damage done to some
other vital organs. Despite the fact that selenium prevents the cells' damage, in this
CaSe its protective effectmanifested itself only when it was given in small doses since
there was no death in this group of animals.
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