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Ispitivan je efekat 2-butoksietanola (2-BE), organskog rastva-
racCa iz grupe eter-glikola na aktivnost enzima antioksidativnog sistema
u jetri miSeva Balb/c soja. Zivotinje su desetodnevno tretirane pero-
ralno u dozi od 500 mg/kg. Analizirani su morfometrijski parametri (re-
lativna masa slezine i jetre), koncentracija proteina (metoda Lowry),
aktivnost mitohondrijalne (mangan) superoksid dismutaze (MnSOD) i
citozolne (bakar-cink) superoksid dismutaze (CuZnSOD) (metoda Mi-
sra i Fridovich) i aktivnost katalaze (metoda Beutler-a). U grupi Zivot-
inja tretiranih 2-butoksietanolom registrovana je splenomegalija koja
ukazuje na ekstramedularnu hematopoezu, kao i smanjena aktivnost en-
zima antioksidativnog sistema. Smanjena aktivnost katalaze i CuZn-
SOD u jetri nije statisticki znacajna u odnosu na kontrolnu grupu.
Medutim, aktivnost MnSOD je statisticki znac¢ajno smanjena u odnosu
na kontrolnu grupu (p<0,01). Smanjena aktivnost enzima antioksidativ-
nog sistema ukazuje na povec'anu produkciju slobodnih radikala. Nasi
rezultati sugeriSu da se jedan od mogu¢ih mehanizama patogenetskih
osteéenja u intoksikaciji 2-butoksietanolom zasniva na oksidativhom
stresu.

Kljucéne reci: 2-butoksietanol, oksidativni stres, superoksid dismutaza,
katalaza

Uvod

Etri etilen-glikola, kao organski rastvaraci, prvi put su uvedeni u kom-
ercijalne proizvode krajem 1920-ih. To su teCnosti blagog mirisa rastvorljive
u vodi, slabo isparljive, sa Sirokom primenom u hemijskoj industriji kao
razredivaci nitroceluloze, lakova, boja, emajla i sredstava za hemijsko cisce-
nje. Takode, oni se koriste u prehrambenoj, Stamparskoj, rudarskoj, drvno-
preradivackoj i elektronskoj industriji i u nekim komercijalnim proizvodima,
poput kozmetickih preparata i tecnih sredstava za ciscenje u domacinstvu
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(McGregor, 1984). Interesovanje za eter-glikole je pove¢ano od momenta ot-
krivanja njihovog efekta na gonade i kostnu srz (Milleri sar., 1981; Nagano i
sar., 1984; Dodd i sar., 1983). Kod ljudi je utvrdena reverzibilna aplasti¢na
anemija nakon slucajnih izlaganja eter-glikolima (‘Parsons i Parsons, 1983;
Ohi i Wegman, 1978; Beutler, 1975). 2-butoksietanol (etilen glukol monobu-
til eter) je jedan od najzastupljenijih eter-glikola i pokazuje visoku hemato-
toksi¢nost nakon peroralne, inhalacione ili dermalne primene (Sabourin i
sar., 1992). NajvaZzniji hematoloski efekat 2-BE je anemija hemolitickog tipa
praé¢ena smanjenjem broja eritrocita, hemoglobina, hematokrita i neSto man-
jim brojem retikulocita. Hemoliti¢ka anemija izaziva ekstramedularnu hema-
topoezu, retikulocitozu i hiperplaziju kostne srzi i slezine (Granti sar., 1985).
2-BE pokazuje specificne efekte na membranu eritrocita eksperimentalnih
Zivotinja, izazivaju¢i vecu fragilnost, Sto dovodi do poveéane osetljivosti za os-
motsku hemolizu. Izu€avanje metabolizma i distribucije 2-BE pokazalo je da se
on primarno metabolizuje u butoksiacetatnu kiselinu (BAK), butoksi etanol
glukoronid konjugat (BEG) i butoksi etanol sulfatni konjugat (Ghanayem i
sar., 1987). Analiziranje metabolicke osnove hemoliti¢ke anemije induko-
vane 2-butoksietanolom pokazalo je daje za anemiju odgovorna BAK, koja
nastaje pod uticajem alkoholne i aldehidne dehidrogenaze (Carpenter i sar.,
1956; Ghanayem i sar., 1987a; Bartnik i sar., 1987). U na$oj laboratoriji, u
vise eksperimenata na miSevima je pokazano da tretman sa 2-butoksieta-
nolom menja redoks stanje celije koje je predstavljeno kao odnos koncentra-
cije oksidovanih ekvivalenata prema koncentraciji redukujuéih (Trajkovic,
1996). Kod svih aerobnih organizama, prilikom oksidacije molekulskog
kiseonika, dolazi do poremecaja ravnoteZze u odnosu na: prooksidant-oksi-
dant i to nazivamo pojmom "oksidativni stres".
Redukcija molekulskog kiseonika do vode uz uces¢e enzima citohrom
oksidaze na unutrasnjoj membrani mitohondrija ili plazma membrani bak-
terija je najvazniji izvor energije za aerobne organizme. Medutim, nepotpu-
nom redukcijom kiseonika nastaju toksi¢ni meduproizvodi poznati kao ki-
seonikovi slobodni radikali. Naime, redukcijom kiseonika sa jednim elektro-
nom nastaje superoksid anjon radikal (02"). Njegovom dismutacijom
pomocu superoksid dismutaze stvara se H,0,, koji takode nastaje i redukci-
jom kiseonika sa dva elektrona. Vodonik peroksid nema nesparenih elektrona
i nije Slobodan radikal, ali je prethodnik veoma reaktivnog hidroksilnog radi-
kala (OH ).Ova visoko reaktivna forma nastaje reakcijom izmedu H,0, i 02
u prisustvu dvovalentnih katjona Stp se oznacava kao Haber-Weiss-ova reak-
cija (Haberi Weiss, 1934; Wardman, 1989). Takode, hidroksilni radikal nas-
taje od vodonik peroksida uc¢es¢em tranzicionih metalnih katjona kao Sto su
Fe’" i CU" utakozvanoj Fenton-ovoj reakciji. Ekscitacija molekulskog kiseo-
nika uslovljava promenu spina jednog od elektrona, zbog ¢ega nastaje sin-
gletni kiseonik ('0,) (Halliwell i Gutteridge, 1984). Primarna zastita ¢elije od
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produkcije slobodnih radikala je redukovanje kiseonika do vode prenosom 4
elektrona pomocu citohrom oksidaze, bez stvaranja kiseonikovih radikala
kao meduproizvoda {Halliwell, 1981). Drugi pravac zastite od slobodnih ra-
dikala je omogucen enzimima (superoksid dismutaze, katalaza, peroksidaze)
koji katalizuju uklanjanje meduproizvode redukcije kiseonika {Hassan,
1984). Tredi sistem zastite je dopunjen nivoom antioksidanata male molekul-
ske mase kao Sto su: vitamin E, askorbinska kiselina i redukovani glutation
{Hassan, 1984).

Cilj rada

Ovim radom ispitivali smo aktivnost enzima antioksidativnog sistema
u cilju kompletnije analize patogenetskih mehanizama pri subhroni¢noj in-
toksikaciji 2-butoksietanolom.

Materijal i metode

Za eksperiment je uzeto 16 Zenki miSeva BALB/c soja, starosti 12-15
nedelja i telesne mase 18+ 1,5 graina. Zivotinje su hranjene standardnom brik-
etiranom hranom (Veterinarski zavod, Beograd) sa pristupom vodi i hrani ad
libidum. Zivotinje su slu¢ajnim izborom rasporedene u dve eksperimentalne
grupe od po 8.2-BE je davan u dozi od 500 mg/kg peroralno metalnom son-
dom, jednom dnevno, tokom deset dana, dok je kontrolna grupa tretirana na isti
nacin fizioloskim rastovom. MiSevi su Zrtvovani kompletnim iskrvavljenjem
iz retroorbitalnog pleksusa. Mase organa (jetra, slezina), merene su na
analitiCkoj vagi "Mettler". Priprema uzoraka: Visi seperfuzija (ispiranje) je-
tre sa 1 ml hladnog fizioloSkog rastvora kroz portalnu venu. Najedan gram
tki va dodaje se 10 ml fosfatnog pufera, a homogenizovanje se visi sa 10 udara
tu¢kom. Tako dobijeni homogenat prebaci se u centrifuzne epruvete i centri-
fugira 15 minuta na 3000 rpm u centrifugti sa hladenjem. Posle centrifugi-
ranja uzima se oko 1 ml supernatanta u kojem se rade sve analize. Odredi-
vanje koncentracije ukupnih proteina vrseno je metodom Lowry i sar. (1951).
Metoda se zasniva na biuretskoj reakciji peptidnih veza i Ca*"jona u alkalnoj
sredini i reakcije fosfomolibdenskog-fosfovolframskog reagensa sa aro-
mati¢nim aminokiselinama (tirozin i triptofan) polipeptidnih lanaca. U reak-
ciji nastaje kompleksno jedinjenje plave boje sa maksimumom apsorpcije na
750 nm. Aktivnost enzima aktalaze odredivana je po metodu Beutler-a
(1982) spektrofotometrijskom metodom u ultraljubiCastoj oblasti (UV).
Razgradnja vodonik peroksida (H,0,) moze se direktno pratiti tako Sto se
prati opadanje absorbance na talasnoj duzini od 230 nm. Aktivnost superok-
sid dismutaze (SOD) odredivana je metodom Misra i Fridovich {1972). Prin-
cip metode se sastoji u sposobnosti SOD da sprecava autooksidaciju adrena-
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lina (epinefrina) u adrenohrom u baznoj sredini. Autooksidacija adrenalina

prati se spektrofotometrijski preko promene absorbance na talasnoj duZzini

480 nm. Dobijeni rezultati predstavljeni su u tabeli, a za testiranje razlika na
pragu znacajnosti p<0,05 i p<0,01 koristili smo Student-ov t-test.

Tabela 1. Relativne mase slezine i jetre, koncentracije proteina, aktivnost katalaze
(CAT), citozolne superoksid dismutaze (CuZn SOD) i mitohondrijalne
superoksid dismutaze (Mn SOD) u jetri kontrolnih i miSeva tretiranih 2-
butoksietanolom (500 mg/kg)

Zivotinje Jetra
RM. , Proteini | /1 | CuZnSOD) MnSOD
kontrola 'Slezine R. M. 'Jetre (mg/ml) p(f(:)(i{n;é (];(rl;)/tr.r;g Uzciérjg
K, 0,46 5,23 10,2 5,94 14,93 2,19
K, 0,53 6,26 6,84 7,77 17,66 2,88
K, 0,46 5.8 7,68 7,83 14,84 2,09
K, 0,43 5,21 10,8 7,14 12,76 3,49
K 0,41 5,71 9,4 6,84 11,02 3,39
K, 0,36 5,93 9,96 7,1 9,45 2,77
K 0,35 5,64 10,16 5,11 13,82 4,65
K 0,54 5,29 9,36 5,83 13,82 3,1
X+/-SD | 0,44+/-0,07 | 5,12+/-0,35 | 8,75+/-1,49 | 6,12+/-0,99 | 12,8+/-2,36 | 2,62+/-0,74
(SE) (0,03) (0,12) (0,53) (0,35) (0,83) (0,26)
2-butoksi-
etanol
(2-BE), 1,03 5,16 10,08 4,42 15,6 1,12
(2-BE), 1,56 6,24 11 5,35 15,02 0,65
(2-BE), | 0,57 5,17 11,6 6,8 10,32 2,3
(2-BE), 1,03 5,22 10,36 5,25 13,16 2,41
(2-BE), 1,35 6,05 12,04 5,96 14,82 1,8
(2-BE), 128 5,73 9,7 5,54 11,33 1,65
(2-BE), 1,17 5,15 8,56 6,09 12,53 1,23
(2-BE), 12 5,76 11,2 6,02 10,21 1,31
X+/-SD | 1,15+/-0,29 5,25+/-0,46 | 10,2+/-1,28 | 5,25+/-0,71 | 11,4+/-4,56 | 1,12+/-0,64
(SE) (0,10)** (0,16) (0,45)* (0,59) (1,61) (0,22)**

' Relativna masa=Apsolutna masa organa/Telesna masa
Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja na nivou p<0,05 (*) i p<0,01 (*¥).
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Rezultati rada

Rezultati subhroni¢nog tretmana miseva sa 2-BE, iskazani na tabeli 1
su slededi:

1. Nakon desetodnevnog tretmana sa 2-BE u dozi od 500 mg/kg doslo je
do statistiCki znacajnog povecanja relativne mase slezine u odnosu na kon-
trolnu grupu (p<0,01).

2. Nismo zabelezili znacajnu promenu relativne mase jetre izmedu tre-
tiranih i zZivotinja kontrolne grupe.

3. Registrovali smo statisti¢ki znaCajno povecanje koncentracije prote-
ina u grupi tretiranih Zivotinja 2-butoksietanolom (p<0,05).

4. Aktivnost katalaze u jetri je smanjena u grupi tretiranih Zivotinja u
odnosu na kontrolnu grupu, ali ovo smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno.

5. Takode i aktivnost CuZnSOD je nesignifikantno smanjena u grupi
Zivotinja tretiranih sa 2-BE.

6. Aktivnost MnSOD u jetri miSeva tretiranih sa 2-butoksietanolom je
signifikantno smanjena u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (p<0,01).

Diskusija

Relativna masa jetre je blago povecana kod Zzivotinja tretiranih 2-
butoksietanolom u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja Sto se slaze sa rezul-
tatima Grant-a i sar. (1985), koji su zabelezili signifikantno poveéanu rela-
tivnu masu ovog organa 1 dan nakon tretmana pacova ovim eter-glikolom.
Kod intoksikacije 2-butoksietanolom zna se da su metaboliti biotransforma-
cije, butoksiacetaldehid i butoksi acetatna kiselina, vrlo aktivni i hemijski
agresivni metaboliti. Generalno, hemikalije koje su rastvorljive u lipidima
nisu bioloski aktivne dok se ne konvertuju do reaktivnih toksi¢nih metabolita.
Iako ovi metaboliti mogu uzrokovati oste¢enje membrane i povredu Celije di-
rektnim kovalentnim povezivanjem sa proteinima i lipidima membrane,
najznacajniji mehanizam kojim oste¢uju membranu je preko formiranja reak-
tivnih slobodnih radikala i lipidna peroksidacija, koja sledi iza toga (Cotran i
sar., 1994). Nasi rezultati pokazuju da je kod Zivotinja tretiranih 2-bu-
toksietanolom povecana relativna masa slezine Sto se slaze sa nalazima dru-
gih autora (Grant i sar., 1985). Poveéanje apsolutne i relativne mase slezine
takode su registrovali Ty/isar. (1984), nakon inhalacionog tretmana F344 pa-
cova 2-butoksietanolom, Sto moZe biti posledica stimulacije hematopoeze.
Medutim, ovaj homeostatski mehanizam kompenzacije nije potpuno uspe-
$an, Sto je pokazano statistiCki znacajno smanjenom koli¢inom hemoglobina
(Tyl i sar., 1984). Aktivnost katalaze je nesignifikantno smanjena u jetri
miSeva tretiranih sa 2-BE. Kirkman i sar. (1987), navode da se aktivnost kata-
laze smanjuje kada su ¢éelije izlozene peroksidima ili imaju smanjenu sposob-
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nost stvaranja NADPH. Duzim izlaganjem katalaze vodonik peroksidu do-
lazi do oksidacije NADPH u NADP ¢ime se menja redoks status ¢elije i aktiv-
nost katalaze se smanjuje za 1/3 od inicijalne vrednosti. Zbog toga glukozo-6-
fosfat dehidrogenaza i glukozo-6 fosfat omoguéavaju optimalnu katalaznu
aktivnost. Medutim, i kod insuficijentnog stvaranja NADPH, NADH sluzi
kao podesan donor za odrzanje funkcije katalaze (Gaetani i sar., 1989). Posto
je katalaza Fe zavisan enzim kod nedostatka gvoZzda takode se zapaza njena
smanjena aktivnost (Acharya i sar., 1991), a pri intoksikaciji miSeva 2-
butoksietanolom u kostnoj srzi je vrlo smanjena eritroidna loza, dok gubitak
Fe je prisutan zbog izraZzene hemoliticke aktivnosti.

Pored osnovne uloge superoksid dismutaze da katalizuje dismutaciju
superoksid anjon radikala u manje reaktivan vodonik peroksid, vazna funk-
cija ovog metaloenzima je da odrzava stabilnim redoks sistem éelije i bilans
jona, jer su oba vazna za konfiguraciju hromatina i ekspresiju gena (Mariucci
isar., 1990). Smatra se da smanjenje aktivnosti SOD za 50% ima za posledicu
smrt ¢elije. Vrednost SOD se smanjuje u eritrocitima u toku ishemije i in-
farkta miokarda i normalizuje tek posle 12 dana (Loeper i sar., 1991). I druga
patoloska stanja pokazuju pad u aktivnosti SOD: Fankonijeva pancitopenija,
srpasta anemija, hemoliticki uremijski sindrom (Kurobe i sar., 1990), aporast
aktivnosti se javlja kod mentalnih poremecaja, anemije zbog deficita Fe i
pusenja (Guemouri i sar., 1991). Rezultati naseg eksperimenta pokazuju
smanjenu aktivnost enzima CuZnSOD i MnSOD u jetri miseva tretiranih sa
2-BE. Ovo smanjenje je signifikantnog karaktera za MnSOD. Dobijeni rezul-
tati su u skladu sa nalazima Sergent-a. i sar. (1995), koji su nasli smanjenu ak-
tivnost superoksid dismutaze u kulturi hepatocita pacova 1 sat nakon intok-
sikacije etanolom. Jedan od moguéih mehanizama smanjene aktivnosti SOD,
koja je narocito izrazena kod aktivnosti MnSOD nakon intoksikacije miSeva
2-butoksietanolom mogli bi da objasnimo na slede¢i na¢in: Metabolizam 2-
butoksietanola posredstvom alkoholne i aldehidne dehidrogenaze produkuje
butoksiacetatnu kiselinu, koja je jak hemoliti¢ki agens kod eksperimentalnih
zivotinja. Hemoliza eritrocita uzrokuje anemiju i ekstramedularnu hemato-
poezu (Carpenter i sar., 1956). Hemoliticka anemija uzrokuje tkivnu hipok-
siju koja izaziva promene u strukturi mitohondrija. Poznato je da promene u
strukturi mitohondrija stoje u korelaciji sa njihovim oksidativnim kapacite-
tom i metabolickom aktivno$¢u. U slucaju pojacanih oksidativnih procesa
uoCavaju se promene na mitohondrijalnim kristama (njihovim pravcima
pruzanja, uglovima) i mitohondrijalnim granulama (povecava se broj
granula). Mitohondrije pruZzaju jasan primer kako promene u biohemijskoj
aktivnosti organela izazivaju promene u finoj gradi pomenute strukture
(Grozdanovic'-Radovanovié, 1992). Najverovatnije takva strukturna dezor-
ganizacija mitohondrija uslovljena tkivnom hipoksijom, zbog anemijskog
efekta BAK, uslovljava smanjenu aktivnost MnSOD nakon intoksikacije
miseva 2-butoksietanolom.
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Zakljuéak

Rezultati nasih istrazivanja upuéuju na sledece:

1) Poveéanje relativne mase slezine je u korelaciji sa ekstramedular-
nom hematopoezom koja je uzrokovana 2-butoksietanolom.

2) Dominantna slika anemije se moZe objasniti oSte¢enjima indukova-
nim 2-butoksietanolom u ¢ijoj patogenezi u osnovi stoji oksidativni stres.
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EXAMEN DE L'ACTIVITE DES ENZYMES DU SYSTEME
ANTIOXIDATIF DANS LTNTOXICATION SUBCHRONIQUE PAR 2-
BUTOXYETANOL CHEZ LES SOURIS DE LA RACE BALB/c

Ljubisa MTHAJLOVIC, Nevenka K. MTHAJLOVIC,
Aleksandar PETROVIC et Zivojin STANKOVIC

Institut pour la biologie avec la genetique humaine et Institut pour la histologic et
embriologie de la Faculte de Medecine de Nis

Les auteurs ont examine l'effect de 2-butoxyetanol (2-BE) de la solution
organique du groupe ether-glycol sur l'activite des enzymes du systeme antioxydatif
dans le foie des souris de la race Balb/c. Les animaux sont traites peroralement au
cours de dix jours avec la dose de 500 mg/kg. On a fait l'analyse des parametres
morphometriques (masse relative de la rate et du foie), concentration des protides
(methode Lowry), activite mitochondriale (managanese) superoxyde de la dismutase
(MnSOD) et cystolnes (cuivre-zinc) superoxyde de dismutase (CuZnSOD) (methode
Misra et Fridovich) et les activites de la catalase (methode Beutler). Dans la groupe
des animaux traites par 2-butoxyetanol on a enregistre la splenomegalie qui indique a
I'hematopoese extra modulaire, ainsi que a l'activite des enzymes du systeme
antioxydatif. L'activite reduite de la catalase et CuZnSOD dans le foie n'est pas
statistiquement significatife par rapport au groupe de controle. Pourtant I'activite de
MnSOD est statistiquement et caracteristiquement reduite par rapport au groupe de
controle (p<0,01). L'activite reduite des enzymes du systeme antioxydative indique a
la productivite aggrandie des radicals libres. Nos resultats suggerent que I'un des
mecanismes possibles des dedommagements pathogeniques dans I'intoxication avec
2-butoxyetanol est base sur le stress oxydatif.

Les mots cles: 2-butoxyetanol, stress oxydatif, superoxydismutase, catalase

EXAMINATION OF THE ACTIVITY OF THE ANTI OXIDATIVE
SYSTEM ENZYMES IN THE SUBCHRONIC INTOXICATION WITH 2-
BUTOXIETANOLE IN MICE OF BALB/c RACE

Ljubisa MIHAJLOVIC, Nevenka K. MIHAJLOVIC,
Aleksandar PETROVIC and Zivojin STANKOVIC

Institute for Biology with Human Genetics and the Institute for Histology
and Embryology of the Faculty of Medicine, Nis

The effect of 2-butoxietanole (2-BE) as an organic solvent from the ether-
glycol group upon the anti oxidative system enzymes in the liver of the mice of the
Balb/c race is examined. The animals were treated for ten days perorally with the dose
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of 500 mg/kg. The morphometric parameters (relative mass of the spleen and the
liver) were analyzed as well as protein concentration (Lowry method), mitochondrial
(manganese) super oxide dysmutase (MnSOD) activity and that of cytozoic (copper-
zinc) super oxide dysmutase (CuZnSOD) (Misra and Fridovich method) in addition
to the catalase activity (Beutler method). In the group of animals treated with 2-
butoxietanole splenomegaly was registered which pointed to extramedullary he-
matopoiesis as well as a reduced activity of anti oxidative system enzymes. The
reduced catalase activity and CuZnSOD in the liver are not statistically important
with respect to the control group. However, the activity of MnSOD is statistically
considerably reduced regarding the control group (p<0,01). The reduced anti oxida-
tive system enzyme activity points to increased production of free radicals. Our
results suggest that one of the possible mechanisms of pathogenetic damage in the 2-
butoxietanole intoxication is based upon oxidative stress.

Key words: 2-butoxietanole, oxidative stress, superoxidedysmutase, catalase

Autor: Ass. dr sci LjubiSa Mihajlovi¢, molekularni biolog, Institut za
biologiju sa humanom genetikom Medicinskog fakulteta u Nisu; kuéna adre-
sa: Ni§, Triglavska 7/2.

(Rad je UrednisStvo primilo 28. januara 2002. godine)

(X ] ’



