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Subakutna toksičnost fluorida i protektivni efekat selena kod eksperimentalnog životinjskog 

modela  

 

Sažetak 

Profilaktička upotreba fluorida (F-) ima pozitivne efekte na očuvanje zubnih tkiva. Ipak, 

prekomeran unos F- može doprineti razvoju lokalne i/ili sistemske toksičnosti. Lokalna toksičnost 

izazvana prekomernim unosom F- se može manifestovati fluorozom zubnih tkiva, dok sistemska 

toksičnost najčešće dovodi do promena u skeletu. Visoke koncentracije F- imaju negativan uticaj i na 

različita meka tkiva ljudi i životinja. Selen (Se) se smatra bioelementom koji pozitivno utiče na 

antioksidativni sistem, enzime metabolizma i reparaciju DNK, neutrališe slobodne radikale i 

ispoljava antikarcinogena svojstva. Suplementacija Se sprečava nastanak oksidativnog stresa koji 

može biti izazvan štetnim nivoima F-. Međutim, evidentan je nedostatak studija koje prikazuju 

mehanizme zajedničkog delovanja Se i F-. 

Hipoteza ove doktorske disertacije jeste da će primena rastućih koncentracija F- putem vode 

za piće nakon 28 dana izazvati oštećenja različitih organa kod Wistar pacova. Osim toga, 

pretpostavljeno je da će antioksidans Se antagonizovati oštećenja izazvana F-. U skladu sa 

postavljenom hipotezom, osnovni ciljevi ove disertacije su ispitivanje mehanizama potencijalne 

subakutne toksičnosti rastućih koncentracija F- (10, 25, 50, 100 i 150 mg/l) kod mužjaka Wistar 

pacova na parametre redoks statusa, koncentracije bioelemenata, oštećenja DNK i histološku 

strukturu tkiva, izučavanje modela dozne zavisnosti efekata F-, kao i ispitivanje potencijalnog 

protektivnog efekta Se na subakutnu toksičnost izazvanu F- u različitim tkivima pacova. 

Rezultati ove studije su pokazali da subakutna ekspozicija povišenim koncentracijama F- 

dovodi do morfoloških oštećenja više tkiva pacova, a najizraženija su u jetri i bubrezima. Fluoridi su 

uticali na parametre redoks statusa, u najvećoj meri na aktivnost superoksid anjona i nivoe 

sulfhidrilnih grupa, i malondialdehida, kao i na aktivnost superoksid dismutaze u plazmi, jetri, 

bubrezima, slezini, mozgu i testisima pacova. Fluoridi su uticali na disbalans koncentracija bakra, 

cinka, gvožđa i mangana u krvi, mekim i kalcifikovanim tkivima. Genotoksični potencijal F- je 

potvrđen u jetri, slezini, mozgu i testisima. Subakutna ekspozicija F- nije uticala na telesnu masu 

pacova, niti je zabeležena fluoroza zubnih tkiva. Osim toga, rezultati su pokazali da Se nije uticao na 

smanjenje morfoloških oštećenja jetre i bubrega, ali je značajno smanjio oštećenja DNK u jetri i 

slezini. Antioksidativni efekat Se potvrđen je pozitivnim uticajem na pojedine parametre redoks 

statusa, ali, Se je ispoljio i oksidativni efekat u pojedinim tkivima. Na koncentracije bioelemenata, 

Se je sa F- delovao antagonistički, ali i sinergistički. Efekti F- na superoksid anjon, totalni oksidativni 

status, totalni antioksidativni status, aktivnost superoksid dismutaze, sulfhidrilne grupe, 

malondialdehid, oksidaciju proteina, bakar, cink, gvožđe, mangan i DNK oštećenje su dozno zavisni. 

Na osnovu rezultata ove disertacije možemo zaključiti da subakutna ekspozicija povišenim 

koncentracijama F- dovodi do oštećenja organa putem različitih mehanizama toksičnosti: poremećaja 

parametara redoks statusa, oštećenja DNK, disbalansa bioelemenata i morfoloških oštećenja tkiva. 

Selen je u nekim organima smanjio oštećenje izazvano F- i ispoljio antagonistička svojstva, ali ne na 

svim nivoima delovanja. Stoga, rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da povišene koncentracije 

F- dovode do sistemske toksičnosti, kao i da Se u određenoj meri može smanjiti oštećenja izazvana 

F-. Međutim, sinergizam F- i Se nam ukazuje da njihova istovremena upotreba može dodatno uticati 

na disbalans pojedinih bioelemenata, i rezultati ove disertacije mogu biti vredni budućih ispitivanja, 

imajući u vidu čestu upotrebu ovih suplemenata. 

 

Ključne reči: fluoridi, selen, oksidativni stres, Wistar pacovi, genotoksičnost, subakutna toksičnost, 

bioelementi, Benchmark doza, komet test 

Naučna oblast: Kliničke stomatološke nauke 

Uža naučna oblast: Dečja i preventivna stomatologija  



Subacute fluoride toxicity and selenium protective effect in an experimental animal model 

Abstract 

Prophylactic fluoride (F-) use has positive effects on tooth structure. However, excessive F- 

consumption could cause local and/or systematic intoxication. Local F- toxicity mainly manifests as 

tooth fluorosis, while systematic toxicity manifests through skeletal comorbidities. Investigations 

indicated that elevated F- concentrations have a negative impact on different human and animal 

organs. Selenium (Se) is a bioelement that positively affects the antioxidative system, metabolic 

enzymes, and DNA reparation. Further, Se can eliminate free radicals and manifest anticarcinogenic 

features. Selenium supplementation prevents oxidative stress and cell apoptosis caused by elevated 

F- concentrations. However, there is a lack of studies that perceive mutual F- and Se interactions. 

The hypothesis of this doctoral dissertation is that application of increasing F- concentrations 

through drinking water after 28 days will cause damage to various organs in Wistar rats. In addition, 

it is assumed that the antioxidant Se will antagonize the damage caused by F-. Following the 

hypothesis, the main objectives of this dissertation are to investigate the potential subacute toxicity 

of increasing F- concentrations (10, 25, 50, 100, and 150 mg/l) in male Wistar rats on redox status, 

bioelement concentrations, DNA damage, and histological tissue structure, to study F- dose-response 

effects, as well as investigation of the potential protective effect of Se on F- subacute toxicity in 

various rat tissues. 

The present study results showed that F- subacute exposition at elevated doses can cause 

morphological tissue damage in rats, and the most prominent have been observed in the liver and 

kidneys. Fluoride affected redox status parameters, the level of superoxide anion, sulfhydryl groups, 

and malondialdehyde, as well as superoxide dismutase activity, in the blood, liver, spleen, brain, and 

testicles. Fluoride genotoxicity potential has been confirmed in the liver, spleen, brain, and testicles 

tissues. Further, F- caused copper, zinc, iron, and manganese disbalance in the blood, soft and 

calcified tissues. Fluoride did not affect rats’ body mass, nor dental fluorosis was observed. Selenium 

supplementation did not improve liver and kidney morphological damage. Nevertheless, Se 

significantly reduced DNA damage in the liver and spleen. Selenium manifested antioxidative 

properties, although in some tissues manifested oxidative features. In addition, the impact of Se on 

the F- effect was both antagonistic and synergistic regarding bioelements concentrations. Fluoride 

impacts on superoxide anion, total oxidative status, total antioxidative status, superoxide dismutase 

activity, sulfhydryl groups, malondialdehyde, protein oxidation, copper, zinc, iron, manganese, and 

DNA damage were dose-dependent. 

According to the results of this doctoral dissertation, we can conclude that subacute exposition 

to F- at elevated concentrations causes tissue damage in Wistar rats via different toxicity mechanisms: 

redox status and bioelements disbalance, as well DNA, and morphological tissue damage. 

Furthermore, Se reduced fluoride-induced damage in some organs and manifested antagonistic 

features, but only via some toxicity mechanisms. Thus, the results of this doctoral dissertation indicate 

F- systematic toxicity after subacute exposition to elevated concentrations and the possibility that Se 

could be a potential antagonist. However, Se and F- synergism could additionally affect bioelements 

levels and consequently, having in mind their often mutual consumption, the results of this doctoral 

dissertation could contribute as a base for future investigations. 

 

Keywords: fluoride, selenium, oxidative stress, Wistar rats, genotoxicity, subacute toxicity, 

bioelements, Benchmark dose, comet assay 

Scientific field: Clinical dental sciences 

Scientific subfield: Paediatric and preventive dentistry 
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1. UVOD 

 

1 
 

1. UVOD 

U poslednje dve decenije, fluoridi (F-) su u centru istraživanja zbog svojih jedinstvenih 

osobina i primeni u svakodnevnom životu (Gillis i sar., 2015). Fluoridi se svakodnevno koriste usled 

protektivnog delovanja na zubna tkiva (Lindahl i Mahmood 2009). Zatim, u savremenoj 

farmaceutskoj industriji, F- imaju značajnu ulogu s obzirom da povećavaju bioaktivnost i metaboličku 

stabilnost preparata (Han i sar., 2021). Ipak, prekomeran unos F- može dovesti do lokalne i sistemske 

toksičnosti (Vieira 2021). Imajući u vidu svakodnevnu upotrebu i prisutnost F-, izučavanje interakcije 

F- sa drugim elementima je od velikog značaja (Khandare i sar., 2018; Dehnen i sar., 2021; Shao i 

sar., 2022). Selen (Se) je bioelement koji se često koristi kao suplement s obzirom da poseduje 

antioksidativna svojstva, a njegov uticaj na oštećenja izazvana F- poslednjih godina je predmet 

brojnih istraživanja (Gao i sar., 2019; Chen i sar., 2022). 

 

1.1 Fluor i fluoridi 
 

Fluor je izuzetno reaktivan i visoko elektronegativan element (3,98 na Paulingovoj skali 

eletronegativnosti, u poređenju sa 2,20 za vodonik, 3,44 za kiseonik i 2,55 za ugljenik (Gillis i sar., 

2015) i sastavni je deo atmosfere, litosfere, biosfere i hidrosfere (Kanduti i sar., 2016). Fluor je gas 

bledo žuto-zelene boje, 17-ti element po rasprostranjenosti i čini 0,06-0,09% Zemljine kore 

(O'Mullane i sar., 2016). Iako je najzastupljeniji halogeni element na Zemlji, fluor se retko nalazi u 

elementarnom stanju zato što su tri najčešća izvora fluora: kalcijum-fluorid, fluoroapatit i kriolit 

gotovo nerastvorljivi u vodi, osim toga ima visok oksidacioni potencijal (3,06 V) koji onemogućava 

proces njegove halogenizacije kao i zbog visoke vrednosti hidratacije jona F- (490 kJ/mol) koja ga 

čine slabim nukleofilom (Jacobson 1996; Carvalho i Oliveira 2017; Han i sar., 2021). Fluor je 

najčešće u kombinaciji sa elementima sa kojima (izuzev sa kiseonikom i plemenitim gasovima) 

formira F- (Chan i O'Hagan 2012).  

Fluoridi imaju jaku tendenciju da u vodenim rastvorima formiraju jedinjenja sa metalima, 

najčešće sa gvožđem (Fe), manganom (Mn), aluminijumom i cirkonijumom (WHO 1984). 

Fluorovodonik (fluorovodonična kiselina) nastaje od minerala kalcijum-fluorida i sumporne kiseline, 

i pretežno se koristi za sintezu kriolita i fluorovanih ugljovodonika (koji se koriste za proizvodnju 

aluminijuma, teflona i freona). Natrijum-fluorid je najznačajniji alkalni fluorid i dobija se 

neutralizacijom vodenog rastvora fluorovodonika natrijum-karbonatom ili natrijum-hidroksidom 

(WHO 1984). 

Alkalni F- su soli, imaju visoku tačku topljenja i veoma dobro se rastvaraju u vodi. Fluoridi 

su sastavni deo prirode i njihova adekvatna upotreba ima brojne pozitivne efekte na očuvanje funkcija 

organizma (WHO 1994; Aoun i sar., 2018). Glavni izvori F- su hrana i voda, ali se mogu naći u 

Zemljinoj kori u sklopu različitih minerala. Minerali koji sadrže F- uglavnom su vulkanskog porekla. 

U kontaktu sa vodom, ovi minerali se rastvaraju u zavisnosti od fizičko-hemijskih osobina samih 

minerala kao i vode (pH i temperatura vode, poroznost minerala itd.) (Sellers 2004). 

 

1.1.1 Zastupljenost fluorida u hrani 

 

Koncentracija F- u hrani je najčešće niska, između 0,1 i 2,5 mg/kg. Fluoridi su zastupljeni u 

gotovo svakoj vrsti namirnica, ali veće koncentracije su izmerene u koncentrovanom proteinu riba 
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(između 21 mg/kg i 761 mg/kg) i određenim vrstama biljaka koje se koriste kao čajevi, lešniku i 

pirinču (O'Mullane i sar., 2016; WHO 2019; Jáudenes Marrero i sar., 2020). Programi fluorisanja 

mleka i soli predstavljaju ekonomski povoljne mere, i trenutno se sprovode u oko 14 zemalja širom 

sveta radi prevencije nastanka karijesa zubnih tkiva (Bánóczy i sar., 2013). Fluorisana so sadrži 200-

250 mg F-/kg i može doprineti povišenom unosu F- u organizam (0,5-0,75 mg/dan) (EFSA 2013; 

Guth i sar., 2020), stoga se ne preporučuje kombinacija fluorisane vode i fluorisane soli (Aoun i sar., 

2018). 

 

1.1.2 Zastupljenost fluorida u vodi 

 

Voda predstavlja glavni izvor F-, i sve vode sadrže F- u određenoj koncentraciji (Aoun i sar., 

2018). Podzemne vode predstavljaju najveći izvor vode za piće (Karthikeyan i Lakshmanan 2011). 

Morska voda sadrži F- u koncentraciji od 1,2 do 1,5 mg/l (ppm) (Kanduti i sar., 2016), dok slatka 

voda poreklom iz jezera, reka i izvora sadrži niže koncentracije od 0,01 do 0,3 mg/l (Kanduti i sar., 

2016). Ipak, u pojedinim područjima zabeležene su izuzetno visoke koncentracije F- u termalnim 

vodama. Vulkanske stene kao i depoziti morske soli takođe sadrže značajne količine F-, čak do 2500 

mg/kg i njihova koncentracija raste sa porastom dubine na kojoj se nalaze. Najviša koncentracija F- 

u vodi je zabeležena u Keniji, u jezeru Nakuru, od čak 2800 mg/l (O'Mullane i sar., 2016). 

Fluorisanje vode podrazumeva kontrolisano dodavanje F- u javni vodovod, i predstavlja 

izuzetno efikasnu metodu za smanjenje prevalence karijesa. Počeci fluorisanja vode datiraju iz 40-ih 

godina 20. veka u Americi i Kanadi (Marthaler 2013). Optimalna koncentracija F- u vodi za piće 

iznosi 0,5-1,0 mg/l (WHO 2019). Prosečan unos F- putem vode i drugih tečnosti u Evropi iznosi 0,13 

mg dnevno (1,86 µg/kg telesne mase (t.m.) dnevno, za odraslu osobu prosečne t.m. od 70 kg). 

Fluorisanje vode u Evropi se sprovodi u neki delovima Velike Britanije, Portugala, Španije i Irske 

(Guth i sar., 2020). 

 

1.1.3 Fluoridi i zagađenje životne sredine 

  

Fluoridi mogu biti prisutni u kontaminiranoj hrani, vazduhu, zemljištu i u vodi u visokim 

koncentracijama, kao posledica korišćenja pesticida sa F-, industrijskog zagađenja iz fabrika stakla, 

aluminijuma, keramike, cementa, i mogu dostići nivo od 1,4 mg/m3 (Slika 1) (Cape i sar., 2003; 

O'Mullane i sar., 2016). Fluor koji se oslobađa u atmosferu je visoko reaktivan i direktno reaguje sa 

vodom, formirajući fluorovodonik koji dalje formira stabilne F- (Walna i sar., 2013). Dokazano je da 

životinje koje žive na području sa visokim koncentracijama F- u zemljištu, atmosferi i vodi, imaju 

povišene nivoe F- u tkivima, kao i u mleku i jajima (Gupta i sar., 2015; Bombik i sar., 2020). 

 

Slika 1. Kruženje fluorida u prirodi (Slika je nacrtana pomoću sajta BioRender.com (2020)). 
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1.1.4 Apsorpcija i eliminacija fluorida 

 

Apsorpcija alkalnih F- se najvećim delom odvija preko gastrointestinalnog trakta (90%), tj. 

preko želuca i preko proksimalnog dela tankog creva procesom difuzije (Buzalaf i Whitford 2011; 

Martínez-Mier 2011). Poluvreme apsorpcije okvirno iznosi 30 minuta i veća je iz tečnosti nego iz 

hrane. Apsorpcija preko oralne mukoze je ograničena, s obzirom na retenciju F- na oralnim tkivima 

(Zero i sar., 1992; O'Mullane i sar., 2016). Fluoridi se najvećim delom izlučuju preko bubrega tj. 

glomerularnih kapilara i ekskrecija direktno zavisi od urinarnog pH. Ukoliko je urinarni pH kiseo 

usled neadekvatne ishrane, primene lekova ili određenih sistemskih poremećaja, može doći do 

retencije F- u organizmu. Takođe, usled bubrežne insuficijencije, može doći do povećane 

koncentracije F- u svim tkivima organizma (O'Mullane i sar., 2016). Odrasli zadržavaju oko 35% F-, 

dok deca imaju povećanu retenciju F- (oko 50 %) usled velikog broja širokih koštanih lakuna, 

karakterističnih za period razvitka skeleta (Buzalaf i Whitford 2011; O'Mullane i sar., 2016). U 

industrijskim područjima, velike količine F- (najčešće fluorovodonika) se u organizam unose preko 

respiratornog trakta i deponuju u nazofaringsu, traheji i alveolama (WHO 1984; WHO 2000). Fluoridi 

se u malom procentu izlučuju preko fecesa i mleka tokom perioda laktacije (Villa i sar., 2010; EFSA 

2013). 

  

1.1.5 Fluoridi u krvi 

 

Apsorbovani F- se prvo distribuiraju u krv, zatim u druge organe ili eliminišu putem urina. 

Oko 75% F- u krvi se nalazi u plazmi a ostatak uglavnom u crvenim krvnim zrncima. U krvnoj plazmi 

ljudi F- su vezani za proteine plazme i mogu se naći u dva oblika: jonskom i organskom (O'Mullane 

i sar., 2016). 20-60 minuta nakon ingestije u plazmi se postiže maksimalna koncentracija F-, koja 

uglavnom iznosi oko 0,006 mg/l (Buzalaf i Whitford 2011). Koncentracije F- su od velikog interesa 

u stomatologiji i medicini, s obzirom da su u direktnoj korelaciji sa količinom unetih F- u organizam 

(O'Mullane i sar., 2016). 

  

1.1.6 Mehanizam delovanja fluorida na zubna tkiva 

 

Poznavanje mehanizama dejstva F- je od izuzetnog značaja, kako bi se rizik od štetnih efekata 

sveo na minimum. Fluoridi smanjuju rastvaranje kalcijum hidroksiapatita u uslovima povećanog 

stvaranja mlečne kiseline i sprečavaju demineralizaciju gleđi. Mlečna kiselina nastaje kao proizvod 

bakterija (pretežno Streptococcus mutans-a) nakon metabolizma šećera, i ukoliko dođe do drastičnog 

smanjenja pH vrednosti, dolazi do demineralizacije gleđi. S obzirom da je početna demineralizacija 

gleđi reverzibilan proces, adekvatnom primenom profilaktičkih mera, poput aplikacije F-, 

demineralizacija se može zaustaviti. Joni F- se ugrađuju u površinu kristalnih rešetki gleđi i formiraju 

fluorohidroksiapatit čime započinju proces remineralizacije. Joni F- mogu delovati i na metabolizam 

ćelija bakterija (inhibicijom glikolitičkih enzima ATP-aza) i pH citoplazme, čime se smanjuje 

proizvodnja kiselina u procesu glikolize. Sistemska i lokalna primena F- dovodi do smanjenja 

incidence karijesa u fisurama i jamicama prvih stalnih molara (ten Cate i van Loveren 1999; Buzalaf 

i Whitford 2011). Fluoridi protektivno deluju i na dentin, koji je podložniji nastanku karijesa i bržoj 

demineralizaciji usled povećane vrednosti pH, u odnosu na gleđ (Buzalaf i Whitford 2011). 
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Protektivno delovanje F- na gleđ zuba se može ostvariti sledećim mehanizmima:  

1. Formiranje fluoroapatita na površini gleđi, zamenom hidroksilnih jona sa jonom F- u kalcijum 

hidroksiapatitu. Fluoroapatit smanjuje propustljivost kalcijum hidroksiapatita, tj. čini gleđ zuba 

otpornijom na delovanje kiselina koje se produkuju od strane patogenih bakterija;  

2. Inhibicija enzima enolaze, čime dolazi do redukcije stvaranja mlečne kiseline; 

3. Bakteriostatsko dejstvo (uticaj na regulaciju mRNK bakterija) (Levine 2011; Ma i sar., 2014). 

 

1.1.7 Fluoridi u kostima i zubima 
 

Koncentracija F- u kostima i zubima zavisi od brojnih faktora, uključujući vreme ekspozicije, 

dozu F-, starosnu dob, pol, oblik unetih F- itd. Istraživanja ukazuju da se otprilike polovina 

apsorbovanih F- deponuje u skeletu i njihova koncentracija raste sa godinama starosti. Trabekularne 

kosti sadrže više F- u poređenju sa kompaktnim kostima (WHO 1984; Everett 2011). 

Koncentracija F- u gleđi je izuzetno visoka (najviša je u spoljašnjem sloju gleđi), i delom se u 

gleđ ugrađuju tokom maturacije zuba, a delom i nakon erupcije. Cement i dentin zuba takođe sadrže 

F- i pojedine studije ističu da je i nivo F- u dentinu direktno povezan sa stepenom fluoroze zuba (Vieira 

i sar., 2004). Adekvatna profilaktička primena visokih doza F- utiče i na reparaciju početnih oštećenja 

dentina i remineralizaciju cementa korena zuba (Moseley i sar., 2003; Petersson 2013; Mahesh i sar., 

2020). 

 

1.2 Upotreba fluorida u stomatologiji 
 

Pozitivni efekti primene F- zabeleženi su 1945. godine, kada je uvedeno sistemsko fluorisanje 

vode za piće sa 1 mg/l F-, što je rezultiralo smanjenjem incidence karijesa za 50% (Mullen 2005). 

Profilaktička primena F- je dala izuzetne rezultate u terapiji rane karijesne lezije gleđi (Slayton i sar., 

2018; Urquhart i sar., 2019). Ovi rezultati su doveli do široke primene fluorisanja vode za piće, ali i 

soli, mleka, kao i povećane proizvodnje suplemenata koji su bogati F- (Petersen i Lennon 2004). S 

obzirom da uticaj F- na ljudski organizam zavisi od doze i vremena ekspozicije, neophodno je 

obezbediti njihov optimalan unos kroz profilaktičke mere. 

Upotreba profilaktičkih sredstava sa F- u stomatologiji (pasti za zube, rastvora za ispiranje 

usta, gelova i lakova za lokalnu aplikaciju, tableta) predstavlja bitan izvor F-. Preporučene 

profilaktičke koncentracije F- imaju pozitivan uticaj na gleđ zuba usled ometanja glikolize, i pozitivno 

utiču na remineralizaciju zubne gleđi. Sa druge strane, povišene doze F-, koje se mogu naći i u 

zemljištu, solima i vodi u pojedinim geografskim lokalitetima, mogu dovesti do patofizioloških 

promena u ljudskom organizmu. Fluoroza zuba i skeleta predstavlja glavne posledice produžene 

ekspozicije visokim koncentracijama F- (WHO 2019). 

Protektivni efekat F- se najbolje ispoljava njihovom lokalnom primenom odnosno, direktnim 

kontaktom sa gleđi (Petersen i Lennon 2004), uz adekvatnu oralnu higijenu i upotrebu paste za zube 

i tableta u kojima se F- nalaze. Proizvodi sa visokom koncentracijom F- koji se koriste u stomatologiji 

su paste za zube, rastvori za ispiranje usta, gelovi i lakovi za lokalnu aplikaciju, kao i tablete sa F-. 

Paste sa F- sadrže između 1000 i 1450 mg/kg F- (O'Mullane i sar., 2016). Kod male dece treba biti 

oprezan za upotrebom pasti sa F- usled potencijalne ingestije (Wong i sar., 2011). Iz tog razloga, 

preporučuje se obavezan nadzor roditelja kod dece starosti do sedam godina, kao i primena paste sa 

odgovarajućom koncentracijom F- za uzrast deteta (Tabela 1). Paste sa visokim koncentracijama F- 

(preko 5000 mg/kg) se propisuju isključivo pacijentima sa posebnim potrebama, sa fiksnim 

ortodonstkim aparatima i osobama sa visokim rizikom za nastanak karijesa (Pretty 2016). Upotreba 

gelova (5000-12 300 mg/kg F-) i rastvora za ispiranje (225-900 mg/l F-) se ne preporučuje kod dece 

mlađe od šest godina zbog mogućnosti zadesnog gutanja. Kod starije dece upotreba gelova i rastvora 

se preporučuje ukoliko je rizik za nastanak karijesa visok, isključivo u ordinaciji kod stomatologa 

(gelovi) ili uz nadzor roditelja (rastvori za ispiranje) (Toumba i sar., 2019). Upotreba pasti za zube sa 
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F- predstavlja najbolju preventivnu meru za smanjenje incidence karijesa, s obzirom da je ekonomski 

prihvatljiva i pristupačna (Burt 1998). U Tabeli 1 su prikazane najnovije preporuke iz 2019. godine 

za upotrebu pasti sa F- od strane Evropske akademije za dečju stomatologiju (EAPD). 

 

 

Tabela 1. Preporučena koncentracija fluorida u pastama za zube za decu od strane Evropske 

akademije za dečju stomatologiju (EAPD) iz 2019. godine (Toumba i sar., 2019).  

Starost deteta mg/kg (F-) Učestalost korišćenja Količina paste (g) 

Prvi zub-druga 

godina 
1000 Dva puta dnevno 0,125 (zrno pirinča) 

2-6 godina 1000 Dva puta dnevno 0,25 (zrno graška) 

Preko 6 godina 1450 Dva puta dnevno 0,5-1,0 (1-1,5 cm) 

* Veće koncentracije mogu biti preporučene u skladu sa rizikom od nastanka karijesa 

 

Kod dece sa posebnim potrebama i sa povećanim rizikom za nastanak karijesa, pored pasti za 

zube, preporučuje se upotreba rastvora, lakova i gelova sa visokim koncentracijama F- (Marinho i 

sar., 2013; Marinho i sar., 2016). U Tabeli 2 je prikazana preporuka za lokalnu primenu F- od strane 

EAPD-a.  

 

 

Tabela 2. Preporučena koncentracija fluorida u rastvorima, lakovima i gelovima za decu od strane 

Evropske akademije za dečju stomatologiju (EAPD) iz 2019. godine (Toumba i sar., 2019).  

Izvori fluorida (ppm) Preporuka za upotrebu 

Gelovi (5000-12 300) 

Ne koristiti kod dece mlađe od 6 godina 

usled rizika od ingestije. Kod starije dece, 

preporučuje se upotreba 2-4 puta 

godišnje, uz obavezan nadzor 

stomatologa. 

Rastvori (225 na dnevnom 

nivou/900 na nedeljnom 

nivou) 

Ne koristiti kod dece mlađe od 6 godina 

usled rizika od ingestije. Kod starije dece, 

preporučuje se upotreba 10 ml rastvora 

(tokom 1 minuta) uz obavezan nadzor 

roditelja. 

Lakovi (22 600) 

Koristiti kod dece mlađe od 6 godina i 

školske dece uz obavezan nadzor 

stomatologa. 
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1.3 Toksičnost fluorida 
 

Pored toga što se F- nalaze u vodi (prirodno ili dodato), oni su prisutni u velikom broju 

proizvoda koji se svakodnevno koriste u preventivnoj stomatologiji. Imajući u vidu veliki spektar 

izvora F-, unos povišenih koncentracija je moguć (Ullah i sar., 2017). Optimalan dnevni unos F- u 

obliku suplemenata iznosi 0,05 mg/kg/dan. Letalne doze za ljude variraju, od 16 do 64 mg/kg F- za 

odrasle i od 3 do 16 mg/kg F- za decu (Tylenda i sar., 2003).  

Visoke koncentracije F- se akumuliraju u organizmu, pre svega u kostima i zubima, odakle se 

dalje sporo oslobađaju. Organska jedinjenja fluora su visokorizična usled spore degradacije i 

akumulacije u prirodi, čime doprinose zagađenju vode, zemljišta i ozonskog omotača. Akutna 

toksičnost izazvana F- je u najvećoj meri (oko 80%) zabeležena kod dece mlađe od šest godina, usled 

ingestije paste za zube ili rastvora za ispiranje koji sadrže F- (Martínez-Mier 2011). Fluoridi imaju 

sposobnost reverzibilnog vezivanja za kalcijum (O'Mullane i sar., 2016) usled čega mogu ometati 

aktivnost proteolitičkih i glikolitičkih enzima. Akutno peroralno trovanje F- se manifestuje 

stvaranjem fluorovodonične kiseline u želucu, koja prouzrokuje bol u stomaku, hipersalivaciju, 

mučninu, dijareju i povraćanje. Najteže komplikacije trovanja F- su respiratorna paraliza, bubrežna i 

srčana insuficijencija. Inhalaciono unošenje F- se manifestuje napadima sličnim kao kod astme i 

alergijskih reakcija (WHO 2019). Hronična toksičnost izazvana F- najčešće nastaje usled 

konzumacije vode ili suplemenata koji sadrže visoke koncentracije F- (Aoun i sar., 2018). Hronično 

trovanje F- se manifestuje fluorozom zuba, deformitetima skeleta i mišićnom slabošću (DenBesten i 

Li 2011; Atukorala i Chang 2014). 

 

Mehanizmi toksičnosti fluorida se mogu podeliti u nekoliko grupa (Martínez-Mier 2011): 

1. Formiranje fluorovodonične kiseline, što rezultira oštećenjem tkiva usled niskih pH vrednosti; 

2. Ihnibicija funkcije nerava usled interakcije kalcijuma i F-, što dovodi do hipokalcemije, samim tim 

i inhibicije funkcionisanja nerava; 

3. Oštećenje ćelija usled inhibicije različitih enzima neophodnih za fiziološke funkcije ćelija; 

4. Hipokalcemija i hipokalemija koje dovode do neuravnoteženosti elektrolita i poremećaja srčanog 

ritma; 

5. Fluoridi oštećuju metabolizam kiseonika, smanjuju njegovu proizvodnju, i dovode do stvaranja 

vodonik peroksida. Takođe, F- dovode do stvaranja slobodnih radikala. 

Istraživanja na životinjama su pokazala da su visoke oralne doze kalcijum-hlorida (Heard i 

sar., 2001) ili magnezijum-sulfata efikasne i bezbedne za lečenje trovanja izazvanih F- (Kao i sar., 

2004). Prikazi kliničkih slučajeva sa pacijentima koji su preživeli akutna trovanja izazvana F- su 

takođe ukazali na benefit primene soli kalcijuma i magnezijuma (Abukurah i sar., 1972; Su i sar., 

2001). 

 

1.3.1 Fluoroza zuba 

 

Protektivna uloga F- u očuvanju oralnog zdravlja je poznata i dokazana decenijama unazad. 

Ipak, imajući u vidu široku upotrebu suplemenata sa F-, njihova upotreba treba da bude strogo 

kontrolisana od strane profesionalno obučenog osoblja. Takođe, postoje lokaliteti u kojima je visoka 

koncentracija F- prisutna u pijaćoj vodi, što predstavlja dodatni rizik od izloženosti (Ullah i sar., 

2017). 

Povećana incidenca fluoroze zuba nastaje usled brojnih izvora F- koji se svakodnevno 

kombinuju. Stomatološki proizvodi sa F- su sve više u upotrebi, i ukoliko se uzmu u obzir hrana i 
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voda bogati F-, potencijalni rizik za nastanak fluoroze zuba je visok usled kumulativnog efekta 

(DenBesten i Li 2011). Visoke koncentracije F- u vodi za piće su glavni uzrok nastanka fluoroze zuba 

i promene se dešavaju kada je nivo F- veći od 1,5 mg/l (DenBesten i Li 2011). U početnom stadijumu, 

fluoroza zuba se karakteriše beličastim promenama u gleđi u vidu horizontalnih linija, tj. povećanjem 

poroznosti. Sa povećanjem dužine ekspozicije i/ili doze F-, promene na gleđi postaju izraženije tj. 

zubi postaju kredasto beli usled slabije mineralizacije. U slučajevima fluoroze zuba primetne su 

žućkasto-braon mrlje i oštećenje zubnog tkiva (DenBesten i Li 2011). 

 

1.3.1.1 Indeksi fluoroze zuba 

 

Jedna od prvih klasifikacija fluoroze zuba potiče iz 1934. godine koju je napravio H.T. Dean 

(Dean 1934). Po ovoj klasifikaciji, zubi koji su zahvaćeni fluorozom se opisuju u šest stadijuma. U 

prvom stadijumu se ne može sa sigurnošću potvrditi fluoroza, ali se preporučuje praćenje. Drugi i 

treći stadijumi su takozvani veoma blagi i blagi, gde se mogu uočiti početne sporadične beličaste 

promene. Četvrti stadijum je takozvani umereni, gde su beličaste promene prisutne na svim 

površinama zuba. Peti i šesti stadijumi se klasifikuju kao umereno ozbiljni i ozbiljni, gde je prisutna 

hipoplazija zuba, kao i očigledne duboke promene u vidu tamno-braon mrlja (Dean 1934). Iako je 

Dinova klasifikacija korišćena mnogo godina, smatra se da ne daje adekvatne informacije o 

rasprostranjenosti fluoroze zuba (Mabelya i sar., 1994). Thylstrup&Fejerskov indeks detaljnije 

opisuje razvoj dentalne fluoroze, tj. povezuje ekspoziciju F-, kliničke simptome i histološke promene 

(Thylstrup i Fejerskov 1978; Mabelya i sar., 1994). Thylstrup&Fejerskov indeks se boduje od 0 do 9 

i adekvatno opisuje razliku između početne i umerene fluoroze, predstavlja poboljšan indeks fluoroze 

zuba i smatra se prvim izborom (Mabelya i sar., 1994).  

Thylstrup&Fejerskov indeks bodovanje: 

 0 normalna translucencija gleđi;  

 1 promene u vidu belih linija koje se mogu videti na svim površinama zuba;  

 2 opakne bele linije su kompaktnije i formiraju beličasta područja (karakteristično na incizalnoj 

ivici sekutića i vrhovima kvržica premolara i molara);  

 3 spajanje beličastih područja na svim površinama zuba;  

 4 celokupna površina zuba je mlečno bela;  

 5 celokupna površina zuba je opakna i primetna su oštećenja gleđi (do 2 mm u prečniku);  

 6 veći dijametar i spajanje mlečno belih promena, moguće frakture incizalnih ivica i vrhova 

kvržica;  

 7 fraktura gleđi na iregularnim površinama zuba; 

 8 fraktura gleđi na više od polovine površine zuba;  

 9 gubitak većine gleđne supstance zuba, izmenjena anatomija usled fraktura (Sherwood i sar., 

2020). 

 

Poslednjih godina, sa ciljem uspostavljanja preciznije dijagnoze i smanjenim vremenom 

potrebnim za ispitivanje, u fokusu je automatska detekcija i klasifikacija fluoroze zuba pomoću 

sistema dualnih kamera, odnosno, pomoću softvera (Liu i sar., 2018). 

  

1.3.2 Sistemska toksičnost fluorida 

 

Najčešću sistemsku manifestaciju prekomernog unosa F- predstavlja skeletna fluoroza. 

Takođe, F- mogu izazvati oštećenja različitih sistema organa kao što su urinarni (Luo i sar., 2017), 

respiratorni (Abdel-Gawad i sar., 2014), reproduktivni (Dhurvey i sar., 2017), digestivni (Kuang i 

sar., 2016; Lu i sar., 2017), nervni (Song i sar., 2017) ali i promenu hematoloških parametara 

(Miranda i sar., 2018).  
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Hronična ekspozicija, karakteristična za pojedina geografska područja sa prirodno povišenim 

koncentracijama F- može rezultirati endemskom fluorozom. Najčešća endemska fluoroza je skeletna 

fluoroza i karakteriše se osećajem nelagodnosti ili bolom u predelu kostiju i zglobova, a može dovesti 

i do frakture kostiju kao najozbiljnije komplikacije. Pokazano je da su gojaznost i prekomeran unos 

ulja i masti, mogući faktori rizika za nastanak sistemske fluoroze, dok su povećan unos voća, vitamina 

A i folne kiseline protektivni faktori (Liu i sar., 2015). Fluoridi u dozi od 5 mg/kg/t.m. mogu ispoljiti 

toksičnost, dok doza od 15 mg/kg/t.m. može dovesti do letalnog ishoda. Simptomi i znaci akutnog 

trovanja F- su mučnina, povraćanje, bolovi u abdomenu, hipokalcemija i hipokalemija, koje mogu 

dovesti do grčenja mišića i srčane aritmije (Martínez-Mier 2011). 

Povišena koncentracija F- u vodi za piće je direktno povezana sa apoptozom ćelija periferne 

krvi kod dece (Rocha-Amador i sar., 2011). Takođe, ustanovljena je povezanost visokih koncentracija 

F- sa inhibicijom rasta folikula dlake (Wang i sar., 2010). Istraživanja sprovedena tokom prethodnih 

10 godina ukazuju na genotoksičnost F- preko mehanizama oksidativnog stresa (OS) i disfunkcije 

mitohondrija (Ribeiro i sar., 2017). Fluoridi mogu indukovati malformcije hromozoma i DNK 

molekula u različitim ćelijama ekperimentalnih životinja (Podder i sar., 2011; J i sar., 2013). Buduća 

epidemološka i eksperimentalna istraživanja su neophodna radi razjašnjavanja mehanizama 

toksičnosti F- zarad bezbedne upotrebe u preventivnoj stomatologiji i prevenciji potencijalnih štetnih 

efekata kod ljudi i životinja (Ribeiro i sar., 2017). 

 

1.4 Problem povećane koncentracije fluorida u Srbiji 
 

U pojedinim delovima Republike Srbije potvrđena je povišena koncentracija F- u vodi i 

zemljištu (Mandinic i sar., 2009). Fluoroza zuba zabeležena je u područjima koja imaju problem sa 

centralnim izvorima pijaće vode, odnosno u kojima lokalno stanovništvo koristi vodu za piće iz 

bunara, koja je bogata F- (Antonijevic i sar., 2016). Koncentracija F- u vodi u Vranjskoj Banji dostiže 

vrednosti od 11 mg/l i sa prevalencom fluoroze zuba od 16,7%, ovo područje se smatra područjem 

endemske fluoroze (Mandinic i sar., 2009). Na ovom području pokazana je korelacija nivoa F- u kosi 

sa koncentracijom F- u vodi za piće i incidencom fluoroze zuba kod dece (Mandinic i sar., 2010). 

Samim tim, uzorci kose mogu potencijalno biti korišćeni za procenu rizika hronične ekspozicije F- 

(Mandinic i sar., 2010). U selu Ritopek, oblasti koja se nalazi 20 km od Beograda, ne postoji centralni 

sanitarno ispravan vodovod, već se koristi voda direktno iz bunara, kako za piće, tako i za zalivanje 

voća i povrća. Ustanovljeno je da 11% uzoraka analizirane vode koju koristi stanovništvo Ritopeka 

sadrži koncentracije F- između 1,2 i 1,5 mg/l. Na ovom području kod dece starosti između 7-15 

godina, zabeležena je prevalenca fluoroze zuba od čak 34,6%, i može se reći da ovi rezultati ukazuju 

na potencijalni zdravstveni problem od javnog značaja (Antonijevic i sar., 2016). 

 

1.5 Mehanizmi toksičnosti fluorida 
 

Uticaj F- na ćelije zavisi od vrste ćelija, dužine ekspozicije kao i koncentracije F-. Toksične 

efekte F- u najvećoj meri ispoljavaju preko interakcije sa ćelijskim enzimima, poput fosfataza, gde se 

u većini slučajeva F- ponašaju kao inhibitori aktivnosti enzima (Kashyap i sar., 2021). Osim toga, joni 

F- utiču na funkciju mitohondrija i redukuju produkciju ATP-a. Mitohondrije su izvor reaktivnih vrsta 

kiseonika (ROS engl. reactive oxigen species), koje u patološkim stanjima mogu dovesti do 

oksidativnog disbalansa svih ćelijskih komponenti, uključujući proteine, lipide i nukleinske kiseline 

(Obradovic i sar., 2015; Obradovic i sar., 2020; Radovanovic i sar., 2021). DNK mitohondrija 

(mDNK) je sklona mutacijama koje se povezuju sa različitim neurodegenerativnim i tumorogenim 

oboljenjima (Taylor i Turnbull 2005). Fluoridi mogu ispoljiti negativan uticaj na ekspresiju i strukturu 

mDNK, inhibiraju respiraciju, i mogu dovesti do depolarizacije membrane mitohondrija (Aulestia i 

sar., 2020; Adkins i Brunst 2021). Povišena produkcija ROS dovodi do oksidacije makromolekula i 

oslobađanja slobodnih radikala koji utiču na membranske fosfolipide, dovode do lipidne 
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prekosidacije, depolarizacije membrane mitohondrija i ćelijske apoptoze. Glavni mehanizmi 

toksičnosti F- su povišena produkcija ROS i redukcija ćelijske antioksidativne zaštite. Slika 2 

prikazuje uticaj F- na različite ćelijske procese (Barbier i sar., 2010).  

 

 

Slika 2. Uticaj fluorida na ćelije sisara (slika je preuzeta od (Barbier i sar., 2010). Modifikovano uz 

pomoć sajta BioRender.com (2020). 

 

1.6 Slobodni radikali i oksidativni stres 
 

Slobodni radikali su molekuli koji sadrže jedan ili više nesparenih elektrona i utiču na 

reaktivnost atoma ili molekula jer imaju sposobnost otpuštanja jednog elektrona i njegovog dodavanja 

drugim molekulima, menjajući njihova svojstva. Osim toga, slobodni radikali mogu i međusobno 

reagovati, odnosno graditi kovalentnu vezu preko nesparenih elektrona (Halliwell 2006). Slobodni 

radikali su široko zastupljeni u prirodi, a najzastupljeniji slobodni radikali su hidroksil radikal, 

superoksid anjon (O2
.-), prelazni metali poput Fe i bakra (Cu), azot monoksid (NO), i peroksinitrit 

(Betteridge 2000).  

 

Mehanizmi delovanja slobodnih radikala su:  

1. Dodavanje nesparenog elektrona neradikalskim jedinjenjima; 

2. Oduzimanje jednog elektrona od neradikalskih jedinjenja (Halliwell 2006).  

 

Oksidativni stres predstavlja disbalans između proizvodnje slobodnih radikala i 

antioksidativnog mehanizma odbrane, i ovaj disbalans može dovesti do oštećenja tkiva (Halliwell 

1994). Ravnoteža između proizvodnje i eliminacije ROS može biti narušena usled različitih faktora, 

poput povišene temperature, teških metala, visoke radijacije, infekcija itd. Reaktivne vrste kiseonika 

imaju sposobnost da aktiviraju ili deaktiviraju različite vrste receptora, proteine, jone i druge signalne 

molekule i mogu oštetiti ćelijske komponente: proteine, lipide, nukleinske kiseline itd. (Zhang i sar., 

2016).  

Reakcije slobodnih radikala sa neradikalskim jedinjenjima (kao što su lipidi, proteini, 

nukleinske kiseline i ugljeni hidrati) mogu dovesti do formiranja slobodne radikalske lančane reakcije 

i stvaranja novih slobodnih radikala. Lipidna perkosidacija i oksidacija proteina predstavljaju 

najozbiljnije posledice ovih reakcija (Betteridge 2000). Antioksidativni odbrambeni mehanizam 

uključuje celularne, membranske i estracelularne mehanizme. Celularni mehanizmi uključuju 

dizmutazu, peroksidaze i katalaza enzime. Membrane sa optimalnom koncentracijom holesterola i 

fosfolipida su izuzetno važne u odbrani od OS. Ekstracelularni mehanizmi uključuju metaloproteine 
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(transferin, laktoferin, i ceruloplazmin), koji održavaju metale u nereaktivnoj formi (Betteridge 

2000). 

Reaktivne vrste kiseonika učestvuju u regulaciji ćelijskog metabolizma delujući na fiziološke 

i patofiziološke procese i mere se pomoću proizvodnje slobodnih radikala i antioksidativnog balansa. 

Oksidativni stres se uglavnom određuje merenjem produkata oksidativnog oštećenja tkiva: lipidne 

peroksidacije, DNK oksidacije i proteinske oksidacije (Betteridge 2000). Reaktivne vrste kiseonika 

u ćelijama nastaju tokom procesa oksidativne fosforilacije u mitohondrijama ili tokom interakcije sa 

egzogenim izvorima, poput ksenobiotika. Glavni izvor endogenih ROS jesu mitohondrije 

(respiratorni lanac), ali mogu nastati i kao nusprodukt različitih enzimskih reakcija u citoplazmi, 

ćelijskoj membrani, endoplazmatskom retikulumu itd. Takođe, ROS mogu biti sintetisane od strane 

određenih enzima poput nikotinamida (NADPH) i ksantin oksidaze, i poseduju sposobnost da 

direktno učestvuju u signalnim putevima (Forrester i sar., 2018). Povišena aktivnost ksantin oksidaze 

generiše O2
.- i redukuje aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) čime utiče na disfunkciju endotela 

(Feoli i sar., 2014). NADPH oksidaza predstavlja prooksidativni enzimski kompleks koji generiše 

vodonik peroksid i O2
.- i direktno utiče na transmembranske proteine (Cross i Segal 2004; Takaishi i 

Kinoshita 2021). 

 

1.6.1 Fluoridi i oksidativni stres 

 

Istraživanja na animalnim modelima su pokazala da subakutna izloženost povišenim 

koncentracijama F- utiče na aktivnost antioksidativnih enzima i parametre redoks statusa, kao što su 

SOD (SOD1, SOD2 i SOD3), katalaza (CAT), glutation-peroksidaza (GPx,), glutation (GSH), 8-

hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) i malondialdehid (MDA) u bubrezima i jetri pacova (Adedara 

i sar., 2017; Luo i sar., 2017). Kod miševa izloženih F- u koncentraciji od 100 ppm, uočena je povišena 

aktivnost NO i NO sintaze 2 (NOS2), kao i transaminaza jetre, poput alanin aminotransferaze, aspartat 

aminotransferaze, alkalne fosfataze i ukupnog bilirubina (Zhou i sar., 2015). Fluoridi indukuju OS i 

apoptozu hepatocita preko signalnog puta receptora tipa 1 za faktor nekroze tumora (TNF-R1) kod 

eksperimentalnog životinjskog modela, i negativno utiču na funkciju jetre (Lu i sar., 2017). Pojedini 

autori ističu da F- utiču na smanjenje koncentracije cinka (Zn) i Cu u serumu eksperimentalnih miševa, 

a poznato je da su ovi bioelementi kofaktori SOD1 (Bouaziz i sar., 2007). Hronična ekspozicija F- u 

koncentraciji od 50 mg/l dovodi do njihovog kumulovanja u jetri, kao i do promena aktivnosti 

ciklooksigenaza čime direktno dolazi do nastanka i razvitka inflamacije (Dec i sar., 2018). In vitro, 

F- dovode do smanjenja imunološke funkcije slezine, redukujući B i T limfocite (Kuang i sar., 2016). 

Visoke koncentracije F- dovode do apoptoze splenocita, OS, oštećenja mitohondrija i 

endoplazmatičnog retikuluma (Das i sar., 2006; Chen i sar., 2011). Kod novorođenih pacova čije su 

majke bile izložene F- u koncentracijama od 50 i 150 ppm, uočena je neurotoksičnost, koja je 

smanjena pomoću različitih suplemenata-vitamina C i E, Zn i Se (Mahaboob Basha i Madhusudhan 

2011). Ipak, pojedini autori ističu da kod pacova koji su bili izloženi F- u niskim koncetracijama 

putem vode, nisu uočene promene u neurološkim motornim, senzornim i memorijskim parametrima 

(McPherson i sar., 2018). In vitro istraživanja su pokazala da povišene koncentracije F- dovode do 

smanjene proliferacije Lejdigovih ćelija, kao i do nastanka OS (Aydin 2017). In vivo, F- ispoljavaju 

toksične efekte na testise, epididimis, polne hormone i kvalitet spermatozoida kod mužjaka pacova 

(Zhao i sar., 2017). Pojedini autori su pokazali da se aktivnost antioksidativnih enzima u krvi ne 

menja kod ljudi i životinja koji su bili izloženi F- u visokim koncentracijama (Reddy i sar., 2003). 

Ipak, drugi autori su pokazali da povišene koncentracije F- utiču na povećanje nivoa tiobarbituratne 

kiseline i smanjenje koncentracije NO i aktivnosti CAT u prerifernoj krvi, ukazujući na njegov 

toksični potencijal (Miranda i sar., 2018).   
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1.7 Fluoridi i bioelementi 
 

Zabeležena je interakcija između F- i pojedinih bioelemenata poput cinka, kobalta, molibdena, 

hroma i mangana u urinu, serumu i pojedinim tkivima (Mazurek-Mochol 2002; Mou i sar., 2004; 

Karademir 2010). Rađene su analize seruma i urina (Tkachenko i sar., 2021), dok su podaci o uticaju 

visokih koncentracija F- nakon subakutne ekspozicije na koncentraciju bioelemenata deficitni. 

Bioelementi poput Zn, Cu, Fe, Mn i Se predstavljaju važne komponente ishrane ljudi i 

životinja (Nieder i sar., 2018). Gvožđe je biogeni prelazni element koji se u najvećoj meri (65%) 

nalazi u hemoglobinu (vezan za hem grupu) i učestvuje u detoksikaciji i transportu kiseonika kroz 

organizam (Wallace 2016). Cink je esencijalni prelazni element, sastavni je deo brojnih proteina, 

uključujući enzime, receptore, citokine i faktore transkripcije (Fukada i sar., 2011). Bakar je 

bioelement koji predstavlja kofaktor za brojne proteine i učestvuje u oksidativnoj respiraciji i 

transportu elektrona (Arguello i sar., 2013). Mangan učestvuje u brojnim fiziološkim procesima i 

važan je za funkcionisanje imunskog i endokrinog sistema, hematopoezu, i regulaciju OS (Katz i 

Rader 2019).  

Bioelementi su neophodni za funkcionisanje organizma i njihov disbalans može dovesti do 

različitih oboljenja i poremećaja sistema organa (Li i sar., 2020). Bioelementi učestvuju u regulaciji 

transkripcije DNK molekula i predstavljaju kofaktore za brojne enzime. Takođe ispoljavaju 

antioksidativna svojstva i imaju sposobnost eliminacije produkata oksidacije (Shenkin 2006). Njihov 

značaj za oralno zdravlje je veliki, budući da ispoljavaju baktericidna svojstva i imaju uticaj na 

stvaranje oralnog biofilma. Takođe, Zn učestvuje u procesima remineralizacije i demineralizacije, 

dok Cu i Fe utiču na smanjenje incidence karijesa (Lynch i Duckworth 2020). Novija istraživanja 

ističu da su u serumu dece sa hroničnom fluorozom  vrednosti Cu i Zn snižene a vrednosti Fe povišene 

(Tkachenko i sar., 2021). Poznato je da manjak Zn tokom perioda razvoja rezultira neadekvatnim 

rastom i disfunkcijom nervnog, skeletnog, gastrointestinalnog i imunskog sistema (Roohani i sar., 

2013). Zatim, u drugoj epidemiološkoj studiji, u serumu dece koja žive na području endemske 

fluoroze, zabeležene su snižene vrednosti Zn, dok su vrednosti Cu povišene (Khandare i sar., 2018). 

Taloženje Cu ispoljava toksičnost preko indukcije OS i DNK oštećenja kao i redukcije proliferacije 

ćelija (Royer i Sharman 2021). 

 

1.8 Genotoksičnost fluorida 
 

Genotoksikologija proučava oštećenja, reparaciju i mutagenezu DNK ili hromozoma ćelija, 

koje mogu nastati spontano ili pod uticajem endogenog i/ili egzogenog agensa. Genotoksični agensi 

imaju sposobnost da dovedu do promena genoma, tačnije mogu dovesti do nastanka mutacija, 

delecija, amplifikacija (hromozomskih duplikacija) ili aneuploidija (abnormalan broj hromozoma) 

ukoliko ne dođe do reparacije oštećenja DNK molekula. Ukoliko deluju na somatske ćelije, 

genotoksični agensi mogu doprineti nastanku karcinogenih promena, dok u germinativnim ćelijama 

mogu dovesti do poremećaja fertiliteta i fekunditeta i/ili naslednih mutacija (Phillips i Arlt 2009; 

Kolarević 2014). Procena genotoksičnosti od velikog je značaja imajući u vidu da predstavlja procenu 

bezbednosti kako za ljude, tako i za životinje. U cilju razjašnjavanja mehanizama genotoksičnosti, 

razvijeni su brojni testovi, koji detektuju mutacije, oštećenja jednog ili oba DNK lanca, hromozomske 

aberacije, reparaciju DNK oštećenja itd. (Bolognesi i sar., 2013; Ribeiro i sar., 2017). Najčešće 

korišćene tehnike su: molekularna-PCR (engl. Polymerase chain reaction), fluorescentna-komet test 

(engl. Comet assay, alkalna i neutralna varijanta), mikronukleus test, FISH test (engl. 

Bromodeoxyuridine-labelled DNA-comet fluorescence in situ hybridization), TUNEL test (engl. 

Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick-end labeling assay), ELISA (engl. Enzyme-

linked immunosorbent assay), imunohistohemijske metode, elektrohemijske itd. (Figueroa-González 

i Pérez-Plasencia 2017). Komet test ili elektroforeza pojedinačnih ćelija (engl. Single-Cell Gel 

Electrophoresis (SCGE)) predstavlja visoko senzitivan, brz, jednostavan i ekonomičan test za 
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detekciju DNK oštećenja bilo kog organa tj. ćelije (in vivo i in vitro) i ima široku primenu u oblastima 

genotoksičnosti, molekularne epidemiologije, ekogenotoksikologije, kao i u oblastima koje 

proučavaju DNK oštećenja i reparacije (Collins 2004). Singh i saradnici su opisali modifikovanu 

alkalnu verziju komet testa (pH>13) koja detektuje denaturaciju i migraciju DNK jednolančanih i 

dvolančanih prekida, kao i alkalno labilnih mesta (uključujući apurinsko/apirimidinsko mesto) (Singh 

i sar., 1988; Phillips i Arlt 2009). Oštećenja na lancima mogu biti reparirana, ili mogu dovesti do 

apoptoze i mutacija (OECD 2016).  

Genotoksičnost F- je potvrđena kroz mehanizme nastanka OS (Sun i sar., 2014), disfunkciju 

mitohondrija (Ribeiro i sar., 2017), kao i sposobnosti da izazovu oštećenje hromozoma i DNK ćelija 

animalnog modela (Tsunoda i sar., 2005; Podder i sar., 2011; Choubisa 2012; Manivannan i sar., 

2013; Song i sar., 2017; Perera i sar., 2018; Wei i sar., 2019). Ipak, rezultati studija koji se tiču 

genotoksičnosti F- su kontradiktorni. U jednoj studiji F- nisu izazvali oštećenja u limfocitima miševa 

(Ribeiro i sar., 2006). Takođe, aktivnost antikosidativnih enzima kod kunića posle hronične 

ekspozicije F- u koncentraciji od 150 mg/l je ostala nepromenjena, ukazujući da F- nisu izazvali OS 

u crvenim krvnim zrncima (Reddy i sar., 2003). Suprotno, kod miševa, DNK oštećenje nakon 

ekspozicije F- je potvrđeno u kosnoj srži, bubrezima i jetri (Manivannan i sar., 2013).  

 

1.9 Selen 
 

1.9.1 Fizičke i hemijske osobine selena 

 

Selen je otkriven 1817. godine od strane švedskog hemičara Jöns Jacob Berzeliusa, nalazi se 

u grupi 16 periodnog sistema elemenata, redni broj 34, atomska masa 78,97 (NCBI 2021). U prirodi, 

elementarni Se je redak i uglavnom se nalazi u Zemljinoj kori, u sklopu pojedinih minerala kao što 

su sulfidne rude ili sa srebrom, Cu, niklom, olovom (ATSDR 2003). Najčešće koncentracija Se u 

prirodi iznosi 50–90 µg/kg, dok u zemljištu varira od 5 do 1 200 000 µg/kg, i veća je u vulkanskim 

područjima. Selen se u zemljištu može naći u četiri forme, zavisno od oksidativnog statusa: 

elementarni selen (Se0), selenid (Se-2), selenit (Se+4) i selenat (Se +6). U prirodi se može naći šest 

izotopa selena (maseni brojevi  74, 76, 77, 78, 80 i 82) (WHO 1987; WHO 2011). 

Selen se uglavnom dobija kao sporedni proizvod elektrolitičkog prečišćavanja ruda Cu, i 

koristi se za proizvodnju različitih cevi, fotoćelija, stakla, električnih uređaja, antifungicidnih 

sredstava i suplemenata (Boyd 2011; WHO 2011). Selen (ukoliko je rastvorljiv u vodi) može da se 

redukuje u selenid, od kojih je najvažniji vodonik selenid, bezbojni gas neprijatnog mirisa koji je 

ujedno i izuzetno toksičan (Boyd 2011). Seleniti i selenati su rastvorljivi u vodi, dok elementarni 

selen i selenidi nisu. U vazduhu se Se nalazi kao vodonik selenid, dok se elementarni selen, seleniti i 

selenati nalaze u obliku čestica. U urbanim područjima, koncentracija Se varira od 0,1 do 10 ng/m3, 

dok u industrijskim područjima gde se vrši prerada Cu može dostići i više koncentracije (Zoller WH 

1976). U vodi, koncentracija Se varira od 0,06 µg/l do 400 µg/l, dok su koncentracije u javnim 

vodovodima uglavnom niže, oko 10 µg/l (WHO 2011). 

  

1.9.2 Metabolizam selena 

 

Većina organskih i neorganskih jedinjenja Se iz hrane se apsorbuje preko gastrointestinalnog 

trakta (80-95%), najvećim delom u tankom crevu (Bopp i sar., 1982). Nakon apsorbcije, Se se 

transportuje do organa pomoću selenoproteina P, i najveću koncentraciju dostiže u jetri, slezini, 

bubrezima, i testisima (Brown i Burk 1973). Ekskrecija Se se odvija uglavnom preko urina, pluća i 

digestivnog trakta (ATSDR 2003). Metabolizam Se se odvija u tri pravca: do specifičnih 

selenoproteina i do nespecifičnih proteina. Specifični selenoproteini uključuju tireodoksin reduktazu, 

GPx, selenoprotein P i druge (WHO 2011). 
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Natrijum-selenit je neorganska forma selena. U prisustvu GSH, natrijum-selenit se redukuje 

do vodonik selenida i stvara superoksid radikale u reakciji sa kiseonikom, koji mogu inhibirati 

aktivnost transkripcionog faktora Sp1. Smanjenje aktivnosti transkripcionog Sp1 faktora dovodi do 

inhibicije androgenog receptora, usled čega mogu nastati apoptoza i inhibicija proliferacije 

tumorogenih ćelija (NCBI 2021). Oslobođeni Se iz natrijum-selenita nakon apsorpcije u 

gastrointestinalnom traktu dospeva do jetre, gde se odvija redukcija u selenid, koji sa cisteinom 

formira selenocistein (Drljačić 2013). 

 

1.9.3 Značaj i uloga selena 

 

Selen se smatra važnim bioelementom (Oldfield 2006), ugrađuje se u proteine pomoću amino 

kiselina selenocisteina i selenometionina i navedene amino-kiseline predstavljaju važne komponente 

različitih imunskih, ćelijskih, hormonskih i antioksidativnih mehanizama  (Brown i Arthur 2001; 

Kryukov i sar., 2003; Boyd 2011). Selen se nalazi u sastavu enzima jodotironin dejodinaza i GPx, i 

predstavlja potentan antioksidans koji slobodne radikale pretvara u neaktivna jedinjenja (Drljačić 

2013). Selen ima važnu ulogu u procesu ćelijske reparacije i deluje na tri načina: direktnom 

neutralizacijom slobodnih radikala, redukcijom peroksidaza i smanjenjem produkcije ROS (Flora i 

Mittal 2015).  

Izloženost niskim koncentracijama Se je uglavnom preko hrane, vode i vazduha (ATSDR 

2003). Selen se prirodno nalazi u mesu i morskoj ribi (0,3-0,5 mg/kg što ujedno predstavlja i najvišu 

koncentraciju selena u hrani), kao i pirinču i hlebu. Adekvatan unos Se je neophodan, s obzirom da 

njegov deficit može doprineti nastanku kardiovaskularnih oboljenja i slabljenju imunskog sistema, 

dok je prekomerni unos toksičan i dovodi do diskoloracije kože i neuroloških problema, čak i do smrti 

(Boyd 2011; WHO 2011). Preporučena doza za unos selena kod dece (uzrast 9-13 godina) iznosi 40 

µg/dan, a kod starijih od 18 godina iznosi 55 µg/dan (EFSA 2014). 

  

1.9.4 Fluoridi i selen 

 

Istraživanja su pokazala da Se utiče na reparaciju DNK molekula, antioksidativni sistem, kao 

i da ispoljava antitumorogena svojstva (Fischer i sar., 2006; Letavayová i sar., 2006; Lu i Holmgren 

2009). Zatim, Se ispoljava antagonistička svojstva u odnosu na izloženost povišenim koncentracijama 

F-, smanjujući njihovu koncentraciju u krvi, mekim i čvrstim tkivima (Feng i sar., 2012; Flora i Mittal 

2015). Pojedini autori su pokazali da suplementacija Se pozitivno deluje na disbalans metaboličkih 

enzima i sprečava nastanak OS i apoptoze koje mogu izazvati F- (Reddy i sar., 2009; Gao i sar., 2021). 

Osim toga, pokazano je da Se eliminiše i redukuje slobodne radikale nastale pod uticajem F- u tkivu 

mozga eksperimentalnih pacova (Charitha i sar., 2018), kao i da utiče na smanjenje hepatotoksičnosti 

i nefrotoksičnosti (Yu i sar., 2006; Al-Harbi i sar., 2014). 
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

Široka rasprostranjenost fluorida u prirodi kao i njihova česta upotreba u svakodnevnom 

životu, dovode do toga da kumulativni efekat fluorida ima potencijal da izazove toksične efekte. 

Pretpostavljeno je da će tretman rastućim koncentracijama fluorida putem vode za piće nakon 28 dana 

izazvati oštećenja različitih organa kod Wistar pacova. Osim toga, pretpostavljeno je da će 

antioksidans selen antagonizovati oštećenja izazvana fluoridima. 

 

Ciljevi istraživanja: 

 Ispitivanje uticaja rastućih koncentracija fluorida na telesnu masu Wistar pacova i zapreminu 

konzumirane vode: 

 Ispitivanje koncentracija fluorida u krvi, mekim i kalcifikovanim tkivima Wistar pacova; 

 Ispitivanje uticaja rastućih koncentracija fluorida na histološku strukturu mekih i 

kalcifikovanih tkiva Wistar pacova; 

 Ispitivanje uticaja rastućih koncentracija fluorida na parametre redoks statusa u krvi i mekim 

tkivima kod Wistar pacova;  

 Ispitivanje uticaja rastućih koncentracija fluorida na distribuciju bioelemenata-cinka, bakra, 

gvožđa i mangana u krvi, mekim i kalcifikovanim tkivima Wistar pacova; 

 Ispitivanje uticaja rastućih koncentracija fluorida na stepen oštećenja DNK molekula u krvi i 

mekim tkivima Wistar pacova;  

 Ispitivanje dozne zavisnosti efekata fluorida; 

 Ispitivanje korelacija između eksternih i internih doza fluorida; 

 Ispitivanje uticaja selena na krv, meka i kalcifikovana tkiva Wistar pacova; 

 Ispitivanje uticaja selena na oštećenja izazvana fluoridima-morfološke promene, oksidativni 

stres, oštećenje DNK i nivoe bioelemenata u ispitivanim tkivima. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1 Hemikalije i reagensi 

  
Sve korišćene hemikalije i reagensi su bili analitičkog stepena čistoće i nabavljeni iz 

komercijalnih izvora: natrijum-fluorid (Kemika, Zagreb); natrijum-selenit (Fluka, Švajcarska); 

akridin oranž, etidijum bromid, etilen diamin tetra sirćetna kiselina (EDTA), dimetilsulfoksid, rastvor 

agaroze normalne tačke topljenja (NMP engl. Normal Melting Point), rastvor agaroze niske tačke 

topljenja (LMP engl. Low Melting Point), tripsin, tris (hidroximetil) aminometan, natrijum-hlorid, 

TritonX-100, perhlorna kiselina, srebro-nitrat, hematoksilin, eozin, formaldehid, mravlja kiselina, 

hemikalije za određivanje parametara redoks statusa i bioelemenata (Sigma-Aldrich, Sjedinjene 

Američke Države); goveđi serum i fosfatni pufer (PBS engl. phosphate buffered saline) (PAA 

Laboratories GmbH, Austrija); azotna kiselina, (Ficher Scientific, Sjedinjene Američke Države).  

 

3.2 Eksperimentalni protokol 
 

U okviru doktorske disertacije, za eksperiment je korišćeno 40 laboratorijskih pacova (Rattus 

norvegicus) Wistar soja muškog pola, starosti osam nedelja, telesne mase 140-190 g u periodu 

izvođenja eksperimenta, odgajanih na farmi za uzgoj eksperimentalnih životinja Vojnomedicinske 

akademije u Beogradu. Tokom perioda aklimatizacije od sedam dana, životinje su čuvane u 

vivarijumu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Tokom trajanja eksperimenta, pacovi 

(po pet nasumično izabranih životinja u jednom kavezu) su bili smešteni u kaveze od pleksiglasa sa 

poklopcem od čelične žice (dimenzija 425×266×185 mm, Tecniplast, Italija), i podlogom od 

piljevine. Dnevno-noćni ritam (12 sati svetla/12 sati mraka) je obezbeđivan pomoću veštačkog 

osvetljavanja. Temperatura prostorije bila je u proseku 22±2 °C, dok je relativna vlažnost vazduha 

iznosila 60-70%.  

Sve životinje su imale slobodan pristup vodi i standardnoj laboratorijskoj ishrani sastava: 20% 

proteina, 8% celuloze, 13% vlage, 1% kalcijuma, 0,90% lizina, 0,75% metionina+cistina, 0,5% 

fosfora, 0,15-0,25% natrijuma, mešavine minerala (cink 100 mg/kg, gvožđe 100 mg/kg, magnezijum 

30 mg/kg, bakar 20 mg/kg, jod 0,5 mg/kg, selen 0,1 mg/kg), mešavine vitamina (A 10000 IU/kg, D3 

1600 IU/kg, E 25 mg/kg, B12 0,02 mg/kg), antioksidanata 100 mg/kg, svarljiva energija 11MJ/kg 

proizvođača „Veterinarski zavod Subotica“, Subotica, Srbija.   

Primenjene procedure su odobrene od strane Etičkog odbora Stomatološkog fakulteta 

Univerziteta u Beogradu (No. 36/2) i Etičkog odbora Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u 

Beogradu (No. 323-07-11822/2018-05) 2019. godine i sprovedene su u skladu sa Zakonom o 

dobrobiti životinja Republike Srbije („Sl. Glasnik R. Srbije“, broj 41/09) i Pravilnikom o uslovima 

za upis u registar za oglede na životinjama („Sl. Glasnik R. Srbije“, broj 41/10).  

Eksperimentalne životinje su bile podeljene u osam grupa sa po pet pacova u grupi. Životinje 

su pojedinačno označene markerima različitih boja duž repa (zeleno, plavo, crveno, zeleno-crveno) 

ili nisu imale oznaku, zatim su im nasumičnim odabirom dodeljeni različiti brojevi. Pacovima su 

rastvori F-, Se i kombinacijom F- i Se davani preko vode za piće tokom 28 dana, dok je kontrolna 

grupa pila vodu sa česme (Tabela 3). Rastvori su pripremani svakodnevno od osnovnog rastvora 

natrijum-fluorida (5000 mg/l) i osnovnog rastvora natrijum-selenita (150 mg/l) koji su čuvani u 
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plastičnim bocama na hladnom u frižideru (4 °C). Ratvori su zatim sipani u pojilice za vodu, kojima 

su pacovi imali slobodan pristup. 

Tokom trajanja eksperimenta, merena je t.m. životinja (prvi dan eksperimenta, nakon prve, 

druge, treće i četvrte nedelje), a unos vode i hrane po grupi svakodnevno. Prinos t.m. (PTM) je 

izračunat na osnovu sledeće formule: (mk-mp)/mp, pri čemu mk označava krajnju t.m. a mi početnu 

t.m. svake životinje. Krajnje t.m. su merene nakon sedmog, četrnaestog, dvadesetprvog i 

dvadesetosmog dana eksperimenta. 
 

Tabela 3. Eksperimentalne grupe 

GRUPA RASTVOR 

Kontrola voda iz česme 

F 10 ppm 10 mg/l natrijum-fluorid  

F 25 ppm 25 mg/l natrijum-fluorid 

F 50 ppm 50 mg/l natrijum-fluorid 

F 100 ppm 100 mg/l natrijum-fluorid  

F 150 ppm 150 mg/l natrijum-fluorid 

F 150 ppm+Se 150 mg/l natrijum-fluorid +1,5 mg/l natrijum-selenit  

Se  1,5 mg/l natrijum-selenit 

 

 

Nakon 28 dana (subakutna toksičnost), eksperimentalne životinje su eutanazirane u skladu sa 

etičkim načelima, intraperitonealnom aplikacijom ketamina (100 mg/ml) i mišićnog relaksansa 

ksilazina (20 mg/ml) u dozi od 300 mg/kg ketamina i 30 mg/kg ksilazina. Nakon eutanazije, krv je 

sakupljana direktnom intrakardijalnom punkcijom pomoću špriceva od 3 ml (21G igla) i odmah 

prebacivana u vakutajnere sa antikoagulansom heparinom a zatim su izolovani jetra, slezina, bubrezi, 

mozak, testisi, zubi i femur (Slika 3). 

 

Slika 3. Eksperimentalni protokol-uzorci tkiva pacova nakon žrtvovanja (krv, jetra, bubrezi, slezina, 

mozak, testisi, zubi i femur). Slika je nacrtana uz pomoć sajta BioRender.com (2020). 
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Jetra, bubrezi, slezina, mozak i testisi pacova su isprani fiziološkim rastvorom te podeljeni na delove 

za dalje analize. Sekutići, molari i femur (levi) su ekstrahovani specijalnim klještima za ekstrakciju, 

a potom su očišćeni od mekotkivnih struktura i isprani fiziološkim rastvorom. 

  

3.2.1 Postupak pripreme krvi pacova 

 

Za određivanje parametara redoks statusa, korišćena je krvna plazma koja je izolovana na 

sledeći način: nakon sakupljanja u vakutajnere sa heparinom, krv je centrifugirana 15 minuta na 

3000rpm. Dobijeni supernatant je prebačen u ependorf tube zapremine 2 ml i odmah zamrzavan u 

tečnom azotu. Za potrebe analize parametara redoks statusa, uzorci plazme su čuvani u zamrzivaču 

na -80 °C. 

Za određivanje koncentracija bioelemenata, korišćena je puna krv. Nakon sakupljanja u 

vakutajnere sa heparinom, krv je čuvana u zamrzivaču na -20 °C. 

Za određivanje stepena genotoksičnosti, uzorci krvi su sakupljeni u vakutajnere sa heparinom, 

odakle je 50 μl krvi  rastvoreno u 1 ml 20x hladnog 1xPBS-a, nakon čega su uzorci čuvani na 4 ºC u 

frižideru do daljih analiza. 

  

3.2.2 Postupak pripreme tkiva pacova 

 

Jetra, slezina i mozak su podeljeni skalpelom na pet delova radi sledećih analiza: određivanje 

koncentracija F-, bioelemenata, parametara redoks statusa, genotoksičnosti i histioloških analiza. 

Bubrezi su podeljeni skalpelom na 4 dela radi sledećih analiza: određivanje koncentracija F-, 

bioelemenata, parametara redoks statusa, i histoloških analiza. Testisi su podeljeni skalpelom na 4 

dela za potrebe daljih analiza: određivanje koncentracija F-, bioelemenata, parametara redoks statusa, 

i genotoksičnosti. Sekutići, molari i levi femur su izolovani pomoću odgovarajućih klješta i podeljeni 

na 3 dela za određivanje koncentracija F-, bioelemenata i histoloških analiza. 

Radi određivanja koncentracija F- i bioelemenata, uzorci tkiva su čuvani u zamrzivaču na -

20°C do daljih analiza, dok su zarad određivanja parametara redoks statusa tkiva stavljena u tečni 

azot i čuvana na -80°C do daljih analiza. Radi određivanja stepena genotoksičnosti, tkiva su stavljena 

u posude za uzorkovanje sa 5 ml hladnog 1xPBS-a i čuvana na 4 ºC u frižideru do daljih analiza. 

Fragmenti organa za potrebe histoloških analiza su fiksirani u 4% neutralno puferisanom (0,1M 

fosfatni pufer (pH 7,4)) formaldehidu tokom 48 sati. 

 

3.3 Određivanje koncentracije fluorida u tkivima 
 

Koncentracije F- u tkivima jetre, bubrega, slezine, mozga, testisa, zuba i femura su određene 

pomoću jon selektivne elektrode za fluoride (WTW, ISE type 800—Consort, Belgija; pH-metar Iskra 

MA 5735) elektrohemijski, nakon mikrodifuzije (Nedeljković i sar., 1991). Određivanje 

koncentracije F- na osnovu izmerenog potencijala vršeno je preko kalibracione krive koja opisuje 

zavisnost potencijala elektrode od koncentracije F-. 

Dodatkom 0,5 ml 1 mol/l natrijum-hidroksida u etanolu u poklopce difuzionih ćelija i 

sušenjem u sušnici (FK SAUTER SA, Bale, Švajcarska) na temperaturi od 55 ºC tokom 2 sata, na 

poklopcima je stvoren tanak sloj sasušenog natrijum-hidroksida. Za potrebe sušenja filma natrijum-

hidroksida korišćena je sušnica. Sva tkiva (prosečne mase od 2 g do 3 g) su potom postavljena u 

difuzione ćelije a zatim je dodato 1,5 ml 40% srebro-perhlorata (22,5 g srebro-oksida je rastvoreno u 

100 ml 60% perhlorne kiseline) i 1,5 ml 70% perhlorne kiseline, nakon čega su difuzione ćelije 

zatvorene poklopcima na kojima se nalazi film natrijum-hidroksida. Proces mikrodifuzije se odvijao 

na 55 Cº tokom 24 sata, pri čemu su oslobođeni F- (pod dejstvom 70% perhlorne kiseline i srebro-

perhlorata), reagovali sa natrijum-hidroksidom, i došlo je do formiranja natrijum-fluorida. Sadržaj 
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poklopca difuzione ćelije je kvantitativno prenošen sa 5ml destilovane vode u polietilenski sud gde 

je dodato 5 ml TISAB pufera (engl. Total ionic strength adjustment buffer, pH 5,5-6,0) u odnosu 1:1. 

TISAB je dodat radi regulisanja jonske jačine rastvora i otklanjanja uticaja drugih jedinjenja. TISAB 

je pripremljen od 57 ml glacijalne sirćetne kiseline, 58 g natrijum-hlorida, 300 mg natrijum-citrata i 

vode do 500 ml. Rastvor je zatim neutralizovan (pH 5-5,5) sa 5 mol/l natrijum-hidroksida u vodenom 

kupatilu. U pufer je zatim dodavana voda, do zapremine od 1l. 

  

3.3.1 Određivanje potencijala fluoridnih jona 

 

Potencijal fluoridnih jona meren je jon selektivnom elektrodom za F-, pomoću formule: 

E = - log [ F-] 

Rastvori za izradu kalibracione krive: osnovni (STOCK) rastvor (0,1mol/l F-) od koga je 

napravljen radni rastvor (10 mmol/l F-) tako što je 5 ml STOCK rastvora dopunjeno do 50 ml vodom. 

Zatim je napravljeno pet mernih standardnih rastvora fluorida: 6,25 µmol/l F- (31,25 µl radnog 

rastvora je dopunjeno do 50 ml vodom), 12,5 µmol/l F- (62,5 µl radnog rastvora je dopunjeno do 50 

ml vodom); 25 µmol/l F- (0,125 ml radnog rastvora je dopunjeno do 50 ml vodom), 50 µmol/l F- (0,25 

ml radnog rastvora je dopunjeno do 50 ml vodom), 100 µmol/l F- (0,5 ml radnog rastvora je dopunjeno 

do 50 ml vodom) i 200 µmol/l F- (1,0 ml radnog rastvora je dopunjeno do 50 ml vodom). 

Izrada kalibracione krive: 

U polietilenskoj posudi, standardni rastvori natrijum hidroksida se razblažuju puferom TISAB 

pH 5-5,5 u odnosu 1:1 (10 ml standardnog rastvora F- i 10 ml TISAB pufera). Na pH-metru se 

podešava sobna temperatura i očitava potencijal (mV) posle tri minuta. Potencijal se očitava svakog 

sledećeg minuta do konstantnog potencijala, uz mešanje magnetnom mešalicom. Registrovani 

potencijali se koriste za izradu kalibracione krive na semilogaritamskom papiru. Na X osi se unosi 

vrednost potencijala (mV), dok se na Y osi unosi koncentracija fluorida (µmol/l). Zavisnost 

potencijala od logaritma koncentracije F- jona predstavljena je regresionom jednačinom:     

E = -46,507 * log C + 113,51. Limit kvantifikacije metode bio je 0,0015 mg/kg, a limit detekcije 

0,0005 mg/kg F-. 

 

3.4 Histološka i histomorfometrijska analiza 
 

Za histološku i histomorfometrijsku analizu, korišćeni su preseci jetre, bubrega, slezine, 

mozga, zuba i femura. Fragmenti organa su fiksirani u 4% neutralno puferisanom (0,1M fosfatni pufer 

(pH 7,4)) formaldehidu tokom 48 sati, dok su uzorci zuba i femura su dekalcifikovani pomoću mravlje 

kiseline. Sva tkiva su isprana destilovanom vodom i potom postepeno, u fazama, dehidratisana u 

alkoholnim rastvorima rastućih koncetracija (od 70 do 100% etanola). Nakon dehidratacije, uzorci su 

ukalupljeni u paraplastu. Kalupi tkiva su sečeni na uzdužne preseke tkiva debljine 4 μm, rotirajućim 

mikrotomom (Leica SM2000R, Leica Microsystems, Wetzlar, Nemačka). Tkiva su potom očišćena 

od voska, potapanjem u ksilene. Isečci tkiva su učvršćivani na mikroskopska stakla presvučena 

silicijumom i bojena hematoksilinom i eozinom. Ovako pripremljeni isečci tkiva analizirani su na 

mikroskopu (Leitz Labor LuxS Fuorescence Microscope, Ernst Leitz Wetzlar GMBH, Nemačka), 

korišćenjem različitih uveličanja (40x-400x). 2D slike su zabeležene i analizirane pomoću digitalne 

kamere u boji (Leica DFC295, Nemačka) i računarskog programa (Leica University Suite, version 

4.3, Leica Microsystems, Nemačka), na uveličanjima 40x, 100x i 400x. 

Histološka i histomorfometrijska analiza jetre je kategorizovana pomoću histološkog indeksa 

aktivnosti (HAI engl. Knodell Score). HAI indeks je modifikovana polu kvantitativna metoda kojom 

se boduje uzorak tkiva jetre (Knodell i sar., 1981; Perera i sar., 2018). Bodovanje je zasnovano na 

detekciji portalne/periportalne aktivnosti, sa ili bez bridžing nekroze, intralobularne nekroze, portalne 

inflamacije i fibroze. Urađeno je bodovanje za periportalnu/bridžing nekrozu (0-10), intralobularnu 
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degeneraciju (0-4), portalnu inflamaciju (0-4) i fibrozu (0-4), radi dobijanja vrednosti HAI indeksa 

(0-22).  

 

Fibroza 

0 - Bez fibroze 

1 - Fibrozna portalna ekspanzija 

3 - Bridžing fibroza 

4 - Ciroza 

 

Portalna inflamacija 

0 - Bez inflamacije 

1 - Minimalna (mala količina inflamatornih ćelija prisutnih u manjoj površini od 1/3 portalnog 

trakta) 

3 - Umerena (povećan broj inflamatornih ćelija prisutnih u između 1/3 i 2/3 površine portalnog 

trakta) 

4 - Izražena (gusto upakovane inflamatorne ćelije rasprostranjene u više od 2/3 površine portalnog 

trakta) 

 

Intralobularna degeneracija i fokalna nekroza 

0 - Bez nekroze 

1 - Minimalna (acidofilna tela, balonirana degeneracija, i/ili raštrkana žarišta hepatocelularne 

nekroze prisutna u manje od 1/3 lobusa, piknoza nukleusa, arterijska dilatacija) 

3 - Umerena (nekroza zahvata od 1/3 do 2/3 lobusa) 

4 - Izražena (nekrozom je zahvaćeno više od 2/3 lobusa) 

 

Periportalna i bridžing nekroza 

0 - Bez nekroze 

1 - Minimalna periportalna nekroza 

3 - Umerena periportalna nekroza (zahvata <50% portalnih traktova) 

4 - Izražena periportalna nekroza (zahvata > 50% portalnih traktova) 

5 - Umerena periportalna nekroza+bridžing nekroza 

6 - Izražena periportalna nekroza+bridžing nekroza 

10 - Multilobularna nekroza 

 

Interpretacija rezultata 

0 - Nema inflamacije 

1- 4 Minimalna inflamacija 

5 - 8 Blaga inflamacija 

9 - 12 Umerena inflamacija 

13 - 22 Izražena inflamacija 

 

3.5 Određivanje redoks statusa u plazmi i tkivima 
 

U okviru eksperimenta, određeni su sledeći biomarkeri redoks statusa: prooksidativni 

biomarkeri: O2˙
- i totalni oksidativni status (TOS); enzimski i neenzimski antioksidativni biomarkeri- 

aktivnost SOD1, ukupne sulfhidrilne grupe (SH) i totalni antioksidativni status (TAS). Dodatno, kao 

mera oksidativnog oštećenja tkiva određeni su MDA, kao proizvod procesa lipidne peroksidacije, i 

uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP engl. advanced oxidation protein products). Za 

analizu su korišćeni reagensi analitičkog stepena čistoće iz komercijalnih izvora. 

Spektrofotometrijske metode za određivanje O2˙
-, TAS, TOS, SOD, i AOPP su prilagođene i 
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implementirane na analizatoru ILAB 300 Plus analyzer (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija) 

(Kotur-Stevuljevic i sar., 2008). Spektrofotometrijsko merenje nivoa MDA i SH grupa izvedeno je 

na spektrofotometru SPECTROstar Nano UV/VIS (BMG Labtech, Ortenberg, Nemačka).  

 

3.5.1 Priprema homogenata tkiva 

  

Nakon odmrzavanja, brzim postupkom na ledu (0-4 °C), priprema tkiva jetre, bubrega, 

slezine, mozga i testisa urađena je homogenizacijom uzorka (0,2-0,4 g), u hladnom fosfatnom puferu 

(0,1 mol/l, pH 7,4, koji sadrži 1,15% kalijum-hlorid) u odnosu 1:9 (v/v), u staklenoj epruveti na 1000 

obrtaja/min. Korišćen je homogenizator T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA, Königswinter, Nemačka) 

(Pawa i Ali 2004). Homogenat je centrifugiran (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg, Nemačka) 

na +4 °C u dve faze: prvo na 800xg tokom 10 minuta, a zatim na 9500xg tokom 20 minuta, radi 

dobijanja postmitohondrijalnog supernatanta. Za određivanje biomarkera redoks statusa korišćen je 

postmitohondrijalni supernatant koji je odvajan u ependorf tubice zapremine 2 ml i čuvan na -80 °C 

do daljih analiza. 

 

3.5.2 Određivanje koncentracije proteina u homogenatima tkiva 

  

Koncentracija proteina u tkivima eksperimentalnih životinja je urađena po 

spektrofotometrijskoj metodi (Bradford 1976), pri čemu je kao standard korišćen goveđi serumski 

albumin (Sigma-Aldrich, ≥98%). Ova metoda se zasniva na vezivanju Coomassie Brilliant Blue G-

250 boje za molekul proteina u uzroku, pri čemu dolazi do promene apsorbcionog maksimuma sa 465 

na 595 nm. Merenjem apsorbance formiranog produkta reakcije, određivana je koncentracija totalnih 

proteina u uzorku. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji ukupnih proteina i izražavan je u 

gramima. 

 

3.5.3. Određivanje biomarkera redoks statusa  

 

3.5.3.1 Određivanje koncentracije superoksidnog anjona 

 

Određivanje O2˙
- je urađeno pomoću metode u kojoj O2˙

- redukuje žutu nitro grupu nitroblu-

tetrazolijuma (NBT) do monoformazana (nepotpuna redukcija) i diformazana (potpuna redukcija) 

(Auclair i Voisin 1988). Plavi diformazan je nerastvorljiv u vodi, i zbog toga se dodaje želatin (0,1 

mg/ml). Reakciji potpune redukcije NBT-a kompetira spontana dismutacija kiseonika. Zbog toga je 

neophodna inhibicija pritiska kiseonika u medijumu (0,05 M fosfatni pufer pH 8,6 uz 0,1 mM EDTA) 

pomoću izlaganja NBT reagensa azotu pod pritiskom, u periodu od jednog sata. Stvaranje O2˙
- se 

meri na spektrofotometru (550 nm), i predstavlja brzinu promene žute boje NBT-a u plavi formazan. 

Brzina redukcije NBT se određuje pomoću molarnog ekstinkcionog koeficijenta monoformazana. 

Koncentracija O2˙
- se izražava u μmol redukovanog NBT/min po gramu proteina ili po litru. 

 

3.5.3.2 Određivanje aktivnosti superoksid dismutaze 

 

Aktivnost SOD1 je merena po metodi koja se zasniva na sposobnosti enzima da inhibira 

autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini (pH 10,2) na 25 °C (Misra i Fridovich 1972). Aktivnost 

SOD1 je određena merenjem apsorbance proizvoda oksidacije adrenalina crvene boje na 480 nm na 

25 °C, sa (uzorak) i bez prisustva (kontrola) SOD1. Jedinica aktivnosti SOD1 (U) predstavlja 

aktivnost enzima koji dovodi do 50% inhibicije autooksidacije adrenalina, i dobija se merenjem 

absorbance na 480 nm. Rastvor adrenalina (10 mM u 15 mM hlorovodonične kiseline) je razblaživan 
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sa 15 mM hlorovodonične kiseline do koncentracije koja je u kontroli dovela do promene apsorbance 

0,025 U/min, pošto SOD1 tada postiže maksimalni procenat inhibicije autooksidacije adrenalina. 

Aktivnost SOD1 predstavlja procenat inhibicije autooksidacije adrenalina. 

 

3.5.3.3 Određivanje koncentracije malondialdehida 

 

Određivanje koncentracije MDA je rađeno po metodi koja se zasniva na reakciji krajnjih 

proizvoda lipidne peroksidacije, poput MDA sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) i stvaranju 

obojenog, crvenog kompleksa (Girotti i sar., 1991). Postupak je izvođen tako što je u uzorke  dodavan 

TBA reagens (0,375% tiobarbiturna kiselina, 15% trihlorsirćenta kiselina i 0,25 M hlorovodonična 

kiselina), te je smeša inkubirana na 100 °C, 5 minuta i ohlađena na ledu. Nakon hlađenja, uzorci su 

centrifugirani 10 minuta na 10 000xg, na +4 °C. Rezultati su očitani na spektrofotometru, na 

apsorbanci 535 nm. Koncentracija MDA je izražavana u μmol po gramu proteina ili po litru.  
 

3.5.3.4 Određivanje totalnog oksidativnog statusa  

 

Vrednosti TOS su određene spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na kapacitetu 

ukupnih oksidanata (poput lipidnih hidroperoksida i vodonik peroksida) da oksidiraju fero jon-

ortodianizidin kompleks u feri jon, a feri jon formira obojeni kompleks sa ksilenol-oranžom u kiseloj 

sredini (Erel 2005). Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski, na 560 nm i proporcionalan je 

ukupnoj količini oksidanata koji se nalaze u uzorku. Tokom postupka određivanja TOS korišćena su 

dva reagensa: reagens 1 (150 μM ksilenol-oranž i 140 mM natrijum-hlorida i 1,35 M glicerola (pH 

1,75)) koji je olakšao reakciju oksidacije i reagens 2 (5 mM feroamonijum sulfata i 10 mM o-

dianizidin dihidrohlorida). Rezultati su izraženi u μmol H2O2 Equiv. po gramu proteina ili po litru, 

dok je za izradu standardne krive korišćen vodonik peroksid koncentracije od 10 do 200 μM. 
  

3.5.3.5 Određivanje totalnog antioksidativnog statusa 
 

Vrednosti TAS su određene spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na oksidaciji 

2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolidin)-6-sulfonat (ABTS) do obojenog ABTS·+ pomoću 2 mM vodonik 

peroksida u kiseloj sredini (pH 3,6, acetatni puffer 30 mM) (Erel 2004). Navedeni rastvor se zatim 

rastvara pomoću koncentrovanijeg acetatnog pufera (0,4 mol/l, pH 5,8), čime se postepeno smanjuje 

intenzitet boje. Antioksidatni u uzorku redukuju obojeni ABTS·+ do bezbojnog, dok je intenzitet boje 

obrnuto srazmeran koncetracijama ukupnih antioksidanasa. Za kalibraciju je korišćen Trolox 

(hidrosolubilni analog vitamina E), koji je rastvoren u fosfatnom puferu (pH 7,4). Apsorbanca je 

očitana na 660 nm, dok su rezultati izraženi u μmol Trolox. Equiv. po gramu proteina ili po litru. 

  

3.5.3.6 Određivanje ukupnih sulfhidrilnih grupa 

 

Koncentracije SH grupa su određene metodom koja se zasniva na reakciji 2-nitrobenzoeve 

kiseline (DTNB) u alkalnoj sredini (pH 8,0) sa alifatičnim tiolima, nakon čega nastaje žuto-obojeni 

p-nitrofenol (Ellman 1959). Apsorbanca se očitava na 412 nm, dok se rezultati izražavaju kao mmol 

po gramu proteina ili po litru. 

 

3.5.3.7 Određivanje uznapredovalih proizvoda oksidacije proteina 

 

Koncentracija AOPP je određivana pomoću metode koju se opisali Witko-Sarsat i sar. (1996), 

koristeći glacijalnu sirćetnu kiselinu (20 μl), kalijum jodid (1,16 mol/l) i fosfatni pufer (pH 7,4, 20 
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mM). Produkti oksidacije proteina formiraju narandžaste produkte. Apsorbanca je merena na 340 nm. 

Za izradu standardne krive je korišćen hloramin T (10-100 μmol/l). Vrednosti AOPP su izraženi u 

μmol ekvivalenata Hloramina T po gramu proteina ili litru. 

 

3.6 Određivanje koncentracije bioelemenata 
 

Koncentracije bioelementa: Cu, Zn, Fe i Mn su određivane u punoj krvi i tkivima jetre, 

bubrega, slezine, mozga, testisa, zuba i femura. Pre početka analiza, stakleno posuđe za uzorke je 

potapano u 10% azotnoj kiselini, nakon čega je ispirano destilovanom i dejonizovanom vodom. 

Uzorci tkiva i pune krvi su odmereni na analitičkoj vagi (Radwag, Poljska), nakon čega su u uzorke 

pomoću pipeta dodavane koncentrovane mineralne kiseline za digestiju-8 ml 69% azotne kiseline i 2 

ml 71 % perhlorne kiseline, radi mineralizacije uzoraka. Uzorci su zatim postavljeni na peščano 

kupatilo (Elektron, Srbija) na 200 ºC i uparavani do suva. Nakon završenog procesa razaranja, uzorci 

su dopunjeni sa 0,3% azotne kiseline do 25 ml u normalnim sudovima, radi potpunog rastvaranja 

suvog ostatka. Analiza koncentracija Cu, Zn, Mn, i Fe je urađena na plamenom atomskom 

apsorpcionom spektrometru (FAAS, 240FS AA, Agilent Technologies Santa Clara, Sjedinjene 

Američke Države). Kalibracione krive su izrađene pomoću standardnih kalibracionih rastvora (ICM-

100, Agilent Technologies Santa Clara, Sjedinjene Američke Države) pravljenjem radnih standardnih 

rastvora u rastućim koncentracijama: 0,10 mg/l, 0,20 mg/l, 0,50 mg/l, 1,00 mg/l, 5,00 mg/l i 10,00 

mg. Apsorpcija je očitana na 324,8 nm za Cu; 248,3 nm za Fe; 279,5 nm za Mn i 213,9 nm za Zn. 

Koncentracije bioelemenata su izražene u μg/g za tkiva i u μmol/l i mmol/l za krv.  

 

3.7 Komet test 
 

Komet test predstavlja jedan od najčešće korišćenih testova za detekciju DNK oštećenja u 

eukariotskim ćelijama. Prve verzije komet testa datiraju još iz 80-ih godina (Ostling i Johanson 1984), 

da bi se kasnije razvile alkalna (najzastupljenija) (Singh i sar., 1988; Collins i Dusinská 2002) i 

neutralna varijanta komet testa (Collins i Dusinská 2002). Komet test ima veliki značaj u posmatranju 

delovanja različitih toksina na prirodu, biljke, životinje i ljude, koristi se za procenu genotoksičnosti 

novih hemikalija, kao i za detekciju DNK oštećenja i reparacije (Collins 2004; Langie i sar., 2015). 
  

3.7.1 Priprema ćelijske suspenzije 

 

 Komet test je urađen na uzorcima krvi, jetre, slezine, mozga i testisa. Uzorci tkiva (veličine 

5x5 mm) su isprani hladnim fiziološkim rastvorom (natrijum-hlorid 0,9%) i odlagani u plastične 

posude za uzorkovanje u koje je prethodno razliveno 20 ml 1xPBS-a i potom su stavljeni na 4 ºC u 

frižider. Sat vremena nakon žrtvovanja eksperimentalnih životinja, započet je komet test. Suspenzije 

ćelija su pripremljene po modifikovanom protokolu Kostić i sar. (2016). Približno 300 mg tkiva jetre, 

slezine, mozga, i testisa je macerirano skalpelom u 1ml hladnog 1xPBS-a. U svaki uzorak je dodato 

50μl 0,1% tripsin-EDTA rastvora, a zatim su uzorci stavljeni u šejker na 23 °C na 10 minuta. Zatim 

je dodato 100 μl goveđeg seruma, i uzorci su ostavljeni da odstoje nekoliko minuta. Iz supernatanta 

je uzeto 800 μl ćelijske suspenzije i centrifugirano 5 minuta na 1500rpm. Gornja faza se dekantuje, a 

talog se resuspenduje u hladnom 1xPBS-u tako da broj ćelija bude 105/ml. Ćelijska vijabilnost svakog 

tkiva je proverena pomoću akridin oranž/etidijum bromid bojenja. Zatim, 2 μl pripremljene akridin 

oranž/etidijum bromid boje se dodaje u 20 μl suspenzije ćelija. Suspenzija se zatim nanosi na 

mikroskopsku pločicu i prekriva se pokrovnim stakalcem. Ćelije se posmatraju na mikroskopu sa 

fluorescencijom (Leica, DMLS, Austrija), pod uvećanjem 200×, sa filterom za ekscitaciju 

(pobuđivanje) od 510-560 nm i emisiju od 590 nm. Ukoliko je membrana ćelije intaktna, akridin 

oranž boja će difundovati u ćeliju i jedro obojiti zelenom fluorescencijom. Ukoliko je membrana 
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oštećena, pored akridin oranž boje, i etidijum bromid će difundovati u ćeliju i prekriti signal. Samim 

tim, jedra će emitovati crvenu fluorescenciju. Ćelije sa crvenim jedrom se smatraju mrtvim, dok se 

ćelije sa zelenim jedrom smatraju živim (Squier i Cohen 2001).  

 

3.7.2 Komet test 

 

Primenjena je minigel verzija komet testa, po protokolu Azqueta i sar. (2013) sa 

modifikacijama. Očišćene i odmašćene mikroskopske pločice se potapaju u 1% rastvor NMP agaroze 

i suše na sobnoj temperaturi 24 sata. Od pripremljene ćelijske suspenzije, 30 μl je izmešano sa 70 μl 

1% LMP agaroze. Iz te smeše, 15 µl za svako tkivo je stavljeno na mikroskopske pločice prethodno 

presvučene agarozom , i ostavljeno 5 minuta na 4 °C, kako bi se agaroza stegla. Zatim je primenjen 

sledeći protokol (Kolarević i sar., 2016): mikroskopske pločice su lizirane 24 sata u sveže 

pripremljenom i ohlađenom (na 4 °C) lizirajućem puferu (2,5 M natrijum-hlorid, 100 mM EDTA, 10 

mM Tris, 10% dimetil sulfoksid, 1,5% Triton X-100, pH 10), a potom poređane u kadicu za 

elektroforezu i potopljene u hladni (4 °C) alkalni pufer za elektroforezu  (300 mM natrijum hidroksid, 

1 mM EDTA, pH 13), gde su inkubirane u periodu od 20 minuta na 4 °C, bez struje da bi došlo do 

denaturacije DNK. Nakon denaturacije, vršena je elektroforeza ( 0,75 V/cm, 300 mA) u istom 

rastvoru, narednih 20 minuta. Potom su mikroskopske pločice potapane u hladan (4 °C) rastvor za 

neutralizaciju (0,4 M Tris, pH 7,5) na 15 minuta, te je fiksacija pločica vršena u hladnom metanolu 

(4 °C) 15 minuta. Pločice su zatim sušene 24 sata na vazduhu i sobnoj temperaturi. Eksperiment je 

rađen u triplikatu, A, B i C za svako tkivo. Dva gela (A i B) su pripremljena na odvojenim pločicama. 

C pločice su korišćene kao rezerva, u slučaju da je na pločicama A ili B došlo do oštećenja gela. 

Neposredno pre analize, pločice se potapaju u hladnu destilovanu vodu 15 minuta kako bi se agaroza 

rehidrirala. Za bojenje mikroskopskih pločica se koristi akridin oranž (2 µg/ml). Na svaki gel se 

nanese po 20 µl rastvora boje i pokrije pokrovnim staklom.  

Tokom elektroforeze, nefragmentisani segmenti DNK molekula ostaju fiksirani, dok 

negativno naelektrisani fragmenti DNK se kreću kroz agarozu ka pozitivnoj elektrodi (Kolarević 

2014; OECD 2016). Komete se nakon fluorescentnog bojenja mogu analizirati manuelno ili pomoću 

različitih računarskih softvera (Phillips i Arlt 2009). U okviru ove studije za analizu pločica (15 

uzoraka na jednoj pločici), korišćen program je Comet IV Computer Software (Perceptive 

Instruments, Velika Britanija) koji automatski detektuje nivo DNK oštećenja. Na svakoj pločici se 

analizira uzorak svakog tkiva od 100 kometa, uz pomoć fluorescentnog mikroskopa (Leica, DMLS, 

Austrija), pod uveličanjem 400×, i filterom za ekscitaciju 510–560 nm i emisiju 590 nm. Jedra koja 

imaju oštećenje DNK molekula formiraju oblik komete, usled migracije DNK hromozoma iz samog 

jedra dok su neoštećena kružnog oblika (Slika 4) (Igl 2018). Ovaj softver za analizu stepena DNK 

oštećenja koristi tri parametra: moment repa (engl. Olive Tail Moment (intenzitet repa x dužina repa), 

intenzitet repa (engl. Tail Intensity (% ukupne DNA)), i dužina repa komete (engl. Tail Lenght (μm)) 

(Olive i Banáth 2006). Intenzitet repa komete predstavlja parameter koji se najčešće koristi za 

statističke analize, i ovaj parametar je analiziran u našoj studiji (Burlinson i sar., 2007). Teoretski, 

intenzitet repa komete može imati vrednosti od 0% do 100%. Što je veći procenat, veće je DNK 

oštećenje. Ipak, ukoliko je intenzitet repa veći od 85%, takva jedra nazivamo izuzetno oštećena jedra 

(IOJ engl. Hedgehogs) (Slika 5) i isključujemo ih iz daljih analiza (Bright et. al, 2011). Izuzetno 

oštećena jedra predstavljaju veoma oštećene ćelije, koje su apoptotične i koje dokumentujemo 

odvojeno (više od 10 IOJ na pločici može ukazati na oštećenje preparata). Prilikom analize pločica, 

izbegava se analiza ćelija koje se nalaze na ivici preparata (Igl 2018). Tokom vizualizacije ćelija 

pomoću fluorescentne mikroskopije, kamera detektuje intenzitet svetlosti koju emituje svaka kometa 

i pretvara u električne signale, koje kompjuter dalje dekodira i prikazuje kao sliku na ekranu. Zatim 

se detektuju glava i rep komete. Intenzitet svetlosti koju emituju glava i rep komete se koristi za 

izračunavanje različitih parametara komet testa (Kumaravel i sar., 2009). Smatra se da je kvantitet 

indukovanog DNK oštećenja srazmeran indikator za genotoksični potencijal određene supstance 

(Møller i sar., 2000; Collins 2004). 
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Slika 4. Softverski prikaz mikroskopske pločice (Comet IV Computer Software) ćelije slezine Wistar 

pacova iz grupe koja je pila vodu sa 100 mg/l fluorida. A-neoštećeno jedro; B-oštećeno jedro 

(kometa). 

 

 

Slika 5. Softverski prikaz mikroskopske pločice (Comet IV Computer Software). Izuzetno oštećeno 

jedro ćelije jetre Wistar pacova iz grupe koja je pila vodu sa 150 mg/l fluorida. 

 

3.8 Statistička analiza 

  
Statističke analize i grafički prikazi za konzumaciju vode, prinos telesne mase, koncentracije 

fluorida, biomarkere redoks statusa, i bioelemente su urađeni u programu GraphPad Prism 8.0 (La 

Jolla, Sjedinjene Američke Države). Pomoću Shapiro-Wilk testa, proveravano je da li vrednosti imaju 

normalnu raspodelu ili ne. U slučaju normalne raspodele korišćen je One-way ANOVA test i LSD 

test za post hoc analizu. U suprotnom, korišćeni su Kruskal-Wallis/Fridman testovi i Dun test za post 

hoc analizu. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± standardna devijacija (SD) u slučaju 

normalne raspodele, ili kao medijana i interkvartilni opseg u slučaju da raspodela nije normalna. 

Statistički značajnom je smatrana verovatnoća manja od 0,05 (p < 0,05). Za ispitivanje korelacija 

između eksternih koncentracija/doza i internih doza korišćene su Pirsonova korelacija (normalna 

raspodela) ili Spirmanova korelacija (nije normalna raspodela). Eksterna koncentracija F- predstavlja 

koncentraciju F- koja je dodata u vodu za piće; eksterna doza F- predstavlja koncentraciju F- koju su 

životinje unele u organizam putem vode za piće (izračunato na osnovu t.m. i prosečne zapremine 

popijene vode po grupi); interna doza F- predstavlja izmerenu koncentraciju F- u tkivu.  

Statističke analize za komet test su urađene u programu Statistica 6 i SPPS. Za procenu 

značajnosti varijacije IOJ je korišćen t-test, sa nivoom značajnosti p < 0,05. Za svaku eksperimentalnu 

životinju, prosečna vrednost oštećenja je izračunata na osnovu 100 ćelija, i dobijeno je 5 vrednosti za 
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svaku tretiranu grupu. Varijacije u svakoj grupi su označene kao autlajeri, i isključene su iz daljih 

analiza. Statistička razlika između grupa je testirana primenom t-test-a, sa nivoom značajnosti p < 

0,05.   

Metodologijom statističkog izračunavanja donje granice pouzdanosti Benchmark doze 

(BMDL engl. Benchmark dose lower confidence limit) urađena je analiza odnosa doze i efekta, 

primenom softvera PROAST verzija 70.1 (PROAST Web, Dutch National Institute for Public Health 

and the Environment (RIVM), Bilthoven, Holandija). U okviru PROAST softvera, optimalnim 

modelom u okviru Eksponencijalnih i/ili Hill familija modela utvrđuje se BMDL na osnovu Akaike 

information criterion (AIC), tj na osnovu najmanje AIC vrednosti (Authority 2009; Hardy i sar., 

2017). Dozna zavisnost odnosno efekat se utvrđuje ukoliko je AIC vrednost modela manja od AIC 

vrednosti specifičnog null modela za više od dva. Null model označava nepostojanje dozno zavisnog 

trenda (kriva doza efekat je u vidu horizontalne linije y=a), i predstavlja najveću AIC vrednost. Full 

model predstavlja dozno zavisan trend efekta, tj. najmanju AIC vrednost. U okviru ove doktorske 

disertacije, dva modela (Eksponencijalni i/ili Hill) su označavala utvrđivanje toksičnog efekta, i oba 

su imala dva submodela: jedan sa tri (Eksponencijalni: y = a*exp (-bxd); Hill: y = a [1 - xd/ (bd + xd)]) 

i jedan sa četiri parametara (Eksponencijalni: y = a * [c - (c - 1) exp (- bxd)]; Hill: y = a [1 + (c - 1) 

xd/(bd + xd)]). Ipsilon predstavlja funkciju doze (x) (EFSA 2017). Sofver u izveštaju za Benchmark 

response (BMR) koristi termin veličina kritičnog efekta (CES engl. critical effect size), dok za 

Benchmark dose (BMD) koristi termin doza kritičnog efekta (CED engl. critical effect dose) (Slob i 

Pieters 1998). Termini CES i CED su korišćeni u analizi izveštaja ove doktorske disertacije (Slika 6). 

Interval pouzdanosti CED iznosti 90% i ograničen je donjom (CEDL engl. lower) i gornjom (CEDU 

engl. upper) granicom. Odnos CEDU/CEDL označava meru preciznosti CED (Slob 2014). Na 

izveštaju PROAST softvera, prikazani su sledeći parametri: var-varijansa unutar grupe, a-efekat pri 

nultoj dozi, b-potentnost hemikalije, c-maksimalni intenzitet efekta, d-nagib krive (Antonijević 

2019).  

 

 

Slika 6. Odnos doze i efekta pri proceni Benchmark doze. CES-veličina kritičnog efekta (engl. 

critical effect size); CED-doza kritičnog efekta (engl. critical effect dose); CEDL-donja granica 

pouzdanosti doze (engl. lower); CEDU-gornja granica pouzdanosti doze (engl. upper). 
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4. REZULTATI 

4.1 Telesna masa eksperimentalnih životinja i unos vode 
 

Fluoridi u koncentraciji od 10 i 25 mg/l nisu uticali na unos vode (Slika 7). Grupe životinja 

koje su pile vodu sa F- u koncentraciji od 50 mg/l i više, sa Se i kombinacijom Se i F- su značajno 

manje pile vodu u odnosu na kontrolnu grupu.  

 

 

 

 

  

Slika 7. Prosečna količina dnevno popijene vode (ml) po grupi. *  p < 0,05; ** < 0,01; *** p < 0,001; 
**** p < 0,0001 (u poređenju sa kontrolom). Fridman/Dun post-hoc test. Vrednosti su prikazane kao 

medijana i interkvartilni opseg.  

 

 

 

Nakon prve nedelje, u svim doznim grupama osim u najnižoj doznoj grupi uočen je statistički 

značajno smanjen prinos t.m. (Tabela 4). Nakon druge nedelje, značajno smanjen prinos t.m. je uočen 

u doznim grupama sa 25, 50 i 100 mg/l F- i u grupama sa Se. Nakon treće nedelje, u doznim grupama 

sa 50 i 100 mg/l F- i u grupama sa Se uočen je takođe značajno smanjen prinos t.m. Nakon 28 dana, 

vrednosti prinosa t.m. svih eksperimentalnih grupa su bile slične vrednostima kontrole.  
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Tabela 4. Uticaj fluorida i/ili selena na telesnu masu pacova. 

Grupa Parametar 1. nedelja  2. nedelja  3. nedelja  4. nedelja 

Kontrola PTM 0,27 ± 0,03 0,68 ± 0,05 1,01 ± 0,08 0,95 ± 0,10 

F 10 ppm 

PTM 0,25 ± 0,03 0,63 ± 0,07 0,91 ± 0,12 0,97 ± 0,21 

% u odnosu 

na kontrolu 
-7,28 % -7,82 % -9,60 % 1,98 % 

F 25 ppm 

PTM 0,21 ± 0,03* 0,59 ± 0,07* 0,93 ± 0,13 0,97 ± 0,21 

% u odnosu 

na kontrolu 
-20,86 % -13,71 % -7,49 % 1,98 % 

F 50 ppm 

PTM 0,14 ± 0,06**** 0,53 ± 0,09** 0,81 ± 0,12** 0,86 ± 0,14 

% u odnosu 

na kontrolu 
-45,90 % -22,13 % -19,46 % -10,45 % 

F 100 ppm 

PTM 0,18 ± 0,02** 0,54 ± 0,02** 0,84 ± 0,05* 0,82 ± 0,03 

% u odnosu 

na kontrolu 
-30,20 % -19,90 % -16,41 % -14,11 % 

F 150 ppm 

PTM 0,17 ± 0,03*** 0,59 ± 0,04 0,92 ± 0,08 0,91 ± 0,08 

% u odnosu 

na kontrolu 
-37,11 % -12,27 % -8,61 % -5,16 % 

Se 

PTM 0,27 ± 0,04 0,47 ± 0,07**** 0,83 ± 0,08* 1,10 ± 0,11 

% u odnosu 

na kontrolu 
0,34 % -15,75 % -17,39 % 14,93 % 

F 150 ppm 

+Se 

PTM 0,19 ± 0,03** ## 0,57 ± 0,11* # 0,82 ± 0,14** 0,78 ± 0,16## 

% u odnosu 

na kontrolu 
-26,35 % -15,75 % -18,18 % -18,44 % 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD. One-way ANOVA/LSD post-hoc test. *  # p < 0,05; 
** ## < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.  * u poređenju sa kontrolom; # u poređenju sa Se grupom. 

PTM prinos telesne mase.  
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4.2 Distribucija fluorida u jetri, bubrezima, slezini, mozgu, testisima, zubima i 

femuru pacova koji su pili vodu sa rastućim koncentracijama fluorida 
 

Istraživanjem je ustanovljeno da su u jetri koncentracije F- značajno povišene u grupama F 25 

ppm, F 50 ppm i F 100 ppm (**** p < 0,0001) (Slika 8). Najviša srednja koncentracija F- u jetri 

pacova izmerena je u grupi koja je pila vodu sa 50 mg/l F- (0,61 ± 0,15 mg/kg). 

 

Slika 8. Koncentracija fluorida u jetri pacova koji su pili vodu sa fluoridima tokom 28 dana. One-

way ANOVA/Dun post-hoc. **** p < 0,0001. * u poređenju sa kontrolnom grupom. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SD. 

 

Nadalje, istraživanjem je ustanovljeno da su u bubrezima pacova koji su putem vode za piće 

dobijali F- u koncentraciji 50 i 100 mg/l, koncentracije F- značajno povišene (*** p < 0,001) (Slika 

9). Najviša srednja koncentracija F- u bubrezima pacova izmerena je u grupi koja je pila vodu sa 50 

mg/l fluorida (3,40 ± 0,93 mg/kg). 

 

Slika 9. Koncentracija fluorida u bubrezima pacova koji su pili vodu sa fluoridima tokom 28 dana. 

One-way ANOVA/Dun post-hoc. *** p < 0,001. * u poređenju sa kontrolnom grupom. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SD. 
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Zatim, istraživanjem je ustanovljeno da je u mozgu pacova koji su pili vodu sa 100 mg/l F- 

koncentracija F- značajno povišena u odnosu na kontrolnu grupu (** p < 0,01) (Slika 10), gde je 

ujedno izmerena i najviša koncentracija F- (2,46 ± 0,83 mg/kg). 

 

 

 

Slika 10. Koncentracija fluorida u mozgu pacova koji su pili vodu sa fluoridima tokom 28 dana. One-

way ANOVA/Dun post-hoc. ** p < 0,01. * u poređenju sa kontrolnom grupom. Rezultati su prikazani 

kao srednja vrednost ± SD. 

 

 

Rezultati su pokazali da su koncentracije F- u slezini pacova svih doznih grupa slične 

koncentracijama kontrolne grupe (Slika 11). Najviša koncentracija F- u slezini pacova izmerena je u 

grupi koja je pila vodu sa 50 mg/l F- (1,08 ± 0,03 mg/kg). 

 

 

Slika 11. Koncentracija fluorida u slezini pacova koji su pili vodu sa fluoridima tokom 28 dana. 

Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni opseg. 
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Istraživanjem je ustanovljeno da su koncentracije F- u testisima pacova koji su pili vodu sa 50 

i 100 mg/l F- značajno povišene u odnosu na kontrolnu grupu (* p < 0,05; ** p < 0,01) (Slika 12). 

Najviša srednja koncentracija F- u testisima pacova izmerena je u grupi koja je pila vodu sa 100 mg/l 

fluorida (0,68 ± 0,04 mg/kg). 

 
 

Slika 12. Koncentracija fluorida u testisima pacova koji su pili vodu sa fluoridima tokom 28 dana. 

Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. * p < 0,05; ** p < 0,01. * u poređenju sa kontrolnom grupom. 

Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni opseg. 

 

Zatim, analizom je ustanovljeno da su koncentracije F- u zubima pacova koji su pili vodu sa 

100 i 150 mg/l F- značajno povišene u odnosu na kontrolnu grupu (** p < 0,01; *** p < 0,001) (Slika 

13). Najviša srednja koncentracija F- u zubima pacova izmerena je u grupi koja je pila vodu sa 150 

mg/l F- (4330,95 ± 272,47 mg/kg). 

 

 

Slika 13. Koncentracija fluorida u zubima pacova koji su pili vodu sa fluoridima tokom 28 dana. 

Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. ** p < 0,01; *** p < 0,001. * u poređenju sa kontrolnom grupom. 

Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni opseg. 
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Istraživanjem je ustanovljeno da su koncentracije F- u femuru pacova doznih grupa sa 50, 100 

i 150 mg/l F- značajno povišene (* p < 0,05; *** p < 0,001) (Slika 14). Najviša srednja koncentracija 

F- u femuru pacova izmerena je u grupi koja je pila vodu sa 150 mg/l F- (10125,6 ± 3172,6 mg/kg). 

 

Slika 14. Koncentracija fluorida u femuru pacova koji su pili vodu sa fluoridima tokom 28 dana. 

Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. * p < 0,05; *** p < 0,001. * u poređenju sa kontrolnom grupom. 

Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni opseg. 
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4.3 Histološke analize 
 

Makroskopskim pregledom analiziranih organa eksperimentalnih pacova nisu uočena 

odstupanja od fiziološke građe, odnosno nisu zabeležene promene veličine, konzistencije i oblika 

tkiva jetre, bubrega, slezine, mozga, zuba i femura pacova.  

 

4.3.1 Patohistološki nalaz jetre pacova tretiranih rastućim koncentracijama fluorida 

Histološkim ispitivanjem preseka tkiva jetre životinja iz kontrolne grupe, kao i iz grupe koja 

je pila vodu sa 10 mg/l F-, nisu uočena odstupanja od fiziološke građe (Slike 15 i 16). 

 

 

Slika 15. Jetra pacova kontrolne grupe, 100x. A-v. centralis normalne veličine i oblika, okružena 

centripetalno raspoređenim Remakovim gredicama između kojih su sinusoidni kapilari. B-hepatociti 

su polugonalnog jedra, acidofilne citoplazme, centralno ili paracentralno postavljenog jedra. 

 

 

Slika 16. Jetra pacova koji su pili vodu sa 10 mg/l fluorida, 100x. A-v. centralis normalnih dimenzija, 

nenarušenog integriteta epitela. B-hepatociti fiziološke citoarhitektonike, sinusoidi normalne 

veličine. 
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Histološkim ispitivanjem preseka tkiva jetre pacova koji su pili vodu sa 25 mg/l F-, uočene su 

sledeće promene: dilatacija v. centralis, vaskularna kongestija, i nepravilan raspored hepatocita (Slika 

17). 

 

 

Slika 17. Jetra pacova koji su pili vodu sa 25 mg/l fluorida, 100x. A-iregularan raspored hepatocita. 

B- dilatacija krvnih sudova i vaskularna kongestija. 

Patohistološkom analizom tkiva jetre pacova koji su bili izloženi koncentracijama F- od 50 i 

100 mg/l, uočena je dilatacija v. centralis i drugih krvnih sudova, kao i vakuolarna degeneracija i 

iregularna pozicija hepatocita. Takođe, na presecima tkiva jetre prisutni su nuklearna piknoza, 

vakuolarna parenhimatozna degeneracija („mutno bubrenje”), karioreksa, karioliza, degeneracija 

citoplazme i sinusoidna dilatacija (Slike 18 i 19). 

 

 

 

Slika 18. Jetra pacova koji su pili vodu sa 50 mg/l fluorida, 400x. A-nuklearna piknoza, karioliza, 

degeneracija citoplazme. B-vakuolarna parenhimatozna degeneracija („mutno bubrenje”), sinusoidna 

dilatacija, sinusoidi su ispunjeni eritrocitima i ćelijama zapaljenja. 
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Slika 19. Jetra pacova koji su pili vodu sa 100 mg/l fluorida, 100x. A-dilatacija krvnog suda. B-

iregularan raspored hepatocita, ćelijski zapaljenski infiltrat. 

 

U tkivima jetre pacova grupe F 150 ppm, uočena je dilatacija krvnih sudova. Takođe, prisutan 

je prekid integriteta epitela, fibroza i zapaljenski infiltrat na krajevima ćelija. Dilatirani krvni sudovi 

su ispunjeni eritrocitima i zapaljenskim infiltratom. Kod hepatocita se uočavaju degeneracija 

citoplazme i piknotična jedra (Slika 20). 

 

 

Slika 20. Jetra pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l fluorida, 400x. A-dilatacija krvnog suda, krvni 

sudovi ispunjeni eritrocitima i ćelijama zapaljenja. B-vakuolarna degeneracija hepatocita i 

citoplazme, piknotična jedra. 
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4.3.2 Patohistološki nalaz jetre pacova tretiranih fluoridima i selenom 

 

U tkivu jetre pacova koji su pili vodu sa Se, uočen je fiziološki histopaloški nalaz, regularna 

pozicija i izgled hepatocita, sa blagom dilatacijom v. cetralis (Slika 21). Histopatološkim nalazom 

tkiva jetre pacova koji su pili vodu sa kombinacijom F- i Se, uočena je izrazita vakuolizacija i 

degeneracija hepatocita, nuklearna piknoza, karioliza, karioreksa i degeneracija citoplazme. Takođe, 

prisutna je sinusoidna dilatacija, kao i dilatacija krvnih sudova (Slika 22).  

 

 

Slika 21. Jetra pacova koji su pili vodu sa 1,5 mg/l natrijum-selenita, 100x. A-blaga dilatacija v. 

centralis. B-fiziološka citoarhitektura. 
 

 

Slika 22. Jetra pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l fluorida i 1,5 mg/l natrijum-selenita, 100x. A-

dilatirana v. centralis. B-izrazita vakuolizacija i degeneracija hepatocita iregularnog rasporeda. 

Nuklearna piknoza, karioliza i degeneracija citoplazme. 
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4.3.3 Histološka i histomorfometrijska analiza jetre-histološki indeks aktivnosti (HAI engl. 

histological activity index) 

 

Pomoću HAI indeksa, u Tabeli 5 predstavljen je stepen oštećenja tkiva jetre pacova svih 

eksperimentalnih grupa nakon subakutne ekspozicije F-. Interpretacijom rezultata, možemo zaključiti 

da su koncentracije F- od 10, 25 i 50 mg/l izazvale minimalnu inflamaciju jetre, dok su koncentracije 

F- od 100 i 150 mg/l izazvale blagu inflamaciju jetre. U grupi pacova koji su pili vodu sa F- i Se, 

zabeležena je blaga inflamacija.  

 

Tabela 5. Histopatološke promene hepatocita kod pacova koji su izloženi rastućim koncentracijama 

fluorida, selenu i kombinaciji fluorida i selena.  

Grupe 
Portalna 

inflamacija 

Žarišna 

litična 

nekroza 

Knodelov 

skor 
Interpretacija 

Kontrola 0 0 0 Bez inflamacije 

F 10 ppm 0 1 1 
Minimalna 

inflamacija 

F 25 ppm 0 1 1 
Minimalna 

inflamacija 

F 50 ppm 1 3 4 
Minimalna 

inflamacija 

F 100 ppm  2 4 6 
Blaga 

inflamacija 

F 150 ppm  4 4 8 
Blaga 

inflamacija 

Se  0 0 0 Bez inflamacije 

F 150 ppm+Se 2 4 6 
Blaga 

inflamacija 

Interpretacija rezultata: 0 nema inflamacije; 1-4 minimalna inflamacija; 5-8 blaga inflamacija; 9-12 

umerena inflamacija; 13-18 izražena inflamacija. 
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4.3.4 Patohistološki nalaz bubrega pacova tretiranih rastućim koncentracijama fluorida 

 

Histološkom analizom poprečnih preseka tkiva bubrega pacova kontrolne grupe i grupe koja 

je pila vodu sa F- u koncentraciji od 10 mg/l, nisu uočene patohistološke promene (Slike 23 i 24).  
 

 

Slika 23. Glomerul bubrega kontrolne životinje, 400x. Glomerul normalne histološke građe. 

Tubularni epiteli normalne citoarhitektonike. 

 

 

Slika 24. Glomerul bubrega pacova koji su pili vodu sa 10 mg/l fluorida, 400x. Glomerul normalne 

histološke građe. Tubularni epiteli normalne citoarhitektonike. 

 

Histološkom analizom tkiva bubrega pacova koji su pili vodu sa 25 mg/l F-, uočeni su edem i 

hiperemija, kao i vakuolizacija ćelija. Intersticijalni prostor bubrega je hiperemičan i hipercelularan. 

Uočene su nekrotične tubularne ćelije, kao i degeneracija tubularnog epitela (Slika 25). 
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Slika 25. Bubreg pacova koji su pili vodu sa 25 mg/l fluorida, 400x. A-degenerisan tubularni epitel 

B-„balonirani” glomerul. 

 

Analizom tkiva bubrega pacova grupe F 50 ppm, uočeni su atrofični glomeruli, degeneracija 

tubularnog epitela i nekrotični renalni tubuli. Takođe, uočena je vaskularna kongestija i oko njih 

infiltracija inflamatornih ćelija (Slika 26). Histološkom analizom poprečnih preseka tkiva bubrega 

pacova koji su koji su pili vodu sa 100 mg/l F-, uočena je dilatacija i kongestija krvnih sudova. 

Prisutna je iregularna citoarhitektonika, atrofija i nekroza glomerula. Rastvaranje hromatina 

(karioliza) i fragmentacija jedra po citoplazmi (karioreksa) su uočeni u većini uzoraka. Prisutni su i 

ćelijski infiltrati (Slika 27). 

 

 

Slika 26. Bubreg pacova koji su pili vodu sa 50 mg/l fluorida, 400x. A-atrofičan glomerul. B-

nekrotični renalni tubuli.       
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Slika 27. Bubreg pacova koji su pili vodu sa 100 mg/l fluorida, 400x. A-atrofija glomerula. B-

karioliza i karioreksa. 

 

Tkiva bubrega pacova koji koji su pili vodu sa F- u koncentraciji od 150 mg/l je hiperemično 

i edematozno. Prisutna je „balonizacija” i degeneracija tubularnih ćelija. Intersticijalni prostori su 

ispunjeni krvlju. Prisutna je dilatacija i kongestija krvnih sudova. Analizom tkiva uočena je atrofija 

glomerula, karioreksa i karioliza (Slika 28). 

 

 

 

 

Slika 28. Bubreg pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l fluorida, 100x. A-atrofija glomerula. B-

karioreksa, karioliza, „balonizacija” tubularnih ćelija. 
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4.3.5 Patohistološki nalaz bubrega pacova tretiranih fluoridima i selenom 

 

U tkivu bubrega pacova koji su pili vodu sa Se, uočen je normalan histopatolološki nalaz, 

regularna pozicija i izgled glomerula (Slika 29). Histopatološkom analizom tkiva bubrega pacova 

grupe F 150 ppm+Se, uočena je izrazita „balonizacija” tubula, atrofija i nekroza glomerula, karioliza, 

karioreksa i degeneracija citoplazme. Takođe, prisutni su dilatacija i kongestija krvnih sudova (Slika 

30).  

 

 

Slika 29. Bubreg pacova koji su pili vodu sa 1,5 mg/l natrijum-selenita, 100x. Fiziološki nalaz tkiva 

bubrega. 

 

 

Slika 30. Bubreg pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l fluorida i 1,5 mg/l natrijum-selenita, 100x. 

A-atrofija glomerula. B-dilatacija i kongestija krvnih sudova. 
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4.3.6 Patohistološki nalaz mozga pacova tretiranih rastućim koncentracijama fluorida i 

selenom 

 

Histološkom analizom poprečnih preseka tkiva mozga pacova kontrolne grupe koja je pila 

vodu sa česme, nisu uočene histopatološke promene (Slika 31). Takođe, analizom tkiva mozga u svim 

ostalim doznim grupama sa F-, Se, i kombinacijom F- i Se, nisu zabeležene značajne promene 

hipokampusa, amigdale, motornog kompleksa i cerebeluma (Slika 32). 

 

 

Slika 31. Mozak pacova kontrolne grupe, 400x. Korteks malog mozga. Purkinjeove ćelije normalnog 

broja, lokalizacije, oblika i veličine, kao i nervna vlakna i glija ćelije. 
 

 

Slika 32. Mozak pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l fluorida, 100x. Multipolarni neuroni normalnog 

oblika i veličine. Glija ćelije sfernog oblika. Nervna vlakna normalne velićine i rasporeda. 
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4.3.7 Patohistološki nalaz slezine pacova tretiranih rastućim koncentracijama fluorida i 

selenom 

 

Analizom tkiva slezine pacova kontrolne grupe, kao i grupa pacova koji su pili vodu sa F- i 

Se, nisu uočene patohistološke promene u dve glavne funkcionalne zone, crvene (hematogene) pulpe 

i bele (limfoidne) pulpe. Bela pulpa se nalazi oko centralne arteriole, i sastoji se od periarterijskog 

limfnog omotača (PALS, T limfociti), okolnih folikula (B limfociti) i marginalne zone, koja se nalazi 

između crvene i bele pulpe. Crvena pulpa se sastoji od Bilrotovih (engl. Bilroth) traka, koje fiziološki 

okružuju venske sinuse. Citoarhitektura je fiziološka u tkivima slezine svih eksperimentalnih grupa 

(Slike 33 i 34). 

 

 

Slika 33. Slezina pacova kontrolne grupe, 100x. Fiziološka citoarhitektura. 

 

 

Slika 34. Slezina pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l fluorida, 100x. Fiziološki izgled krvnih 

sudova. 
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4.3.8 Patohistološki nalaz femura i zuba pacova tretiranih rastućim koncentracijama fluorida 

i selenom 

 

Analizom levog femura i zuba pacova (sekutića i molara) kontrolne grupe, kao i grupa pacova 

koji su pili vodu sa F- i/ili Se, nisu uočene patohistološke promene. Haversovi kanali i lamele femura 

su fiziološkog izgleda (Slika 35). Dentin, predentin, zona odontoblasta, acelularna Veilova, i 

celularna zona zuba su takođe fiziološkog izgleda (Slika 36). 

 

 

Slika 35. Femur pacova koji su pili vodu sa 100 mg/l fluorida, 100x. Fiziološki nalaz 

 

 

Slika 36. Sekutić pacova koji su pili vodu sa 25 mg/l fluorida, 400x. Pulpa i dentin fiziološkog 

izgleda.  
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4.4 Biomarkeri redoks statusa  
 

4.4.1 Uticaj fluorida na redoks status u plazmi pacova 

  

Nakon subakutne ekspozicije rastućim koncentracijama F-, u eksperimentalnim grupama F 25 

ppm i F 50 ppm, zabeleženi su značajno povišeni nivoi prooksidativnog biomarkera O2
.- (** p < 0,01; 

* p < 0,05) (Slika 37a). U doznim grupama sa F- nisu uočene značajne promene TOS (Slika 37b). 

 

 

 

Slika 37. Prooksidativni biomarkeri u plazmi mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS). 

One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. * p < 0,05; ** p < 0,01 (u 

poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne 

linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna 

linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

  

a) b)
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U plazmi pacova nisu uočene statistički značajne promene aktivnosti SOD1 (Slika 38a). U 

eksperimentalnoj grupi F 10 ppm, zabeležen je statistički značajno povišen nivo SH grupa (* p < 

0,05) (Slika 38b). 

 

 

Slika 38. Antioksidativni biomarkeri u plazmi mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne 

sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. * p 

< 0,05 (u poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje 

vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok 

horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

U plazmi pacova grupa F 100 ppm i F 150 ppm zabeležene su značajno povišene vrednosti 

biomarkera MDA (* p < 0,05;  *** p < 0,001) (Slika 39).  

 

Slika 39. Biomarker oksidativnog oštećenja u plazmi mužjaka Wistar pacova nakon subakutne 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: malondialdehid (MDA). Kruskal-Wallis/Dun post-

hoc test. * p < 0,05;  *** p < 0,001 (u poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni 

opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara 

unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

a) b)
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4.4.1.1 Odnos doze i efekta fluorida na parametre redoks statusa u plazmi 

 

Dozna zavisnost u plazmi je potvrđena za efekat F- na povećanje O2
.- i MDA (Slike 40 i 41). 

Izračunate su CEDL koncentracije F- 5,2 mg/l  za efekat povećanja nivoa O2
.- i 67,0 mg/l za efekat 

povećanja nivoa MDA (Tabela 6).  

 

Tabela 6. Parametri modela za efekat fluorida na biomarkere redoks statusa u plazmi pacova. 
 

Biomarker 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

O2
.- 12,2 7,1 15,9 

da↑ 
Expon. m5- 

8,6 5,2 13,8 Hill m5- 

MDA 94,3 67,0 117,0 
da↑ 

Expon. m3- 

94,3 67,2 108,0 Hill m3- 
D-E doza efekat 

 

Slika 40. Efekat fluorida na prooksidativni biomarker O2
.- u plazmi pacova. 

 

Slika 41. Efekat fluorida na biomarker oksidativnog oštećenja MDA u plazmi pacova. 

  

Koncentracija Koncentracija

Koncentracija Koncentracija
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4.4.2 Uticaj fluorida na redoks status u jetri pacova 

 

U tkivu jetre uočene su povišene vrednosti prooksidativnih biomarkera O2
.- i TOS. U grupi F 

25 ppm, uočena je značajan porast  nivoa O2 ̇
- (* p < 0,05) (Slika 42a). U doznim grupama sa 25, 50 

i 150 mg/l F-, uočene su povišene vrednosti TOS (* p < 0,05; ** p < 0,01) (Slika 42b). 

 

 

Slika 42. Prooksidativni biomarkeri u jetri mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS). 

One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. * p < 0,05; ** p < 0,01 (u 

poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne 

linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna 

linija unutar box-a predstavlja medijanu.  
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U jetri pacova svih doznih grupa nisu uočene statistički značajne promene nivoa TAS i SH 

grupa (Slika 43 a i c). Koncentracije F- od 10, 25, 50 i 150 mg/l su dovele do značajnog smanjenja 

SOD1 aktivnosti (* p < 0,05; *** p < 0,001) (Slika 43b).  

 

 

Slika 43. Antioksidativni biomarkeri u jetri mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) totalni antioksidativni status (TOS),  b) aktivnost superoksid 

dismutaze (SOD1) i c) ukupne sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-

Wallis/Dun post-hoc test. * p < 0,05; *** p < 0,001 (u poređenju sa kontrolnom grupom). Box 

predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu 

vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  
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Analizom tkiva jetre pacova svih doznih grupa nisu uočene značajne promene nivoa MDA i 

AOPP (Slika 44 a i b).  

 

 

Slika 44. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u jetri mužjaka Wistar pacova nakon subakutne 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali 

produkti oksidacije proteina (AOPP). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-

hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu 

i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja 

medijanu. 

 

4.4.2.1 Odnos doze i efekta fluorida na parametre redoks statusa u jetri 

 

Dobijena je dozna zavisnost u jetri za efekat F- na povećanje TAS i O2
.-  i smanjenje SH grupa 

i MDA (Slike 45-48). Izračunate su CEDL koncentracije F- 0,0 mg/kg za efekat povećanja nivoa 

TAS, 0,8 mg/kg za efekat povećanja nivoa SH grupa, 1,1 mg/kg za efekat smanjenja nivoa MDA i 

0,0 mg/kg za efekat povećanja nivoa O2
.- (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Parametri modela za efekat fluorida na biomarkere redoks statusa u jetri pacova. 

 

Biomarker 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Eksterne koncentracije 

TAS 
1,9 0,2 339 

da↑ 
Expon. m3- 

0,7 0,01 554 Hill m3- 

SH 
41,7 10,8 73,1 

da↓ 
Expon. m5- 

26,0 0,8 95,4 Hill m3- 

MDA 
41,9 9,6 74,4 

da↓ 
Expon. m5- 

26,9 1,1 94,1 Hill m3- 

Interne koncentracije 

O2
.- 0,1 0,06 0,2 

da ↑ 
Expon. m5- 

0,04 0,03 0,3 Hill m5- 
D-E doza efekat 

Slika 41. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u jetri mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana ekspozicije

različim dozama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina

(engl. advanced oxidation protein products, AOPP). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-

Wallis /Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje

vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok

horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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Slika 45. Efekat fluorida na prooksidativni biomarker TAS u jetri pacova. 

 

 

 
Slika 46. Efekat fluorida na antioksidativni biomarker SH grupe u jetri pacova. 

  

Koncentracija Koncentracija

Koncentracija Koncentracija
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Slika 47. Efekat fluorida na biomarker oksidativnog oštećenja MDA u jetri pacova. 

 

 

 

 

Slika 48. Efekat fluorida na prooksidativni biomarker O2
.- u jetri pacova. 

 

  

Koncentracija Koncentracija

Koncentracija Koncentracija
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4.4.3 Uticaj fluorida na redoks status u bubrezima pacova 

 

U bubrezima pacova svih doznih grupa nisu uočene statistički značajne promene nivoa O2
.- i 

TOS (Slika 49 a i b).  

 

Slika 49. Prooksidativni biomarkeri u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon subakutne 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni 

status (TOS). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja 

interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost 

parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

U bubrezima pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l F-, zabeležena je povišena SOD1 aktivnost 

(* p < 0,05) (Slika 50a). Vrednost SH grupa u bubrezima životinja je značajno snižena u doznim 

grupama koje su pile vodu sa 25, 50, 100 i 150 mg/l F- (* p < 0,05; ** p < 0,01) (Slika 50b). 

 

Slika 50. Antioksidativni biomarkeri u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon subakutne 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD1) i b) 

ukupne sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc 

test. * p < 0,05; ** p < 0,01  (u poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni 

opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara 

unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

Slika 45. Prooksidativni biomarkeri u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana

ekspozicije različim dozama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status

(TOS). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. Box

predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna

linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)

Slika 46. Antioksidativni biomarkeri u tkivu bubrega mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana

ekspozicije različim dozama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD) i b) ukupne –SH

grupe. One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. * p < 0,05, ** p <

0,01 (u poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75.

percentil), gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost

parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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U bubrezima pacova svih doznih grupa nije zabeležena značajna promena nivoa MDA (Slika 

51a). U grupama F 100 ppm i F 150 ppm, uočen je značajno povišeni nivo AOPP (* p < 0,05; ** p 

<0,01) (Slika 51b). 

 

Slika 51. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon subakutne 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali 

produkti oksidacije proteina (AOPP). * p < 0,05; ** p < 0,01  (u poređenju sa kontrolnom grupom). 

One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni 

opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara 

unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

4.4.3.1 Odnos doze i efekta fluorida na parametre redoks statusa u bubrezima 

 

Dobijena je dozna zavisnost u bubrezima za efekat F- na povećanje SOD1 aktivnosti i 

vrednosti AOPP, kao i za smanjenje SOD1 aktivnosti i vrednosti SH grupa (Slike 52-55). Izračunate 

su CEDL koncentracije F- 31,1 mg/kg za efekat povećanja SOD1 aktivnosti, 0,0 mg/kg za efekat 

smanjenja nivoa SH grupa, 6,5e-06 mg/kg za efekat povećanja vrednosti AOPP, i 1e-04 mg/kg za 

efekat smanjenja SOD1 aktivnosti (Tabela 8). 
 

Tabela 8. Parametri modela za efekat fluorida na biomarkere redoks statusa u  bubrezima pacova. 

 

Biomarker 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

mg/kg F- 

Eksterne koncentracije 

SOD1 
106,8 42,1 118,0 da↑ 

da↑ 

Expon. m3- 

90,2 31,1 105,0 Hill m3- 

SH 
0,3 0,002 13,4 da↓ 

da↓ 

Expon. m3- 

0,4 0,3 13,4 Hill m3- 

AOPP 
0,1 0,001 9,9 da↑ 

da↑ 

Expon. m3- 

0,1 6,5e-06 9,9 Hill m3- 

Interne koncentracije 

SOD1 
0,4 1e-04 1,4 

da ↓ 
Expon. m5- 

0,1 0,005 0,9 Hill m5- 
 

D-E doza efekat 

Slika 47. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon 28.

dana ekspozicije različim dozama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali

produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). One-way

ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. * p < 0,05; ** p < 0,01.

Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna

linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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Slika 52. Efekat fluorida na antioksidativni biomarker SOD1 u bubrezima pacova. 

 

 

 

Slika 53. Efekat fluorida na antioksidativni biomarker SH grupe u bubrezima pacova. 

 

Koncentracija Koncentracija
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Slika 54. Efekat fluorida na biomarker oskidativnog oštećenja AOPP u bubrezima pacova. 

 

 

 

Slika 55. Efekat fluorida na SOD1 aktivnost u bubrezima pacova. 

 

  

Koncentracija Koncentracija
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4.4.4 Uticaj fluorida na redoks status u slezini pacova 

 

U slezini pacova doznih grupa koje su pile vodu sa F-, nisu uočene statistički značajne 

promene nivoa O2
.- i TOS (Slika 56). 

 

 

Slika 56. Prooksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS). 

One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni 

opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara 

unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

Analizom tkiva slezine pacova doznih grupa koje su pile vodu sa F-, nisu uočene statistički 

značajne promene SOD1 aktivnosti i nivoa SH grupa (Slika 57).  

 

Slika 57. Antioksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim dozama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne sulfhidrilne grupe 

(SH). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja 

interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost 

parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

Slika 42. Prooksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana ekspozicije

različim dozama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS). One-way

ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg

(25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost

parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)

Slika 43. Antioksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana ekspozicije

različim dozama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne –SH grupe. One-

way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni

opseg (25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu

vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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Analizom MDA i AOPP biomarkera u slezini nisu uočene statistički značajne promene (Slika 58). 

  

 

Slika 58. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u slezini mužjaka Wistar pacova nakon subakutne 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali 

produkti oksidacije proteina (AOPP). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-

hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu 

i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja 

medijanu.  

 

4.4.4.1 Odnos doze i efekta fluorida na parametre redoks statusa u slezini 

 

Dozna zavisnost u slezini je potvrđena za efekat F- na smanjenje nivoa MDA i SH grupa (Slike 

59 i 60). Izračunate su CEDL koncentracije F- 28,0 mg/kg za efekat smanjenja nivoa MDA i 60,1 

mg/kg za efekat smanjenja nivoa SH grupa (Tabela 9).  

 

 

Tabela 9. Parametri modela za efekat fluorida na biomarkere redoks statusa u slezini pacova.  
 

Biomarker 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

MDA 
97,1 28,7 118,0 da↓ Expon. m3- 

88,3 28,0 104,0 da↓ Hill m3- 

SH 106,1 60,1 129,0 da↓ Expon. m3- 
D-E doza efekat 

 

Slika 44. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u slezini mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana

ekspozicije različim dozama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti

oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). One-way ANOVA/

Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75.

percentil), gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost

parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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Slika 59. Efekat fluorida na biomarker oksidativnog oštećenja MDA u slezini pacova. 

 

 

 

Slika 60. Efekat fluorida na SH grupe u slezini pacova.  

Koncentracija Koncentracija
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4.4.5 Uticaj fluorida na redoks status u mozgu pacova 

 

U tkivu mozga pacova koji su pili vodu sa različitim koncentracijama F-, uočen je značajan 

porast nivoa O2
.- u grupama F 100 ppm i F 150 ppm (** p < 0,01) (Slika 61a). Nisu uočene statistički 

značajne promene TOS u svim doznim grupama (Slika 61b).  

 
Slika 61. Prooksidativni biomarkeri u mozgu mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS).                  

** p < 0,01 (u poređenju sa kontrolnom grupom). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-

Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne linije 

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija 

unutar box-a predstavlja medijanu. 

 

U tkivu mozga pacova doznih grupa, uočena je statistički značajna povišena aktivnost SOD1 

u grupi F 150 ppm (* p < 0,05) (Slika 62a). U grupi koja je pila vodu sa 50 mg/l F-, nivo SH grupa je 

značajno snižen (* p < 0,05) (Slika 62b). 

 

Slika 62. Antioksidativni biomarkeri u mozgu mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne 

sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. * p 

< 0,05  (u poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje 

vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok 

horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

Slika 48. Prooksidativni biomarkeri u tkivu mozga mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana

ekspozicije različim dozama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni

status (TOS). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test.

Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna

linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)a)

Slika 49. Antioksidativni biomarkeri u tkivu mozga mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana

ekspozicije različim dozama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD) i b) ukupne –SH

grupe. One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. * p < 0,05 (u

poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil),

gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar

grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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Zatim, u mozgu pacova koji su pili vodu sa 100 i 150 mg/l F-, zabeležen je značajno viši nivo 

MDA biomarkera (** p < 0,01) (Slika 63a). Zatim, kod pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l F- uočen 

je značajan porast AOPP (* p < 0,05) (Slika 63b).  

 

Slika 63. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u mozgu mužjaka Wistar pacova nakon subaktune 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali 

produkti oksidacije proteina (AOPP). * p < 0,05; ** p < 0,01  (u poređenju sa kontrolnom grupom). 

One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni 

opseg, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara 

unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

4.4.5.1 Odnos doze i efekta fluorida na parametre redoks statusa u mozgu 

 

Potvrđena je dozna zavisnost u tkivu mozga za efekat F- na povećanje nivoa O2
.- i MDA i na 

smanjenje nivoa SH grupa (Slike 64-67). Izračunate su CEDL koncentracije F- 0,0 mg/kg za efekat 

povećanja nivoa O2
.-, 0,1 mg/kg za efekat povećanja nivoa MDA i 12,0 mg/kg odnosno 0,0 mg/kg za 

efekat smanjenja nivoa SH grupa (Tabela 10).  
 

Tabela 10. Parametri modela za efekat fluorida na biomarkere redoks statusa u mozgu pacova. 

Biomarker 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Eksterne koncentracije 

O2
,- 9,4 0,1 94,5 

da↑ 
Expon. m3- 

9,4 0,003 94,3 Hill m3- 

MDA 
2,1 0,1 17,7 

da↑ 
Expon. m3- 

2,1 0,1 17,8 Hill m3- 

SH 25,6 12,0 35,3 da↓ Expon. m5- 

Interne koncentracije 

SH 
1,0 0,6 1,3 

da ↓ 
Expon. m5- 

0,5 0,5 1,6 Hill m3- 
 

D-E doza efekat 

 

Slika 50. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u mozgu mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana

ekspozicije različim dozama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti

oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). One-way ANOVA/

Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. * p < 0,05, ** p < 0,01 (u poređenju sa

kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje

vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok

horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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Slika 64. Efekat fluorida na prooksidativni biomarker oksidativnog oštećenja O2
.- u mozgu pacova.  

 

 

Slika 65. Efekat fluorida na prooksidativni biomarker oksidativnog oštećenja MDA u mozgu pacova. 

Koncentracija Koncentracija

Koncentracija Koncentracija



4. REZULTATI 

 

62 
 

 

Slika 66. Efekat fluorida na SH grupe u mozgu pacova. 

.  

 

Slika 67. Efekat fluorida na SH grupe u mozgu pacova. 
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4.4.6 Uticaj fluorida na redoks status u testisima pacova 

U tkivu testisa pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l F-, uočen je značajno povišen nivo O2
.- (* 

p < 0,05) (Slika 68a). U testisima pacova koji su pili vodu sa 10 mg/l F- zabeležene su značajno 

povišene vrednosti TOS (Slika 68b).  

 

Slika 68. Prooksidativni biomarkeri u testisima mužjaka Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) superoksidni anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS).                    

* p < 0,05 (u poređenju sa kontrolnom grupom). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-

Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg, gornje i donje vertikalne linije 

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija 

unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

Zatim, u tkivu testisa pacova grupa F 100 ppm i F 150 ppm, aktivnosti SOD1 biomarkera su 

značajno snižene (* p < 0,05; ** p < 0,01) (Slika 69a). U grupi F 10 ppm, uočen je statistički značajno 

snižen nivo SH grupa (* p < 0,05) (Slika 69b). 

 

Slika 69. Antioksidativni biomarkeri u testisima mužjaka Wistar pacova nakon subaktune ekspozicije 

različitim koncentracijama fluorida: a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne 

sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. * p 

< 0,05; ** p < 0,01 (u poređenju sa kontrolnom grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg gornje 

i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok 

horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

a) b)



4. REZULTATI 

 

64 
 

Vrednosti MDA i AOPP biomarkera u testisima pacova svih doznih grupa se statistički 

značajno ne razlikuju (Slika 70). 

 

 

Slika 70. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u testisima mužjaka Wistar pacova nakon subakutne 

ekspozicije različitim koncentracijama fluorida: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali 

produkti oksidacije proteina (AOPP). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Wallis/Dun post-

hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu 

i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja 

medijanu.  

 

4.4.6.1 Odnos doze i efekta fluorida na parametre redoks statusa u testisima 

 

Potvrđena je dozna zavisnost u tkivu testisa za efekat na F- na smanjenje SOD1 aktivnosti i 

nivoa TOS biomarkera (Slike 71-73). Izračunate su CEDL koncentracije F- 2e-04 mg/kg i 0,0 mg/kg 

za efekat smanjenja SOD1 aktivnosti i 0,2 mg/kg za smanjenje nivoa TOS (Tabela 11).  

 

Tabela 11. Parametri modela za efekat fluorida na biomarkere redoks statusa u testisima pacova. 

Biomarker 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Eksterne koncentracije 

SOD1 5,2 2e-04 73,0 
da↓ 

Expon. m3- 

5,4 1e-04 73,1 Hill m3- 

Interne koncentracije 

SOD1 
0,1 0,07 0,3 

da ↓ 
Expon. m5- 

0,1 0,07 0,3 Hill m3- 

TOS 
0,4 0,2   0,5 

da ↓ 
Expon. m3- 

0,4 0,2   0,5 Hill m3- 
 

D-E doza efekat 

 

b)a)
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Slika 71. Efekat fluorida na antioksidativni biomarker SOD1 u testisima pacova. 

 

 

Slika 72. Efekat fluorida na prooksidativni biomarker TOS u testisima pacova. 

 

Slika 73. Efekat fluorida na antioksidativni biomarker SOD1 u testisima pacova. 
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4.4.7 Uticaj suplementacije selenom na redoks status u plazmi pacova  

 

U plazmi pacova koju su pili vodu sa Se i F-, uočen je značajno povišen nivo O2
.- (* # p < 0,05) 

(Slika 74a). Nivo TOS u grupi F 150 ppm+Se značajno je niži u odnosu na F 150 ppm grupu (aa p < 

0,01) (Slika 74b). 

 

Slika 74. Prooksidativni biomarkeri u plazmi mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije selenom. 

Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) superoksidni anjon (O2
.-) i 

b) totalni oksidativni status (TOS).  * # p < 0,05 ** aa p < 0,01. * u poređenju sa kontrolnom grupom, 
# u poređenju sa Se grupom, a u poređenju sa F 150 ppm grupom. One-way ANOVA/Fisher LSD test 

i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne 

linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna 

linija unutar box-a predstavlja medijanu.   

 

Aktivnost SOD1 i nivoi SH grupa se ne razlikuju značajno među eksperimentalnim grupama (Slika 

75).  

 

Slika 75. Antioksidativni biomarkeri u plazmi mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost 

superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD 

test i Kruskal-Wallis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne 

linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna 

linija unutar box-a predstavlja medijanu. 

a)
b)
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U plazmi pacova grupe F 150 ppm uočen je značajno povišen nivo MDA (** p < 0,01). U 

grupi F 150 ppm+Se, MDA je značajno snižen u poređenju sa F 150 ppm grupom (aa p < 0,01) (Slika 

76). 

 

Slika 76. Antioksidativni biomarkeri u plazmi mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). Malondialdehid 

(MDA). ** aa p < 0,01. * u poređenju sa kontrolnom grupom, a u poređenju sa F 150 ppm grupom. 

One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni 

opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara 

unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

4.4.8 Uticaj suplementacije selenom na redoks status u jetri pacova  

 

Nivo O2
.- u jetri pacova koji su pili vodu sa Se je značajno snižen (* p < 0,05), dok se TOS ne 

razlikuje značajno među grupama (Slika 77).  

 

Slika 77. Prooksidativni biomarkeri u jetri mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije selenom. 

Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) superoksidni anjon (O2
.-) i 

b) totalni oksidativni status (TOS). * p < 0,05;  ## p < 0,01. * u poređenju sa kontrolnom grupom, # u 

poređenju sa Se grupom. One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. Box 

predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu 

vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

a) b)
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U jetri pacova koji su pili vodu sa F- i kombinacijom F- i Se, uočen ja značajan pad aktivnosti 

SOD1 (p < 0,01) (Slika 78a). Vrednosti TAS biomarkera u jetri pacova grupa Se i F 150 ppm+Se su 

značajno povišene (p < 0,01; p < 0,0001) (Slika 78b). U Se grupi uočen je značajan pad nivoa SH 

grupa (p < 0,05) (Slika 78c).  

 

 

Slika 78. Antioksidativni biomarkeri u jetri mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije selenom. 

Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost superoksid 

dismutaze (SOD1), b) totalni antioksidativni status (TOS) i c) ukupne sulfhidrilne grupe (SH). * p < 

0,05;  ** ## p < 0,01; **** p < 0,0001. * u poređenju sa kontrolnom grupom, # u poređenju sa Se 

grupom. One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. Box predstavlja 

interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost 

parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu 

  

Slika 58. Antioksidativni biomarkeri u jetri mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana.

Natrijum-fluorid 150 ppm (F 150); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost superoksid

dismutaze (SOD), b) totalni antioksidativni status (TOS) i c) ukupne –SH grupe. One-way

ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. * p < 0,05, ** p < 0.01,

**** p < 0,0001 (u poređenju sa kontrolnom grupom). ## p < 0,01(u poređenju sa Se

grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje vertikalne

linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok

horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)

c)
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Istraživanjem je ustanovljeno da se nivoi MDA i AOPP u jetri ne razlikuju značajno među grupama 

(Slika 79).  

 

 

Slika 79. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u jetri mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom: a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP). One-

way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg 

gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar 

grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

4.4.9 Uticaj suplementacije selenom na redoks status u bubrezima pacova 

 

U bubrezima pacova koji su pili vodu sa F- i/ili Se, nivoi O2
.- i TOS se ne razlikuju značajno 

između grupa (Slika 80 a i b).  

 

Slika 80. Prooksidativni biomarkeri u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) superoksidni 

anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-

Walis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije 

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija 

unutar box-a predstavlja medijanu.   

a) b)

Slika 63. Prooksidativni biomarkeri u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon 28.

dana. Natrijum fluorid 150 ppm (F 150); natrijum selenit 1,5 mg/l (Se): a) superoksidni

anjon (O2 ̇-) i b) totalni oksidativni status (TOS). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i

Kruskal-Wallis /Duns post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75.

percentil), gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu

vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja

medijanu.

a) b)
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Zatim, analizom je uočena značajna povišena aktivnost SOD1 u grupama F 150 ppm i F 150 

ppm+Se u bubrezima pacova (* # p < 0,05; ** p < 0,01) (Slika 81a). Vrednosti SH grupa su značajno 

snižene u svim grupama pacova koji su pili vodu sa F- i/ili Se (Slika 81b).  

 

 

Slika 81. Antioksidativni biomarkeri u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost 

superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne sulfhidrilne grupe (SH). * # p < 0,05;  ** p < 0,01; *** p < 

0,001; **** p < 0,0001. * u poređenju sa kontrolnom grupom; # u poređenju sa Se grupom. One-way 

ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg 

gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar 

grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu. 

 

U bubrezima pacova svih grupa nije zabeležena značajna promena nivoa MDA (Slika 82a). 

Vrednosti AOPP biomarkera su značajno povišene u grupama sa F- i/ili Se (** p < 0,01; *** p < 

0,001) (Slika 82b).  

 

Slika 82. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon 

suplementacije selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se).: a) 

malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP). One-way 

ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. ** ## p < 0,01; *** p < 0,001. * u 

poređenju sa kontrolnom grupom; # u poređenju sa Se grupom. Box predstavlja interkvartilni opseg 

gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar 

grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

Slika 65. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u bubrezima mužjaka Wistar pacova nakon

28. dana. Natrijum-fluorid 150 ppm (F 150); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se): a)

malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced

oxidation protein products, AOPP). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis

/Duns post-hoc test. ** p < 0,01, *** p < 0,001 (u poređenju sa kontrolnom grupom). ## p <

0,01 (u poređenju sa Se grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil),

gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra

unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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4.4.10 Uticaj suplementacije selenom na redoks status u slezini pacova 

  

U slezini grupe F 150 ppm+Se, uočen je značajno niži nivo O2
.- u poređenju sa F 150 ppm 

grupom (a p < 0,05) (Slika 83a). Zatim, u slezini nisu uočene značajne promene nivoa TOS svih grupa 

(Slika 83b).  

 

Slika 83. Prooksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije selenom. 

Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) superoksidni anjon (O2
.-) i 

b) totalni oksidativni status (TOS). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc 

test. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i 

maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja 

medijanu.   

 

U slezini pacova koji su pili vodu sa F- i/ili Se nisu uočene značajne promene SOD1 aktivnosti 

i nivoa SH grupa  (Slika 84).  

 

Slika 84. Antioksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije selenom. 

Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost superoksid 

dismutaze (SOD1) i b) ukupne sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-

Walis/Dun post-hoc test. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije 

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija 

unutar box-a predstavlja medijanu. 

Slika 60. Prooksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana.

Natrijum-fluorid 150 ppm (F 150); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) superoksidni anjon (O2 ̇ ̅)

i b) totalni oksidativni status (TOS). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis

/Duns post-hoc test. a p < 0,05 (u poređenju sa F 150 ppm grupom). Box predstavlja

interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu

i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a

predstavlja medijanu.

a) b)

Slika 61. Antioksidativni biomarkeri u slezini mužjaka Wistar pacova nakon 28. dana. Natrijum-

fluorid 150 ppm (F 150); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost superoksid dismutaze (SOD),

b) ukupne –SH grupe. One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test.

Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna linija

unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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Zatim, u slezini nisu uočene značajne promene nivoa MDA svih grupa (Slika 85a). U grupi F 

150 ppm+Se zabeležen je značajno niži nivo AOPP biomarkera, u poređenju sa F 150 ppm grupom 

(p < 0,01) (Slika 85b).  

 
Slika 85. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u slezini mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) malondialdehid 

(MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP). One-way ANOVA/Fisher LSD test 

i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. aa p < 0,01 (u poređenju sa F 150 ppm grupom). Box predstavlja 

interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost 

parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

 

4.4.11 Uticaj suplementacije selenom na redoks status u mozgu pacova 

 

Vrednosti O2
.- u mozgu pacova grupe F 150 ppm su značajno povišene (p <0,05), dok je nivo 

O2
.-

  u grupi F 150+Se je značajno snižen u poređenju sa F 150 ppm grupom (a p < 0,05) (Slika 86a). 

Nivo TOS je značajno povišen u Se grupi (* p < 0,05) (Slika 86b).  

  

Slika 86. Prooksidativni biomarkeri u mozgu mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije selenom. 

Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) superoksidni anjon (O2
.-) i 

b) totalni oksidativni status (TOS). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc 

test. * a p < 0,05; ### p < 0,001. * u poređenju sa kontrolnom grupom, # u poređenju sa Se grupom. Box 

predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu 

vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.   

Slika 62. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u slezini mužjaka Wistar pacova nakon 28.

dana. Natrijum-fluorid 150 ppm (F 150); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) malondialdehid

(MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein

products, AOPP). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i Kruskal-Wallis /Duns post-hoc

test. aa p < 0,01 (u poređenju sa F 150 ppm grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg

(25–75. percentil), gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu

vrednost parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)

a) b)



4. REZULTATI 

 

73 
 

U tkivu mozga pacova grupe F 150 ppm zabeležena je povišena SOD1 aktivnost u odnosu na 

kontrolu, dok je u F 150 ppm+Se grupi zabeležena značajno manja aktivnost SOD1 u poređenju sa 

Se i F 150 ppm grupama (p < 0,05) (Slika 87a). Vrednosti SH grupa su značajno povišene u Se grupi 

(* p < 0,05) (Slika 87b).  

 

Slika 87. Antioksidativni biomarkeri u mozgu mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost 

superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD 

test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. * a # p < 0,05;  ## p < 0,01. * u poređenju sa kontrolnom grupom, 
# u poređenju sa Se grupom. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije 

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija 

unutar box-a predstavlja medijanu. 

 

Zatim, u grupi F 150 ppm, zabeležen je značajno povišen nivo MDA, dok u grupi F 150 

ppm+Se nisu uočene značajne promene MDA u mozgu pacova (Slika 88a). U grupi F 150 ppm nivo 

AOPP je značajno povišen (* p < 0,05) u odnosu na kontrolu, a u grupi F 150 ppm+Se, nivo AOPP 

je značajno snižen u odnosu na F 150 ppm grupu (aa p < 0,001) (Slika 88b).  

 

Slika 88. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u mozgu mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se).  a) malondialdehid 

(MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP). One-way ANOVA/Fisher LSD test 

i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. * # p < 0,01;  aa p < 0,001. * u poređenju sa kontrolnom grupom; # 

u poređenju sa Se grupom; a u poređenju sa F 150 ppm grupom. Box predstavlja interkvartilni opseg 

gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar 

grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

Slika 67. Antioksidativni biomarkeri u tkivu mozga mužjaka Wistar pacova nakon 28.

dana. Natrijum-fluorid 150 ppm (F 150); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se): a) aktivnost

superoksid dismutaze (SOD), b) ukupne –SH grupe. One-way ANOVA/ Fisher’s LSD

test i Kruskal-Wallis /Duns post-hoc test. * p < 0,05 (u poređenju sa kontrolnom

grupom). a p < 0,05 (u poređenju sa F 150 pppm grupom), # p < 0,05, ## p < 0,01 (u

poređenju sa Se grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil),

gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost

parametra unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)

Slika 68. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u tkivu mozga mužjaka Wistar pacova

nakon 28. dana. Natrijum-fluorid 150 ppm (F 150); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se): a)

malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl.

advanced oxidation protein products, AOPP). One-way ANOVA/ Fisher’s LSD test i

Kruskal-Wallis /Duns post-hoc test. * p < 0,05 (u poređenju sa kontrolnom grupom),
aa p < 0,01 (u poređenju sa F 150 ppm grupom), # p < 0,05 (u poređenju sa Se

grupom). Box predstavlja interkvartilni opseg (25–75. percentil), gornje i donje

vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametra unutar

grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.

a) b)
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4.4.12 Uticaj suplementacije selenom na redoks status u testisima pacova 

 

Vrednosti O2
.- su značajno povišene testisima pacova grupa Se i F 150 ppm+Se (* p < 0,05) 

(Slika 89a). Nisu uočene značajne promene TOS (Slika 89b). 

  

Slika 89. Prooksidativni biomarkeri u testisima mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) superoksidni 

anjon (O2
.-) i b) totalni oksidativni status (TOS). One-way ANOVA/Fisher LSD test i Kruskal-

Walis/Dun post-hoc test. * p < 0,05. * u poređenju sa kontrolnom grupom. Box predstavlja 

interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost 

parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.   

 

U testisima pacova grupa F 150 ppm i F 150ppm+Se uočen je pad SOD1 aktivnosti (p < 0,01; 

p < 0,05) (Slika 90a). Analizom testisa nisu uočene značajne promene nivoa SH grupa (Slika 90b). 

 

Slika 90. Antioksidativni biomarkeri u testisima mužjaka Wistar pacova nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) aktivnost 

superoksid dismutaze (SOD1) i b) ukupne sulfhidrilne grupe (SH). One-way ANOVA/Fisher LSD 

test i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. *  # p < 0,05;  ** p < 0,01. * u poređenju sa kontrolnom grupom, 
# u poređenju sa Se grupom. Box predstavlja interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije 

predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost parametara unutar grupe, dok horizontalna linija 

unutar box-a predstavlja medijanu. 

a) b)

*
#

a) b)
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Zatim, istraživanjem nisu uočene značajne promene nivoa MDA u testisima pacova (Slika 

91a). U grupi F 150 ppm+Se zabeležen je značajno niži nivo AOPP u odnosu na grupu F 150 ppm (a 

p < 0,05) (Slika 91b). 

 

 

Slika 91. Biomarkeri oksidativnog oštećenja u testisima mužjaka Wistar nakon suplementacije 

selenom. Natrijum-fluorid 150 mg/l (F 150 ppm); natrijum-selenit 1,5 mg/l (Se). a) malondialdehid 

(MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP). One-way ANOVA/Fisher LSD test 

i Kruskal-Walis/Dun post-hoc test. a p < 0,05. a u poređenju sa F 150 ppm grupom. Box predstavlja 

interkvartilni opseg gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost 

parametara unutar grupe, dok horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu.  

a) b)
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4.5 Koncentracije bioelemenata kod Wistar pacova  
 

4.5.1 Uticaj fluorida na bioelemente eksperimentalnih životinja 

 

4.5.1.1 Koncentracije bioelemenata u mekim tkivima 

  

U Tabeli 12 su prikazane koncentracije Cu, Zn, Fe i Mn u krvi, jetri, slezini, bubrezima, mozgu 

i testisima Wistar pacova nakon subakutne izloženosti rastućim koncentracijama F-.  

U krvi pacova, koncentracije Cu su značajno povišene u grupama pacova koji su pili vodu sa 

10, 25, 100 i 150 mg/l F- (* p < 0,05). Zatim, nisu uočene značajne promene koncentracija Zn, Fe i 

Mn u krvi pacova doznih grupa sa F-. 

U tkivu jetre, koncentracije Cu su značajno snižene u grupama koje su pile vodu sa 100 i 150 

mg/l F- (* p < 0,05; ** p < 0,01). Koncentracije Zn u jetri su statistički značajno povišene u grupama 

koje su pile vodu sa 50 i 100 mg/l F- (** p < 0,01, * p < 0,05). Nisu uočene značajne promene 

koncentracija Fe,  dok su koncentracije Mn značajno povišene u grupama F 100 ppm i F 150 ppm (* 

p < 0,05).  

U slezini je uočena značajna promena Zn u grupi koja je pila vodu sa 25 mg/l F- (* p < 0,05). 

Nisu zabeležene značajne promene koncentracija Cu i Fe u slezini pacova svih doznih grupa sa F-. 

Koncentracija Mn je bila ispod limita detekcije. 

Istraživanjem nisu uočene značajne promene koncentracija Cu u bubrezima pacova svih 

doznih grupa. Zatim, u bubrezima pacova koji su pili vodu sa 50, 100 i 150 mg/l F- uočene su značajno 

snižene koncentracije Fe i Mn (* p < 0,05; ** p < 0,01). Koncentracije Zn su značajno povišene u 

grupi F 100 ppm (* p < 0,05). 

Analizom tkiva mozga pacova, uočena je značajno smanjena koncentracija Cu u grupi F 10 

ppm (** p < 0,01). Nisu uočene značajne promene Zn, dok je Fe značajno sniženo u grupi F 100 ppm 

(*** p < 0,001). Koncentracija Mn je bila ispod limita detekcije. 

U testisima pacova koji su pili vodu sa 10 mg/l F-, uočene su značajno povišene koncentracije 

Cu i Fe (* p < 0,05). Zatim, koncentracije Zn su statistički značajno povišene u grupama koje su pile 

vodu sa 10 i 50 mg/l F- (* p < 0,05). Koncentracija Mn je bila ispod limita detekcije.  
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Tabela 12. Prikaz koncentracija bioelemenata u tkivima Wistar pacova, nakon subakutne 

ekspozicije rastućim koncentracijama fluorida. 

Uzorak Bioelementi 
Grupe 

Kontrola F 10 ppm F 25 ppm F 50 ppm F 100 ppm F 150 ppm 

Krv 

Cu (μmol/l) 22,05±4,97 32,12±7,99* 31,06±6,62* 29,92±6,46 31,58±6,68* 32,51±8,01* 

Zn (μmol/l) 59,72±14,30 104,60±61,91 106,90±24,71 76,19±51,35 88,00±38,96 89,83±37,19 

Fe (mmol/l) 4,89±2,01 7,07±2,61 9,05±3,52 7,14±5,42 5,88±3,08 5,40±4,47 

Mn (μmol/l) 35,75±18,67 31,74±20,19 35,66±13,80 54,79±31,68 45,41±22,87 56,14±13,95 

Jetra 

Cu (μg/g) 
3,73 

3,37-4,22 
3,41 

3,36-3,84 
3,74 

3,42-5,02 
3,67 

3,37-3,77 
3,14* 

2,99-3,34 

2,99** 

2,93-3,25 

Zn (μg/g) 
29,86 

28,79-31,93 

31,18 

29,96-31,84 

30,29 

29,73-33,41 
39,57** 

33,59-58,39 

36,06* 

31,93-40,54 

31,75 

30,97-54,93 

Fe (μg/g) 122,9±19,59 129,40±9,29 120,50±2,87 134,00±13,49 120,3±16,23 121,80±7,67 

Mn (μg/g) 3,09±0,95 3,12±0,82 3,48±1,30 4,15±0,71 4,40±0,59* 4,43±1,09* 

Slezina 

Cu (μg/g) 1,65±0,41 2,04±1,26 2,48±0,09 1,12±0,21 0,95±0,10 1,14±0,51 

Zn (μg/g) 
34,55 

34,30-34,80 
43,81 

28,24-59,38 
74,08* 

61,44-86,73 

48,38 
40,31-56,45 

37,03 
32,69-41,37 

36,42 
35,49-37,35 

Fe (μg/g) 
239,50 

175,7-303,3 

258,50 

238,3-278,8 

520,20 

513,6-526,9  

319,8 

280,9-358,8 

284,6 

278,1-291,0 

250,6 

215,80-285,30 

Bubrezi 

Cu (μg/g) 7,13±1,78 8,1±1,44 7,74±2,03 8,55±2,65 6,77±2,31 5,48±1,84 

Zn (μg/g) 
113,40 

74,5-143,9 

141,8 
85,27-159,90 

138,7 
69,43-225,80 

199,70 
152,1-343,3 

510,1* 

87,72-560,60 

43,87 
23,21-66,48 

Fe (μg/g) 85,65±15,70 91,06±11,95 74,87±18,26 65,57±7,21* 57,87±21,33** 35,96±4,07**** 

Mn (μg/g) 20,59±5,73 20,63±5,88 15,34±8,46 9,73±6,30** 4,60±1,66*** 2,87±3,73*** 

Mozak 

Cu (μg/g) 
2,38 

1,99-3,81 
0,75** 

0,58-1,59 

1,90 
1,57-2,52 

2,18 
1,81-2,81 

1,52 
1,16-2,01 

2,47 
1,51-2,77 

Zn (μg/g) 
20,08 

13,12-38,46 
14,94 

8,01-25,04 
14,64 

11,41-23,29 
13,81 

12,04-22,45 
14,59 

11,82-17,62 
12,18 

8,30-17,03 

Fe (μg/g) 
43,58 

35,14-63,30 

33,56 

27,75-49,77 

35,46 

27,15-66,43 

32,38 

29,13-35,39 

20,54*** 

17,47-24,82 

30,75 

23,78-35,58 

Testisi 

Cu (μg/g) 1,67±0,49 2,14±0,29* 1,89±0,27 1,87±0,21 1,77±0,24 1,63±0,23 

Zn (μg/g) 

22,97 

19,14-30,13 

 

30,54 

25,38-34,24* 

 

30,51 

28,16-31,86 

 

32,61 

29,17-33,42* 

 

27,60 

26,66-28,49 

 

26,10 

25,08-28,98 

 

Fe (μg/g) 
16,55 

13,95-19,27 
21,14* 

17,68-22,27 

19,99 

16,81-25,29 

20,46 

20,21-23,98 

17,93 

16,01-20,82 

19,02 

15,19-48,32 

Kontrola voda; F 10 ppm natrijum-fluorid 10 mg/l: F 25 ppm natrijum-fluorid 25 mg/l; F 50 ppm 

natrijum-fluorid 50 mg/l; F 100 ppm natrijum-fluorid 100 mg/l; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 

mg/l.* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 (u poređenju sa kontrolnom grupom). 

One-way ANOVA/ Fisher LSD post-hoc test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. Vrednosti su 

prikazane kao srednja vrednost ± SD ili kao medijana i interkvartilni opseg.  
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4.5.1.2 Odnos doze i efekta fluorida na bioelemente u mekim tkivima 

  

Dozno zavisan efekat F- na koncentracije Cu, Zn, Mn i Fe potvrđen je u krvi, jetri, slezini, 

bubrezima, mozgu, femuru i zubima kod pacova. U testisima nisu dobijeni dozno zavisni efekti F- 

niti za jedan bioelement. 

Potvrđena je dozna zavisnost za efekat F- na povećanje Cu u plazmi pacova (Slika 92). U 

Tabeli 13 su prikazane najniže doze kritičnog efekta fluorida (CED), zajedno sa graničnim 

vrednostima. Izračunata je najniža CEDL koncentracija F- 2e-04 mg/l za efekat povećanja 

koncentracija Cu. 

 

Tabela 13. Parameri modela za efekat fluorida na bioelemente u krvi pacova. 

 

Bioelement 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/l F-  

Cu 0,2 0,02 11,4 
da↑ 

Expon. m3- 

0,0 2e-04 4,5 Hill m3- 
D-E doza efekat 

 

Slika 92. Efekat fluorida na koncentracije Cu u krvi pacova. 

Potvrđena je dozna zavisnost u jetri za efekat F- na smanjenje koncentracija Cu i povećanje 

koncentracija Mn i Zn (Slike 93-95). Izračunate su CEDL koncentracije F- 29,8 mg/kg za efekat 

smanjenja koncentracija Cu, 0,0 za mg/kg efekat povećanja koncentracija Mn i 7,3 mg/kg za efekat 

povećanja koncentracija Zn (Tabela 14). 

 

Tabela 14. Parametri modela za efekat fluorida na bioelemente u jetri pacova. 

 

Bioelement 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Cu 82,5 29,8 129,0 
da↓ 

Expon. m3- 

82,5 30,1 129,0 Hill m3- 

Mn 
8,0 0,05 61,5 

da↑ 
Expon. m3- 

8,1 0,1 61,2 Hill m3- 

Zn 29,5 7,3 42,5 da↑ Expon. m5- 
D-E doza efekat 
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Slika 93. Efekat fluorida na koncentracije Cu u jetri pacova. 

 

Slika 94. Efekat fluorida na koncentracije Mn u jetri pacova. 
 

 
Slika 95. Efekat fluorida na koncentracije Zn u jetri pacova. 
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Potvrđena je dozna zavisnost efekta F- na smanjenje koncentracija Cu, Mn, Fe i Zn i na 

povećanje koncentracija Cu i Zn u bubrezima (Slike 96-101). Izračunate su CEDL koncentracije 

fluorida 28,1 mg/kg za efekat smanjenja koncentracija Cu, 83,1 mg/kg za efekat smanjenja Mn, 7,4 

mg/kg za efekat smanjenja Fe, 47,8 mg/kg za efekat smanjenja Zn, 0,0 mg/kg za efekat povećanja Cu 

i 2,48-06 mg/kg za povećanje koncentracija Zn u bubrezima (Tabela 15). 

 

 

Tabela 15. Parametri modela za efekat fluorida na bioelemente u bubrezima pacova.  

 

Bioelement 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Eksterna koncentracija 

Cu 92,8 28,1 137,0 
da↓ 

Expon. m3- 

92,8 28,1 133,0 Hill m3- 

Mn 
121,4 83,1 149,0 

da↓ 
Expon. m3- 

121,3 83,1 149,0 Hill m3- 

Fe 
25,7 7,4 58,8 

da↓ 
Expon. m3- 

25,8 7,5 58,9 Hill m3- 

Zn 
90,9 63,2 104,0 

da↓ 
Expon. m3- 

72,4 47,8 93,1 Hill m3- 

Interna koncentracija 

Cu 1,4 1,3 1,8 da ↑ Expon. m5- 

Zn 
0,1 2,48e-06 0,6 

da ↑ 
Expon. m3- 

0,1 0,05 0,6 Hill m3- 
D-E doza efekat 

 

 

Slika 96. Efekat fluorida na koncentracije Cu u bubrezima pacova. 
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Slika 97. Efekat fluorida na koncentracije Mn u bubrezima pacova. 

 

Slika 98. Efekat fluorida na koncentracije Fe u bubrezima pacova. 

 

Slika 99. Efekat fluorida na koncentracije Zn u bubrezima pacova. 

Koncentracija Koncentracija

Koncentracija Koncentracija

Koncentracija Koncentracija



4. REZULTATI 

 

82 
 

 

 

Slika 100. Efekat fluorida na koncentracije Cu u bubrezima pacova. 

 

 

Slika 101. Efekat fluorida na koncentracije Zn u bubrezima pacova. 
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Potvrđena je dozna zavisnost za efekat F- na smanjenje koncentracije Cu u slezini (Slika 102) 

i izračunata je CEDL koncentracija F- 15,3 mg/kg (Tabela 16). 

 

Tabela 16. Parametri modela za efekat fluorida na bioelemente u slezini pacova. 

Bioelement 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Cu 32,25 15,3 48,2 da↓ Expon. m5- 

D-E doza efekat 

 

 

Slika 102. Efekat fluorida na koncentracije Cu u slezini pacova. 

 

Potvrđena je dozna zavisnost za efekat F- za smanjenje Fe u tkivu mozga (Slike 103 i 104). 

Izračunata je CEDL koncentracija fluorida 6e-04 mg/kg odnosno 0,5 mg/kg za efekat smanjenja Fe 

(Tabela 17). 

 

Tabela 17. Parametri modela za efekat fluorida na bioelemente u mozgu pacova. 

Bioelement 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Eksterne koncentracije 

Fe 
37,5 0,3 66,2 

da↓ 
Expon. m5- 

2,4 6e-04 39,0 Hill m3- 

Interna koncentracija 

Fe 
1,7 0,6 1,9 

da ↓ 
Expon. m3- 

1,4 0,5 1,8 Hill m3- 
D-E doza efekat 
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Slika 103. Efekat fluorida na koncentracije Fe (μg/g) u mozgu pacova. 

 

 

 

Slika 104. Efekat fluorida na koncentracije Fe u mozgu pacova. 
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4.5.1.3 Koncentracije bioelemenata u kalcifikovanim tkivima  

 

U Tabeli 18 su prikazane koncentracije Cu, Zn i Fe u zubima i femuru Wistar pacova nakon 

subakutne izloženosti rastućim koncentracijama F-.  

Nisu uočene značajne promene koncentracija Zn u zubima svih doznih grupa. Zatim, 

zabeležene su značajno povišene koncentracije Fe u uzorcima zuba pacova u grupi koja je pila vodu 

sa 10 mg/l F- (* p < 0,05). Koncentracije Cu i Mn su bile ispod limita detekcije. 

U femuru, značajno snižene koncentracije Cu su zabeležene u grupama F 100 ppm i F 150 

ppm (** p < 0,01). Koncentracije Zn su značajno povišene u femuru životinja koje su pile vodu sa 25 

i 50 mg/l F- (* p < 0,05). Nisu uočene značajne promene Fe u femuru svih doznih grupa sa F-, dok je 

koncentracija Mn bila ispod limita detekcije.  

 

 

Tabela 18. Prikaz koncentracija bioelemenata u kalcifikovanim tkivima Wistar pacova, nakon 

subakutne ekspozicije rastućim koncentracijama fluorida. 

Uzorak 

B
io

el
em

en
ti

 Grupe 

Kontrola F 10 ppm F 25 ppm F 50 ppm F 100 ppm F 150 ppm 

Zubi 

Zn (μg/g) 
123,60 

108,20-126,90 

117,40 

116,50-169,00 

124,90 

115,60-141,00 

121,90 

116,60-139,50 

114,50 

113,10-116,50 

116,20 

65,24-126,50 

Fe (μg/g) 179,30±43,98 312,4±50,75* 244,8±42,48 240,70±44,30 234,10±55,91 222,80±215,3 

Femur 

Cu (μg/g) 
1,66 

1,05-1,76 

1,31 

1,26-1,37 

0,91 

0,77-1,23 

1,24 

1,04-3,35 
0,62** 

0,38-0,84 

0,63** 

0,23-1,05 

Zn (μg/g) 
116,80 

102,70-171,70 

115,30 

108,00-129,20 
242,3* 

154,3-366,4 

192,1* 

167,9-227,10 

126,20 

101,00-152,6 

126,70 

112,5-286,7 

Fe (μg/g) 
67,25 

47,96-91,38 

51,08 

41,62-68,13 

82,83 

43,65-204,5 

39,03 

36,71-66,00 

47,35 

36,90-56,66 

57,47 

41,57-102,40 

Kontrola voda; F 10 ppm natrijum-fluorid 10 mg/l: F 25 ppm natrijum-fluorid 25 mg/l; F 50 ppm 

natrijum-fluorid 50 mg/l; F 100 ppm natrijum-fluorid 100 mg/l; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 

mg/l. * p < 0,05; ** p < 0,01 (u poređenju sa kontrolnom grupom). One-way ANOVA/ Fisher LSD 

test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± SD ili kao 

medijana i interkvartilni opseg. 
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4.5.1.4 Odnos doze i efekta fluorida na bioelemente u kalcifikovanim tkivima 

  

Potvrđena je dozna zavisnost za efekat F- za smanjenje koncentracija Cu u femuru i smanjenje 

Zn u zubima (Slike 105-107). Najniže koncentracije F- (CED) za efekat smanjenja koncentracija Cu 

u femuru i efekat smanjenja koncentracija Zn u zubima zajedno sa graničnim vrednostima, prikazane 

su u Tabeli 19. Izračunate su CEDL koncentracije F- 1,6 mg/kg za efekat smanjenja Cu u femuru i 

21,0 mg/kg odnosno 1060,00 mg/kg za efekat smanjenja Zn u zubima. 

 
 

Tabela 19. Parametri modela za efekat fluorida na bioelemente u femuru i zubima. 

Tkivo 
Bioelement CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

  mg/kg F-  

Eksterna koncentracija 

Femur Cu 
58,8 25,6 74,3 

da↓ 
Expon. m5- 

31,2 1,6 82,0 Hill m3- 

Zubi Zn 
101,4 21,5 129,0 

da↓ 
Expon. m3- 

91,7 21,0 120,0 Hill m3- 

Interna koncentracija 

Zubi Zn 
2523,0 1060,0 3800,0 

da↓ 
Expon. M5- 

2522,0 1070,0 3600,0 Hill m3- 
D-E doza efekat 

 

 

 

Slika 105. Efekat fluorida na koncentracije Cu u femuru pacova. 
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Slika 106. Efekat fluorida na koncentracije Zn u zubima pacova. 

 

 

Slika 107. Efekat fluorida na koncentracije Zn u zubima pacova. 
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4.5.2 Uticaj suplementacije selenom na bioelemente eksperimentalnih životinja 

 

4.5.2.1 Koncentracije bioelemenata u mekim tkivima 

  

U Tabeli 20 su prikazane koncentracije Cu, Zn, Fe i Mn u krvi, jetri, slezini, bubrezima, mozgu 

i testisima Wistar pacova nakon subakutne izloženosti F- u koncentraciji od 150 mg/l, Se 1,5 mg/l i 

kombinaciji F- i Se. 

U krvi pacova, značajno povišene koncentracije Cu su zabeležene u grupama F 150 ppm i Se 

(* p < 0,05; **** p < 0,0001). Zatim, koncentracije Zn, Fe i Mn su značajno povišene u grupi pacova 

koji su pili vodu sa Se (*** p < 0,001; * p < 0,05).  

Daljim istraživanjem je ustanovljeno da su u jetri pacova koncentracije Cu značajno snižene 

u svim grupama (*** p < 0,001; ** p < 0,01; **** p < 0,0001). Nadalje, Zn je značajno povišen u 

grupi Se (** p < 0,01), dok su koncentracije Fe značajno snižene u grupama F 150 ppm+Se i Se (* p 

< 0,05; **** p < 0,0001). Mangan je značajno povišen u svim grupama (* p < 0,05; ** p < 0,01).  

U slezini pacova nisu uočene značajne promene Cu i Fe. Cink je značajno povišen u grupi 

pacova koji su pili vodu sa dodatim Se (* p < 0,05) dok je koncentracila Mn bila ispod limita detekcije.  

U tkivu bubrega, Cu je značajno snižen u grupi F 150 ppm+Se u odnosu na Se grupu (# p < 

0,05). Zatim, koncentracije Zn su značajno snižene u svim grupama (* p < 0,05; ** p < 0,01). 

Koncentracije Fe su statistički značajno snižene u grupama F 150 ppm i Se (** p < 0,01). 

Koncentracija Mn je bila ispod limita detekcije. 

Analizom tkiva mozga nisu uočene značajne promene Cu. Cink je značajno snižen u grupama 

F 150 ppm+Se i Se (* p < 0,05; ** p < 0,01). Zatim, uočene su značajno snižene koncentracije Fe 

kod pacova koji su pili vodu sa 150 ppm F- (* p < 0,05), dok je koncentracija Mn bila ispod limita 

detekcije. 

U testisima pacova, nisu uočene značajne promene Cu, Fe i Mn, dok je Zn značajno povišen 

kod pacova koji su pili vodu sa Se (* p < 0,05). 
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Tabela 20. Prikaz koncentracije bioelemenata u tkivima Wistar pacova, nakon subakutne 

suplementacije selenom.  

Uzorak Bioelementi 
Grupe 

Kontrola F 150 ppm F 150 ppm+Se Se 

Krv 

Cu (μmol/l) 22,05±4,97 32,51±8,01* 29,21±3,05#### 51,03±7,88**** 

Zn (μmol/l) 
60,63 

47,55-71,44 
90,67* 

56,84-122,40 

84,02# 

51,64-106,00 

216,40*** 

181,40-226,90 

Fe (mmol/l) 4,89±2,01 5,41±4,47 4,79±2,11### 13,47±0,35*** 

Mn (μmol/l) 35,75±18,67 56,14±13,95 52,23±11,71 62,79±24,38* 

Jetra 

Cu (μg/g) 3,78±0,43 3,07±0,18*** 3,22±0,18**## 2,68±0,21**** 

Zn (μg/g) 
29,86 

28,79-31,93 

31,75 

30,97-54,93 
32,25# 

29,63-37,10 

50,28** 

45,43-69,18 

Fe (μg/g) 122,90±19,59 121,80±7,69 105,10±11,73*### 71,52±10,29**** 

Mn (μmol/L) 3,09±0,95 4,43±1,09* 4,61±1,23* 5,08±0,62** 

Slezina 

Cu (μg/g) 1,65±0.41 1,14±0,51 0,54±1,27 0,98±0,00 

Zn (μg/g) 34,55±0,35 36,42±1,32 42,95±3,18 46,47±7,39* 

Fe (μg/g) 239,50±90,27 250,60±49,15 287,60±26,45 224,60±96,80 

Bubrezi 

Cu (μg/g) 
7,58 

5,35-8,67 

5,05 

4,16-7,01 
4,49# 

3,96-5,54 

7,47 

5,37-10,70 

Zn (μg/g) 
113,4 

74,50-143,90 
43,87* 

23,21-66,48 

29,59** 

22,90-39,13 

31,32** 

23,86-50,85 

Fe (μg/g) 
81,78 

71,67-101,60 
36,48** 

31,99-39,67 

44,40 

40,02-51,71 
37,58** 

28,45-47,89 

Mozak 

Cu (μg/g) 2,79±1,39 2,21±0,76 2,88±0,31 3,18±0,68 

Zn (μg/g) 
20,08 

13,12-38,46 

12,18 

8,30-17,03 
7,29* 

4,62-10,10 

1,99** 

0.52-17,20 

Fe (μg/g) 48,10±15,35 29,9±7,78* 35,34±9,85 44,00±11,27 

Testisi 

Cu (μg/g) 1,67±0,50 1,63±0,23 1,57±0,53 1,97±0,15 

Zn (μg/g) 
22,97 

19,14-30,13 

26,10 

25,08-28,98 

27,34 

25,73-28,31 
30,71 

27,32-32,09* 

Fe (μg/g) 
16,55 

13,95-19,27 

19,02 

15,19-48,32 

18,02 

17,42-19,41 

18,63 

15,32-19,47 

Mn (μmol/L) 
0,76 

0,23-1,32 

0,53 

0,27-0,56 

0,16 

0,13-0,45 

0,28 

0,27-0,44 

Kontrola voda; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 mg/l; F 150 ppm+Se natrijum-fluorid 150 mg/l+1,5 

mg/l natrijum-selenit; Se natrijum-selenit. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 

(u poređenju sa kontrolnom grupom). # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001; #### p < 0,0001 (u 

poređenju sa Se grupom). One-way ANOVA/ Fisher LSD test i Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. 

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± SD ili kao medijana i interkvartilni opseg. 
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4.5.2.2 Koncentracije bioelemenata u kalcifikovanim tkivima 

  

U Tabeli 21 prikazane su koncentracije bioelemenata u kalcifikovanim tkivima Wistar 

pacova, nakon suplementacije Se.  

U uzorcima zuba pacova, značajno povišene koncentracije Zn su zabeležene u grupi pacova 

koji su pili vodu sa dodatim Se (* p < 0,05). Zatim, u zubima nisu uočene značajne promene 

koncentracija Fe svih grupa, dok su koncentracije Cu i Mn bile ispod limita detekcije. U uzorcima 

femura, značajan pad koncentracije Cu je zabeležen u grupi F 150 ppm+Se (** p < 0,01). Nisu uočene 

značajne promene koncentracija Zn i Fe u femuru, dok je koncentracija Mn bila ispod limita detekcije.   

                            

                     

Tabela 21. Prikaz koncentracije bioelemenata u kalcifikovanim tkivima Wistar pacova, nakon 

suplementacije selenom. 

 

Uzorak Bioelementi 

Grupe 

Kontrola F 150 ppm F 150 ppm+Se Se 

Zubi 

Zn (μg/g) 
123,60 

108,20-126,90 

114,90 

41,02-130,30 
114,90## 

111,80-117,90 

157,20* 

142,30-170,40 

Fe (μg/g) 
168,80 

142,10-221,60 

160,00 

64,71-443,70 

225,60 

204,60-300,20 

178,20 

135,70-190,30 

Femur 

Cu (μg/g) 
1,66 

1,04-1,76 

0,62 

0,23-1,04 

0,19**## 

0,09-0,50 

1,62 

1,34-1,82 

Zn (μg/g) 
116,80 

102,70-171,70 

126,70 

112,50-286,70 

113,00 

106,80-125,10 

117,70 

106,30-156,10 

Fe (μg/g) 
67,25 

47,96-91,38 

57,47 

41,57-102,40 

34,19 

32,17-42,10 

41,40 

36,30-55,70 

Kontrola voda; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 mg/l; F 150 ppm+Se natrijum-fluorid 150 

mg/l+1,5 mg/l natrijum-selenit; Se natrijum-selenit. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** 

p < 0,0001 (u poređenju sa kontrolnom grupom). Kruskal-Wallis /Dun post-hoc test. Vrednosti su 

prikazane kao medijana i interkvartilni opseg. 
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4.6 Genotoksični efekat fluorida 
 

4.6.1 Uticaj fluorida i/ili selena na ćelijsku vijabilnost i učestalost izuzetno oštećenih jedara 

 

Protokol koji je korišćen za pripremu ćelijske suspenzije nije uticao na ćelijsku vijabilnost 

(Slika 108). Za krv, jetru, slezinu i testise ćelijska vijabilnost je bila oko 80%. Izuzetak su ćelije 

mozga, kod kojih je zabeležena ćelijska vijabilnost oko 70%. Učestalost IOJ je analizirana za svaki 

gel pojedinačno (Tabela 22). Izuzev u tkivu mozga, odstupanja u ostalim tkivima su sporadična.  

 
 

 

Slika 108. Diferencijalno bojenje ćelijskih suspenzija (a) krvi, (b) jetre, (c) slezine, (d) mozga i 

(e) testisa, 100x. Ćelije sa zelenim jedrom se smataraju živim, dok se ćelije za crvenim jedrom 

smatraju mrtvim.  
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Tabela 22. Frekvencija izuzetno oštećenih jedara (hedgehogs) u % (srednja vrednost ± SD). 

Grupa Testisi Jetra Krv Mozak Slezina 

Kontrola 0,2±0,6 3,6±2,6 0 0,0 5,7±5,4 

F 10 ppm 2,3±2,0* 6,7±5,2 0 3,7±3,5* 2,3±2,3 

F 25 ppm 0,8±1,0 3,6±2,3 0 2,7±1,6* 2,7±2,2 

F 50 ppm 3,2±2,8* 7,6±5,3 0,2±0,6 4,4±4,6* 9,3±5,3 

F 100 ppm 2,2±3,0 3,8±2,9 0 2,7±2,2* 5,0±4,7 

F 150 ppm 1,2±1,6 3,0±3,4 0,4±0,8* 3,9±3,4* 5,9±5,4 

F 150 

ppm+Se 
4,9±4,6a* 4,4±4,3 0 4,2±3,4* 9,4±4,1 

Se 1,2±1,8 0,4±1,2 0 3,6±4,9* 1,7±2,4 

Kontrola voda; F 10 ppm natrijum-fluorid 10 mg/l: F 25 ppm natrijum-fluorid 25 mg/l; F 50 ppm 

natrijum-fluorid 50 mg/l; F 100 ppm natrijum-fluorid 100 mg/l; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 mg/l; 

F 150 ppm+Se natrijum-fluorid 150 ppm+ natrijum-selenit 1,5mg/l; Se natrijum-selenit 1,5mg/l. * 

vrednosti se statististički razlikuju od kontrolne grupe; a vrednosti se statistički razlikuju od F 150 

grupe (p < 0,05). Studentov t test/Mann Whitney.   
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4.6.2 DNK oštećenje jedara testisa, jetre, krvi, mozga i slezine  

 

Tabele 23 i 24 prikazuju vrednosti intenziteta repa kometa za svaku eksperimentalnu 

životinju. Izuzev nekoliko životinja, nisu uočena značajna odstupanja u okviru grupa. 

Tabela 23. Nivo oštećenja DNK molekula u jedinkama mužjaka Wistar pacova koji su pili vodu 

sa fluoridima. Prikazane su vrednosti intenziteta repa kometa (srednja vrednost ± SD). Boldirane 

vrednosti su autlajeri i izostavljeni su iz daljih analiza. Studentov t test/Mann Whitney. 

Kontrola voda; F 10 ppm natrijum-fluorid 10 mg/l: F 25 ppm natrijum-fluorid 25 mg/l; F 50 ppm natrijum-fluorid 

50 mg/l; F 100 ppm natrijum-fluorid 100 mg/l; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 mg/l. p < 0.05.   

 

Grupa 
Broj 

pacova 
Testisi Jetra Krv Mozak Slezina 

Kontrola 

1 2,3±5,0 1,4±2,7 0,8±1,7 2,2±4,4 0,7±1,7 

2 1,2±2,0 1,7±3,3 1,6±8,9 1,4±3,2 0,6±1,4 

3 2,0±4,0 1,9±2,6 0,7±1,3 2,9±3,6 0,4±0,8 

4 2,1±5,0 1,5±2,0 1,0±1,8 1,9±6,3 0,9±1,4 

5 1,9±4,9 5,8±11,7 1,1±3,4 1,2±2,4 1,7±3,4 

F 10 ppm 

1 4,0±5,7 31,0±34,7 2,8±7,7 14,6±13,9 2,8±9,8 

2 4,8±8,1 22,2±28,7 1,0±2,0 11,0±17,6 3,6±11,3 

3 4,8±8,3 3,5±4,9 0,9±1,9 13,3±15,2 2,3±9,3 

4 9,3±15,4 15,0±20,3 1,4±2,7 9,3±14,4 4,3±13,6 

5 8,7±14,3 34,0±31,1 0,8±1,6 17,2±22,5 6,9±18,8 

F 25 ppm 

1 4,4±7,5 14,0±14,0 0,9±2,4 13,7±15,7 5,1±16,0 

2 1,6±5,7 14,1±14,1 1,1±2,3 12,0±16,6 4,9±15,9 

3 5,1±8,5 11,8±11,8 0,6±0,9 9,2±16,1 4,3±9,9 

4 5,6±8,7 13,8±13,8 0,9±1,6 10,5±16,3 4,1±11,9 

5 3,8±8,2 19,0±19,0 0,7±1,1 9,7±15,9 6,1±14,9 

F 50 ppm 

1 6,3±10,7 3,2±6,7 1,3±3,4 19,2±19,0 1,0±2,8 

2 14,9±16,0 6,0±12,1 1,3±3,1 9,0±12,2 6,4±17,4 

3 8,3±11,8 7,7±13,1 1,1±3,4 16,7±14,3 2,0±9,9 

4 10,1±14,6 4,4±7,9 2,1±6,1 9,9±17,8 5,7±14,6 

5 11,0±18,3 9,2±10,1 2,5±6,2 6,6±12,8 4,2±12,4 

F 100 

ppm 

1 8,2±10,3 7,7±15,6 0,4±0,9 7,1±7,1 1,4±3,2 

2 8,9±12,8 3,7±12,6 0,6±1,4 6,3±11,9 5,2±15,0 

3 5,7±12,8 4,9±14,0 1,1±3,1 12,2±15,2 3,7±9,6 

4 3,4±4,2 4,8±11,9 0,7±1,7 7,6±16,7 3,8±13,8 

5 4,2±10,2 6,8±11,8 0,7±1,6 12,6±15,7 2,8±8,2 

F 150 

ppm 

1 10,5±17,5 12,7±20,8 1,1±2,6 17,6±22,2 12,5±22,7 

2 6,5±12,2 12,0±21,1 1,0±2,4 12,1±21,1 9,5±22,7 

3 6,2±9,9 8,3±18,3 1,8±6,1 11,0±17,1 8,6±20,1 

4 13,5±18,8 5,3±10,9 0,5±1,3 20,7±21,9 10,0±20,0 

5 8,8±13,6 12,6±21,7 1,8±4,1 10,5±16,2 10,9±20,7 
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Tabela 24. Nivo oštećenja DNK molekula u jedinkama mužjaka Wistar pacova koju su pili 

vodu sa fluoridima i/ili selenom. Prikazane su vrednosti intenziteta repa kometa (srednja 

vrednost±SD). Boldirane vrednosti su autlajeri i izostavljeni su iz daljih analiza. Studentov t 

test/Mann Whitney. 

Grupa 
Broj 

pacova 
Testisi Jetra Krv Mozak Slezina 

Kontrola 

1 2,3±5,0 1,4±2,7 0,8±1,7 2,2±4,4 0,7±1,7 

2 1,2±2,0 1,7±3,3 1,6±8,9 1,4±3,2 0,6±1,4 

3 2,0±4,0 1,9±2,6 0,7±1,3 2,9±3,6 0,4±0,8 

4 2,1±5,0 1,5±2,0 1,0±1,8 1,9±6,3 0,9±1,4 

5 1,9±4,9 5,8±11,7 1,1±3,4 1,2±2,4 1,7±3,4 

F 150 

ppm 

1 10,5±17,5 12,7±20,8 1,1±2,6 17,6±22,2 12,5±22,7 

2 6,5±12,2 12,0±21,1 1,0±2,4 12,1±21,1 9,5±22,7 

3 6,2±9,9 8,3±18,3 1,8±6,1 11,0±17,1 8,6±20,1 

4 13,5±18,8 5,3±10,9 0,5±1,3 20,7±21,9 10,0±20,0 

5 8,8±13,6 12,6±21,7 1,8±4,1 10,5±16,2 10,9±20,7 

F 150+Se 

1 5,7±7,4 4,4±8,9 0,6±1,4 9,5±8,9 2,9±11,3 

2 4,1±5,1 15,6±15,7 0,7±1,7 27,9±18,3 4,2±12,4 

3 5,1±7,1 3,1±11,8 2,2±4,8 15,3±13,5 2,9±11,5 

4 9,9±14,7 5,7±11,5 1,5±2,0 11,0±15,6 2,0±5,2 

5 8,6±13,2 5,9±11,8 1,1±2,7 17,0±20,1 3,6±11,9 

Se 

1 4,5±6,8 2,3±4,3 1,7±3,1 4,2±5,7 2,1±4,3 

2 4,5±6,0 4,3±5,2 0,9±1,7 4,7±8,1 18±2,9 

3 4,0±5,6 7,6±8,3 1,2±2,0 4,0±5,7 1,3±2,0 

4 5,0±7,8 4,2±5,8 1,2±2,2 4,7±6,9 2,0±3,2 

5 4,1±7,1 6,1±7,1 1,2±2,4 2,6±4,0 1,3±3,5 

Kontrola voda; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 mg/l; F 150 ppm+Se natrijum-fluorid 150 ppm+ 

natrijum-selenit 1,5mg/l; Se natrijum-selenit 1,5mg/l. p < 0,05.   
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Na slici 109 prikazan je efekat rastućih koncentracija F- na ćelije testisa, jetre, krvi, mozga i 

slezine Wistar pacova između grupa. Analizom ćelija krvi, nisu uočene značajne varijacije u nivou 

DNK oštećenja u poređenju sa kontrolnom grupom. Analizom testisa, jetre, mozga i slezine 

eksperimentalnih pacova, uočen je značajan porast DNK oštećenja u svim doznim grupama. U 

ćelijama testisa, najveće DNK oštećenje je uočeno u grupama koje su pile vodu sa 50 i 150 mg/l F- 

(p < 0,01). U tkivu jetre, najveće oštećenje je zabeleženo u grupi pacova koji su pili vodu sa 10 mg/l 

F- (p < 0,05). U ćelijama mozga i slezine, najveće oštećenje je uočeno u grupama koje su pile vodu 

sa 150 mg/l F- (p < 0,0001). Na Slici 110 su prikazane komete različitih ćelija pacova nakon 

ekspozicije F-. 

 

 

 

 

 

Slika 109. Nivo DNK oštećenja u ćelijama Wistar pacova nakon izloženosti fluoridima. Kontrola 

voda; F 10 ppm natrijum-fluorid 10 mg/l; F 25 ppm natrijum-fluorid 25 mg/l; F 50 ppm natrijum-

fluorid 50 mg/l; F 100 ppm natrijum-fluorid 100 mg/l; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 mg/l. 

Studentov t test/Mann Whitney. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 (u poređenju 

sa kontrolnom grupom). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD. Autlajeri su isključeni iz 

analiza. 
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Slika 110. Prikaz kometa različitih ćelija Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije rastućim 

koncentracijama fluorida.  

Na Slici 111 prikazan je efekat suplementacije Se na smanjenje DNK oštećenja izazvanih F-  

kod Wistar pacova. Analizom krvi, nisu uočene značajne varijacije u nivou DNK oštećenja u 

poređenju sa kontrolnim grupama. Analizom testisa, mozga i slezine eksperimentalnih pacova, uočen 

je značajan porast DNK oštećenja u svim grupama. U jetri je uočeno značajno oštećenje samo u grupi 

koja je pila vodu sa 150 mg/l F- (* p < 0,05). Suplementacija Se je značajno smanjila DNK oštećenje 

u jetri i slezini u poređenju sa F 150 ppm grupom. Redukcija DNK oštećenja je takođe uočena u 

ćelijama mozga i testisa, ali bez statističke značajnosti. 

  

Slika 111. Nivo DNK oštećenja u ćelijama Wistar pacova nakon izloženosti fluoridima i/ili selenu. 

Kontrola voda; F 150 ppm natrijum-fluorid 150 mg/l; F+Se natrijum-fluorid 150 mg/l+ natrijum-

selenit 1,5mg/l; Se natrijum-selenit 1,5 mg/l. Studentov t test/Mann Whitney. a * p < 0,05; aa ** p < 

0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. * u poređenju sa kontrolnom grupom; a u poređenju sa F 150 

ppm grupom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost±SD. Autlajeri su isključeni iz analiza. 
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4.6.3 Odnos doze i efekta fluorida na oštećenje DNK 

 

Urađene su analize za efekat F- na intenzitet repa komete i dozna zavisnost je potvrđena u 

slezini i testisima za efekat F- na povećanje intenziteta repa kometa (Slike 112-114). Izračunate su 

CEDL koncentracije fluorida 0,0 mg/kg za efekat povećanja intenziteta repa kometa u slezini i 1e-04 

mg/kg odnosno 0,00 mg/kg u testisima (Tabela 25).  

 

Tabela 25. Parametri modela za efekat fluorida na oštećenje DNK kod pacova. 

Tkivo 
CED CEDL CEDU D-E 

trend 
Model 

 mg/kg F-  

Eksterne koncentracije 

Slezina 
4,5e-06 0,0 0,02 

da↑ 
Expon. m5- 

4,5e-07 0,0 5e-04 Hill m3- 

Testisi 3e-04 1e-04 0,12 da↑ Expon. m3- 

Interne koncentracije 

Testisi 
0,06 0,05 0,19 

da↑ 
Expon. m5- 

0,09 0,08 0,14 Hill m3- 
D-E doza efekat 

 

Slika 112. Efekat fluorida na intenzitet repa kometa u slezini pacova. 

 

Slika 113. Efekat fluorida na intenzitet repa kometa u testisima pacova. 
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Slika 114. Efekat fluorida na intenzitet repa kometa u testisima pacova. 

 

4.7 Korelacione analize  
 

Na osnovu telesne mase pacova, prosečne zapremine popijene vode i eksternih koncentracija F- 

koje su pacovi dobijali putem vode za piće, izračunate su prosečne eksterne doze F- (mg/kg/dan) po 

eksperimentalnoj životinji (Tabela 26). 

 

Tabela 26. Prikaz eksternih koncentracija i eksternih doza fluorida. 

Eksterna koncentracija 

(mg/l) 

Eksterna doza  

(mg/kg/dan) 

0 0 

10 1,4 

25 3,5 

50 6,2 

100 13,6 

150 19,2 

 

4.7.1 Korelacione analize između eksternih koncentracija i internih doza fluorida 
 

Interne doze F- predstavljaju izmerene koncentracije F- u tkivima. Korelacionom analizom 

utvrđeno je da postoji statistički značajna pozitivna korelacija između eksternih koncentracija i internih 

doza F- u zubima Wistar pacova (Tabela 27).  
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Tabela 27. Koeficijenti korelacije između eksternih koncentracija i internih doza fluorida. 

Tkivo 
Korelacija:eksterna koncentracija i 

interna doza fluorida  

  Jetra 
R=0,7173 

p=0,109 

Slezina 
R=-0,7030 

p=0,119 

Bubrezi 
R=-0,1649 

p=0,755 

Mozak 
R=0,1729 

p=0,743 

Testisi 
R=0,6809 

p=0,136 

Zubi 
R=0,9608 

p=0,002 
R-koeficijent korelacije. p <0,05  

 

4.7.2 Korelacione analize između odnosa eksternih i internih doza fluorida 

 

Korelacionom analizom utvrđeno je da postoji statistički značajna pozitivna korelacija između 

eksternih i internih doza F- u zubima Wistar pacova (Tabela 28).  

 

Tabela 28. Koeficijenti korelacije između eksternih i internih doza fluorida. 

Tkivo 
Korelacija:eksterna doza i 

interna doza fluorida  

Jetra 
R=0,7201 

p=0,107 

Slezina 
R=-0,6822 

p=0,135 

Bubrezi 
R=-0,1429 

p=0,787 

Mozak 
R=0,1987 

p=0,706 

Testisi 
R=0,6985 

p=0,123 

Zubi 
R=0,9532 

p=0,003 

R-koeficijent korelacije. p <0,05  
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5. DISKUSIJA 

 

Na osnovu podataka iz epidemioloških, kliničkih i eksperimentalnih studija, evidentno je da 

prekomeran unos F- može dovesti do različitih poremećaja u organizmu (Gessner i sar., 1994; Puty i 

sar., 2021; Meng i sar., 2021). Stoga su F- predmet ispitivanja mnogobrojnih studija, radi utvrđivanja 

molekulskih mehanizama njihovog potencijalnog toksičnog dejstva, kao i radi evaluacije 

profilaktičkih koncentracija F-. Sa druge strane, s obzirom da su F- u svakodnevnoj upotrebi, njihova 

interakcija sa drugim elementima poslednjih godina je u centru pažnje, zbog mogućeg antagonizma 

i/ili sinergizma (Jinadasa i Dissanayake 1992; Mittal i Flora 2007).  

Ova studija se sastoji od dve celine. Prva celina odnosi se na uticaj pet rastućih koncentracija 

F- (opsega koncentracija koje se zaista mogu naći u okruženju) na krv, meka i čvrsta tkiva 

eksperimentalnih Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije. Druga celina odnosi se na potencijalni 

protektivni uticaj Se kada je primenjen samostalno ili zajedno sa najvišom koncentracijom F-. 

Fluoridi se dodaju u vodu za piće u mnogim zemljama, još od 40-ih godina 20. veka, sa ciljem 

da protektivno deluju na incidencu karijesa zubnih tkiva (Guth i sar., 2021). Od samog početka 

upotrebe, F- su bili i ostali jedna od najzastupljenih tema u oblasti javnog zdravlja širom sveta. 

Evropska agencija za bezbednost hrane (EFSA) je 2014. godine definisala nivo adekvatanog dnevnog 

unosa F- koji iznosi 50 μg/kg t.m. pri čemu ova doza ispoljava maksimalni preventivni efekat i 

minimalni rizik za nastanak fluoroze zuba. U Evropi, prosečan unos F- iz vode za piće iznosi 1,86 

µg/kg t.m./dan, iz hrane 5-28 µg/kg t.m./dan, iz pasti za zube 1,4 µg/kg t.m./dan kod odraslih i 11,5 

µg/kg t.m./dan kod dece (EFSA 2014). Fluoridi su prisutni svuda oko nas i njihov pozitivan uticaj na 

remineralizaciju gleđi je odavno utvrđen (Silverstone 1982; Sivapriya i sar., 2017). Ipak, kliničke, 

eksperimentalne i epidemiološke studije pokazale su da izloženost visokim koncentracijama F- može 

poremetiti funkcionisanje organizma i dovesti do trovanja (Yu i sar., 2021; Illam i sar., 2021; Puty i 

sar., 2021). Voda i hrana su najzastupljeniji izvori F-, ali koncentracije F- u vazduhu i zemljištu 

pojedinih područija takođe su visoke usled zagađenja ili usled specifičnog mineralnog sastava tla, 

bogatog F- (Cape i sar., 2003; Karthikeyan i Lakshmanan 2011; O'Mullane i sar., 2016; Lacson i sar., 

2020). Takođe, u stomatologiji se upotrebljavaju različita profilaktička sredstva (paste za zube, gelovi 

i rastvori za lokalnu primenu) koja sadrže F-, i doprinose njihovoj potencijalnoj akumulaciji u 

organizmu. Dakle, posebnu pažnju treba obratiti na njihovo moguće toksično delovanje usled 

pomenute akumulacije i izloženosti povišenim koncentracijama. Endemska fluoroza se manifestuje 

promenama na skeletu i zubnim tkivima kod ljudi i životinja (Choubisa 2012), zbog čega je većina 

studija, barem na početku, bila posvećena kalcifikovanim tkivima. Studije novijeg datuma se bave 

uticajem F- i na druge organe, sa molekularnog i genetičkog aspekta (Tsunoda i sar., 2005; Picco i 

sar., 2014; Song i sar., 2017; Perera i sar., 2018). Ipak, podaci iz studija u kojima su ispitivani uticaji 

visokih koncentracija F- na funkciju organizma su prilično različiti. Razlike u izveštajima se mogu 

pripisati: korišćenju različitih životinjskih modela, ćelijskih kultura, nehomogenosti ispitivane 

populacije kao i upotrebi različitih metoda za evaluaciju štetnih efekata F- (Guth i sar., 2021). 

Poslednjih godina se čak i povećao broj naučnih publikacija koje ne preporučuju upotrebu F-, posebno 

tokom trudnoće, i predlažu da F- treba da budu kategorisani kao toksične supstance (Grandjean i 

Landrigan 2014; Guth i sar., 2020). Imajući u vidu aktuelnost ove teme, u našoj eksperimentalnoj 

studiji nameravali smo da ispitamo subakutne efekte F- na krv, meka i čvrsta tkiva pacova, doznu 

zavisnost efekata, kao i granične subakutne toksične doze F-, pomoću različitih mehanizama 

toksičnosti koji su obuhvatali OS i genotoksičnost kako bi dobili što preciznije podatke.  
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Selen predstavlja važan mikroelement za funkcionisanje organizma i ispoljava 

antioksidativna svojstva (Oldfield 2006; Lu i Holmgren 2009). Istraživanja su pokazala da Se 

ispoljava antagonističko delovanje u odnosu na povišene koncentracije F-, kao i da smanjuje OS i 

apoptozu ćelija izazvanih prekomernim unosom F- (Wang i sar., 2018; Gao i sar., 2021). Iz tih razloga, 

drugi cilj eksperimenta bio je da ispitamo uticaj suplementacije Se kao i nivo potencijalnog smanjenja 

oštećenja tkiva izazvanih povišenom koncentracijom F- kod pacova. 

Cilj toksikološke studije jeste da identifikuje kritične koncentracije/doze određenog agensa, 

koje potencijalno mogu štetno uticati na ljude, životinje i biljke, odnosno na celokupan ekosistem. U 

te svrhe se studije izvode na eksperimentalnim životinjama, međutim, ovakve studije imaju 

ograničenja u vidu broja životinja, kao i broja različitih koncentracija/doza ispitivane supstance. 

Stoga, najbolji način da se prezentuje odnos doza-efekat jeste da se utvrde intervali pouzdanosti efekta 

supstance, umesto srednjih vrednosti (EFSA 2011; Jensen i sar., 2019). Benchmark metodologija je 

najbolja metoda za procenu odnosa doza-efekat, koja se prvi put pominje 80-ih godina, i danas postoje 

nove i poboljšane verzije ovog softvera (Crump 1984; Crump 1995; Wheeler i Bailer 2013). 

Benchmark metodologija se može primeniti na sve toksične efekte, i nastala je kao alternativa 

NOAEL-u, koji se bazira na identifikaciji najviše koncentracije određene supstance koja ne izaziva 

štetan efekat (EFSA 2017). U naučnom smislu, BMD je superiornija metoda u poređenju sa NOAEL 

pristupom, s obzirom da nam omogućava adekvatan prikaz doza-efekat odnosa, odnosno prikazuje 

najmanju koncentraciju supstance prilikom koje dolazi do određenog ispitivanog efekta (Antonijevic 

i sar., 2019; Baralić i sar., 2020; Javorac i sar., 2021). Na osnovu rezultata iz literature, akutna 

toksičnost kod pacova ispoljava se nakon ekspozicije F- u koncentraciji između 26 i 102 mg/kg 

t.m./dan, dok se hronična toksičnost ispoljava nakon ekspozicije F- u koncentraciji između 4,3 i 7,6 

mg/kg t.m./dan (NRC 2006). U okviru ove disertacije, koncentracije F- (koje su dodate u vodu za 

piće) su iznosile:10, 25, 50, 100 i 150 mg/l. S obzirom da je merena zapremina popijene vode po 

grupi, t.m. svakog pacova kao i koncentracija F- u svakom tkivu, navedene koncentracije F- koje su 

pacovi uneli u organizam su iznosile redom: 1,4; 3,5; 6,2; 13,6 i 19,15 mg/kg/dan. 

 

5.1 Distribucija fluorida u tkivima 

  
Merenjem koncentracija F- u tkivima jetre, bubrega, slezine, mozga, testisa, zuba i femura, 

najviše vrednosti F- su potvrđene u grupama pacova koje su pile vodu sa 50 i 100 mg/l F-, osim u 

zubima i femuru, gde je najviša vrednost potvrđena u grupi F 150 ppm. Povišene koncentracije F- u 

tkivima jetre, bubrega, slezine, mozga, i femura zabeležene su i drugim studijama nakon ekspozicije 

F- u koncentracijama većim od 10 ppm (Samanta i sar., 2016; McPherson i sar., 2018). U ovoj 

disertaciji, u tkivima jetre, bubrega, slezine, mozga i testisa grupe F 150 ppm, zabeležena je slična 

koncentracija F- kao u tkivima kontrolne grupe. Ovakve rezultate možemo objasniti činjenicom da su 

navedena tkiva izuzetno prokrvljena kao i da je uočena akumulacija F- u zubima i femuru. 

Posmatrajući disitribuciju u organima, najviša koncentracija F- detektovana je u bubrezima, zubima i 

femuru. Ovakvi rezultati su očekivani, s obzirom da se F- najviše deponuju u koštanim tkivima, dok 

se njihova ekskrecija uglavnom vrši pomoću bubrega (Daston i sar., 1985; de Carvalho i sar., 2006).  

 

5.2 Telesna masa pacova i unos vode 
 

Podaci iz prethodnih eksperimenata su pokazali da F- mogu uticati na promenu t.m. 

eksperimentalnih životinja (Collins i sar., 1995; El-lethey i sar., 2010; Amaral i Azevedo 2018). Na 

primer, Amaral i Azevedo (2018) uočili su smanjenje t.m. kod miševa koji su tretirani sa 50 ppm F-, 

ali u njihovoj studiji životinje su bile tretirane duže vremena (11 nedelja) u odnosu na naš 

eksperiment. Zatim, Balaha i sar. (2021) su takođe zabeležili smanjenje prinosa t.m. kod pacova koji 

su bili izloženi F-, ali u značajno višim koncentracijama (500 ppm) tokom 60 dana. U okviru 

disertacije, najizraženije smanjenje prinosa t.m. je uočeno u grupama pacova koji su pili vodu sa 
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koncentracijama F- većim od 25 mg/l nakon prve dve nedelje. Na kraju eksperimenta nije zabeležena 

promena t.m. ni u jednoj doznoj grupi u poređenju sa kontrolnom grupom, i ovi rezultati se poklapaju 

se određenim studijama (Chioca i sar., 2008; Catani i sar., 2010). Slično, Pereira i sar. (2011) nisu 

uočili promene prirasta t.m. kod pacova nakon ekspozicije F- u dozi od 100 ppm tokom 30 dana. 

Zatim, u drugoj studiji nisu uočene promene u prinosu t.m. Wistar pacova koji su bili izloženi F- u 

dozi od 20 ppm tokom 15, 30 i 60 dana (Perera i sar., 2018). Dakle, možemo pretpostaviti da PTM 

zavisi kako od koncentracije tako i od dužine ekspozicije F-. Sa druge strane, smanjen unos vode je 

zabeležen u grupama koje su pile vodu sa koncentracijama F- većim od 50 mg/l kao i u grupama sa 

Se. Najizraženija redukcija unosa vode kod pacova je zabeležena u grupi koja je pila vodu sa dodatim 

Se, tako da potencijalna dehidratacija može biti uzrok promena pojedinih vrednosti parametara redoks 

statusa u ovoj grupi. Pojedini autori su ukazali da prilikom suplementacije Se (2 mg/l), 

eksperimentalne životinje piju manje vode, dok pri višim koncentracijama čak prestaju da piju vodu 

(Crespo i sar., 1993; Sieber i sar., 2011).  

 

5.3 Uticaj fluorida na patohistološke promene tkiva pacova 
 

Poslednjih godina sve je više istraživanja koja se bave uticajem F- na visceralna tkiva - jetru, 

slezinu, bubrege, mozak, srce i dr. (Malin i sar., 2019; Grandjean 2019; Labib i sar., 2021). U 

eksperimentalnim studijama, in vivo i in vitro, različita tkiva i ćelijske linije su izlagani F- sa ciljem 

da se utvrdi koje koncentracije F- i u kojoj meri izazivaju patološke promene tkiva (Mendoza-Schulz 

i sar., 2009; Guo i sar., 2017; Li i sar., 2022). Histopatološkim analizama možemo uočiti promene 

tkiva kod ljudi i životinja koje nastaju kao posledica određenog oboljenja (Saukko i Pollak 2013). 

Promene koje se mogu uočiti histološkim ispitivanjima obuhvataju morfološke promene u tkivima ili 

ćelijskim strukturama, kao i patološku detrukciju ili infiltraciju inflamatornim i/ili tumorogenim 

ćelijama (Saukko i Pollak 2013). Histološka evaluacija tkiva se najčešće bazira na fiksaciji pomoću 

formalina i parafina i bojenju uzoraka hematoksilinom i eozinom (Foureau i sar., 2015), i ova 

metodologija je korišćena u okviru ove disertacije. 

Jetra predstavlja važan organ čija je primarna uloga metabolizam i detoksikacija različitih 

supstanci (Sodani 2016). Pojedini autori su ukazali da subakutna ekspozicija visokim 

koncentracijama F- oštećuje tkivo jetre kod različitih eksperimentalnih životinjskih modela, pri čemu 

je uočeno je oštećenje ćelijske membrane, citoplazme, abnormalan raspored hepatocita i vakuolarna 

degeneracija (Chattopadhyay i sar., 2011; Owumi i sar., 2019; Ouyang i sar., 2021; El-Megharbel i 

sar., 2021). U našoj in vivo studiji, histopatološke promene tkiva variraju zavisno od koncentracije F- 

kojima su životinje bile izložene. Na histološkim preparatima jetre eksperimentalnih pacova, 

promene nisu uočene u grupi koja je pila vodu sa najnižom koncentracijom F- (10 mg/l). Suprotno, 

pojedini autori su istakli da ista koncentracija F- dovodi do hiperemije centralnih vena i edema tkiva 

jetre kod miševa, ali je vreme ekspozicije u navedenoj studiji bilo znatno duže (90 dana) (Ersan i sar., 

2010). U ovoj disertaciji, u jetri pacova koji su pili vodu sa 25 mg/l F-, uočeni su iregularan raspored 

hepatocita, dilatacija krvnih sudova i vaskularna kongestija, odnosno minimalna inflamacija na 

osnovu Knodelovog indeksa. I drugi autori ističu da nakon subakutne ekspozicije 25 ppm F- u tkivu 

jetre nastaju intenzivna oštećenja-izrazita degeneracija hepatocita, inflamacija i infiltracija 

inflamatornim ćelijama (Thangapandiyan i Miltonprabu 2014). Zatim, Perera i sar. (2018) su istakli 

da i pri nižoj dozi od 20 ppm, F- mogu da izazovu i veća oštećenja, tj., fokalnu nekrozu i portalnu 

inflamaciju nakon 30 dana ekspozicije. Na osnovu rezultata ove disertacije, intenzivnije promene u 

tkivu jetre su uočene u grupama pacova koji su pili vodu sa višim koncentracijama fluorida - 50, 100 

i 150 mg/l, i nakon 28 dana u tkivima jetre uočena su piknotična jedra, dilatirani sinusoidi ispunjeni 

eritrocitima i zapaljenskim infiltratom, degeneracija citoplazme i hepatocita. Na osnovu rezultata 

Knodelovog indeksa, možemo reći da je oštećenje jetre najizraženije u grupama F 100 ppm i F 150 

ppm i te promene možemo kategorisati kao blagu inflamaciju. Naši rezultati su slični rezultatima 

druge studije, gde je u jetri Wistar pacova koji su bili izloženi 100 ppm F- tokom tri i šest nedelja, 
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uočena infiltracija mononuklearnih ćelija i perivaskularnih leukocita zajedno sa kongestijom krvnih 

sudova (Ali i sar., 2017). Promene u tkivu jetre pacova koji su pili vodu sa ovim koncentracijama F- 

su i očekivane, s obzirom da jetra ima glavnu ulogu u detoksikaciji različitih ksenobiotika (Jarrar i 

Taib 2012; Sodani 2016). Histopatološke promene u jetri eksperimentalnih životinja nakon 

ekspozicije F- mogu biti izazvane usled akumulacije slobodnih radikala (Thangapandiyan i 

Miltonprabu 2014), i smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima (Prakash i sar., 2018). U našoj 

eksperimentalnoj studiji, u tkivu jetre vrednosti O2
.- su bile povišene, zajedno sa vrednostima TOS, a 

zabeležena je i smanjena aktivnost SOD1. Zatim, u našoj studiji su uočene početne promene tkiva 

bubrega u vidu edema, hiperemije i vakuolizacije ćelija u grupi pacova koji su pili vodu sa 25 mg/l 

F-. U drugoj studiji na eksperimentalnim miševima, izrazita oštećenja tkiva bubrega u vidu vakuolarne 

i granularne degeneracije uočena su nakon ekspozicije F- u koncentracijama od 24 i 48 mg/kg (Luo i 

sar., 2017). U istoj studiji, disfunkcija bubrega je dokazana pomoću smanjene aktivnosti 

antioksidativnih enzima zaštite, uključujući CAT, GPx i SOD (Luo i sar., 2017). Na osnovu rezultata 

ove doktorske disertacije, distribucija F- u bubrezima je veća u odnosu na druga meka tkiva u svim 

eksperimentalnim grupama sa rastućim koncentracijama F-. Najveća koncentracija F-  u bubrezima je 

zabeležena u grupama F 50 ppm i F 100 ppm. Ovakva distribucija se poklapa i sa histološkim 

rezultatima ove studije. Naime, na presecima bubrega grupa F 50 ppm i F 100 ppm uočena su 

intenzivna oštećenja - izrazita atrofija, degeneracija i nekroza glomerula, dilatacija i kongestija krvnih 

sudova. Zatim, u ovim grupama su zabeležene i neregularnosti hromatina i jedra u većini uzoraka, 

kao i ćelijski inflitrati. Promene u tkivu bubrega su najintenzivnije u grupi F 150 ppm u vidu 

hiperemije i edema, oštećenja krvnih sudova i atrofija glomerula u pojedinim uzorcima. S obzirom 

da je koncentracija F- u bubrezima grupe F 150 ppm slična vrednostima kontrolne, na osnovu ovakvih 

rezultata možemo pretpostaviti da je usled ekspozicije visokoj koncentraciji F- i posledičnog 

oštećenja došlo to ubrzanog metabolizma bubrega i eksrecije F-. Fluoridi mogu dovesti do oštećenja 

struktura nervnog sistema redukcijom antioksidativnog sistema zaštite i neurotransmitera, mogu 

izazvati i neurodegenerativne promene oštećenjem dendrita i sinaptičkih veza (Atmaca i sar., 2014; 

Shanmugam i sar., 2018; Charitha i sar., 2018). Na osnovu rezultata naše studije, na histološkim 

presecima mozga zabeležen je fiziološki nalaz tkiva u svim eksperimentalnim grupama u poređenju 

sa kontrolom. Pojedini autori su istakli da kod pacova tokom akutnih stresnih situacija može doći do 

podsticaja neuroproliferacije i smanjenja oštećenja (Kirby i sar., 2013). Zatim, proliferacija i 

diferencijacija neuralnih stem ćelija takođe može doprineti reparaciji oštećenja tkiva mozga (Sun 

2014) i upravo ovakav mehanizam može biti potencijalno objašnjenje za rezultate naše studije. 

Pojedini autori smatraju da F- ne treba da se smatraju za neurotoksične supstance (Guth i sar., 2020). 

Slezina predstavlja najveći organ imunog sistema i ima ključnu ulogu u imunološkoj odbrani 

organizma s obzirom da produkuje 20-25% ukupnih ćelija krvi (Podder i sar., 2010). Slezina sadraži 

brojne limfocite i makrofage, koji generišu različite citokine, uključujući interleukine i faktor nekroze 

tumora (TNF-α engl. tumor necrosis alpha) (Liu i sar., 2019). Oštećenje slezine usled ekspozicije 

visokim koncentracijama F- prikazano je u brojnim in vivo/in vitro studijama (Krishnamoorthy i sar., 

2015; Kuang i sar., 2016). Pojedini autori ističu da F- u koncentraciji od 150 ppm nakon dužeg 

vremena ekspozicije (120 dana) izazivaju oštećenje splenocita - apoptozu i edem ćelija, dezintegraciju 

ćelijskih membrana i endoplazmatičnog retikuluma i vakuolazaciju mitohondrija (Liu i sar., 2019) . 

U drugoj studiji je uočeno smanjenje bele pulpe slezine nakon ekspozicije fluoridima u 

koncentracijama od 15 i 150 ppm, subakutno i hronično (Podder i sar., 2010). Das i sar. (2006) su u 

okviru svoje studije u kojoj su tretirali Wistar pacove F- (9 mg/l) pomoću oralne gavaže tokom 4 

nedelje, uočili imunotoksičnost, usled nastanka OS i poremećene citoarhitektonike slezine. Ipak, na 

osnovu rezultata ove disertacije, u svim eksperimentalnim grupama je uočen fiziološki histološki 

nalaz tkiva slezine. Moguće objašnjenje za ovakav rezultat može biti činjenica da slezina poseduje 

visok regeneratorni potencijal (Fremont i Rice 2007). Slični rezultati su dobijeni u studiji gde su 

Wistar pacovi pili vodu sa 25 mg/kg/t.m./dan i nisu uočene značajne promene na histološkim 

preparatima slezine (Kumar i Kumari 2013). Na osnovu podataka iz literature, hronična ekspozicija 

F- u koncentraciji od 100 mg/l dovodi do promena struktura gleđi zuba i koštanog tkiva (Yu i sar., 
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2013; Feltrin-Souza i sar., 2021). U drugoj studiji, F- u koncentraciji od 150 mg/l doveli su do 

fluorotičnih promena femura i sekutića kod Wistar pacova (Shi i sar., 2020). Suprotno, Turner i sar. 

(1995) su istakli da visoke doze F- nisu uticale na mineralizaciju koštanih tkiva eksperimentalnih 

životinja. Rezultati naše studije su slični, odnosno, analizom zuba i femura pacova tretiranih F-, nisu 

uočene patohistološke promene. Dakle, možemo zaključiti da subakutna ekspozicija F- ne utiče na 

promene morfologije zuba i femura pacova, uprkos evidentnoj akumulaciji. Takođe, makroskopskim 

pregledom sekutića i molara pacova nisu uočeni znaci lokalne fluoroze. 

 

5.4 Uticaj selena na patohistološke promene tkiva pacova 
 

Antagonistički odnos Se i povišenih koncentracija F- zabeležen je kod različitih 

eksperimentalnih životinjskih modela (Helal i El Dakdoky 2006; Feng i sar., 2012; Wang i sar., 2018). 

In vitro, suplementacija Se je uticala na smanjenje morfoloških oštećenja tubularnih epitelnih ćelija 

(NRK-52E) bubrega (Gao i sar., 2021). Takođe, rezultati iz literature su pokazali da Se potencijalno 

utiče na smanjenje oštećenja hepatocita pacova usled ekspozicije F- (Feng i sar., 2012). Kod 

esperimentalnih pacova, pretpostavlja se da je optimalna antagonistička koncentracija natrijum- 

selenita u odnosu na toksičnost F- u rasponu od 0,75 do 1,5 mg/l (Feng i sar., 2012; Qian i sar., 2013; 

Al-Harbi i sar., 2014). Ipak, na osnovu histopatoloških preseka jetre i bubrega pacova u ovoj studiji, 

nije došlo do interakcije između F- i Se, odnosno, nije uočeno protektivno dejstvo Se na oštećenja 

izazvana F-. Dakle, blaga inflamacija je uočena u jetri i bubrezima pacova grupe koji su pili vodu sa 

kombinacijom 150 mg/l F- i Se. Shearer i Ridlington (1976) takođe nisu uočili interakciju između F- 

i više oblika natrijum-selenita u mekim ali i čvrstim tkivima. U našoj studiji, histološkom analizom 

tkiva pacova koji su konzumirali vodu sa samo dodatim Se, nisu uočena fiziološka odstupanja niti u 

jednom uzorku jetre, bubrega, slezine, mozga, zuba i femura u odnosu na kontrolnu grupu. 
 

5.5 Uticaj fluorida na biomarkere redoks statusa kod pacova 
 

Balans između oksidanasa i antioksidanasa je neophodan za funkcionisanje organizma. 

Oksidativni stres nastaje usled disbalansa između proizvodnje i eliminacije ROS (Forman i Zhang 

2021). Reaktivne kiseonične vrste mogu oštetiti sve ćelijske elemente i dovesti do apoptoze ili 

nekroze (Forman i Zhang 2021). Faktori okruženja kao što su izloženost zagađujućim supstancama, 

lekovima itd. mogu dovesti do ovakvog disbalansa i stvaranja slobodnih radikala u visokoj 

koncentraciji (Pizzino i Irrera 2017). Oksidativni stres može doprineti nastanku hronične inflamacije 

i razvitku različitih oboljenja poput dijabetesa, neuroloških poremećaja i tumorogenih promena 

(Strunecka i Strunecky 2020). Mehanizmi toksičnosti F- su kompleksni, i s obzirom da utiču na 

enzime, indukuju oštećenje ćelija i inflamaciju, mogu dovesti do nastanka OS (Barbier i sar., 2010). 

Zapravo, OS se smatra primarnim mehanizmom toksičnosti F- (Tang i sar., 2021; Gao i sar., 2021; 

Angwa i sar., 2021). Mnogobrojna istraživanja su istakla da F- mogu dovesti do nastanka ROS i 

smanjenja antioksidativnog potencijala (Ma i sar., 2017; Maheshwari i sar., 2021; Mondal i sar., 

2021). Zatim, povišene koncentracije F- utiču na regulaciju citokina, distribuciju bioelemenata i 

dovode do povećanja lipidne peroksidacije (Maity i sar., 2021; Lima i sar., 2021). In vitro, F- indukuju 

vaskularno oštećenje endodelnih ćelija putem mehanizma nastanka OS (Ma i sar., 2017). Dalje, F- 

mogu uticati na hormonski status, ekspresiju/aktivnost proteina, i indukovati genotoksičnost i 

citotoksičnost u različitim tkivima eksperimentalnih životinja (Kheradpisheh i sar., 2018; Guo i sar., 

2020; Dionizio i sar., 2021). Fluoridi mogu oštetiti ćelijsku membranu i izazvati apoptozu, što je 

potvrđeno njihovim uticanjem na različite oksidativne i antioksidativne parametere, kao što su MDA, 

TAS, GP, SOD, CAT, i dr. (Inkielewicz-Stepniak i Czarnowski 2010; Zhou i sar., 2015; Lu i sar., 

2017; Dec i sar., 2020). Jedna od hipoteza ove doktorske disertacije jeste da F- mogu uticati na 

različite redoks parametre u tkivima pacova, a cilj je bio da se utvrdi da li postoji dozna zavisnost F- 

na efekte promena kao i najmanja koncentracija F- pri kojima dolazi do pojave OS.  
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Trovanje F- može dovesti do povećanja lipidne peroksidacije (Ferreira i sar., 2021). 

Malondialdehid se često koristi kao marker lipidne peroksidacije u ćelijskim membranama, odnosno 

MDA predstavlja endogeni genotoksični proizvod lipidne peroksidacije koji se može detektovati u 

DNK molekulu, i njegove izmenjene vrednosti su u korelaciji sa brojnim patološkim stanjima 

(Niedernhofer i sar., 2003; Kong i sar., 2016). Različite analize su pokazale da je MDA pokazatelj 

mutagenosti kod bakterija i sisara, a pokazatelj kancerogenosti kod pacova (Mukai i Goldstein 1976; 

Basu i Marnett 1983; Niedernhofer i sar., 2003). Porast koncentracije MDA je moguć u situacijama 

kada antioksidativni enzimski sistem zaštite više nije u mogućnosti da adekvatno funkcioniše 

(Halliwell i Gutteridge 1986; Gutiérrez-Salinas 2006). Preciznije, oštećenje usled formiranja viška 

slobodnih radikala u ćelijskoj membrani nastaje kada glavni antioksidativni enzimi (najčešće u 

eritrocitima) počnu sa oštećenjem masnih kiselina (Morales-González i sar., 2010). Potencijalno, F- 

direktno modifikuju aktivnost antioksidativnih enzima putem kompetitivne inhibicije substrata, usled 

strukturne sličnosti F- i određenih substrata za oksidoreduktaze i jonske kontransportere ćelijskih 

membrana. Indirektno, F- dovode do denaturacije proteina usled nastanka OS (Monsour i Kruger 

1985; Li 2003; Agalakova i Gusev 2012; Mochidome i sar., 2013). U ovoj doktorskoj disertaciji, 

statistički značajno povišene vrednosti MDA su zabeležene u plazmi i mozgu grupa F 100 ppm i F 

150 ppm. Slične vrednosti su uočene u krvi eksperimentalnih životinja, ali i kod dece sa hroničnom 

fluorozom (Kanbur i sar., 2009; Morales-González i sar., 2010; Miranda i sar., 2018; Tkachenko i 

sar., 2021; Ferreira i sar., 2021). Tkivo mozga je izuzetno osetljivo na OS, s obzirom da disbalans 

stvaranja i eliminacije ROS utiče na nivoe kalcijuma i glukoze i funkciju mitohondrija, koji su 

neophodni za kognitivne i bihevioralne funkcije (Salim 2017). Poznato je da F- prolaze kroz krvno-

moždanu barijeru (Grandjean 2019), i u našoj studiji su uticali na povećano stvaranje lipidne 

peroksidacije, odnosno uočen je trend porasta MDA vrednosti, koje mogu dovesti do povećane 

permeabilnosti. In vitro, F- dovode do porasta MDA koncentracija u membrani eritrocita i utiču na 

aktivnost antioksidativnih enzima (Gutiérrez-Salinas i sar., 2013). Brojni autori su potvrdili povišen 

nivo MDA nakon ekspozicije F- u tkivu bubrega, jetre i mozga kod različitih eksperimentalnih 

životinja (Błaszczyk i sar., 2008; Inkielewicz-Stepniak i Czarnowski 2010; Chattopadhyay i sar., 

2011; Zhang i sar., 2013; Cao i sar., 2019; Oyagbemi i sar., 2021; Mondal i sar., 2021; El-Megharbel 

i sar., 2021). U našoj in vivo studiji, nisu uočena značajnija odstupanja MDA vrednosti nakon 

ekspozicije različitim koncentracijama F- tokom 28 dana u bubrezima, dok se u jetri i slezini uočava 

trend opadanja MDA vrednosti. Zatim, na osnovu Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni 

efekti F- za povišene vrednosti MDA u plazmi i mozgu, ali i za snižene vrednosti MDA u jetri i 

slezini. Najniži BMDL za povišene vrednosti MDA iznosi 67,0 mg/l u plazmi i 0,1 mg/kg u mozgu, 

dok za snižene MDA vrednosti iznosi 1,1 mg/kg u jetri i 28,0 mg/kg u slezini. 

Za razliku od lipida, reakcije proteina sa različitim oksidansima nisu mnogo proučavane niti 

korišćene. Ipak, poslednjih godina su sve učestalija istraživanja na ovu temu, i evidentno je da su 

amino-kiseline podložne oštećenjima izazvanim slobodnim radikalima. Oksidansi mogu poremetiti 

strukturu proteina i dovesti do njihove denaturacije i fragmentacije (Witko-Sarsat i sar., 1996). 

Karbonilacija proteina je bitan mehanizam modifikacije proteina koji nastaje usled oksidacije 

proteinskih ostataka (arginina, lizina, prolina) i ROS (Monnier i sar., 2011). Oksidativna modifikacija 

proteina je ireverzibilan proces čiji je biomarker AOPP. Uznapredovali produkti oksidacije proteina 

nastaju usled reakcije oksidanasa sa proteinima plazme i predstavljaju bitne komponente različitih 

patoloških procesa kao što su uremija, vaskularne bolesti (aneurizma abdominalne arterije, okluzivna 

bolest aorte, ateroskleroza itd.), hronična bubrežna insuficijencija (Witko-Sarsat i sar., 1996; Selmeci 

2011; Gryszczyńska i sar., 2017). Trenutno nema dovoljno podataka koji bi pokazali da li je i u kojoj 

meri AOPP pouzdan marker OS u mekim tkivima. Pojedini autori su istakli da je AOPP adekvatan 

biomarker za praćenje nastanka OS u jetri i bubrezima (Cao i sar., 2013; Zhao i sar., 2019). Statistički 

značajan porast AOPP vrednosti je zabeležen u serumu eksperimentalnih pacova nakon ekspozicije 

F- (Oyagbemi i sar., 2018) i u plazmi ovaca i osoba sa područja gde se zapaža endemska fluoroza 

(Xiu-wen i sar., 2017). Suprotno, u plazmi Wistar pacova, nije uočena promena AOPP vrednosti 

nakon ekspozicije F- (23, 50 i 100 ppm) tokom 30 i 90 dana (Zhong i sar., 2021). U okviru ove 
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disertacije, vrednosti AOPP markera u određenoj meri su povišene u svim tkivima grupa koje se pile 

vodu sa visokim koncentracijama F-. Najizraženije promene su zabeležene u bubrezima i mozgu 

pacova grupa F 100 ppm i F 150 ppm, i možemo reći da su ova dva tkiva pretrpela najveća oštećenja 

proteina. Slični rezultati su dobijeni u studiji gde su tokom 6 nedelja pacovi pili vodu sa 12 mg/l F-, 

gde je porast AOPP uočen u tkivu bubrega, ali i u jetri (Inkielewicz-Stępniak i Knap 2012). U ovoj 

disertaciji, na osnovu Benchmark analize, potvrđen je dozno-zavisan efekat F- za povišene AOPP 

vrednosti u bubrezima i najniži BMDL iznosi 6,5e-06 mg/kg. 

Superoksidni anjon predstavlja aktivnu kiseoničnu vrstu koja se može detektovati u gotovo 

svim ćelijama, i neophodan je za biološko funkcionisanje organizma (Birnboim 1988). Superoksidni 

anjon se oslobađa iz ćelije kao „respiratorna eksplozija”, koja nastaje ubrzo nakon oštećenja ćelije 

(Birnboim 1988). Enzimski se generiše pomoću NAD(P)H i ksantin oksidaze (Madamanchi i sar., 

2005). Neenzimski, O2
.- se generiše kada kiseonik reaguje sa redoks-aktivnim kompleksima 

(Madamanchi i sar., 2005), koji su najčešće poreklom iz respiratornog lanca mitohondrija (glavni 

izvor intracelularnog ROS-a) (Dubois-Deruy i sar., 2020). Ova reakcija podrazumeva vezivanje O2
.- 

za oksidovanu formu enzima (Fe3+) i oslobađanje molekularnog kiseonika. Zatim dolazi do ponovnog 

vezivanja O2
.- za redukovanu formu enzima (Fe2+) što rezultuje oslobađanjem vodonik peroksida i 

vraćanjem enzima u oksidovanu formu (Johnson i Giulivi 2005; Vucić i sar., 2006). Dakle, O2
.- je 

važan radikal za respiraciju mitohondrija ali i balansa imunskog sistema (Hayyan i sar., 2016). Zbog 

toga je važno utvrditi uticaj F- na stvaranje O2
.-. U okviru ove doktorske disertacije, statistički 

značajno povišene koncentracije O2
.- su uočene u plazmi, jetri, mozgu i testisima. U plazmi i jetri, O2

.- 

je značajno povišen u grupama sa nižim koncentracijama F-. Ipak, u mozgu i testisima, O2
.- je značajno 

povišen u grupama koje su pile vodu sa višim koncentracijama F- (100 i 150 mg/l). Superoksidni 

anjon u slezini i bubrezima pacova svih doznih grupa pokazuje trend povišenih vrednosti u grupama 

sa visokim koncentracijama F-. Povišene koncentracije O2
.- su zabeležene i u ćelijama nervnog 

sistema pacova  nakon ekspozicije F- (Shuhua i sar., 2012). Zatim, prekomerno stvaranje O2
.-

 
 in vivo 

i in vitro je potvrđeno u β-ćelijama pankreasa i spermatozoidima miševa i pacova nakon ekspozicije 

F- (Izquierdo-Vega i sar., 2008; García-Montalvo i sar., 2009). U našoj studiji, na osnovu Benchmark 

analize, potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za povišene vrednosti O2
.- u plazmi, mozgu i jetri. Najniži 

BMDL za povišene vrednosti O2
.- u plazmi iznosi 5,2 mg/kg, 0,003 mg/kg u mozgu i 0,003 mg/kg u 

jetri. 

Poremećaj oksidativnog/antioksidativnog balansa može rezultirati i izmenjenom aktivnošću 

antioksidativnih enzima (Inkielewicz-Stepniak i Czarnowski 2010). Totalni oksidativni status 

predstavlja sistemski nivo oksidacije organizma (Erel 2005). Kod pacijenata sa endemskom 

fluorozom, uočene su povišene vrednosti TOS koje su u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom F- u 

urinu (Varol i sar., 2013). Ispitivanjem populacije koja je pila vodu sa granično visokim dozama F- 

(1,7 ± 0,27 mg/l), detektovan je OS, pri čemu je TOS bio povišen (Kirmit i sar., 2020). Povišene 

vrednosti TOS u krvi su uočene i kod eksperimentalnih pacova nakon ekspozicije F- u koncentraciji 

od 150 ppm (Öner i sar., 2020). U okviru naše studije, trend povišenih vrednosti TOS uočen je u 

plazmi, bubrezima, i mozgu pacova grupe F 150 ppm, ali bez statističke značajnosti. Ipak, u jetri su 

naizraženiji promene ovog markera, gde je značajan porast TOS uočen u doznim grupama sa 25, 50 

i 150 mg/l F-. Takođe, uočen je trend opadanja vrednosti TOS u testisima, i na osnovu Benchmark 

analize, potvrđeni su dozno-zavisni efekti fluorida za snižene vrednosti TOS u testisima, pri čemu 

najniži BMDL iznosi 0,2 mg/kg. Hronična ekspozicija visokim koncentracijama F- dovodi do 

smanjena totalnog antioksidativnog statusa kod Wistar parova (Öner i sar., 2020). Na istom 

eksperimentalnom životinjskom modelu, pokazano je da i subakutna ekspozicija F-u koncentraciji od 

25 mg/l utiče na smanjenje TAS u serumu, jetri, bubrezima i mozgu (Inkielewicz-Stepniak i 

Czarnowski 2010). Rezultati jedne epidemiološke studije su pokazali da u krvi osoba koje su pile 

vodu sa povišenim dozama F-, vrednosti TAS su u značajnom padu (Kirmit i sar., 2020). Ipak, u našoj 

in vivo studiji, u jetri pacova doznih grupa uočen je trend povišenih vrednosti TAS. Na osnovu 

Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za povišene vrednosti TAS u jetri, pri čemu 

najniži BMDL iznosi 0,001 mg/kg. Dakle, ako imamo u vidu da je uočen disbalans pojedinačnih 
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biomarkera antioksidativne zaštite ali ne i TAS, možemo zaključiti da TAS nije adekvatan marker za 

procenu uticaja F- na redoks status.  

Endogeni antioksidativni sistem zaštite se sastoji od različitih molekula i enzima, u koje 

spadaju SOD (SOD1, SOD2, SOD3), GPx, CAT, tiredoksin peroksidaza itd. (Sena i sar., 2018). Kod 

ljudi postoje tri vrste SOD: citoplazmatska CuZn (SOD1), mitohondrijalna Mn (SOD2) i 

ekstracelularna CuZn (SOD3). SOD1 (CuZn SOD) predstavlja važan metaloenzim koji je visoko 

eksprimiran u eukariotskim ćelijama, može se detektovati u citoplazmi, nuklearnim komponentama, 

lizozomima (Roychowdhury i sar., 2019; Tanwir i sar., 2021; Forman i Zhang 2021). Smanjene SOD 

aktivnosti u mozgu i poremećene kognitivne sposobnosti su uočene kod pacova koji su bili hronično 

izloženi visokim dozama F- (Sharma i sar., 2021; Ran i sar., 2021). Slične promene su detektovane i 

u drugim tkivima, pa su tako redukovana SOD aktivnost i patološka morfologija jetre pacova 

detektovane nakon ekspozicije F- u koncentraciji od 150 ppm (Li i sar., 2021). Ovakvi rezultati su 

slični rezultatima ove disertacije, gde je statistički značajno manja SOD1 aktivnost uočena u tkivima 

jetre i testisa, dok je u tkivima slezine primećen blagi pad SOD1 aktivnosti u odnosu na kontrolu, ali 

bez značajnosti. U jetri je značajan pad SOD1 aktivnosti uočen u svim doznim grupama, najviše u 

grupi koja je pila vodu sa 10 mg/l F-. Redukovane SOD1, GP, CAT aktivnosti i SOD1 mRNA 

ekpresija su detektovane i u jetri drugih životinjskih modela (Zhan i sar., 2006; Lu i sar., 2017). 

Pojedini autori su istakli da u tkivima testisa i epididimisa, 50 i 10 ppm F- je uzrokovalo nastanak OS 

smanjenjem CAT, GPx i SOD aktivnosti (Sun i sar., 2018; Adelakun i sar., 2021), i slični rezultati su 

uočeni i u našoj studiji, gde je značajan pad SOD1 aktivnosti uočen u testisima pacova grupa F 100 

ppm i F 150 ppm. Ipak, značajno povišena SOD1 aktivnost uočena je u bubrezima i mozgu pacova 

grupe F 150 ppm u okviru naše studije. Možemo pretpostaviti da je u ovim tkivima došlo do aktivacije 

kompenzatornog odbrambenog mehanizma protiv subakutnog oksidativnog oštećenja (Peng i sar., 

2016) i da je usled disbalansa kiseonika i vodonik peroksida došlo do oštećenja ćelija, što je rezultiralo 

povišenom aktivnošću SOD1 (Peng i sar., 2016). Zatim, u okviru naše studije, nisu uočene značajne 

promene aktivnosti SOD1 u krvi pacova svih doznih grupa. Slični rezultati su dobijeni u drugoj 

studiji, gde nakon hronične ekspozicije F- (10 i 50 mg/l) takođe nije uočena promena SOD1 aktivnosti 

u perifernoj krvi miševa (Miranda i sar., 2018). U ovoj disertaciji, na osnovu Benchmark analize, 

potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za povišenu SOD1 aktivnost u bubrezima i za sniženu SOD1 

aktivnost u testisima. Najniži BMDL za povišenu SOD1 aktivnost u bubrezima iznosi 31,1 mg/kg, 

dok za sniženu SOD1 aktivnost u testisima iznosi 1e-04 mg/kg.  

Sulfhidrilne grupe su sastavni deo različitih bioloških procesa, kao što su membranski 

transport i permeabilnost, transport elektrona, oksidativna fosforilacija i apoptoza (Abdulle i sar., 

2020). Sulfhidrilne grupe su bitne za proces uklanjanja ROS (Mahajan i sar., 2018) i razvoj OS može 

uticati na nivo SH grupa putem direktne oksidacije (Bindoli i Rigobello 2002). In vitro, snižen nivo 

SH grupa u mitohondrijama uočen je nakon ekspozicije F- (6 µM) (Dlugosz i sar., 2009). In vivo, 

snižene vrednosti SH grupa uočene su u plazmi i mozgu mužjaka Wistar pacova koji su tokom 180 

dana pili vodu sa 50 i 100 mg/l F- (Sharma i sar., 2021). U okviru našeg eksperimenta, značajno 

snižene vrednosti SH grupa su uočene u bubrezima, mozgu i testisima, dok je u krvi, jetri i slezini 

prisutan trend smanjenja vrednosti SH grupa. Na osnovu Benchmark analize, potvrđeni su dozno 

zavisni efekti F- za snižene vrednosti SH grupa i najniži BDML u jetri iznosi 0,8 mg/kg, u bubrezima 

0,002 mg/kg, u mozgu 12,0 mg/kg odnosno 0,5 mg/kg i u slezini 60,1 mg/kg.  

Dozno zavisno sniženje vrednosti SH grupa u mozgu je u korelaciji i sa eksternim 

koncentracijama i sa internim koncentracijama F-. Dozno zavisno sniženje SOD1 aktivnosti u 

testisima je u korelaciji i sa eksternim koncentracijama i sa internim koncentracijama F-. Dakle, 

možemo zaključiti da su krv, jetra, bubrezi, mozak i testisi dozno zavisno osetljivi na ekspoziciju F-, 

i da su prve promene parametara redoks statusa uočene i pri minimalnim koncentracijama. 
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5.6 Uticaj selena na biomarkere redoks statusa kod pacova 
 

Zaštitni antioksidativni sistem je neophodan za eliminaciju viška slobodnih radikala (Shahidi 

2015). Antioksidanti se mogu podeliti u dve grupe: enzime koji predstavljaju primarnu liniju zaštite 

(SOD, GSH, CAT itd.) i neenzimske antioksidanse odnosno, sekundarnu liniju zaštite. U neenzimske 

antioksidanse spadaju protein-specifične oksidoreduktaze (feritin, albumin, tioli, vitamini E i C, β- 

karoteni itd.) (Matés i sar., 1999; Dobutovic i sar., 2014; Nikolic i sar., 2014; Irato i Santovito 2021). 

Poslednjih godina, Se je u centru istraživanja zbog svojih antioksidativnih osobina, i evidentno je da 

zajedno sa svojim metabolitima može pozitivno uticati na pojavu i razvoj različitih poremećaja i 

oboljenja kod ljudi (Tinggi 2008). 

Selen je esencijalni bioelement i predstavlja izuzetno potentan antioksidans, koji pomoću više 

od 30 selenoproteina smanjuje oštećenja ćelija (Tinggi 2008; Aaseth i sar., 2021; Kim i sar., 2021). 

Poslednjih godina, sve su učestalije studije koje se bave ispitivanjem potencijalnih antioksidanasa i 

njihovog dejstva na promene izazvane različitim koncentracijama F-. Na primer, analizom tubularnih 

ćelija bubrega pacova, utvrđeno je da suplementacija Se utiče na aktivnost SOD i vrednosti MDA, 

GSH i NO i redukuje OS izazvan F- (Gao i sar., 2021). Dodavanje Se u hranu eksperimentalnih 

životinja može smanjiti povišene ROS vrednosti i oštećenje tankog creva nastalih usled ekspozicije 

visokim koncentracijama F- (Ju i sar., 2021). U okviru analiza naše in vivo studije je pokazano da 

samostalno suplementiran Se nije uticao na pojedine redoks parametre u plazmi, bubrezima i 

testisima. Zatim, u Se grupi, primećene su značajno snižene vrednosti SH grupa u bubrezima i jetri, 

povišene vrednosti SH grupa u mozgu, kao i povišene vrednosti O2
.- u testisima, TOS u mozgu i 

AOPP u bubrezima. Ipak, u našoj studiji su zabeleženi i pozitivni efekti suplementacije Se, najviše u 

tkivu mozga. Na osnovu podataka iz literature, Se ispoljava protektivni efekat na funkcije 

metaboličkih enzima i nastanak lipidne peroksidacije nakon ekspozicije različitim koncentracijama 

F- u mozgu eksperimentalnih životinja (Reddy i sar., 2009; Basha i Madhusudhan 2010). U našoj 

studiji, suplementacija Se je takođe redukovala povišene MDA vrednosti u tkivu mozga. Zatim, u 

krvi je suplementacija Se smanjila povišene MDA vrednosti. Slični rezultati su dobijeni u studiji gde 

je suplementacija Se (6,3 μM) značajno smanjila povišene vrednosti ROS i MDA u krvi i tkivima 

životinja koje su konzumirale vodu sa 50 ppm F- tokom tri nedelje (Chouhan i sar., 2013). Brojne 

studije pokazale su da Se pozitivno utiče na izmenjenu aktivnost SOD u jetri nakon ekspozicije F- 

(Chen i sar., 2013; Miao i sar., 2013). U našoj studiji, Se nije značajno uticao na aktivnosti izmenjene 

aktivnosti SOD1 u jetri, slezini i testisima nakon ekspozicije F-, ali je redukovao povišene SOD1 

aktivnosti u mozgu i bubrezima pacova. Kada su u pitanju SH grupe, Se u kombinaciji sa F- nije 

uticao na njihove vrednosti u bubrezima pacova. 

 

5.7 Uticaj fluorida na bioelemente kod pacova 
 

Bioelementi su neophodni za adekvatno funkcionisanje organizma i njihov disbalans može 

dovesti do različitih oboljenja i poremećaja (Vogel-González i sar., 2021; Błażewicz i sar., 2021; 

Forte i sar., 2021). Mikroelementi kao što su Cu, Zn, Fe, Mn i Se predstavljaju neizostavne 

komponente balansirane ishrane ljudi i životinja (Nieder i sar., 2018). Navedeni mikroelementi su 

važni za homeostazu organizma i njihov disbalans može uticati na sve sisteme organa (Li i sar., 2020). 

Ipak, bioelementi u povišenim dozama mogu biti toksični, a njihov deficit dovodi do različitih 

poremećaja organizma (McKinley i sar., 2019). Zatim, oni utiču na regulaciju DNK tranksripcije i 

predstavljaju kofaktore različitih enzima (Ames 2001). Bioelementi poseduju i antioksidativna 

svojstva, odnosno sposobnost  da eliminišu slobodne radikale (Shenkin 2006). Kada je u pitanju usna 

duplja, navedeni bioelementi imaju pozitivan uticaj na očuvanje oralnog zdravlja, s obzirom da imaju 

antibakterijska svojstva i utiču na mineralizaciju dentalnog biofilma. Cink učestvuje u procesima 

demineralizacije i remineralizacije, dok Cu i Fe poseduju anti-karijesna svojstva (Lynch i Duckworth 



 5. DISKUSIJA 

 

109 
 

2020). Interakcija između F- i pojedinih bioelemenata je uočena u uzorcima urina, seruma, mekih i 

kalcifikovanih tkiva eksperimentalnih životinja (Mazurek-Mochol 2002; Mou i sar., 2004; Karademir 

2010). Ipak, evidentan je nedostatak podataka koji se tiču uticaja F- (posebno nakon subakutne 

ekspozicije) na koncentracije Zn, Cu, Mn i Fe u različitim tkivima. Po našim saznanjima, ovo je prva 

eksperimentalna studija koja je obuhvatila procenu efekta pet rastućih koncentracija F- na Zn, Cu, Fe 

i Mn u krvi, mekim (jetra, slezina, bubrezi, mozak i testisi) i kalcifikovanim tkivima (zubi i femur). 

   

5.7.1 Uticaj fluorida na koncentracije bioelemenata u mekim tkivima eksperimentalnih 

životinja 

  

Uticaj F- na bioelemente još uvek je nedovoljno istražen. Na osnovu podataka iz jedne novije 

studije, u serumu dece koja boluju od hronične endemske fluoroze koncentracije Cu i Zn su snižene, 

dok su koncentracije Fe povišene, i ovakvi rezultati mogu biti u korelaciji na nastankom OS 

(Tkachenko i sar., 2021). U drugoj epidemiološkoj studiji koja je za ispitanike uključila takođe decu 

sa endemskom fluorozom, koncentracije Zn u serumu su takođe snižene, ali su koncentracije Cu 

povišene (Khandare i sar., 2018). Analizom studija na eksperimentalnim životinjama, takođe su 

zabeleženi različiti podaci. Nakon hronične ekspozicije F- u koncentraciji od 25 ppm, uočen je 

povišen nivo Zn i nepromenjen nivo Cu u bubrezima ovaca sa fluorozom (Singh i Kanwar 1981; 

Çetin i Yur 2016). U ovoj doktorskoj disertaciji, koncentracije Zn u krvi, jetri, slezini, bubrezima i 

testisima su povišene u odnosu na kontrolu, dok su u mozgu koncentracije Zn snižene. Statistički 

gledano, značajne promene Zn su zabeležene u jetri, bubrezima, slezini i testisima, dok promene Zn 

u krvi i mozgu nisu statistički značajne, ali je prisutan trend porasta odnosno smanjenja koncentracija. 

U ovoj studiji, na osnovu Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za povišene 

koncentracije Zn u jetri i bubrezima, i najniži BMDL u jetri iznosi 7,3 mg/kg, dok u bubrezima iznosi 

47,8 mg/kg. U našoj studiji koncentracije Cu su statistički značajno povišene u krvi i testistima, a 

statistički značajno snižene u jetri i mozgu. Međutim, u pojedinim organima su koncentracije 

bioelemenata i snižene i povišene, zavisno od koncentracije F- koja je dodata u vodu za piće. U slezini, 

prilikom ekspozicije manjim koncentracijama F-, prisutan je trend porasta koncentracija Cu dok je 

prilikom ekspozicije višim koncentracijama F- prisutan trend smanjenja koncentracija Cu. U 

bubrezima je pri nižim koncentracijama F- prisutan trend porasta koncentracija Cu dok je pri višim 

koncentracijama F- prisutan trend smanjena koncentracija Cu. U ovoj disertaciji, na osnovu 

Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za povišene koncentracije Cu u krvi i za 

snižene koncentracije Cu u jetri, bubrezima i slezini. Najniži BMDL u krvi iznosi 2e-04 mg/l, u jetri 

29,8 mg/kg, u bubrezima 28,1 mg/kg, i u slezini 15,3 mg/kg. Pojedini autori su pokazali da F- utiču 

na pad koncentracija Cu i Zn u jetri i femuru (Kanwar i Singh 1981; Kanwar i Singh 1981). 

Nedostatak Cu može uticati na transport Fe i sintezu hemoglobina, dok je nedostatak Zn u jetri u 

korelaciji sa patološkim oboljenjima ovog tkiva (Matak i sar., 2013; Omran i sar., 2017). Promene u 

metabolizmu Fe mogu izazvati različite poremećaje (Muleviciene i sar., 2018; Chung i sar., 2018), a 

pojedini autori ističu da F- mogu dovesti do hematoloških promena i anemije (Aziz i Masad 2013; 

Abbas i sar., 2017). Takođe, F- mogu direktno uticati na porast koncentracije Fe u jetri i kostima 

(Krasowska i Włostowski 1992). U našoj studiji, koncentracije Fe su značajno smanjene u bubrezima 

i mozgu, značajno povišene u testisima, dok je u krvi i slezini uočen trend porasta koncentracija Fe. 

Na osnovu Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za snižene koncentracije Fe u 

bubrezima i mozgu. Najniži BMDL u bubrezima iznosi 7,4 mg/kg dok u mozgu iznosi 6e-04 mg/kg. 

Mangan učestvuje u procesima aktivacije enzima i sastavni je deo različitih metaloenzima (Dogan 

2018). U novijoj epidemiloškoj studiji pokazano je da se nivo Mn u serumu dece sa hroničnom 

fluorozom ne razlikuje od vrednosti Mn u serumu zdrave dece (Tkachenko i sar., 2021). U našoj in 

vivo studiji su dobijeni slični rezultati, koncentracije Mn u krvi svih doznih grupa su slične 

vrednostima kontrolne grupe. U epidemiloškoj studiji gde su ispitanici takođe bila deca, pokazano je 

da su povišene koncentracije Mn u direktnoj korelaciji sa povišenom incidencom karijesa kod dece 

(Tsanidou i sar., 2015). Na osnovu rezultata naše studije, u jetri je uočen porast Mn dok je u bubrezima 
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uočen značajan pad koncentracija Mn. Na osnovu Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni 

efekti F- za povišene koncentracije Mn u jetri i za snižene koncentracije Mn u bubrezima. Najniži 

BMDL u jetri iznosi 0,05 mg/kg dok u bubrezima iznosi 83,1 mg/kg. 

 

5.7.2 Uticaj fluorida na koncentracije bioelemenata u kalcifikovanim tkivima eksperimentalnih 

životinja 

 

Kalcifikovana tkiva su glavna mesta deponovanja F- (Chachra i sar., 2008), samim tim smo 

pretpostavili da će u zubima i femuru doći do disbalansa koncentracija bioelemenata nakon 

ekspozicije F-. Cink se deponuje pretežno u mekim tkivima (prostata, bubrezi, jetra), ali donekle i u 

kalcifikovanim (Dogan 2018). U ovoj studiji, uočen je trend pada koncentracije Zn u zubima. Slični 

rezultati su dobijeni u studiji gde su Wistar pacovi bili izloženi F- tokom 12 nedelja, nakon čega je 

došlo do smanjenja koncentracije Zn (Mazurek-Mochol 2002). Poznato je da smanjene vrednosti Zn 

mogu predstavljati faktor rizika za nastanak različitih oboljenja usne duplje (Dogan 2018). U našoj 

studiji, uočen je trend porasta koncentracija Fe u zubima. Pojedini autori su istakli da Fe može imati 

uticaja na smanjenje incidence karijesa, odnosno da redukuje remineralizaciju gleđi (Xavier i sar., 

2015; Tsanidou i sar., 2015), te možemo zaključiti da su u našoj studiji povišene koncentracije F- u 

direktnoj korelaciji da vrednostima Fe. Zatim, koncentracije Cu u femuru su snižene u svim 

eksperimentalnim grupama, statistički najznačajnije u grupama sa najvišim koncentracijama F-. 

Koncentracije Zn u femuru su povišene, statistički značajno u grupama sa srednjim koncentracijama 

F-. Slični rezultati su dobijeni u studiji gde su pacovi bili izloženi F- putem vode, u koncentracijama 

od 100 i 200 mg/l, gde je uočen porast koncentracija Zn i smanjenje Cu (Krasowska i Włostowski 

1992). Na osnovu Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za snižene koncentracije 

Zn u zubima i za snižene koncentracije Cu u femuru. Najniži BMDL u zubima za smanjenje Zn iznosi 

21,0 mg/kg, u femuru za smanjenje Cu iznosi 1,6 mg/kg. 

 

5.8 Efekat suplementacije selenom na bioelemente kod eksperimentalnih životinja 
 

5.8.1. Efekat suplementacije selenom na koncentracije bioelemenata u mekim tkivima  

 

U našoj studiji, uticaj Se na koncentracije bioelemenata je dvojak. U krvi pacova grupe F 150 

ppm+Se, koncentracije Cu i Zn su slične koncentracijama kontrolne grupe. Međutim, u jetri su 

koncentracije Cu i Fe značajno više, a koncentracije Zn značajno niže u grupi F 150 ppm+Se u 

poređenju sa Se grupom, i možemo reći da je u ovom organu došlo do sinergizma Se i F-. Zatim, u 

bubrezima grupe F 150 ppm+Se koncentracije Cu su značajno niže u odnosu na Se grupu. U grupi 

pacova koji su pili vodu sa suplementiranim Se, uočeni su brojni disbalansi bioelemenata u različitim 

organima. Selen je značajno uticao na porast koncentracije Cu, Zn, Fe i Mn u krvi, smanjenje Cu i Fe 

i povećanje Zn i Mn u jetri, povećanje Zn u slezini, smanjenje Zn i Fe u bubrezima i mozgu, povećanje 

Zn u testisima. Ovakvi rezultati ukazuju na interakcije između samih bioelemenata kada se unose u 

povišenim dozama. I druge studije su ukazale na interakciju Se sa različitim bioelementima. Na 

primer, u jednoj studiji niska koncentracija Se (0,5 mg/kg t.m./dan) je nakon dve nedelje uticala na 

porast koncentracija Cu u krvi i urinu, porast Zn u krvi, srcu, mozgu i želudcu i smanjenje Zn u 

bubrezima pacova (Chmielnicka i sar., 1985). Dakle, imajući u vidu i naše rezultate, možemo 

zaključiti da Se može delovati dvojako. U našoj studiji je Se uticao na Mn, odnosno, samostalno 

suplementiran, ali u kombinaciji sa F-, Se je povisio koncentracije Mn u krvi, jetri i testisima. Tačnije, 

Se može ispoljiti pozitivna, ali i štetna biološka dejstva, u zavisnosti od doze, načina administracije, 

dužine ekspozicije i od organizma. (Lee i Jeong 2012; Karunasinghe i Ferguson 2017).  
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5.8.2. Efekat suplementacije selenom na koncentracije bioelemenata u kalcifikovanim tkivima 

  

Analizom kalcifikovanih tkiva, jedina značajna interakcija između Se i F- je uočena u femuru, 

gde je njihova ko-administracija dovela do smanjenja koncentracija Cu u odnosu na kontrolnu grupu. 

Samostalno suplementiran, Se je uticao na porast koncentracija Zn u zubima. Dakle, možemo reći da 

Se nije značajno uticao na vrednosti bioelemenata u zubima i femuru pacova suplementiran 

samostalno ili u kombinaciji sa F-, odnosno, uticaj Se na bioelemente je izraženiji u mekim tkivima.  

 

5.9 Genotoksičnost fluorida 
 

Različiti agensi koji se nalaze u našoj okolini, mogu negativno uticati na DNK molekul i 

doprineti njegovom oštećenju (Kolarević 2014). Ukoliko dođe do oštećenja DNK molekula 

(genoma/epigenoma), jedan od mogućih ishoda jeste i aktivacija reparatornih mehanizma (DDR engl. 

DNA damage response), i u zavisnosti od vrste oštećenja (modifikacija baza, jednolančani/dvolančani 

prekidi itd.) aktiviraju se i različiti reparatorni mehanizmi, kao što su reparacija baza, prekida DNK 

lanaca, nukleotida, unakrsna reparacija itd. (Chatterjee i Walker 2017; Agarwal i Miller 2017). 

Međutim, ukoliko je delovanje agensa isuviše intenzivno i ne dođe do reparacije DNK oštećenja, 

mogu nastati različite mutacije ćelija celokupnog organizma (Kolarević 2014). Komet test predstavlja 

jedan od najčešće korišćenih testova za detekciju DNK oštećenja u eukariotskim ćelijama. Prve 

verzije komet testa datiraju još iz 80-ih godina (Ostling i Johanson 1984), da bi se kasnije razvile 

alkalna (najzastupljenija) (Singh i sar., 1988; Collins i Dusinská 2002) i neutralna varijanta komet 

testa (Collins i Dusinská 2002). Komet test ima veliki značaj u posmatranju delovanja različitih 

toksina na prirodu, biljke, životinje i ljude, koristi se za procenu genotoksičnosti novih hemikalija, 

kao i za detekciju DNK oštećenja i reparacije. Komet test je ekonomična, brza, senzitivna metoda i 

ima široku upotrebu u naučnoj zajednici (Collins 2004).  

Na osnovu pojedinih studija u kojima su analizirana različita tkiva eksperimentalnih životinja, 

uočeno je da visoke koncentracije F- imaju negativan uticaj na funkcionisanje organizma (Tsunoda i 

sar., 2005; Song i sar., 2017; Perera i sar., 2018; Wei i sar., 2019). Novija istraživanja su potvrdila 

genotoksičnost F-, tačnije da F- dovode do stvaranja OS (Sun i sar., 2014), disfunkcije mitohondrija 

(Ribeiro i sar., 2017), malformacija DNK i hromozoma različitih ćelija (Podder i sar., 2011; 

Manivannan i sar., 2013). Ipak, kada su u pitanju studije koje se tiču genotoksičnog potencijala F-, 

rezultati su različiti. Na primer, Ribeiro i sar. (2006) su istakli da F- ne izazivaju DNK oštećenje 

limfocita kod miševa. U drugoj studiji je pokazano da F- u koncentraciji od 150 ppm ne utiču na 

antioksidativne enzime krvi i ne izazivaju OS na modelu eksperimentalnih zečeva (Reddy i sar., 

2003). Sa druge strane, pojedini autori ističu da izloženost F- izaziva DNK oštećenje ćelija kostne 

srži, bubrega i jetre, kao i da F- modifikuju ekspresiju proteina (Manivannan i sar., 2013; Yue i sar., 

2020). Na osnovu rezultata komet testa, F- u koncentraciji od 150 mg/l administrirani putem vode za 

piće dovode do DNK oštećenja hepatocita pacova (He i Chen 2006). Pojedini autori su istakli da je 

stepen DNK oštećenja hepatocita Wistar pacova nakon subakutne ekspozicije F- u koncentraciji od 

100 ppm, veći nakon četvrte nedelje eksperimenta, u odnosu na osmu nedelju ekspozicije (Liang i 

sar., 2018). U ovoj disertaciji oštećenje hepatocita je uočeno u svim eksperimentalnim grupama sa 

rastućim koncentracijama F-. Trebalo bi istaći da je najveće oštećenje hepatocita uočeno u grupi sa 

najmanjom koncentracijom F- (10 mg/l), kao i da u grupama sa rastućim koncentracijama F- stepen 

oštećenja opada. In vitro, visoke koncentracije F- imaju sposobnost da redukuju aktivaciju i 

proliferaciju T i B limfocita slezine, čime F- direktno utiču na zaštitnu imunsku funkciju slezine 

(Kuang i sar., 2016). Liu i sar., (2019) su takođe potvrdili uticaj F- u koncentraciji od 150 ppm na 

DNK splenocita pomoću komet testa. Ista koncentracija F- je i u našoj studiji uzrokovala najveća 

oštećenja splenocita. Statistički značajna oštećenja ćelija slezine su uočena i u svim drugim 

eksperimentalnim grupama pacova koji su pili vodu sa F-. Takođe, na osnovu Benchmark analize, 

potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za povišen intenzitet repa kometa u slezini, pri čemu najniži 
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BMDL iznosi 0,0 mg/kg. Pojedina istraživanja ističu da su koncentracije F- u Evropi u granicama 

optimalnih kao i da F- nisu neurotoksični (Guth i sar., 2020). Međutim, druga epidemiološka studija 

ukazuje na neurotoksični potencijal F-, i da je evidentno da visoke koncentracije F-, koje se prirodno 

nalaze u podzemnim vodama, imaju uticaj na količnik inteligencije kod dece (Grandjean 2019). 

Eksperimentalne studije su takođe konfrontirajuće, pa tako u pojedinim studijama F- nisu 

prouzrokovali neuronalno DNK oštećenje, na osnovu rezultata komet testa (Ribeiro i sar., 2004). 

Ipak, veći je broj eksperimentalnih studija koje ukazuju na potencijalne probleme u funkcionisanju 

nervnog sistema koje mogu F- izazvati. Pokazano je da F-, čak i u nižim koncentracijama mogu 

dovesti do patoloških lezija mozga, i do poremećaja pamćenja i učenja kod miševa i pacova (Cao i 

sar., 2019; Bartos i sar., 2019). U našoj studiji je evidentno DNK oštećenje mozga u svim grupama 

sa rastućim koncentracijama F-, i statistički gledano, najveća oštećenja su registrovana u grupi koja 

je pila vodu sa 150 mg/l F-. Takođe, analizom tkiva testisa smo uočili DNK oštećenja u svim 

eksperimentalnim grupama, statistički najznačajnije u grupi koja je pila vodu sa 50 mg/l F-. Na osnovu 

Benchmark analize, potvrđeni su dozno zavisni efekti F- za povišen intenzitet repa kometa u testisima, 

pri čemu najniži BMDL iznosi 1e-04 mg/kg. Naši rezultati su slični rezultatima većine studija, gde je 

uočeno strukturalno oštećenje testisa pacova ali i DNK oštećenje nakon subakutne ekspozicije F- kao 

i dozno zavisan efekat F- na intenzitet repa kometa (Pal i Mukhopadhyay 2021). Zatim, hronična 

ekspozicija F- osim što oštećuje DNK spermatozoida, ima negativan uticaj i na ekspresiju mikroRNK 

molekula miševa (Li i sar., 2021). Pojedini autori su istakli da F- nemaju uticaj na ćelije krvi. Leite i 

sar. (2007) su pomoću komet testa analizirali DNK ćelija krvi i ustanovili da visoke koncentracije F- 

ne oštećuju krv Wistar pacova. U drugoj studiji, autori su istakli da su vrednosti momenta repa komete 

i intenziteta repa komete ćelija periferne krvi kontrole i eksperimentalne grupe tretirane sa 100 ppm 

identične, i da F- nisu toksični (Ribeiro i sar., 2004). U našoj studiji su dobijeni slični rezultati u 

uzorcima krvi, s obzirom da ni u jednoj doznoj grupi sa F- nisu uočena značajna odstupanja u 

poređenju sa kontrolom.  

Protektivni efekat Se na različite povišene koncentracije F- pokazan je in vivo (Helal i El-

Dakdoky 2006) i in vitro (Sun i sar., 2010). Suplementacija Se smanjuje toksičnost F- putem različitih 

mehanizama: inhibicijom OS i regulacijom apoptoze kod različitih eksperimentalnih životinjskih 

modela (Yang i sar., 2013; Zhang i sar., 2017; Wang i sar., 2018). Natrijum-selenit u niskim dozama 

utiče na smanjenje DNK oštećenja i pospešuje funkcionisanje različitih reparatornih mehanizama (de 

Rosa i sar., 2012; Yang i sar., 2013; Kieliszek i sar., 2017). Pretpostavlja se da optimalna protektivna 

koncentracija natrijum-selenita kod pacova iznosi između 0,75 i 1,5 mg/l (Feng i sar., 2012; Qian i 

sar., 2013). Selen ispoljava antagonostička svojstva na visoke koncentracije F-, s obzirom da 

prvenstveno pozitivno deluje na antioksidativni odbrambeni sistem (Feng i sar., 2012; Yang i sar., 

2013). U brojnim animalnim studijama, Se je predstavljen kao potentan zaštitni suplement, gde je 

uočeno da redukuje fetotoksičnost izazvanu F- kao i oštećenje hepatocita (Helal i El Dakdoky 2006; 

Feng i sar., 2012; Qian i sar., 2013; Al-Harbi i sar., 2014). Osim redukcije nastanka OS i apoptoze, 

Se protektivno deluje i na DNK oštećenja izazvana F-, što je pokazano na humanim hepatocitima 

(Wang i sar., 2004). Na osnovu podataka iz naše studije, Se je značajno smanjio DNK oštećenje u 

tkivu jetre izazvanog nakon ekspozicije sa 150 mg/l F-. Sličan rezultat dobijen je i analizom tkiva 

slezine, gde je suplementacija Se takođe rezultirala umanjenim DNK oštećenjem. Možemo reći da je 

u ovim tkivima Se jasno ispoljio svoja protektivna dejstva na DNK molekul u odnosu na izloženost 

visokim koncentracijama F-. Analizom drugih studija, uočeno je protektivno dejstvo Se i u tkivu 

mozga eksperimentalnih pacova, s obzirom da je Se redukovao toksičnost izazvanu F- i pozitivno 

uticao na aktivnost antioksidativnih enzima (Narayanaswamy i sar., 2009; Basha Piler i 

Narayanaswamy 2011; Charitha i sar., 2018). Rezultati nekoliko istraživanja su pokazali da u 

hipokampusu pacova, Se poseduje sposobnost da redukuje oksidaciju lipida i proteina i direktno 

antagonizuje toksične efekte F- (Qian i sar., 2013; Flora i Mittal 2015; Zheng i sar., 2016). Na osnovu 

rezultata naše studije, možemo reći da je Se uticao na DNK oštećenje neurona izazvano F-, ali nije 

uočena statistička značajnost. Slični rezultati su dobijeni i za tkivo testisa, gde je Se opet blago uticao 

na DNK oštećenje izazvano F-.  
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Imajući u vidu dosadašnje naučne podatke, dodatna epidemiološka i eksperimentalna 

istraživanja na različitim modelima, sa akutnom/subakutnom ili hroničnom ekspozicijom je potrebno 

sprovesti radi razjašnjavanja mehanizama potencijalne toksičnosti različitih doza F- (Choubisa 2012; 

Ribeiro i sar., 2017). Na osnovu rezultata naše studije, sve rastuće koncentracije F- su dovele do DNK 

oštećenja, jetre, slezine, mozga i testisa. Zanimljivo je istaći da su u tkivima jetre i mozga izuzetno 

velika oštećenja registrovana i u grupi sa najnižom koncentracijom F- (10 mg/l). Dakle, povišene 

koncentracije F- mogu uticati na DNK molekule različitih ćelija, i doprineti poremećaju celokupnih 

funkcija organizma. Posebno je važan uticaj F- na reproduktivni sistem, s obzirom da se mutacije 

germinativnih ćelija mogu preneti na potomstvo. Na osnovu podataka iz naše studije, nijedna 

koncentracija F- nije dovela do genotoksičnih efekata u krvi ispitivanih životinja. 

Na osnovu podataka iz literature, najniža NOAEL vrednost zabeležena kod pacova koji su bili 

hronično izloženi F- iznosi 2,5 mg/kg/dan (Guth i sar., 2020). Međutim, u našoj studiji smo pokazali 

da su F- i pri mnogo manjim koncentracijama uticali na promene parametara redoks statusa, 

genototoksičnosti i koncentracije bioelemenata kod eksperimentalnih pacova. Smatramo da rezultati 

naše studije daju značajan doprinos budućim istraživanjima koja bi primenila Benchmark metodu i 

na humanim modelima, radi evaluacije profilaktičkih koncentracija F-. 
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6. ZAKLJUČCI 

Uzimajući u obzir rezultate dobijene i prikazane u okviru ove doktorske disertacije, mogu se izvesti 

sledeći zaključci: 

1. Sistemska subakutna ekspozicija fluoridima u koncentraciji od 50 mg/l i više, selenu i 

kombinaciji fluorida i selena uticala je na smanjenje unosa vode kod pacova, dok odstupanje 

prinosa telesne mase nije uočeno niti u jednoj eksperimentalnoj grupi; 

2. Najviše koncentracije fluorida u tkivima jetre, bubrega, slezine, mozga i testisa izmerene su u 

grupama pacova koji su pili vodu sa 50 i 100 mg/l fluorida. Najviše koncentracije fluorida u 

zubima i femuru izmerene su u grupi pacova koji su pili vodu sa 150 mg/l fluorida; 

3. Sistemska subakutna ekspozicija fluoridima u koncentracijama od 25 mg/l i više dovela je do 

patohistoloških promena u tkivima jetre i bubrega. Suplementacija selenom nije smanjila 

oštećenja tkiva jetre i bubrega izazvana fluoridima; 

4. Sistemska subakutna ekspozicija povišenim koncentracijama fluorida dovela je do nastanka 

oksidativnog stresa i poremećaja parametara antioksidativne zaštite u plazmi, jetri, bubrezima, 

slezini, mozgu i testisima, kao i do lipidne peroksidacije u plazmi i mozgu, i oksidacije 

proteina u bubrezima i mozgu. Potvrđeni su dozno zavisni efekati fluorida na promene 

parametara redoks statusa u krvi, jetri, bubrezima, slezini, mozgu i testisima pacova; 

5. Suplementacija selenom u kombinaciji sa fluoridima u plazmi i mozgu uticala je na smanjenu 

oksidaciju lipida, dok u bubrezima, mozgu i testisima suplementacija selenom uticala je na 

smanjenu oksidaciju proteina. Selen u jetri i testisima nije protektivno uticao na parametre 

antioksidativne zaštite, dok je u bubrezima i mozgu pokazao antioksidativni potencijal; 

6. Selen je ispoljio oksidativna svojstva, s obzirom da je samostalno suplementiran u tkivima 

jetre i bubrega uticao na disbalans SH grupa; 

7. Sistemska subakutna ekspozicija fluoridima u rastućim koncentracijama dovela je do 

disbalansa bakra, cinka, gvožđa i mangana u krvi, mekim i kalcifikovanim tkivima pacova. 

Potvrđeni su dozno zavisni efekti fluorida na promene koncentracija bakra u krvi, jetri, 

bubrezima, slezini i femuru; na promene koncentracija cinka u jetri, bubrezima i zubima; na 

promene koncentracija gvožđa u bubrezima i mozgu i na promene koncentracija mangana u 

jetri i bubrezima; 

8. Suplementacija selenom samostalno ili u kombinaciji sa fluoridima uticala je na disbalans 

koncentracija bakra, cinka, gvožđa i mangana u krvi, mekim i kalcifikovanim tkivima pacova;  

9. Sistemska subakutna ekspozicija fluoridima u koncentracijama od 10 mg/l i više dovela je do 

nastanka oštećenja DNK ćelija jetre, slezine, mozga i testisa. Potvrđeni su dozno zavisni 

efekati fluorida na oštećenje DNK u slezini i testisima. Suplementacija selenom značajno je 

smanjila oštećenja DNK u jetri i slezini. 

10. Kritičan dozno zavisni štetni efekat fluorida potvrđen je u bubrezima i testisima za smanjenu 

aktivnost SOD1 i za povećanje nivoa oštećenja DNK u testisima, pri čemu najniži BMDL 

iznosi 1e-04 mg/kg. 

 

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da su povišene koncentracije fluorida nakon 

ekspozicije u trajanju od 28 dana dovele do poremećaja parametara redoks statusa, morfološkog i 

DNK oštećenja, kao i do disbalansa bioelemenata u tkivima Wistar pacova. Zatim, selen je pokazao 

antioksidativni efekat na pojedina oštećenja izazvana fluoridima, ali samostalno suplementiran i/ili u 

kombinaciji sa fluoridima uticao je na disbalans bioelemenata. 
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