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Totalni antioksidativni kapacitet plazme kod bolesnika sa dijabetesom
melitusom tip 2 i distalnom simetri¢nom polineuropatijom

Total antioxidant blood capacity in patients with type 2 diabetes mellitus and

distal symmetrical polyneuropathy

Gordana Pordevic¢*, Stojanka Puri¢*, Slobodan Apostolski*,
Vidosava Pordevi¢*, Miroslava Zivkovi¢*

Klini¢ki centar, *Klinika za neurologiju, *Centar za medicinsku biohemiju, Ni§;
Klini¢ki centar Srbije, 'Institut za neurologiju, Beograd

Apstrakt

Uvod/Cilj. Smatra se da redukovana sistemska antioksidativna
zastita moze igrati vaznu medijatorsku ulogu u etiopatogenezi
dijabetesne neuropatije. Cilj ovog rada bio je da se utvrdi da i je
totalni antioksidativni kapacitet (TAK) plazme redukovan kod
bolesnika sa dijabetesom melitusom tip 2 (DM tip 2) i dijabete-
snom distalnom simetricnom polineuropatijim (DDSP) i da ki
uti¢e na stepen funkcijskog ostecenja perifernih nerava. Meto-
de. Ispitivanjem je bilo obuhvaceno 100 bolesnika sa DM tip 2
i DDSP. Kontrolnu grupu ¢inilo je 50 zdravih osoba. Dijagno-
za DDSP postavljana je na osnovu klinickog i elektroneuro-
grafskog (ENG) ispitivanja. Stepen funkcijskog oste¢enja nera-
va procenjivan je na osnovu analize i skorovanja ENG para-
metara provodenja senzitivnih i motornih vlakana (latencija i
amplituda evociranog potencijala, brzina provodenja). Labora-
torijske analize podrazumevale su ispitivanje nivoa jutarnje gli-
kemije i glikozilisanog hemoglobina (HbA1C) u krvi, kao i vre-
dnosti TAK plazme. Rezultati. Kod bolesnika evidentirane su
statisticki znacajno povisene vrednosti glikemije i HbAIC u
odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,0001), dok su vrednosti
TAK plazme bile znacajno snizene (p < 0,0001). Vrednosti
TAK plazme kod bolesnika nisu statisticki znacajno korelisale
sa nivoom glikemije, HbA1C, kao ni sa trajanjem DM. Kod is-
pitanih bolesnika nije evidentirana statisticki znacajna korelacija
TAK i elektrofizioloskih parametara provodljivosti perifernih
nerava. Zaklju€ak. Vrednost TAK plazme je redukovana kod
bolesnika sa DDSP, ali ne korelise sa vrednostima glikemije,
trajanjem bolesti, niti sa stepenom funkcijskog ostecenja peri-
fernih nerava. Ovi rezultati ukazuju na redukovanu sistemsku
antioksidativnu zastitu kod bolesnika sa DM tip 2 i DDSP, ali
ostavljaju i dalje otvoreno pitanje u kojoj meri je oksidativni
stres udruzena pojava, odnosno uzrok diabetesne neuropatije,
$to sugerise potrebu daljih istrazivanja.

Kljucne reci:
dijabetes melitus; dijabetesne neuropatije; stres,
oksidativni.

Abstract

Background/Aim. Reduced systemic antioxidant defence is
considerd to play an important mediating role in pathogenesis
of diabetic neuropathy. The aim of this study was to evaluate
if the total antioxidant blood capacity (TAC) is reduced in
patients with type 2 diabetes mellitus (DM) and diabetic distal
symmetrical polyneuropathy (DDSP) and to correlate this
antioxidant capacity with the degree of peripheral nerve dys-
function. Methods. This study involved 100 patients with
type 2 DM and signs of DDSP, as well as the control group
of 50 healthy subjects. The evaluation of DDSP was based on
physical examination and nerve conduction studies. The de-
gree of peripheral nerve dysfunction was estimated by scoring
and analysing sensory and motor nerve conduction parame-
ters (distal latency and amplitude of evoked potential, con-
duction velocity). Laboratory analyses involved blood glucose
and HbA1C levels, as well as plasma TAC. Results. Blood
glucose and HbA1C level was significantly higher in the pa-
tients than in the control group (p < 0.0001). The TAC was
depleted in the diabetic group and the depletion was statisti-
cally significant (p < 0.0001). There was no significant corre-
lation between the TAC and the serum glucose level, TAC
and HbA1C level as well as between TAC and the duration of
DM. There was no significant correlation between TAC and
petipheral nerve conduction parameters. Conclusion. Total
antioxidant blood capacity is reduced in patients with DDSP,
but it does not correlate with blood sugar level, with the du-
ration of DM or with the degree of functional nerve damage.
These results show a reduced systemic antioxidant defence in
patients with type 2 DM and DDSP. However, it is still un-
clear to what extent the oxidative stress is a contributing fac-
tor or leading cause of diabetic neuropathy, suggesting that
further studies are necessary.

Key words:
diabetes mellitus; diabetic neuropathies; oxidative
stress.
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Uvod

Diabetes mellitus (DM) je metaboli¢ki poremecaj koji se
karakteriSe povisenim vrednostima glukoze u krvi, kao rezultat
insuficijencije sekrecije i/ili aktivnosti endogenog insulina .
Ovo oboljenje Cesto je udruzeno sa ozbiljnim hroni¢nim kom-
plikacijama koje znacajno narusavaju kvalitet zivota i skracuju
zivotni vek bolesnika. Dijabetesna neuropatija (DN) predstav-
vise od 50% bolesnika sa DM razvije neku od formi dijabeti¢-
ke neuropatije tokom osnovne bolesti °.

I pored dosadasnjih opseznih istrazivanja, etiopato-
genetski mehanizmi odgovorni za nastanak DN jo§ uvek
nisu u potpunosti razjasnjeni. Ve¢ vise od dve decenije
posebna paznja poklanja se ulozi oksidativnog stresa (OS)
u razvoju dijabetesne neuropatije. I pored brojnih ekspe-
rimentnih dokaza da je OS prisutan kod bolesnika sa DM
jos uvek postoje kontroverzna misljenja o ulozi OS u raz-
voju i progresiji DN i drugih kasnih komplikacija dijabe-
tesa °. I dalje ostaje nejasno koliko oksidativni stres di-
rektno uzrokuje tkivna oStecenja, posebno ako se imaju u
vidu znacajne antioksidativne rezerve kako u krvi tako i u
¢elijama.

Dosadasnja istrazivanja patogenetske uloge oksidativ-
nog stresa u razvoju dijabetesne neuropatije uglavnom su ba-
zirana na ispitivanju uticaja antioksidativnih preparata na
funkciju perifernih nerava kako kod eksperimentnih modela,
tako i kod ljudi *°. Nema dovoljno studija, koje ispituju di-
rektnu povezanost prooksidativnih, odnosno antioksidativnih
parametara i razvoja dijabetesne neuropatije, posebno kada je
re¢ o humanoj populaciji. Posebne teskoce nastaju pri direkt-
nom odredivanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u bioloskim si-
stemima zbog njihovog kratkog Zivota, te su merenja oksi-
dativnog stresa uglavnom bazirana na indirektnom i nespeci-
ficnom merenju produkata aktivnosti reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta.

Postoje tri grupe markera oksidativnog stresa koji se
klasi¢no koriste za proucavanje oksidativnog statusa. To su
markeri lipidne peroksidacije, totalni antioksidativni kapaci-
tet (TAK) krvi i specifi¢ni antioksidativni zastitni sistemi "°.

Cilj ovog rada bio je da se utvrdi nivo TAK u krvi bole-
snika sa DM tip 2 i dijabetesnom distalnom simetriénom po-
lineuropatijom (DDSP), koja predstavlja jednu od najces¢ih
formi ispoljavanja DN, kao i da se analizira povezanost anti-
oksidativnog serumskog kapaciteta i funkcije perifernih ne-
rava.

Metode

Ova prospektivna studije obuhvatila je 100 bolesnika
sa DM tip 2 i DDSP. Iz eksperimentne grupe iskljuceni su

bolesnici koji su bolovali od neke druge akutne ili hroni¢-
ne bolesti, bolesnici kod kojih je sprovedena citotoksi¢na
ili radioterapija, kao i bolesnici koji su primali antioksi-
dativne preparate. Kontrolnu grupu predstavljalo je 50
zdravih osoba. Dijagnoza DDSP postavljana je na osnovu
klini¢kog i elektrofizioloskog ispitivanja. Elektrofiziolos-
ko testiranje podrazumevalo je ispitivanje provodenja
senzitivnih i motornih vlakana perifernih zivaca gornjih i
donjih ekstremiteta. Imaju¢i u vidu simetri¢nu prirodu
bolesti, protokol je podrazumevao unilateralno ispitivanje
suralnog, peronealnog, tibijalnog, ulnarnog i medialnog
zivca. Analizirani su latencija, amplituda i brzina provo-
denja ispitivanih nerava. Minimalni kriterijum za elektro-
fizioloSku potvrdu DN bio je abnormalnost bilo kog elek-
troneurografskog parametra provodenja najmanje dva ziv-
ca od kojih je jedan obavezno n. suralis. Vrednosti ispiti-
vanih elektroneurografskih parametara izraZzene su skoro-
vima od 1 do 4, pri ¢emu je skor 1 oznacavao normalan
nalaz, dok je skor 4 ukazivao na odsustvo evociranog
motornog ili senzitivnog potencijala.

Laboratorijske analize podrazumevale su pre svega is-
pitivanje nivoa jutarnje glikemije i glikozilisanog hemoglo-
bina (HbA1C) u venskoj krvi bolesnika sa DM i zdravih
osoba koji su ¢inile kontrolnu grupu. Nivo lipidne peroksida-
cije, indikatora oksidativnog stresa, odredivan je merenjem
supstancije koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBARS) u plazmi i eritrocitima, §to je prvi put izvrsio Yagi
. Merenje podrazumeva spektrofotometrijsko odredivanje
apsorpcije na talasnoj duzini od 532 nm. Totalni antioksida-
tivni kapacitet plazme meren je po metodi Koraéevié i sar. 2.
Ova metoda bazirana je na sposobnosti bioloskih tecnosti
(plazme) da inhibise produkciju TBARS pod uticajem slobo-
dnih kiseoni¢nih radikala dobijenih iz Fentonove reakcije.
Kao standard koris¢en je rastvor mokraéne kiseline od
1 mmol/l.

Svi dobijeni rezultati izrazavani su aritmetickom sredi-
nom (X£SD). Za odredivanje statisticke znacajnosti kori$¢en
je Studentov t test. Nivo TAK u krvi bolesnika korelisan je
sa skorovanim elektrofizioloskim parametrima kori§¢enjem
regresione analize.

Rezultati

Ispitivanjem je bilo obuhvaéeno 100 bolesnika sa
DM tip 2 i znacima DDSP, prose¢ne starosti 58,62+11,62
godine i sa prose¢nim trajanjem bolesti 11,32+7,05 godi-
ne. Kontrolnu grupu ¢inilo je 50 zdravih osoba, prosecne
starosti 51,64+12,25 godine (tabela 1).

Kod bolesnika evidentirane su statisti¢ki znac¢ajno povi-
Sene vrednosti glikemije i HbAIC u odnosu na kontrolnu
grupu (slike 11 2).

Tabela 1

Karakteristike ispitanika

o . . Ly Starost (god.)  Trajanje bolesti
Ispitanici Broj  Muskarci  Zene (3+SD) (g0d.) (%:SD)
Bolesnici sa
dijabetesom melitusom tip 2 100 55 45 58,62+11,62 11,32+7,05
Kontrolna grupa 50 22 28 51,64+12,25 0
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SI. 1 — Vrednosti glikemije kod bolesnika sa dijabetesnom
distalnom simetri¢nom polineuropatijom u odnosu na
kontrolnu grupu (*p < 0,0001)
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SI. 2 Vrednosti glikozilisanog hemoglobina (HbA1C) kod
bolesnika sa dijabetesom distalnom simetri¢cnom
polineuropatijom u odnosu na kontrolnu grupu (*p < 0,0001)

U grupi bolesnika sa DM tip 2 i DDSP vrednosti
HbAIC statisticki su znacajno korelisale sa nivoom glike-
mije: r = 0,432, p<0,0001 (slika 3).

Kod bolesnika utvrdeno je postojanje statisticki znacaj-
nog odstupanja lipidnih peroksida u plazmi i eritrocitima
(ER) u odnosu na kontrolnu grupu (tabela 2).

Vrednosti TAK plazme bila je generalno snizena kod
bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu i to sniZenje bilo je
statisticki znacajno (slika 4).

Glikemija mmol/l

HbA1 %
SL 3 — Korelacija glikozilisanog hemoglobina (HbA1C) i
glikemije kod bolesnika sa dijabetes melitusom tip 2 i
dijabetesnom distalnom simetri¢nom polineuropatijom
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SL 4 — Vrednosti totalnog antioksidativnog kopoliteta (TAK)
kod bolesnika sa dijabetesnom distolnom simetri¢cnom polineu-
ropatijom u odnosu na kontrolnu grupu (*p < 0,0001)

Vrednosti totalnog antioksidativnog kapaciteta plazme
nisu statisticki znacajno korelisale sa nivoom glikemije,
HbAIC, kao ni sa trajanjem bolesti, kod bolesnika sa DM tip
2 1 DDSP (tabela 3).

Kod svih bolesnika elektrofizioloskim testiranjem dija-
gnostikovana je DDSP.

Tabela 2

Vrednosti lipidnih peroksida u plazmi i eritrocitima kod bolesnika sa
dijabetesnom distalnom simetri¢énom polineuropatijom i kod kontrolne grupe

s o Kontrolna grupa Bolesnici
Lipidni peroksidi <+SD 2£SD p
Plazma (mmol/l) 17,105+11,566 25,365+13,977 <0,001
Eritrociti (nmol/ml) 8,034+2,366 9,777+3,785 <0,01
Tabela 3

Korelacija glikemije, glikozilisanog hemoglobina (HbA1C) i trajanja bolesti
sa totalnim antioksidativnim kapacitetom (TAK) kod bolesnika sa dijabetes
melitusom tip 2 i dijabetesnom distolnom simetri¢nom polineuropatijom

: Korelacija sa TAK
Parametri r D
Glikemija (mmol/1) 0,0827 0,4134
HbA1C (%) 0,1359 0,1776
Trajanje bolesti (god.) -0,0792 0,4335
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Svi elektrofizioloski parametri provodljivosti motornih i
senzitivnih vlakana ispitanih Zivaca gornjih i donjih ekstre-
miteta bolesnika pokazivali su statisti¢ki znacajno odstupanje
u odnosu na kontrolnu grupu (tabela 4).

Diskusija

Oksidativni stres pojavljuje se u ¢elijskim sistemima u
uslovima naruSene ravnoteze izmedu stepena produkcije i

Tabela 4

Vrednosti elektroneurografskih (ENG) parametara provodljivosti ispitivanih perifernih nerava

kod bolesnika sa dijabetesnom distalnom simetri¢nom polineuropatijom

Evocirani ENG parametri Kontrolna grupa Bolesnici
potencijali nerava provodljivosti 24SD 2+SD t p
DL (ms) 3,5352+0,56194 4,66489+1,1301 -6,63647 < 0,001
MEP n. peroneus AMPL mV) 5,7672+2,47259 3,45579+2,12602 5,87765  <0,001
MBP (m/s) 51,647+5,78719 41,23989+6,76997 9,19563  <0,001
DL (ms) 3,556+0,50953 4,93799+1,31777 -7,13344  <0,001
MEP n. tibialis AMPL (mV) 11,1924+4,72992 4,61802+2,97514 10,27783 < 0,001
MBP (m/s) 43,3662+3,0679 35,7226+7,29589 7,083 <0,001
DL (ms) 3,448+0,54836 4,889442.24213 -4,4724 <0,001
MEP n. medianis AMPL (mV) 7,0038+2,51497 4,8894+2.24213 522582  <0,001
MBP (m/s) 56,5748+7,01327 49,5232+6,21776 6,27123  <0,001
DL (ms) 2,9024+0,62959 3,1716+0,78088 -2,11675 0,035
MEP n. ulnaris AMPL (mV) 7,8742+3,34845 4,9290+7,27421 6,35869 0,002
MBP (m/s) 57,5408+8,56635 48,5888+8,00952 6,30446  <0,001
Laten (ms) 2,9346+0,50231 4,13851+0,89875 -8,60063 < 0,001
SEP n. suralis AMPL (mV) 15,613246,15561 8,78693+5,76884 6,30937 <0,001
SBP (m/s) 36,369+4,48467 29,48743+6,35136 6,6284 <0,001
Laten (ms) 3,9578+0,48632 4,69589+0,82145 -5,83255  <0,001
SEP n. medianus AMPL (mV) 43,07249,32738 15,7495+9,70063 16,46853 < 0,001
SBP (m/s) 47,3616+5,63221 38,76853+7,85303 6,85955  <0,001
Laten (ms) 3,2762+0,68032 4,12052+0,82482 -6,22562 < 0,001
SEP n. ulnaris AMPL (mV) 36,4558+11,63344 17,28021+12,21606 9,16162 <0,001
SBP (m/s) 46,316+6,09808 38,19897+7,36745 6,6946 <0,001

MEP — motorni evocirani potencijali; SEP — somoto-senzorni evocirani potencijali; AMPL — amplituda; MBP — motorna brzina
provodenja; SBP — somatosenzorna brzina provodenja; laten — latenca; DL — distalna latenca

Navedeni elektrofizioloski parametri nisu znacajno ko-
relisali sa vrednostima totalnog antioksidativnog kapaciteta
plazme (tabele 5 i 6).

otklanjanja visokoreaktivnih molekula, odnosno kada produ-
kacija slobodnih radikala prevazilazi antioksidativne kapa-

citete datih sistema "> '*. Ako celijski antioksidanti ne otkla-

Tabela 5
Korelacija totalnog antioksidativnog kapaciteta (TAK) i elektroneurografskih parametara
Korelacija sa MEP MEP ME.P . MEP.
TAK n. peroneus n. tibialis n. medianis n. ulnaris
DL AMP MBP DL AMP MBP DL AMP  MBP DL AMP MBP
R 0,0102 -0,1367 0,0455 -0,0388 0,0713 0,0484 -0,0316 -0,0752 -0,0295 0,1812 0,1232 -0,0512
p 0,9199 0,1751 0,6530 0,7015 0,4811 0,6324 0,7549 0,4573 0,7711 0,0711 0,2222 0,6127

MEP — motorni evocirani potencijal; R — koeficijent korelacije; MEP — motorni evocirani potencijali; SEP — somoto-senzorni
evocirani potencijali; AMPL — amplituda; MBP — motorna brzina provodenja; SBP — somatosenzorna brzina provodenja; laten —
latenca; DL — distalna latenca

Tabela 6
Korelacija totalnog antioksidativnog kapaciteta (TAK) i elektroneurografskih parametara
Korelacija sa SEP ; SE-P SEP :
TAK n. suralis n. medianus n. ulnaris
laten AMP SBP laten AMP SBP laten AMP SBP
R -0,0004 -0,0143 -0,0480 0,0277 -0,1301 -0,0792 0,0721 0,0024 -0,0048
p 0,9972  0,8877  0,6355 0,7846 0,1969  0,4334  0,4761 0,9812 0,9620

SEP — senzitivni evocirani potencijal; R — koeficijent korelacije; MEP — motorni evocirani potencijali; SEP — somoto
senzorni evocirani potencijali; AMPL — amplituda; MBP — motorna brzina provodenja; SBP — somatosenzorna brzina
provodenja; laten — latenca; DL — distalna latenca
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njaju slobodne radikale, radikali napadaju i oSteCuju protei-
ne, lipide i nukleniske kiseline naruSavajuéi brojne celijske
funkcije. Akumulacija ovakvih oSte¢enja obavezno dovodi
do smrti ¢elije putem mehanizama nekroze i/ili apoptoze. U
perifernom nervnom sistemu tanka nervna vlakna pokazuju
posebnu osetljivost na oksidativna oste¢enja. Nervna vlakna
ne samo da podlezu degeneraciji, ve¢ je narusena i njihova
regenerativna sposobnost, $to rezultuje neuropatskim prome-
nama.

U cilju sprecavanja Stetnih efekata slobodnih radikala,
bioloski sistemi su oformili odredene antioksidativne zastitne
mehanizme. Postoje tri osnovna nivoa antioksidativne zastite
" Prvi nivo obuhvata sisteme antioksidativne zastite, koji
sprecavaju stvaranje slobodnih radikala. Drugi nivo odbrane
podrazumeva angazovanje sistema u uslovima normalnog i
pojacanog stvaranja slobodnih radikala. Ovaj sistem zastite
¢ine enzimski i neenzimski antioksidansi. Enzimski antioksi-
dansi (superoksid dismutaza — SOD, katalaza, glutation pe-
roksidaza — GSH-Px, (GSH) — reduktaza, GSH-S — transfera-
za) Cine prvu liniju antioksidativne zastite, dok neenzimski
antioksidansi predstavljaju sekundarnu liniju odbrane. Treci
nivo antioksidativne zaStite ostvaruju enzimski antioksidansi
koji ucestvuju u reparaciji ve¢ nastalog oksidativnog ostece-
nja lipida, proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina.
Glavni deo naSeg istrazivanja odnosio se na ispitivanje dru-
gog nivoa antioksidativne zastite, odnosno na ispitivanje an-
tioksidativnog statusa u krvi bolesnika sa DM tip 2.

Kod svih bolesnika evidentirano je statisticki znacajno
poveéanje nivoa glikemije i HbA1C u odnosu na kontrolnu
grupu. Potvrdena je jasna linearna pozitivna korelacija nivoa
glikemije i nivoa HbA1C kod bolesnika, §to je potvrda hro-
ni¢no povisene vrednosti glukoze u krvi u grupi bolesnika.

Za procenu naruSene prooksidativno-antioksidativne
ravnoteze kod DM, od posebnog znacaja je ispitivanje lipid-
nih peroksida. Lipidna peroksidacija kao naj¢es¢i fenomen
delovanja slobodnih radikala predstavlja oksidativno ostece-
nje koje zahvata celijske membrane, lipoproteine i druge
molekule koji sadrze lipide, u uslovima postojanja OS. Lipidi
¢elijskih membrana predstavljaju najcesée supstrate oksida-
tivnog stresa. Jednom pokrenuta reakcija peroksidacije nas-
tavlja se autokataliti¢ki, ima progredijentni tok, a u krajnjoj
liniji dovodi do funkcionalnih i strukturnih promena sups-
trata. Krajnji produkti lipidne peroksidacije obi¢no se detek-
tuju indirektnim putem — merenjem TBARS. Merenje
TBARS, indeksa lipidne peroksidacije, prvi put sproveo je
Yagi 1976. godine. Rezultati sprovedenih ispitivanja poka-
zali su povecanje nivoa TBARS u plazmi dijabeticara, §to je
bilo u skladu sa rezultatima narednih studija '**. Najveéi
broj publikovanih studija ukazao je na povecéanje lipidnih pe-
roksida, kako kod DM tip 1 tako i kod DM tip 2. Rezultati
naseg istrazivanja, takode, pokazuju statisticki znacajno po-
veéanje nivoa lipidnih peroksida kako u plazmi (p<0,001),
tako i u eritrocitima (p < 0,01) bolesnika u odnosu na kotrol-
nu grupu.

Za odredivanje TAK postoje razli¢ite metode, ali jo§
uvek nije definisana referentna metoda kao ,,zlatni standard*
! U ovoj studiji kori§éena je metoda koju su predlozili Ko-
raéevi¢ i sar. ' i za koju je potvrdeno da pruza komparativne
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rezultate sa Randox metodom koja se, inace, naj$¢e prime-
njuje u istrazivanjima. Metoda koju su predlozili Koracevi¢ i
sar. "> pouzdana je, jednostavna, prakti¢na za rutinsko mere-
nje i zahteva malu koli¢inu seruma.

Vrednost TAK nije jednostavna suma aktivnosti razlici-
tih antioksidativnih supstancija. Ona, zapravo, predstavlja
dinamicni sistem medusobno zavisnih pojedinac¢nih serum-
skih antioksidativnih parametara. Smatra se da kooperacija
antioksidanasa u serumu obezbeduje vecu zastitu od Stetnih
uticaja slobodnih radikala u odnosu na svaki pojedinacni an-
tioksidans.

Najveci broj studija ukazuje na znacajno smanjenje se-
rumskog TAK kod bolesnika sa DM tip 1 i DM tip 2 '* >,
U skladu sa time, Valabhji i sar. ** su evidentirali smanjen
totalni antiksidativni kapacitet kod bolesnika sa DM tip 1, pri
¢emu su utvrdili povezanost totalnog antioksidativnog kapa-
citeta i pojave kalcifikacije koronarnih arterija, u smislu ne-
gativne korelacije. Smanjen TAK kod bolesnika sa DM tip 1
potvrdili su Pinzani i sar. . Najnovije studije, takode, uka-
zuju na redukovani TAK kako kod bolesnika sa DM tip 1,
tako i kod bolesnika sa DM tip 2 2"’

Rezultati nasih istrazivanja, takode, pokazali su statisti-
¢ki znacajno (p<0,0001) smanjenje ukupnog serumskog
antioksidativnog kapaciteta kod bolesnika u odnosu na kon-
trolnu grupu.

Rahbani-Nobar i sar. ** evidentirali su snizeni TAK
kako kod DM tip 1, tako i kod DM tip 2, pri ¢emu je sniZe-
nje TAK bilo izrazenije kod bolesnika sa DM tip 2. Ovaj
nalaz bi se mogao dovesti u vezu sa loSijom kontrolom gli-
kemije kod bolesnika sa DM tip 2, u odnosu na bolesnike
sa DM tip 1. U ovoj studiji vrednosti TAK korelisale su sa
vrednostima glikemije i glikozilisanog hemoglobina, §to
ukazuje na mogucu ulogu TAK kao markera glikemijske
kontrole. Suprotno ovim rezultatima, kao i nasim ocekiva-
njima, u nasoj studiji dobijene vrednosti TAK nisu statisti-
¢ki znacajno korelisale sa markerima metabolizma glukoze
(glikemija i HbA1C), niti sa trajanjem bolesti. To bi se mo-
glo tumaciti vremenski uslovljenim promenama pojedinac-
nih konstituenasa totalnog antioksidativnog kapaciteta, §to
se opisuje u literturi, pre svega kada je re¢ o antioksidativ-
nim enzimima, a $to bi se moglo odraziti i na ukupni antio-
ksidativni status *" 2.

Drugi deo naseg istraZivanja odnosio se na ispitivanje
medusobne povezanosti totalnog antioksidativnog kapaci-
teta krvi 1 stepena funkcionalnog ostecenja perifernih nera-
va. S tim u vezi, ispitivana je korelacija TAK krvi i elek-
troneurografskih parametara provodljivosti ispitanih peri-
fernih nerava gornjih i donjih ekstremiteta. Svi elektroneu-
rografski parametri provodljivosti perifernih nerava poka-
zivali su odstupanja kod bolesnika u odnosu na kontrolnu
grupu i ta odstupanja bila su statisticki znac¢ajna. Izmedu
nivoa TAK i ENG parametara nije utvrdena statisti¢ki zna-
¢ajna korelacija.

Ovi rezultati i dalje ostavljaju nerazjasnjeno pitanje o
tome koliko OS direktno ucestvuje u etiopatogenezi DN, a
koliko je samo prateca pojava. Takode, ostaje nereSeno pita-
nje koliko sistemski oksidativni stres ima ulogu u nastanku
DN u odnosu na endoneuralni prooksidativno-antioksidativni
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status. Moze se polemisati i 0 ulozi i znacaju pojedinacnih
konstituenata ukupnog antioksidativnog kapaciteta krvi u ra-
zvoju nervnih oStecenja, kao Sto su odredeni antioksidativni
enzimi, poput SOD, katalaze i GSH-Px. Postavlja se pitanje
da 1i redukcija aktivnosti pojedinacnih antioksidativnih en-
zima ima veci uticaj na razvoj neuropatskih promena u odno-
su na redukciju celokupnog antioksidativnog kapaciteta,
imajuéi u vidu ulogu antioksidativnih enzima u otklanjanju
reaktivnih slobodnih radikala koji su glavni uzrok tkivnih
ostecenja. Sva ova pitanja i dileme ukazuju na kompleksnost
patogenetskih mehanizama odgovornih za razvoj komplika-
cija dijabetesa.
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Zakljucak

Vrednost TAK plazme redukovana je kod bolesnika sa
DDSP, ali ne koreliSe sa vrednostima glikemije, trajanjem
bolesti, niti sa stepenom funkcionalnog oste¢enja perifernih
nerava. Ovi rezultati ukazuju na redukovanu sistemsku anti-
oksidativnu zastitu kod bolesnika sa DM tip 2 i DDSP, ali
ostavljaju i dalje otvoreno pitanje u kojoj meri je oksidativni
stres udruzena pojava, odnosno uzrok dijabeti¢ke neuropati-
je, Sto sugeruse potrebu daljih istrazivanja u cilju boljeg ra-
zumevanja uloge OS i sistemske antioksidativne zastite u ra-
zvoju DN i drugih dijabetickih komplikacija.
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Asimptomatsko oStecenje bubrega kod osoba sa hroni¢cnom
profesionalnom ekspozicijom niskim koncentracijama elementarne

Zive

Asymptomatic renal damages in persons with chronic professional exposure to
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elementary mercury low concentrations
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Svi oblici zive deluju toksi¢no na veéinu ot-
gana, a posebno na bubrege. Najznacajniji izvor profesi-
onalne ekspozicije zive su postrojenja za proizvodnju
hlora, pri ¢emu se kao katoda koristi ziva. Cilj rada bio je
da se dokaze da hroni¢no izlaganje niskim koncentraci-
jama elementarne zive moze prouzrokovati asimptomat-
sko ostecenje bubrega. Metode. Kod 40 radnika starosti
458 godina zaposlenih u fabrici ,,HIP-Petrohemija“
Pancevo, koji su u toku radnog procesa izlozeni dejstvu
zive 1 20 radnika starosti 44+7 godina iz fabrike ,,Pano-
nijaplast® Pancevo, u ¢ijem procesu proizvodnje nema
zive niti drugih nefrotoksi¢nih materija, izvrsene su la-
boratorijske analize ukljucujuéi i testiranje funkcije bub-
rega i odredene su koncentracije zive u urinu. Takode,
sprovedeno je i merenje koncentracije zive u vazduhu ra-
dnih prostorija fabrike. Rezultati. Utvrdeno je da kon-
centracija zive na svim ispitivanim radnim mestima u
elektrolizi ne prelazi maksimalno dozvoljenu koncentra-
ciju za osmosatnu ekspoziciju. U grupi eksponiranih 40
radnika 75% ispitanika je imalo koncentraciju zive u uri-
nu < 0,1 pmol/l, a 25% ispitanika 0,1-0,75 pmol/l. U
kontrolnoj grupi (20 osoba) svi ispitanici su imali kon-
centraciju zive u urinu < 0,1 p mol/l. Utvtdena je pozi-
tivna korelacija izmedu koncentracije Zive i koncentracije
B2-mikroglobulina u urinu (p < 0,05), izmedu koncentra-
cije zive u urinu i aktivnosti y GT (p < 0,05 ) i koncen-
tracije zive u urinu i nivoa retinol binding protein-a (RBP)
(p < 0,01). Zaklju¢ak. Kod 25% eksponiranih ispitanika
nadena je znacajno veéa urinarna ckskrecija Zive nego
kod pripadnika kontrolne grupe. Mada nije statisticki
znacajna, ucestalost asimptomatske renalne tubulske le-
zije 1 disfunkcije blagog stepena veca je kod eksponiranih
osoba, nego kod onih iz kontrolne grupe.

Kljucne reci:

Ziva; profesionalna izloZenost; bubreg, insuficijencija;
beta 2 mikroglobulin; retinol-vezujuci protein; urin;
gama gutamil-transferaza.

Abstract

Background/Aim. Any forms of mercury have toxic action
on the majority of organs, especially kidneys. The major
source of professional exposure to mercury are departments
for the production of chlorine which use mercury as catode.
The aim of the study was to prove that chronic exposure to
elementary mercury low concentrations could cause asymp-
tomatic damages of the kidneys. Methods. A total of 40
workers from the factory ,,HIP Petrohemija“ Pancevo, of the
mean age 4518 years, who were exposed to the effects of
mercury for more than 20 years within the production proce-
dure, and 20 workers from the factory ,,Panonijaplast™
Pancevo, of the mean age 4417 years, who were not exposed
to mercury nor to other nephrotoxic agents, were submitted
to laboratory analysis, renal function testing, and determina-
tion of mercury concentration in urine. Mercury concentra-
tion was also measured in the air of working premises of the
factory. Results. The performed measurements confirmed
that the concentrations of mercury at any tested working
place in the Department of Electrolysis were not more than
the maximally permitted concentration for an 8-hour exposi-
tion. In the exposed group (40 examinees) 75% of the exami-
nees had mercuty in urine in the concentration < 0.1 pmol/l,
while in 25% of them it was 0.1-0.75 umol/l. In the control
group (20 examinees) all of the examinees showed to have <
0.1 mol/l mercuty in utine. Thete was determined a positive
corelation between the concentration of mercury in urine and
the value of B-microglobulin (p < 0.05), as well as between
the corrcentration of mercury in urine and yGT activity
(» < 0.05), and between the concentration of mercury in urine
and the value of retinol-binding protein (p < 0.01). Conclu-
sion. In 25% of the examinees excretion of mercury was
significantly higher than in the control group. The frequency
of asymptomatic renal tubular lesions and dysfunction of
moderate extent were found to be higher in the exposed
group than in the control one.

Key words:

mercury; occupational exposure; renal insufficiency;
beta 2 microglobulin; retinol-binding proteins; urine;
gamma-glutamyltransferaze.
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Uvod

Svi oblici zive deluju toksi¢no na veéinu organa Cove-
ka, a posebno na bubrege . Ziva i njena jedinjenja koriste
se u poljoprivredi, farmaceutskoj i hemijskoj industriji, u
proizvodnji mernih instrumenata i dr. Najznacajniji izvor
profesionalne ekspozicije elementarnoj zivi su postrojenja za
proizvodnju hlora zasnovana na hidrolizi natrijum hlorida
(NaCl), pri Gemu se kao katoda koristi Ziva '. Sva dosadasnja
pracenja sadrzaja zive u vazduhu radne sredine u svim elek-
trolizama pokazuju povecan sadrzaj zive i on se krece od 0,2
do 1 mg/m3, zavisno od starosti elektroliza, godisnjih doba i
kapaciteta '. Metalna Ziva dospeva u organizam profesional-
no izlozenih radnika inhalacijaom Zivinih para, a u manjoj
meri apsorpcijom preko koze i iz gastrointestinalnog trak-
ta *>. Nasuprot neorganskim jedinjenjima, organska jedinje-
nja zive imaju visok stepen apsorpcije iz gastrointestinalnog
trakta (skoro 90%) °. Ziva se deponuje u bubrezima, jetri, zi-
du tankog creva, miSi¢ima, slezini, srcu i plu¢ima, a manje
koli¢ine prodiru i u centralni nervni sistem (CNS) i deponuju
se u sivoj mozdanoj masi *’. Najznadajnije klini¢ke manife-
stacije akutnog trovanja su: metalni ukus u ustima, proliv,
nauzeja, bolovi u trbuhu, glavobolja, a ponekad i krvave sto-
lice. Sve ovo moze se smatrati nespecifiénim simptomima.
Karakteristini znaci akutnog trovanja su: orofaringealni sin-
drom i akutna renalna insuficijencija. Pri hroni¢noj ekspozi-
ciji najznacajnije su promene funkcije CNS i bubrega. Kod
hroni¢nog trovanja pored nespecifi¢nih simptoma u vidu sla-
bosti, malaksalosti, stalnog umora, gubitka apetita i gubitka u
tezini, javljaju se orofaringealni i neuropsihicki sindrom.

Cilj rada bio je da se dokaze da hroni¢no izlaganje nis-
kim koncentracijama elementarne zive moze prouzrokovati
asimptomatsko ostec¢enje bubrega.

Metode

Grupu ispitanika sacinjavalo je 40 radnika iz hloralkal-
ne fabrike ,,HIP-Petrohemija“ Panéevo, koji su u toku radnog
procesa bili izloZeni dejstvu Zive. Elektroliza u Pancevu je
uradena po OLIN tehnologiji. Kapacitet je 250 tona na dan.
Kada se sumiraju svi tokovi u procesu, dolazi se do gubitka
15-45 kg Zive na dan.

Kontrolnu grupu ¢inilo je 20 radnika iz fabrike ,,Pano-
nijaplast” u sastavu ,,HIP-Petrohemije” Pancevo, koja je
udaljena od Panceva 20 km i u ¢ijem procesu proizvodnje
nema zive, niti drugih nefrotoksi¢nih materija.

Pored anamneze i fizickog pregleda po organskim sis-
temima, laboratorijskih analiza (sedimentacija eritrocita,
kompletna krvna slika, urea, kreatinin, mokra¢na kiselina,
glikemija, transaminaze, ukupni proteini), pregleda urina
(celokupni pregled urina, koncentracija zive u urinu, klirens
endogenog kreatinina, y GT, mikroalbumini, retinol binding
protein (RBP) i B,-mikroglobulin) i ehosonografskog ispiti-
vanja bubrega, vrSeno je i merenje koncentracije zive u vaz-
duhu radnih prostorija fabrike. Za merenje koncentracije zZive
u vazduhu, kori$¢en je li¢ni uzimac uzorka (Pumpe, proizvo-
dac¢ Casella, London), a obrada uzorka je radena metodom
besplamene atomske apsorpcione spektrofotometrije na apa-
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ratu Perkin-Elmer tip 372. Ispitivanje je vrSeno tokom nor-
malnog izvodenja elektrolize. Maksimalna dozvoljena kon-
centracije za osmosatnu ekspoziciju iznosi 50 pg/m’. Kon-
centracija zZive u urinu odredivana je na aparatu MAS 50-
A/nmB koris¢enjem metode bezplamene atomske apsorpcio-
ne spektrofotometrije u Zavodu za zdravstvenu zastitu radni-
ka u Novom Sadu.

Statisticka znacajnost izmedu pojedinih obelezja grupa
odredivana je primenom Studentovog t testa za nezavisne
uzorke, odnosno u slucaju pojave visokih vrednosti standar-
dne devijacije Mann-Whitney testom, a znacajnost razlike u
ucestalosti izmedu dve grupe primenom FiSerovog i Kolmo-
gorov-Smirnov testa. Korelacija pojedinih obelezja grupa is-
pitivana je primenom Pearsonove, odnosno Spearmanove ko-
relacione analize. Obrada podataka izvrSena je pomocéu ko-
mercijalnog statistiCkog softvera za PC racunare (Stat for
Windows, R.4.5,Stat Soft, Inc., SAD, 1993).

Rezultati

Ispitano je 40 radnika iz grupe eksponiranih (grupa II),
starosti 45+8 godina (raspon 30—60 godina), kao i 20 radnika
kontrolne grupe (grupa I), starosti 44+7 godina (raspon
37-55 godina). Prosek radnog staza u grupi eksponiranih bio
je 20,97 godina, a prosek radnog staza u kontrolnoj grupi
20,70 godina. Svim radnicima iz grupe eksponiranih pogon
elektrolize u HIP Petrohemiji bio je prvo radno mesto.

Ispitivanjem je utvrdeno da koncentracija zive na svim
ispitivanim radnim mestima u elektrolizi ne prelazi maksi-
malno dozvoljenu koncentraciju za osmosatnu ekspoziciju
(tabela 1).

Tabela 1
Koncentracija Zive u radnom prostoru elektrolize
' MDK Izmereng '
Mesto merenja (ng/m’) koncentra}tcua
(ug/m’)
Komandna soba-elektrolize 50 10,7
Hala ¢elija-dekompozer 50 31,5
Hala ¢elija-kota 0 50 28,4
Radion. masinbr. II-radni sto 50 13,3
Manipulant sirov. i proizodnje 50 <44
Menza 50 5,1
Kancelarija direktora 50 <3,7
Kancelarija ing. proizvodnje 50 <5,0
Kancelarija ing.odrzavanja 50 <48

MDK — maksimalno dozvoljena koncentracija

Napomena: merenje je izvrSeno na temperaturi od 18,4 °C, uz relativnu
vlaznost 48% i strujanje vazduha 0,4 m/s.

U tabeli 2 prikazani su karakteristi¢ni parametri, a u ta-
beli 3 koncentracija zive u urinu kod obe grupe ispitanika. Iz
navedenih vrednosti uocljivo je da nema statisticki znacajne
razlike u godinama starosti, duzini radnog staza i vrednosti-
ma biohemijskih parametara izmedu posmatranih grupa. U
grupi eksponiranih zabelezena je statisticki znacajna razlika
u distribuciji ispitanika u odnosu na prikazane intervale kon-
centracije zive u urinu (p < 0,05). U kontrolnoj grupi svi is-
pitanici imali su koncentraciju zive u urinu < 0,1 pmol/l. U
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Tabela 2
Karakteristike i biohemijski parametri ispitanika
Kontrolna grupa  Grupa eksponiranih -
Parametri < < tili z* p
X£SD X+SD vrednost
Zivotno doba (godine) 44,45+5,68 45,00+6,45 0,3224 0,7476
Radni staz (godine) 20,70+7,16 20,97+6,83 0,1445 0,8855
Sistolni pritisak (mm/Hg) 122,25+19,36 126,12+16,69 0,8032 0,4251
Dijastolni pritisak (mm/Hg) 82,50+13,71 86,25+9,91 1,2112 0,2307
Albuminurija (mg/l) 13,42+32,74 17,87+32,41 1,9900* 0,0567
vy GT (I/) 14,35+12,97 20,65+25,12 0,4793* 0,6316
RBP (ng/l) 73,60+63,90 82,03£53,80 0,9096* 0,3629
,-mikroglobulin (ng/ml) 83,27+76,25 103,08+83,20 1,1761* 0,2395
Urea (mmol/l) 5,00+1,22 5,09+1,09 0,3041 0,7620
Kreatinin (umol/1) 84,26+9,24 79,73+10,31 1,6561 0,1030
Klirens kreatinina (ml/min) 112,47+40,89 112,68+32,29 0,0216 0,9827
Uzduzni promer d. bubrega (mm) 109,06+10,98 106,6049,59 0,8583 0,3944
Uzduzni promer . bubrega (mm) 111,114£8,12 113,3249,18 0,8739 0,3859
Debljina parenhima desno (mm) 16,76+3,49 17,18+3,61 0,4149 0,6798
Debljina parenhima levo (mm) 20,27+3,82 20,20+3,65 0,0735 0,9416
*Mann-Whitney test; RPB — retinol binding protein
Tabela 3
Koncentracija Zive u urinu ispitanika ukljucenih u studiju
Koncentracija Zive u urinu Kontr(.)lna grupa Grupa‘ eksponiranih -
(umol/) broj % broj %
<0,1 20 100,0 30 75,5
0,1-0,75 10 25,0 0,0238
> (0,75
Ukupno 20 100,0 40 100,0

*Fiserov test

grupi eksponiranih 75% ispitanika imalo je koncentraciju Zi-
ve u urinu < 0,1 pmol/l, a 25% ispitanika 0,1-0,75 pmol/l.
Srednja vrednost sistolnog krvnog pritiska u grupi eksponi-
ranih nije bila statisticki znacajno razli¢ita u odnosu na kon-
trolnu grupu (p = 0,42), kao ni vrednost dijastolnog krvnog
pritiska (p=0,23). Srednja vrednost albumina u urinu u gru-
pi eksponiranih ne razlikuje se znacajno od srednje vrednosti
u kontrolnoj grupi (p = 0,057). Takode, vrednost aktivnosti y
GT (p=0,63) i RBP slicna je u obe grupe ispitanika
(p=10,36). Srednja vrednost B,-mikroglobulina u grupi ek-
sponiranih bila je 103,08 ng/ml i ne razlikuje se statisticki
zna¢ajno u odnosu na vrednost u kontrolnoj grupi
(82,27 mg/ml) (p = 0,23). Nije bilo statisticki znacajne razli-
ke srednjih vrednosti koncentracija ureje i kreatinina izmedu

y=17,90+68,14x r=0,3591 t=2,3721 p <0,05

2
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SI. 1 — Korelacija koncentracije Zive u urinu sa koncentraci-
jom B, —mikroglobulina u urinu

grupe eksponiranih i kontrolne grupe. Na slici 1 prikazana je
pozitivna korelacija izmedju koncentracije Zive u urinu i vre-
dnosti B,-mikroglobulina (p < 0,05).

Registrovana je statisticki znacajna pozitivna korelacija
izmedu koncentracije Zzive u urinu i aktivnosti y GT
(p <0,05) (slika 2).

Takode, utvrdena je statisticki pozitivna korelacija iz-
medu koncentracije zive u urinu i vrednosti RBP (p<0,01)
(slika 3).

Uradena je ehosonografija bubrega grupe eksponiranih i
kontrolne grupe. Prosecan uzduzni promer desnog bubrega
kod eksponirane grupe je bio 106,60+9,59 mm, a debljina
parenhima 17,18+3,61 mm. Kod levog bubrega prosecan uz-
duzni promer je bio 113,324+9,18 mm, a debljina parenhima

1zv
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Sl. 2 — Korelacija koncentracije Zive u urinu sa aktivnosti
v GT u urinu
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20,20+3,65 mm. ProseCan uzduzni promer desnog bubrega
kod kontrolne grupe bio je 109,06+10,98 mm, debljina pa-
renhima 16,76+3,49 mm, a kod levog bubrega prosec¢na du-
zina bila je 111,11£8,12 mm, a debljina parenhima
20,27+3,82 mm.

y=8,22+59,04x =0,4812 t=3,3843 p < 0,01
200

o
160 8

RBP (mikrograma/l)

40

o

0,1-0,75

ziva u urinu (umol/l)

Sl. 3 — Korelacija koncentracije Zive u urinu i vrednosti
retinol-binding protein-a (RBP) u urinu

Kod ispitanika u eksponiranoj i kontrolnoj grupi nisu
nadeni bubrezni kamenci, niti znaci hidronefroze.

Diskusija

Svi oblici zive deluju toksi¢no na veéinu organa Cove-
ka, a posebno na bubrege '. Najosetljiviji deo nefrona na
toksi¢na dejstva Zive je pars recta proksimalnih tubula *°.
Proucavanja na zivotinjama i iskustva sa radnicima koji su
bili izlozeni dejstvu zive, pokazuju da izlaganje visokim
koncentracijama neorganske zive moze uzrokovati bubrezno
ostecenje >''. Ima manje podataka o efektima na bubrege
posle dugog izlaganja relativno niskim koncentracijama ne-
organske zive. Stepen oSte¢enja bubrezne funkcije zavisi od
intrarenalne akumulacije Zive, a markeri oStecenja bubrezne
funkcije bolje korelidu sa urinarnom ekskrecijom zive .
Koncentracija zive u urinu koreliSe sa povecanom ekskreci-
jom albumina, proteina i intraéelijskih enzima, kao $to su la-
ktat dehidrogenaza (LDH), aspartat aminotransferaza (AST),
alanin aminostransferaza (ALT) i N-acetil-beta-D-glukoza-
minidaza (NAG) *'*. Sa progresijom bubreznog osteéenja
povecéava se urinarna ekskrecija zive, §to je u korelaciji sa
stepenom akutnog tubularnog oite¢enja >, U nagem radu
pokazali smo da urinarna koncentracija Zive pozitivno kore-
liSe sa aktivnoS¢u y GT i vrednostima B,-mikroglobulina i
RBP u urinu.

Bioloska i toksikoloska aktivnost zivinih jona u bubre-
zima uglavnom se moze objasniti molekulskim interakcija-
ma. lako brojne bioloske efekte zivinih jedinjenja u tkivu
bubrega mozemo pripisati vezivanju zive za plazma mem-
branu ili intracelularne tiole, mnoga otkrica ukazuju na to da
ovo nije jedini mehanizam dejstva '>'". Dokazano je da
promenom u metabolizmu intracelularnih tiola, Ziva moze
izazvati oksidativni stres, peroksidaciju lipida, disfunkciju
mitohondrija i promene u metabolizmu hema *'”. Posle ula-
ska zive ili njenih metil jona u celije proksimalnih tubula

Duri¢ S, et al. Vojnosanit Pregl 2008; 65(9): 670-675.

(transportom kroz Cetkastu ili bazolateralnu membranu ili
zajedno) dolazi do njihovog spajanja sa jedinjenjima koja sa-
drze tiol (uglavnom sa glutationom i metalotioneinom) '®.
Dolazi do promene u propustljivosti membrane za Ca" jone i
inhibicije funkcije mitohondrija '*. Ziva indukuje sintezu
glutationa, mnogih enzima zavisnih od glutationa, metalotio-
neina i nekoliko tzv. stres proteina (u bubrezima, jetri) '*.
Pars recta proksimalnog tubula je primarno mesto oSteéenja
dejstvom Zive, ali i drugi segmenti nefrona mogu biti zahva-
¢eni. Eksperimentno je dokazano da urinarna ekskrecija zive
koreliSe sa stepenom oSteéenja pars recta segmenata prok-
simalnih tubula tokom akutne nefropatije uzrokovane jedi-
njenjima neorganske Zive %",

Ostecenje glomerula prati imunoloska aktivnost i stva-
ranje autoantitela na bazalnoj membrani glomerula *'. Uloga
zive u patogenezi ovog oste¢enja dokazana je u eksperimen-
tima na Zivotinjama, a u nekim izvestajima navodi se da iz-
laganje zivi moze dovesti do glomerulonefritisa i do nefrot-
skog sindroma i kod ljudi *""**. Ni kod jednog naseg ispitani-
ka nije utvrdeno postojanje klinicko-laboratorijskih parame-
tara koji bi upucivali na leziju glomerula.

Bencko i sar. ** pokazali su da kod radnika izloZenih
dejstvu zive postoji poveéana koncentracija serumskih pro-
teina, u odnosu na radnike koji nisu izloZeni dejstvu zive, ali
vi 1 u urinu. Koncentracija ukupnih proteina u serumu nasih
ispitanika bila je u granicama normalnog.

U saopstenjima vise autora nije bilo povecanja albumi-
na u urinu pri proseénim koncentracijama zive u urinu oko
67 pg/g kreatinina », niti u grupi od 60 radnika u hloralkal-
noj fabrici u Finskoj pri srednjim vrednostima Zive u urinu
od 10,1 nmol/mmol kreatinina **. Praéenjem nivoa albuminu-
rije kod nasih ispitanika ni u jednom slu¢aju nismo utvrdili
porast nivoa pri urinarnim koncentracijama zive do 0,75
pmol/1.

Povecana izluéivanja manjih proteina kao Sto su Tam
Horsfalov protein, B,-mikroglobulin, RBP i razni enzimi, Ce-
sto su koriséeni kao indikatori oSte¢enja tubula. Buchet i
sar. *° su opisali blago poveéanje B,-mikroglobulina u plaz-
mi, §to je bez prateéeg povecanja urinarnog [3,-mikro-
globulina objasnjeno redukcijom jacine glomerulske filtra-
cije u grupi koja je izlozena dejstvu Zive. Stonard i sar. > na-
§li su normalnu koncentraciju P,-mikroglobulina u plazmi,
ali nizu koncentraciju B,-mikroglobulina u urinu u grupi iz-
lozenoj zivi u odnosu na kontrolnu. Ovo je objasnjeno mo-
guc¢om degradacijom proteina u urinu od strane proteaza os-
lobodenih iz oSteCenih ¢elija tubula. U nasem radu dokazali
smo povecanu vrednost B,-mikroglobulina u urinu grupe ek-
sponiranih u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,05). Takode,
dobili smo pozitivnu korelaciju izmedu vrednosti Zive u uri-
nu i vrednosti P,-mikroglobulina u urinu (p < 0,05). Dakle,
ukoliko se povecana koncentracija B,-mikroglobulina u urinu
prihvata kao parametar tubulske lezije, onda ovaj parametar
bolje koreli$e sa urinarnom koncentracijom zive, nego sa du-
7inom ekspozicije Zivi . Naime, nasi rezultati, kao i rezultati
drugih autora, pokazuju da se renalna tubulska lezija moze
javiti ve¢ posle dve do tri godine ekspozicije zivi, a moze biti
odsutna i kod ekpozicija dugih po 20 godina ®. Dakle, za po-
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javu tubulske lezije nije vazna duZina ekspozicionog staZa,
ve¢ urinarna koncentracija zive.

Roel i sar. % dokazali su povecano izlugivanje RBP u
urinu kod radnika izloZenih dejstvu Zive. Bernard i sar.”’
pokazali su da je povecano izlu¢ivanje RBP u urinu osetljiv
pokazatelj pocetnog oSteCenja tubula, a da nivo RBP dobro
korelise sa vrednosti 3,-mikroglobulina u urinu. Dokazano je
da je RBP mnogo stabilniji nego B,-mikroglobulin u uzorku
urina sa niskim pH (< 5,5) '. U grupi eksponiranih utvrdeno
je povecanje urinarne koncentracije RBP i pozitivna korela-
cija njegovih vrednosti sa vrednostima urinarne koncentra-
cije zive (p<0,01).

Tokom ranih faza nefropatije uzrokovane zivom, pre ne-
kroze tubula, ¢elije duz proksimalnih tubula prolaze kroz razne
promene i pocinju da gube nesto od svoje luminalne membra-
ne **. U nekoliko ranijih studija pokazano je da je urinarna ek-
skrecija enzima Cetkastog pokrovnog epitela (alkalna fosfataza
i v GT) povecana u urinu kod nefropatije uzrokovane zi-
vom ***. Kada oSteéenje tubula postane ozbiljno i nekroza
epitelnih ¢elija tubula postane oc€igledna, dolazi do urinarne
ekskrecije odredenog broja intracelularnih enzima: LDH,
AST, ALT, NAG "*'*3"32 U pracenju efekata Zive na bubre-
zne tubule najéesce se odreduje aktivnost sledecih ni enzima: y
GT, NAG, B-galaktozidaze ** . Neki autori opisuju poveéano
izlu¢ivanje NAG i y GT pri srednjim vrednostima zive u urinu
iznad 100 pg/g kreatinina >, a drugi kada je koncentracija Zive
u urinu iznad 140 pg/g kreatinina ®. Hroni¢no izlaganje niskim
koncentracijama Zive moze prouzrokovati asimptomatske zna-
kove nefrotoksi¢nosti, a NAG je potvrden kao jedan od najo-
setljivih indikatora ostecenja bubreznih tubula *. Nagi rezultati
pokazuju porast aktivnosti Y GT u grupi eksponiranih, kao i
pozitivnu korelaciju sa koncentracijom zive u urinu. Kod nasih
ispitanika pratili smo koncentracije tri proteina u urinu (albu-
mina, 3,-mikroglobulina i RBP) i aktivnost kod jednog enzima
tubula (y GT). Cilj je bio da dokazemo ostecenje tubula i,
eventualno, glomerula u asimptomatskoj fazi. Rezultati naseg
istrazivanja pokazuju da nema statisticki znacajne razlike u
koncentraciji ureje i kreatinina u serumu, kao i u vrednostima
klirensa kreatinina kod grupe eksponiranih i kontrolne grupe.
Povecano izlucivanje RBP i 3,-mikroglobulina u urinu, koje je
bilo u pozitivnoj korelaciji za urinarnom koncentracijom zive,
ukazuje na oSteéenje reapsorptivne funkcije proksimalnih tu-
bula. S druge strane, utvrdeno povecanje aktivnosti y GT kod
radnika u hloralkalnoj fabrici, koje je takode pozitivno koreli-
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ralo sa koncentracijom Zive u urinu, ukazuje na oSteenje Ce-
lija tubula.

Uprkos svim merama zastite i dozvoljenim koncentra-
cijama zive u radnoj okoline, znacajan procenat radnika u
hloralkalnoj fabrici u Pan¢evu ima koncentraciju zive u urinu
koja se krec¢e u rasponu od 0,1-0,75 pmol/l. Kod odredenog
broja ovih radnika, registrovani su znaci asimptomatske tu-
bulske lezije i disfunkcije blagog stepena. Drugi moguci ti-
povi renalne lezije, ukljucujuéi glomerulsku leziju i poreme-
¢aj globalne bubrezne lezije, nisu registrovani ni kod jednog
ispitanika. Registrovana tubulska lezija i posledi¢na disfunk-
cija ne ostavljaju znacajnije posledice po zdravlje ovih rad-
nika. Dugoro¢no prac¢enje moze objasniti znacaj ove lezije i
njen uticaju na globalno zdravstveno stanje radnika. Takode,
neophodna su dodatna ispitivanja koja bi objasnila pojavu
razli¢itih koncentracije Zive u urinu kod radnika u istoj fabri-
ci. Nije jasno da li se mozda radi o drugim izvorima unosa
zive u organizam (amalgamske plombe i sl.) ili o individual-
nim razli¢itostima metabolizma zive unete u organizam iz
radne sredine. Odredivanje aktivnosti enzima u urinu (y GT)
i nisko molekulskih proteina (p,-mikroglobulina i RBP) pot-
vrdilo je da su oni najosetljivi indikatori o$tecenja bubreznih
tubula. Registrovanje asimptomatske tubulske lezije zahteva
reviziju mera zasStite na radu i otkrivanje drugih eventualnih
izvora unosa zive u organizam. Tokom istrazivanja doslo se
do saznanja da je tehnologija proizvodnje hlora i baze sa Zi-
vinim ¢elijama opasna tehnologija i da je treba zameniti
membranskom tehnologijom koja u svom procesu ne koristi
jedinjenja Zive.

Zakljucak

Kod 25% ispitivanih radnika zaposlenih u hloralkalnoj
fabrici u Pancevu, uprkos svim merama zastite nadena je po-
vecana ekskrecija Zive u urinu, znac¢ajno veca u odnosu na
kontrolnu grupu ispitanika. Ucestalost asimptomatske renal-
ne tubulske lezije i disfunkcije blagog stepena veca je u grupi
eksponiranih, u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika, ali ne i
statisticki znacajno. Postojanje nedozvoljenog nivoa kon-
centracije zive u urinu kod dela radnika, namece potrebu
kontinuiranog praéenja njihovog zdravstvenog stanja, ree-
valuaciju i unapredenje postoje¢ih mera zastite i eventualno
uvodenje novih, manje opasnih tehnologija u proizvodnju
hlora.
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Karboanhidraza u puferskom sistemu pljuvacke kao mogudi
biomarker u proceni rizika od nastanka karijesa kod dece

Caries risk estimation in children regarding values of saliva buffer system

components and carboanhydrase activity

Dusan Surdilovi¢*, Ivana StOJan0V1ci Mirjana Apostolovi¢*

Medicinski fakultet, *Klinika za stomatologiju, *Institut za biohemiju, Ni§

Apstrakt

Uvod/Cilj. Jedan od osnovnih preduslova za efikasno siste-
matsko smanjenje prevalencije kao i kvalitetne profilakse ka-
tijesa je determinacija rizika njegovog nastanka. Cilj rada bio
je dokazivanje znacaja odredivanja aktivnosti karboanhidraze
u pljuvacki kao validnog markera u proceni rizika od nastanka
karijesa kod dece. Metode. Ispitivanje je obuhvatilo 123 de-
teta sa stalnom denticijom prose¢ne zivotne dobi 13,4%0,3
godine. Ispitanici su bili podeljeni u dve grupe u odnosu na
rizik od nastanka karijesa (grupa sa niskim i grupa sa visokim
rizikom). Svakom detetu uzeta su po dva uzorka pljuvacke —
nestimulisane i stimulisane. Odredivana je aktivnost pljuvacne
karboanhidraze, pH vrednost pljuvacke, kao i koncentracije
bikarbonatnog i fosfatnog pufera u nestimulisanoj i stimulisa-
noj pljuvacki kod obe grupe ispitanika. Rezultati. Ispitivanje
je pokazalo statisticki znacajno visu aktivnost karboanhidraze
u obe vrste pljuvacke (p < 0,001) kod dece sa niskim rizikom
od karijesa. Bila su prisutne i statisticki znacajno vece kon-
centracije bikarbonatnog (p < 0,001) fosfatnog pufera
(» <0,001) u obe vrste pljuvacke, kao i znacajno veée pH
vrednosti nestimulisane i stimulisane pljuvacke u grupi dece
sa niskim rizikom od karijesa. Zaklju€ak. Kod dece sa viso-
kom aktivnoséu karboanhidraze i vis$im vrednostima para-
metara puferskog sistema u pljuvacki moze se ocekivati manja
incidencija karijesa. Prezentovani rezultati sugerisu da aktiv-
nost karboanhidraze u pljuvacki deteta predstavlja vazan po-
kazatelj njegove sklonosti ka nastanku karijesa.

Kljucne reci:
zub, karijes; incidencija; karboanhidraze; pljuvacka;
zub, gledna kutikula; rizik, procena; deca; adolescenti.

Abstract

Background/Aim. One of the preconditions for effica-
cious systematic reduction of caries prevalence and pro-
phylaxis is the determination of risks of this disease appear-
ance. The aim of this study was to prove the significance of
salivary carboanhydrase activity determination in estimation
of caries risk in children. Methods. The study included 123
children of average age of 13.4+0.3 years and permanent
dentition. The children were divided into two groups ac-
cording to caries risk (low and high caries risk groups). Two
samples of saliva — unstimulated and stimulated one were
taken from each child. Salivary carboanhydrase activity, as
well as pH value, bicarbonate and phosphate buffer levels
were estimated in both group of saliva samples. Results.
The investigation showed significantly higher carboanhy-
drase activity (p < 0.001) in both saliva samples in low caries
risk group compared to high caries risk one. In children
with low caries tisk, both unstimulated and stimulated saliva
show significantly higher bicarbonate and phosphate buffer
concentrations (p < 0.001), as well as pH values. Conclu-
sion. The lower caries incidence could be expected in chil-
dren with high carboanhydrase activity and higher salivary
buffer system parameters levels. The presented results sug-
gest that salivary carboanhydrase activity represents the im-
portant marker of individual susceptibility for caties appear-
ance in children.

Key words:
dental caries; incidence; carbonic anhydrases; saliva;
dental pellicle; risk assessment; child; adolescent.

Uvod

Procena rizika od nastanka karijesa kod dece vazan je
dijagnosticki parametar u planiranju i realizaciji odgovaraju-
¢ih preventivnih mera. Uloga pljuvacke u etiopatogenezi ka-
rijesa veoma je znacajna i njen sastav moze biti veoma vazan
za razvoj ovog oboljenja '.

Osnovni, primarni puferski sistem pljuvacke, ¢ine bi-
karbonantni i fosfatni pufer, dok puferski sistem pljuvacke u
Sirem smislu ¢ine i proteini i fluoridi. Bikarbonatni pufer je
dominantni pufer tokom stimulisane sekrecije pljuvacke i
predstavlja kombinaciju bikarbonata i ugljene kiseline
(H,COs). Njegova koncentracija u nestimulisanoj pljuvacki
iznosi 1 mM, dok stimulacijom salivacije koncentracija tog
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pufera dostize vrednost od 60 mM. Bikarbonati uglavnom
nastaju u acinusima parotidne pljuvacne Zlezde. 1z toga sledi
da je najjaca funkcija bikarbonatnog pufera izrazena tokom
unosa hrane (stimulacija Iucenja pljuvacke) i predstavlja se
ve¢ pomenutom jednacinom reverzibilne hidratacije ugljen-
dioksida: CO, + H,0 <=> HCO; + H" **. Bikarbonatni joni
difunduju i u dentalni plak neutraliSuéi kisele produkte bak-
terija. Poznato je da sa povecanjem lucenja pljuvacke dolazi i
do rasta nivoa bikarbonata koji su produkt ¢elijskog metabo-
lizma, pa stimulisana pljuvacka sadrzi znacajno vise bikar-
bonata od nestimulisane, §to je i fizioloski opravdano, jer se
tokom unosa hrane znacajno povecava produkcija kiselina. U
tim uslovima puferski efekat bikarbonata je maksimalan, a
pH vrednost stimulisane pljuvacke zavisna je od njihove
koncentracije *.

Fosfatni pufer je dominantni pufer nestimulisane plju-
vacke. Pufer predstavlja kombinaciju primarnog i sekundar-
nog fosfata (H,PO,” i HPO,»), &ija koncentracija u nestimu-
lisanoj pljuvacki iznosi 7-8 mM, dok se za vreme stimulisa-
ne salivacije ta vrednost smanjuje na 2-3 mM °. Koncentra-
cija tog pufera od 7 do 8 mM u nestimulisanoj pljuvacki do-
vodi do snizavanja pH pljuvacke sve do 6,1, zbog Cega ona
postaje blago zakiseljena. Blaga kiselost povecava mo¢ ras-
tvaranja pljuvacke u uslovima pri kojima je ukupna zapremi-
na nestimulisane pljuvacke 20—30 puta manja. Efekti samo-
¢is¢enja u tom slucaju neée biti 20—30 puta manji, ve¢, nap-
rotiv, veci *. Porast koncentracije fosfata deluje na adsorbo-
vane salivarne glikoproteine desorbujuce, tako da se formi-
rana zubna pelikula razgraduje i uklanja sa povrsine zuba, a
zubi Ciste od ovih naslaga. Zbog te funkcije, fosfatni pufer je
u pravom smislu re¢i &ista& oralne sredine *°.

Karboanhidraza (CA) je cink metaloenzim cija aktiv-
nost je u ljudskoj pljuvagki poznata skoro 70 godina ’. Do
pre nekoliko godina veoma mali broj studija bavio se fiziolo-
skom ulogom CA u pljuvacki >*°. Ovaj enzim prvi put izo-
lovali su Murakami i Sly ' iz humane pljuvake. Imunohis-
tohemijske studije ukazuju na lokalizaciju sekrecije CA kod
ljudi iskljucivo u sekretornim granulama acinusnih éelija pa-
rotidne i submandibularne Zlezde ''. Kadoya i sar. ' isti¢u da
CA regulise pH i puferski kapacitet pljuvacke. Medutim,
druga grupa autora, dolazi do rezultata koji ove varijabile ne
dovodi u direktnu vezu sa aktivnoiéu CA u pljuvacki * .
Izgleda da CA nije direktno ukljucena u regulaciju pH plju-
vacke i njenog puferskog kapaciteta. Takode, nije uocena ni
korelacija koncentracije CA i nivoa mutans streptokoka ili
laktobacila '. Istrazivanje Leinonena i sar. '® ukazuje na ve-
zivanje CA VI za glednu pelikulu, uz prisutnu enzimsku ak-
tivnost na povrsini zuba. Smatra se da u glednoj pelikuli CA
VI katalizuje konverziju bikarbonata i vodonikovih jona
(koji nastaju aktivno$¢u mikroba) u ugljen-dioksid i vodu u
pljuvacki.

Cilj rada bio je da se ispitivanjem aktivnosti karboanhi-
draze i komponata puferskog sistema (pH vrednosti pljuvac-
ke i1 koncentracije fosfatnog i bikarbonatnog pufera) u nesti-
mulisanoj i stimulisanoj pljuvacki dece sa izrazito visokim i
izrazito niskim rizikom od nastanka karijesa utvrdi da li se na
osnovu vrednosti ovih biomarkera pljuvacke moze proceniti
rizik od nastanka karijesa.
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Metode

Prospektivnom studijom bilo je obuhvaéeno 123 dece
sa stalnom denticijom, koja su bila priblizno jednake polne
zastupljenosti, a srednje Zzivotne dobi 13,4+0,3 godina
(stratifikovan uzorak). Razlog za odabira dece visih razreda
osnovne $kole sa prisutnom stalnom denticijom, bila je na-
mera da se izbegne meSovita denticija, jer je KEP
(K = karijes, E = ekstrahovani, P = plombirani, Sto predsta-
vlja ukupan broj zuba sa karijesom, zuba sa plombom i iz-
vadenih zuba) u uslovima meSovite denticije u velikoj meri
posledica karijesa mle¢nih zuba, ¢ime bi bila maskirana
prava slika o KEPu bolesnika i dobijeni rezultati kompro-
mitovani.

Svakom bolesniku obavljen je sistematski stomatoloski
pregled zuba i odreden KEP stalnih zuba. Bolesnici su zatim
podeljeni prvo u dve grupe, na osnovu KEPa svakog deteta.
Prva grupa ispitanika obuhvatila je 52 bolesnika ¢iji je pro-
secan KEP bio nula (0) — deca sa niskim rizikom od nastana-
ka karijesa. U drugoj grupi nalazio se 71 bolesnik ¢iji je pro-
seCan KEP bio 7,7 — deca sa visokim rizikom od nastanka
karijesa. Ovim putem definisane su Cetiri grupe uzoraka
pljuvacke (tabela 1).

Bolesnicima iz obe grupe uzeta su po dva uzorka plju-
vacke: nestimulisane i stimulisane. Uzorci pljuvacke sakup-
ljani su u sterilne epruvete. Uzorci nestimulisane pljuvacke
uzimani su izmedu obroka, skupljanjem pljuvacke trenutno
prisutne u ustima pre podne. Uzorci stimulisane pljuvacke
uzimani su nakon §to su ispitanici, takode izmedu obroka u
jutarnjim Casovima, Zvakali medicinski parafin pet minuta,
Sto je izazivalo obimnu sekreciju stimulisane pljuvacke. Ep-
ruvete su istog trenutka zatvarane da bi se spreCio gubitak
bikarbonata iz uzoraka. U uzorcima je odmah odredivana
vrednost pH (pH-metrom) i koncentracija bikarbonata titra-
cijom sa 0,1 M HCI u rasponu od pH 7 do pH 3, u volume-
nima od 5 pul 7,

Koncentracija fosfata odredivana je molibdenskom re-
akcijom po spektrofotometrijskoj metodi Goldenberga i
Fernandeza '®, koju su modifikovali Bardow i sar '’. Plju-
vacki je dodavana reakciona smesSa [10% trihlorisir¢etna
kiselina (TCA), 1% urea i 3% Morova so]. Nakon 10 mi-
nuta vrSeno je centrifugiranje i supernatantima dodavani
koncentrovana H,SO, i 4,5% amonijum-molibdat u dejoni-
zovanoj vodi. Nakon 20 minuta apsorbanca je merena na
700 nm. Standardna kriva pravljena je u rasponu od 0 do 10
pmol/1 fosfata.

Aktivnost CA odredivana je spektrofotometrijskom
metodom po Armstrongu i sar. '°, modifikovanom po Po-
latu i Nalbantoglu *°. Kao supstrat kori§éen je p-nitrofenil-
acetat (Sigma Chemical Co, St. Louis), a jedinica enzim-
ske aktivnosti izrazavana je kao 1 umol p-nitrofenola koji
se oslobada za 1 minut na sobnoj temperaturi. Kao inhibi-
tor CA koriS¢en je acetazolamid (Sigma Chemical Co, St.
Louis).

Statisticka obrada uradena je programima Excel 2007 i
SPSS 11.0 u Windows XP okruZenju, pri ¢emu su rezultati
prikazani tabelarno.
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Rezultati

U grupi dece sa niskim rizikom od karijesa prosecna
pH vrednost stimulisane pljuvacke bila je statisti¢ki znacaj-
no visa (p <0,001) u odnosu na vrednosti u nestimulisanoj
pljuvacki, dok je u grupi dece sa visokim rizikom od nas-
tanka karijesa srednja vrednost pH stimulisane pljuvacke
bila znaéajno niza (p<0,01) u poredenju sa nestimulisa-
nom pljuvackom (tabela 1). U grupi dece sa visokim rizi-
kom od karijesa vrednosti pH pljuvacke bile su statisticki
znacajno nize (p <0,001) u odnosu na grupu sa niskim ri-
zikom od karijesa, kako u bazalnim uslovima, tako i nakon
stimulacije.

Vrednosti fosfata nestimulisane i stimulisane pljuva-
¢ke u obe ispitivane grupe dece ukazuju na veoma izraZe-
ni porast koncentracije nakon stimulacije (p <0,001) (ta-
bela 1). U grupi ispitanika sa niskim rizikom od karijesa
uocena su znacajno viSe vrednosti fosfata, kako u nesti-
mulisanoj (p<0,001), tako i u stimulisanoj pljuvacci
(p<0,001) u odnosu na ispitivanu grupu sa visokim rizi-
kom od karijesa.

Rezultati u tabeli 1 pokazuju i da je nivo bikarbonata
u nestimulisanoj pljuvacki u grupi dece sa niskim rizikom
od karijesa bio znacajno nizi (13,17+£0,93 mmol/l;
p <0,001) u odnosu na vrednosti bikarbonata u stimulisa-
noj pljuvacki dece iste ispitivane grupe (18,35+1,12
mmol/l). Vrednosti bikarbonata u nestimulisanoj i stimu-
lisanoj pljuvacki dece sa visokim rizikom od nastanka ka-
rijesa pokazale su isti trend promena (p < 0,001). U nes-
timulisanoj i stimulisanoj pljuvacki dece se niskim rizi-
kom od karijesa koncentracija fosfata bila je statisticki
znacajno visa (p < 0,001) od vrednosti u grupi sa visokim
rizikom od karijesa.

Diskusija

Rezultati istrazivanja potvrduju stav da je sposobnost
stimulisane pljuvacke da smanji lokalnu kiselost veoma va-
7an faktor u redukciji karijesa *'. Dugotrajno stimulisanje
pljuvacke dovodi do smanjenja njenog puferskog kapaciteta,
jer se smanjuje ukupna koli¢ina bikarbonata. Prilikom dugot-
rajne stimulacije (npr. zvaka¢im gumama), pada vrednost bi-
karbonata na oko 15 pumol/l, ¢ime se iscrpljuje njena pufer-
ska moc¢ i pored prisutne dalje stimulacije. Kako pH vrednost
pljuvacke zavisi od prisustva specifi¢nih pufera u njoj, ¢ija je
sinteza u pljuva¢nim zlezdama genetski odredena, gotovo je
nemoguce uticati na promenu fizioloskih pH vrednosti, koje
su individualne i sklone blagim varijacijama *.

Analizom dobijenih rezultata moze se zakljuciti da sti-
mulacija lu¢enja pljuvacke kod dece sa visokim rizikom od
karijesa dovodi do pada pH vrednosti ukupne pljuvacke, Sto
ima za posledicu lokalno povecéanje kiselosti sa poslediénom
mogucnoscu razvoja velikog broja karijesnih lezija. Vredno-
sti dobijene u ovom istraZivanju u saglasnosti su sa rezulta-
tima drugih autora >, koji isti¢u znacaj individualnih varija-
cija pH vrednosti stimulisane pljuvacke u nastanku i evolu-
ciji karijesa. Rezultati pomenutih autora govore u prilog to-
me da visa pH vrednost stimulisane pljuvacke znacajno utice
na smanjenje kiselosti na povrSini zuba, ¢ime se smanjuje i
oslobadanje H' jona sa povriine gledi, §to za krajnji rezultat
ima smanjenje broja novonastalih karijesnih lezija. Znacajno
veée vrednosti pH i u nestimulisanoj i u stimulisanoj pljuva-
¢ki u grupi ispitanika sa niskim rizikom od karijesa ukazuju
da pH vrednost pljuvacke ima znacajnu ulogu u redukciji ka-
rijesa kod dece i potvrduje podatke iz literaturne da je ona
jedan od vaznih parametara u proceni rizika od nastanka ka-
rijesa *

Tabela 1

Aktivnost karboanhidraze, vrednost pH, fosfata i bikarbonata u pljuvacki dece sa niskim i visokim
rizikom od Kkarijesa

Rizik od karijesa Vrsta pljuvacke K?{;ﬁ;&ﬁﬁza pH (II;(:E;;ID B(ﬂr:l;?ool%m

Nizak negtimqlisana 3,97+0,86 6,66+0,32 5,61+0,3 13,17+0,93
stimulisana 7,26+0,83 6,8+0,22 8,68+2,2 18,35+1,12

Visok nestimulisana 1,75+0,42 6,21+0,34 4,06+1,2 7,38+0,95
stimulisana 4,41+£0,56 6,12+0,39 6,22+0,8 12,36+1,78

U stimulisanoj pljuvacki dece sa niskim rizikom od ka-
rijesa srednja vrednost aktivnosti CA pokazivala je visoko
znacajan porast (P <0,001) u odnosu na bazalne uslove (ta-
bela 1). Takode, u grupi ispitanika sa visokim rizikom od ka-
rijesa srednja vrednost aktivnosti CA u nestimulisanoj plju-
vacki bila je znacajno niza (p < 0,001) u poredenju sa stimu-
lisanom pljuvackom dece iste grupe. Pri poredenju aktivnosti
CA ispitivanih grupa uocene su znacajne razlike u odnosu na
vrstu pljuvacke i nivo rizika od karijesa: ispitivana grupa sa
niskim rizikom od karijesa imala je znacajno visu aktivnost
(p<0,001) ovog enzima i u nestimulisanoj i u stimulisanoj
pljuvacki u odnosu na vrednosti kod dece sa visokim rizikom
od karijesa.

U obe ispitivane grupe vrednosti fosfata u stimulisa-
noj pljuvacki bile su statisticki znacajno vece, §to je u
skladu sa istrazivanjima drugih autora **
objasniti ¢injenicom da su vrednosti u nestimulisanoj

. To se moze

pljuvacki u izvesnoj meri kompromitovane ¢injenicom da
je fosfatni pufer ve¢ aktivan u usnoj duplji i da se veci
deo ukupne kolic¢ine fosfata ve¢ potrosio neutraliSuci ki-
selost u ustima i odrzavajuci pljuvacku u uslovima njene
individualne fiziolo§ke homeostaze ***°. Za razliku od re-
zultata u nestimulisanoj pljuvacki, koja u sebi sadrzi
kvantitativno delimi¢no istroSeni fosfatni pufer, prikup-
ljanjem stimulisane pljuvacke dobija se uzorak sa viso-
kom koncentracijom fosfata '’
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Bardow i sar. ** isti¢u da je koncentracija neorganskih
fosfata, poput koncentracije bikarbonata u celoj pljuvacki
zavisna i od stepena lucenja. U fizioloskim uslovima, pri in-
tenzitetu lucenja nestimulisane pljuvacke od 0,55 ml/min, si-
stem fosfatnog pufera predstavlja oko polovinu ukupnog pu-
ferskog kapaciteta izmedu pH 5 i pH 7. Doprinos fosfatnog
pufera u stimulisanoj pljuvacki, ¢iji je proseéni intenzitet lu-
¢enja 1,66 ml/min, znatno je manji, zbog manje koncentra-
cije fosfata . Po Kreusseru i sar. >’ osnovna koncentracija
HPO,” jona raste sa poveéanjem luGenja pljuvalke, praéenog
poveéanjem pH vrednosti pljuvacke.

I u stimulisanoj pljuvacki uocavaju se statisticki znac¢ajno
nize vrednosti bikarbontnog pufera u grupi sa visokim rizikom
od karijesa u odnosu na grupu niskog rizika od karijesa, Sto je
u saglasnosti sa podacima iz literature '” **. Ako se zna da je
bikarbonatni pufer primarni pufer stimulisane pljuvacke, viso-
ke vrednosti u stimulisanoj pljuvacki u grupi niskog rizika od
karijesa svakako idu u prilog €injenici da je visoki kapacitet
ovog pufera znacajni faktor koji doprinosi smanjenju kiselosti
usne duplje *. Kako je lugenje stimulisane pljuvacke u fiziolo-
Skim uslovima uglavnom izazvano unosom hrane, uloga ovog
pufera veoma je vaZna upravo nakon unosa hrane, pri ¢emu
dolazi do reakcije neutralizacije ostataka hrane.

Prezentovani rezultati ukazuju na izrazito vecu aktiv-
nost CA u grupi dece sa niskim karijes rizikom u odnosu na
grupu sa visokim rizikom od karijesa i u nestimulisanoj i u
stimulisanoj pljuvacki. Na osnovu dobijenih rezultata moze
se rec¢i da visoka aktivnost CA pozitivno korelise sa padom
incidencije karijesa kod dece. Ovi rezultati su u saglasnosti
sa podacima iz literature ® > *°. Dobijeni rezultati ukazuju na
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znacajno vecu aktivnost CA u stimulisanoj pljuvacki obe is-
pitivane grupe, $to potvrduje da je aktivnost ovog enzima
veoma izrazena upravo u periodu stimulisane salivacije, kada
je potreba za neutralizacijom kiselina najveca. Nazalost, po-
znato je da su intenzitet sekrecije CA u usnu duplju, a samim
tim 1 posledi¢no povecana aktivnost CA, nasledno odredeni
parametri, kao uostalom, i pH vrednost pljuvacke, te je ne-
moguce uticati na koli¢inu CA u pljuvacki.

Ako se uzme u obzir pozitivna korelacija koncentracije
CA i lu€enja pljuvacke i negativna korelacija CA sa KIPs in-
deksom, skorasnja istrazivanja ukazuju da CA u pljuvacki
ima vaznu ulogu u zastiti zuba od karijesa i kod odraslih 1ju-
di '. Istrazivanja Leinonena i sar. '® pokazuju da se CA ve-
zuje za glednu pelikulu i odrZava svoju enzimsku aktivnost
na povrsini zuba. U pelikuli, CA locira se na optimalnim me-
stima gde kataliSe pretvaranje salivarnih bikarbonata i vodo-
nikovih jona mikrobnog porekla do ugljen-dioksida i vode.
Na taj nain ona ostvaruje svoju pretpostavljenu ulogu u ubr-
zavanju eliminacije kiselina na povrs$ini zuba.

Zakljucak

Kod dece sa visokom aktivno$éu CA i viS$im vrednos-
tima parametara puferskog sistema u pljuvacki moze se oce-
kivati manja incidencija karijesa, Sto sugeriSe da aktivnost
CA u pljuvacki dece predstavlja vazan pokazatelj sklonosti
pojedinca za nastanak karijesa. Takode, aktivnost ovog en-
zima 1 vrednosti ispitivanih parametara puferskog sistema
pljuvacke mogu biti znacajni biomarkeri u proceni rizika od
nastanka karijesa kod dece.
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