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Uvod

U savremenoj medicini slobodnim radikalima i oksi-
dativnom stresu poklanja se sve veéa paznja zbog njihove
uloge u patogenezi mnogih oboljenja. Slobodni radikali su
definisani kao atomi, joni ili molekuli sa jednim ili viSe ne-
sparenih elektrona u poslednjoj orbitali zbog ¢ega su izra-
zito reaktivni. U bioloSkim sistemima slobodni radikali su
uglavnom derivati kiseonika: superoksid anjon radikal (O5),
vodonik peroksid (H,0,), hidroksilni radikal (OH"), perhid-
roksi radikal (OOH), alkoksi radikal (RO), peroksi radikal
(ROO). Konstantno se stvaraju u malim koli¢inama u ¢eli-
jama tokom odigravanja fizioloskih procesa kao ,,nusprodu-
kti* metabolizma (oksidativna fosforilacija u mitohondrija-
ma, tzv. tkivno disanje, oksidacijska hidroksilacija u mikro-
zomima, autooksidacija razli¢itih molekula, fagocitoza u le-
ukocitima, oksido-redukcijski procesi u prisustvu metala
promenljive valence). Tokom evolutivnog razvoja organiz-
ma uspostavljen je specifican odbrambeni sistem od eventu-
alnog Stetnog delovanja slobodnih radikala, koji je oznacen
kao antioksidativni sistem. Antioksidansom se smatra svaka
supstancija koja, prisutna u manjoj koncentraciji u odnosu
na supstancije koje se oksidiSu, moze da spreéi ili znacajno
umanji njihovu oksidaciju. Prema prirodi i nac¢inu delovanja
antioksidansi se mogu podeliti na: enzimske (superoksid-
dizmutaza, katalaza, glutation reduktaza, glutation-S-
transferaza i dr.) i neenzimske (glutation, vitamini A, C i E,

albumini, ceruloplazmin, transferin, bilirubin, mokraéna ki-
selina i dr.) (1, 2).

Sve dok postoji ravnoteza izmedu produkcije slobod-
nih radikala i antioksidativne zastite ¢elije slobodni radikali
ne ispoljavaju Stetan efekat. Prekomerno stvaranje slobod-
nih radikala (iznad fizioloskog nivoa) i/ili smanjenje kon-
centracije antioksidanasa dovode do oksidativnog oStecenja
tkiva, koje se naziva i oksidativni stres. S obzirom na to da
su visoko reaktivna jedinjenja, slobodni radikali mogu ve-
oma brzo izazvati oksidativnu modifikaciju celijskih i eks-
tracelijskih biomolekula kao Sto su: proteini, ugljeni hidrati,
DNK, lipidi. Oksidacija tiolnih grupa (SH) mnogih struk-
turnih i funkcijskih proteina (enzima) dovodi do promene
njihove aktivnosti. Kao najizrazeniji negativni efekat delo-
vanja slobodnih radikala navodi se oksidacija viSestruko ne-
zasi¢enih masnih kiselina sadrzanih u ¢éelijskim membrana-
ma, poznata kao lipidna peroksidacija, tokom koje se oste-
¢uje plazma membrane. Krajnji proizvod lipidne peroksida-
cije je kratkolanc¢ani malondialdehid (MDA), koji sluzi kao
biohemijski marker stepena oksidativnog ostecenja celijskih
membrana. Ovaj produkt lipidne peroksidacije moze da rea-
guje sa slobodnim SH i NH, grupama aminokiselina, pepti-
da, proteina, nukleotida i fosfolipida, dovode¢i do kovalent-
ne modifikacije ovih makromolekula, $to dovodi do prome-
ne njihovih funkcijskih osobina (2).

Kao $to je napred pomenuto danas se oksidativnom
stresu pridaje znacajna uloga u patogenezi mnogih sistem-
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skih oboljenja (Secerna bolest, hroni¢ne bolesti CNS-a koje
dovode do demijelinizacije, ateroskleroza, maligna obolje-
nja, alergijske bolesti, inflamacijske bolesti i dr.). Slobodni
radikali i oksidativni stres odgovorni su i za proces starenja
organizma (1-3).

Uloga oksidativnog stresa u patogenezi oralnih
oboljenja usta

Uloga slobodnih radikala u nastanku oboljenja usta jo$
uvek nije u potpunosti rasvetljena iako se u poslednje vreme
sve veci znacaj daje oksidativnom stresu u njihovoj patoge-
nezi, posebno kada su u pitanju parodontopatija i oralni kar-
cinom. Periodontalne bolesti se mogu okarakterisati kao
oboljenja periodoncijuma koja nastaju kao posledica disba-
lansa izmedu bakterijske kolonizacije usta i imunoloske od-
brane domacina. U ustima identifikovano je vise od 300 ra-
zli¢itih bakterija, a veéina je u komensalnom odnosu sa do-
macinom. Tri vrste oralnih bakterija su posebno odgovorne
za nastanak periodontalnih bolesti: Porphyromonas gingi-
valis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides
forsythus. Poznato je da su polimorfonukleusni leukociti
(PMN) glavne odbrambene celije tkiva usne duplje koje je
Stite od Stetnog delovanja bakterija. Interakcijom ovih leu-
kocita i bakterija pokrecu se razli¢iti odbrambeni biohemij-
ski i fizioloski procesi domacina koji dovode do unistavanja
patogena, ali i moguéeg oStecenja lokalnog tkiva. Polimor-
fonukleusni leukociti, indukovani patogenima, karakterisu
se povetanom potro$njom kiseonika i u njima se deSava
prava ,respiratorna eksplozija®“ (respiratory burst) Cija je
posledica poveéana produkcija slobodnih radikala kojim
ove odbrambene celije ,,ubijaju” bakterije. Medutim, tokom
ove odbrambene reakcije moze do¢i i do oksidativne modi-
fikacije razlic¢itih biomolekula i oSte¢enja lokalnog tkiva,
kao neke vrste ,,kolateralne Stete* (4—8).

I u patogenezi oralnog karcinoma danas se sve veci
znacaj poklanja slobodnim radikalima i oksidativnom stre-
su. Usta predstavljaju ,,ulazna vrata“ organizma za razli¢ite
kancerogene materije iz zagadene zivotne sredine, §to je po-
sebno intenzivirano Stetnim navikama, kao Sto je puSenje
cigareta koje se dovodi u veoma blisku vezu sa nastankom
karcinoma. Duvanski dim sadrZi slobodne radikale, kao i
supstancije koje uzrokuju pojacanu produkciju slobodnih
radikala. Pored toga, puSenje cigareta uzrokuje i smanjenje
antioksidativnog kapaciteta pljuvacke, §to vodi ka jo$ izra-
zenijem naruSavanju ravnoteze izmedu slodobnih radikala i
antioksidativne zastite. U ovim uslovima su u preimuéstvu
slobodni radikali koji, zbog svoje izrazite reaktivnosti, mo-
gu izvrSiti oksidativnu modifikaciju DNK, §to direktno vodi
ka malignoj alteraciji ¢elija (3, 9).

Antioksidansi pljuvacke
U zastiti oralnih tkiva znacajnu ulogu ima pljuvacka,

kao sekret koji je u neprekidnom i neposrednom kontaktu sa
svim oralnim strukturama. Prevashodni znacaj pljuvacke je

odrzavanje oralne homeostaze, odnosno, oc¢uvanje stalnog
biohemijskog sastava oralnih tkiva, Sto ovaj sekret realizuje
svojim brojnim organskim i neorganskim sastojcima. Najz-
nacajnije uloge pljuvacke u pomenutom kontekstu jesu: sa-
mocisc¢enje usta od zaostalih Cestica hrane, odrzavanje fizi-
oloskih vrednosti pH, odrzavanje integriteta ¢vrstih i mekih
tkiva, specifi¢na i nespecifi¢na antimikrobna zastita, antiok-
sidativna zastita. Pljuvacka je znacajna i kao moguci biolo-
ki materijal za nove dijagnosticke testove koji bi mogli do-
prineti postavljanju dijagnoze i razjaSnjavanju patogeneze
mnogih sistemskih oboljenja i oboljenja lokalizovanih u us-
tima (10-13).

U zastiti oralnih tkiva od Stetnog delovanja slobodnih
radikala znacajnu ulogu imaju antioksidansi. U pljuvacki su
prisutni neenzimski i enzimski antioksidansi. Enzimi plju-
vacke koji ispoljavaju antioksidativnu sposobnost su: supe-
roksid dizmutaza, oralna peroksidaza, katalaza i glutation
peroksidaza. U neenzimske antioksidanse pljuvacke ubra-
jaju se: mokracna kiselina, albumin, vitamin C i glutation
(7, 10, 14).

Superoksid dizmutaza (SOD) katalizuje reakciju diz-
mutacije superoksid anjon radikala (O, ') u vodonik perok-
sid (H,0,) i kiseonik (O,). U toku ove reakcije jedan O, " se
oksiduje u O,, a drugi O, se redukuje u H,0,;

20,.+2H = H,0,+ 0,
izoforme SOD: Cu, Zn-zavisna-SOD (citozolski enzim),
Mn-zavisna-SOD (matriks mitohondrija) i ekstracelularna
SOD. Prokariotske ¢elije sadrze Fe i Mn-zavisnu SOD.

U istrazivanjima je ustanovljena povecana aktivnost
ovog enzima pljuvacke kod bolesnika sa rekurentnim aftoz-
nim stomatitisom u odnosu na kontrolnu grupu. Autori ovo
objasnjavaju pojacanom produkcijom slobodnih radikala od
strane odbrambenih celija (leukocita), pa povecCana aktiv-
nost ovog antioksidantnog enzima predstavlja mehanizam
adaptacije domacina na ove nepovoljne uslove (2, 10, 14).

Oralna peroksidaza (OP) je enzim pljuvacke koji se sa-
stoji iz dva peroksidazna enzima: salivarne peroksidaze
(80%) 1 mijeloperoksidaze (20%). Ona je naznacajniji en-
zimski antioksidans pljuvacke.

Salivarnu peroksidazu luce glavne pljuvacne Zlezde,
uglavnom parotidna Zlezda. To je enzim koji u svom aktiv-
nom centru sadrzi selen. Uloga salivarne peroksidaze je re-
dukcija vodonik-peroksida (H,0,), produkta metabolizma
oralnih bakterija, u prisustvu jona tiocijanata (SCN"). Tio-
cijanati, sastojci pljuvacke (0,3—1,5 mM), predstavljaju do-
nore elektrona, sli¢no redukovanom glutationu u ostalim bi-
oloskim sistemima. Nastaju iz hidrogen-cijanida (HCN) du-
vanskog dima tokom detoksikacije u jetri, a zatim se putem
krvi transportuju do pljuvacnih zlezda, gde ultrafiltracijom
dospevaju u pljuvacku (slika 1).

Dejstvom salivarne peroksidaze katalizuje se reakcija
H,0, i jona tiocijanata. Proizvodi ove reakcije su hipotioci-
janatna kiselina (HOSCN) i hipotiocijanati (OSCN") koji is-
poljavaju antibakterijsko dejstvo. Antibakterijska aktivnost
ovih proizvoda zasnovana je na reakciji sa sulfhidrilnim
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grupama bakterijskih enzima glikolize, kao $to su: heksoki-
naza, aldolaza i piruvat kinaza. Pored uloge u nespecifi¢noj
antibakterijskoj zastiti oralne sredine, ovaj enzim doprinosi
i efikasnom uklanjaju H,O, iz oralne sredine (9, 15).

duvanski dim

U
HCN
U
krvna plazma

U

detoksikacija u jetri

SCN
krvna plazma

parotidna pljuvacna zlezda

SCN" pljuvacke
U sijaloperoksidaza
SCN" + H,0, = OSCN" + H,0

SL 1 — Dejstvo salivarne peroksidaze (sijaloperoksidaze)

U pojedinim istraZivanjima je analizovana aktivnost
salivarne peroksidaze kod pusaca sa aspekta nastanka oral-
nog karcinoma, s obzirom na to da pusenje cigareta predsta-
vlja prvi na listi faktora rizika za nastanak ove maligne bo-
lesti. Ustanovljeno je da se aktivnost salivarne peroksidaze
znacajno smanjuje kod pusaca. Kao posledica javlja se ne-
potpuna eliminacija H,O, iz oralne sredine, ¢ijom se reak-
cijom sa ostalim radikalima i molekulima stvaraju mnogo
reaktivniji slobodni radikali koji vrSe oksidativno oStecenje
biomolekula, kao sto je DNK, a $to moze dovesti do malig-
ne transformacije i nastanka oralnog karcinoma (9, 16, 17).

Mijeloperoksidaza (MPO) je HEM-zavisan enzim ko-
ga sadrze leukociti (neutrofili i monociti). U prisustvu H,0O,
formira se sa mijeloperoksidazom kompleks enzim-supstrat,
koji ima sposobnost da oksidise jodide i hloride, stvarajuci
toksi¢ne proizvode. S obzirom na to da je jon hlora veoma
rasprostranjen u bioloSkim sistemima, njegovom oksidaci-
jom ovim kompleksom dobija se hipohlorna kiselina
(HOCI):

H,0,+2 CI'= 2 HOCI

Ova kiselina ima izrazena oksidativna svojstva i pri
tome se dobijaju proizvodi (aktivne forme kiseonika) koji
imaju, ne samo baktericidna svojstva nego ucestvuju i u
razgradnji neinfektivnih materija (toksini, inflamatorni re-
gulatori).

Ispitivanja mijeloperoksidaze pljuvacke ukazuju na
njenu povecanu aktivnost kod obolelih od razlicitih infla-
macijskih procesa u ustima, $to je posledica povecanja broja
leukocita i povecane produkcije slobodnih radikala od stra-
ne ovih odbrambenih ¢elija kojima ,,ubijaju* patogene bak-
terije (15, 17).

Katalaza je enzim, po strukturi tetramer, a svaka sub-
jedinica sadrzi HEM koji ulazi u sastav aktivnog mesta. U

¢elijama je najviSe prisutan u peroksizomima, gde u fiziolo-
Skim uslovima spreava vece stvaranje H,0,. Ovaj enzim
katalizuje razgradnju H,O, do molekulskog kiseonika i vo-
de:

2H,0,= 0,+ 2H,0

Aktivnost ovog enzima se poveava pri povecanoj
produkciji H,0,, jer aktivno ucestvuje u detoksikaciji tkiva
od H,0, (2, 10).

Interesantni su rezultati istrazivanja aktivnosti katala-
ze u pljuvacki bolesnika sa rekurentnim aftoznim stomatiti-
som. Kao i u slucaju superoksid dizmutaze, rezultati su uka-
zali na povecanu aktivnost katalaze u pljuvacki obolelih, u
odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika. Povecana
aktivnost katalaze predstavlja adaptibilni mehanizam doma-
¢ina kao reakcija na povecanu produkciju H,O, od strane
leukocita (18).

Pljuvacka u svom sastavu sadrzi i neenzimske antiok-
sidanse od kojih je najznacajnija mokracna kiselina, zatim
albumini, vitamin C (askorbat) i glutation, koji su prisutni u
manjoj koncentraciji (7, 10, 14).

Mokraéna kiselina (acidum uricum) je krajnji proizvod
metabolizma purinskih nukleotida. Nemogucnost dalje raz-
gradnje mokracne kiseline kod ¢oveka (zbog nedostatka en-
zima urikaze), kao i reapsorpcija na nivou tubula bubrega,
obezbeduju dovoljno visoku koncentraciju mokracne kiseli-
ne u krvnoj plazmi. Zbog toga ovaj metabolit ima znacajnu
ulogu u ukupnom antioksidativnom kapacitetu krvne plaz-
me. Medutim, njeno prisustvo u pljuvacki nije u potpunosti
razjasnjeno. Pretpostavlja se da se urati (soli mokra¢ne ki-
seline) pasivnom difuzijom transportuju iz cirkulacije u
pljuvacku, gde joj je koncentracija niza nego u krvnoj pla-
zmi. Postoji i moguénost njenog prisustva u gingivalnoj te-
¢nosti kao posledica oksidativnog o$tecenja proteina lokal-
nog tkiva. Bez obzira na njeno poreklo, smatra se glavnim
antioksidansom pljuvacke, jer ona ucestvuje u oko 70%
ukupnog salivarnog antioksidativnog kapaciteta (7, 14).

Mokraéna kiselina redukuje i neutraliSe slobodne radi-
kale i pri tome se sama oksidiSe do alantoina. Prema tome,
odnos koncentracije mokra¢ne kiseline i alantoina moze
predstavljati parametar procene stvaranja i delovanja slobo-
dnih radikala u in vivo uslovima. Znacajna je i uloga mo-
kra¢ne kiseline u formiranju kompleksa sa jonima metala
promenljive valence (urati-Fe™), jer smanjuje oksidacioni
potencijal Fe™ bez oksidativnih promena ove kiseline (2,
10).

Nekoliko studija na temu analizovanja koncentracije
mokracne kiseline u pljuvacki bolesnika sa dijagnostikova-
nom periodontalnom boles¢u ukazuju na smanjenje kon-
centracije ovog antioksidansa u pljuvacki obolelih u odnosu
na kontrolnu grupu zdravih ispitanika (7, 8, 19). Nasa istra-
zivanja pokazuju da je u pljuvacki bolesnika sa oralnim kar-
cinomom, koji su pusaci, znatno smanjena koncentracija
mokracne kiseline u odnosu na kontrolnu grupu (20). I jedni
i drugi rezultati se mogu objasniti ,,potro$njom* ovog antio-
ksidansa u neutralisanju slobodnih radikala, ¢ija se koncen-
tracija prekomerno povecava u ovim patoloskim stanjima.
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Albumini su plazma proteini koji se sintetiSu u jetri.
Uloga albumina je u odrzavanju onkotskog pritiska, regula-
ciji pH krvi, transportu razlicitih supstancija, ali i u antiok-
sidativnoj zastiti. Iz krvi ultrafiltracijom dospevaju u plju-
vacku (1, 2).

U naSim istrazivanjima odredivana je koncentracija al-
bumina u pljuvacki bolesnika sa oralnim karcinomom. Do-
bijeni rezultati su pokazali na znac¢ajno smanjenje koncen-
tracije albumina u pljuvacki obolelih u odnosu na kontrolnu
grupu (20). Smanjenje koncentracije albumina u pljuvacki
obolelih se moze objasniti na isti na¢in, kao i u slu¢aju mo-
kraéne kiseline.

Glutation je tripeptid koji se sastoji iz glutaminske ki-
seline, cisteina i glicina. U ¢elijama je prisutan u dva oblika:
kao redukovan (GSH) i oksidovan (GSSG). Za normalno
funkcionisanje ¢elije narocito je znacajno da u njoj uvek
ima u dovoljnoj koli¢ini redukovane forme ovog biomole-
kula koji je neophodan za delovanje antioksidativnog enzi-
ma glutation peroksidaze. Ovaj enzim vrSi oksidaciju gluta-
tiona, pri ¢emu se vrSi neutralisanje vodonik-peroksida i
drugih peroksida (1, 2, 10).

Istrazivanja su pokazala da puSenje cigareta ima za po-
sledicu smanjenje koncentracije ovog antioksidansa pljuva-
¢ke. Zbog toga, pored ostalih Stetnih efekata, pusenje ciga-
reta ima za posledicu i znaajno smanjenje antioksidativnog
kapaciteta pljuvacke (koncentracije glutationa i aktivnosti
ranije pomenutog enzima oralne peroksidaze), §to moze
predstavljati jo$ jedan predisponirajuéi faktor za nastanak
oralnog karcinoma (21).

Dva glavna patofizioloska mehanizma oksidativnog
oste¢enja biomolekula slobodnim radikalima jesu: lipidna
peroksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina plazma mem-
brana, §to ima za posledicu osteéenje ovih vitalnih celijskih
struktura i oksidativna modifikacija DNK, koja vodi ka ma-
lignoj alteraciji celija. Stepen oksidativnog oStecenja plaz-
ma membrana i DNK moze se meriti odredivanjem kon-
centracije produkata nastalih u tim procesima (2).

Najznacajniji biomarker stepena oksidativnog ostece-
nja DNK jeste 8-hidroksidezoksiguanozin (8-OhdG). Anali-
za ovog markera u pljuvacki je vrSena ELISA testom kod
bolesnika sa periodontalnim oboljenjima pre i posle odgo-

varajuce terapije. Utvrdeno je da je koncentracija 8-OhdG u
pljuvacki bolesnika sa periodontalnim oboljenjem veca u
odnosu na kontrolnu grupu, ali da se znacajno smanjuje na-
kon odgovarajuce terapije (22).

Krajnji produkt lipidne peroksidacije jeste malondial-
dehid. Analizovanjem koncentracije MDA, mi smo pokazali
da u pljuvacki bolesnika obolelih od periodontalnih bolesti
dolazi do porasta njegovog sadrzaja u odnosu na grupu
zdravih ispitanika (11, 23).

Analizovanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta
pljuvacke i njegovog znacaja za nastanak oralnih oboljenja
bilo je predmet nekoliko studija. Najc¢esce je ispitivan uku-
pni salivarni antioksidativni kapacitet u pljuvacki obolelih
od periodontalnih bolesti. Nekoliko studija je ukazalo na
znaajno smanjenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta
pljuvacke kod obolelih u odnosu na grupu zdravih ispitani-
ka (4, 5, 8, 19, 24). Druga istrazivanja su ukazala na sma-
njenje salivarnog antioksidativnog kapaciteta kod bolesnika
obolelih od oralnog lihen planusa, koje se smatra nekom vr-
stom premalignog oboljenja (25).

Na osnovu izloZenih rezultata moze se zakljuciti da slo-
bodni radikali i oksidativni stres mogu imati vaznu ulogu u
patogenezi, ne samo sistemskih ve¢ i oboljenja lokalizovanih
u oralnoj sredini. Ovo se posebno odnosi na najrasprostranje-
nija oralna oboljenja — periodontalne bolesti i oralni karci-
nom. U odbrani oralnih tkiva od $tetnog delovanja slobodnih
radikala najveci znacaj ima pljuvacka sa svojim antioksidan-
sima. Sve dok postoji ravnoteza izmedu produkcije slobodnih
radikala i aktivnosti salivarnog antioksidativnog sistema od-
brane ne dolazi do oksidativnog ostecenja oralnih tkiva. Me-
dutim, u slucaju disbalansa izmedu produkcije slobodnih ra-
dikala i/ili sposobnosti salivarnih antioksidanasa da ih neutra-
liSu, dolazi do oksidativnog stresa koji moze biti biohemijska
osnova za nastanak oralnih oboljenja.

Izneseni rezultati imaju i prakti¢ni znacaj, jer se u pre-
venciji oralnih oboljenja, pored ve¢ poznatih mera, mogu
primeniti i egzogeni antioksidansi, kao $to su pojedini vita-
mini (A, C i E), a u cilju pobolj$anja antioksidativnog kapa-
citeta pljuvacke. Medutim, njihovu pravu vrednost u pre-
venciji i terapiji oralnih oboljenja treba tek potvrditi kroz
dobro organizovane klinicke studije.
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