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Najcesce oboljenje koStanog sistema, posle ar-
tritisa, je osteoporoza. Odlikuje se smanjenjem koSta-
ne mase po jedinici zapremine normalne kosti, §to
smanjuje ¢vrstinu koStanog tkiva, povecava fragilnost
kosti i sklonost za nastanak fraktura [1]. Struktura
kosti kod osteoporoze ista je kao kod normalne kosti
(Sto je razlikuje od ostalih oboljenja kostiju), ali pos-
toji gubitak organskog matriksa i mineralnih supstan-
ci kostiju, narocito kalcijuma i fosfata. Gubitak
koStanog tkiva, usled osteoporoze, zauzima znacajno
mesto u oblasti stomatologije [2]. Deficit kostanog
tkiva u oblasti stomatologije tj. oralne implantologije
i protetike povlaci za sobom nemoguénost adekva-
tnog stomatoloS$kog zbrinjavanja. SniZenje sardZaja
kalcijuma, u koStanom tkivu, moZe nastati i kao po-
sledica interakcije kalcijuma sa teSkim metalima [9].
Teski metali, zajedno sa pesticidima, spadaju u najve-
¢e zagadivace Zivotne sredine, pri ¢emu je kontami-
nacija metalima moZda opasnija zbog nemogucénosti
njihove biorazgradnje i zbog kumulativnog toksi¢nog
dejstva nekih od njih. Izvori kontaminacije metalima
su brojni, a najznacajniji su produkti sagorevanja u
hemijskoj industriji i metalurgiji, industrijske otpadne
vode i deponije otpadnog materijala, agrohemijski
preparati i izduvni gasovi motornih vozila. Covek je,
dakle, izloZen Stetnom dejstvu teskih metala direktno
preko zagadenog vazduha i pijace vode, a indirektno
preko zemljiSta, podzemnih voda i zatrovanih kopne-
nih i vodenih biljaka i Zivotinja koje se koriste u pre-
hrambenoj, ali i v farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji. Osobina teSkih metala (olova, kadmijuma,
bakra, cinka) je da zamenjuju kalcijum u kristalima
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ULOGA SINTETICKIH BIOMATERIJALA U
PROCESU REGENERACIJE RESORBOVANE
ALVEOLARNE KOSTI*

Gubitak kostanog tkiva, usled resorpcije vilicnih kostiju, ima znacajno mesto
u stomatologiji. U cilju reSavanja problema deficita kostanog tkiva nastalih
resorpcijom alveolarne kosti pristupilo se primeni sintetickih materijala na
bazi CP/PLGA (kalcijum—fosfat/polilaktid—co—glikolid) kompozita. IstrazZi-
vanja su radena na pacovima kod kojih je arteficijelno izazivana resorpcija
vilicnih kostiju. Rezultati su pokazali da se najbolji efekat regeneracije alve-
olarne kosti postizu implantacijom nanokompozita. Efekat nanokompozita
pracen je odredivanjem sadrZaja kalcijuma i fosfata, kao osnova kristalne re-
Setke hidroksiapatita. Dobijeni rezultati pokazuju da sinteticki CP/PL.GA
nanokompozit olaksava rehabilitaciju oslabljene alveolarne kosti, pa zahva-
lujuéi svom osteokonduktivnom efektu moze u buducnosti biti materijal
izbora u zameni kostanog tkiva.

hidroksiapatita mineralnih tkiva i kalcifikuju ih dru-
gacije od zdravog tkiva. Prirodno, veoma izraZen afi-
nitet olova ka mineralnim tkivima (kosti, zubi) gde se
vremenom akumulira, potvrden je u radovima broj-
nih autora [9-12]. Olovo u kostima doprinosi razvoju
osteoporoze, smanjenju koStane mase, promeni
strukturne celovitosti kostiju i poveava resorpciju
kostiju kod starijih osoba [9,10]. ZadrZavanje i mobil-
nost olova u koStanom tkivu menja mnoge funkcije
kosStanih ¢elija, remeti metabolizam kalcijuma tj. pa-
ratiroidalnog hormona, kalcitonina, vitamina D i dru-
gih hormona koji uti¢u na metabolizam kalcijuma
[13], konkuriSe kalcijumu za gastrointestinalnu apsor-
pciju [14], pa samim tim i smanjuje njegovu apsorpci-
ju [15]. Karakteristika olova je da iz kostiju moZe da
prelazi u krv i obrnuto [16,17]. Tako su istraZivanja
Gulson-a [18] pokazala da se olovo iz kostiju porodi-
lja putem krvi prenosi u skelet fetusa, i da se dalja
mobilnost olova nastavlja tokom laktacije. Kadmijum
je visoko toksican metal koji, kao i olovo ima osobinu
da zamenjuje kalcijum u kalcifikovanim tkivima do-
vodeéi do oStecenja kostiju (osteomalacije), a i do
oStecenja bubrega, anemije, hipertenzije [19-21]. Is-
pitivanja Murphy-a i saradnika [22] pokazala su da
kadmijum ometa bioloske funkcije Ca®* jona. Tako
deficit kalcijuma u hrani povecava rizik od neurotok-
sicnih akcija kadmijuma, Sto rezultuje povecanu ku-
mulaciju ovog metala u mozgu.

Sinteticki biomaterijali, koji po svojim osobina-
ma lie na prirodnu kost, u novije vreme imaju sve
¢esS¢u primenu u procesu regeneracije kostanog tki-
va. NajceS¢u primenu imaju materijali na bazi mi-
nerala hidroksiapatita i polimera. Hidroksiapatit se
koristi zbog hemijske slicnosti mineralnom delu ko-
Stanog tkiva, u ¢ijoj je osnovi kalcijum hidroksiapatit
[Caz (PO4),]5Ca(OH), [1], a polimeri zbog poboljsa-
nja elastinosti materijala i distribucije bioaktivnih
molekula [3-5].

U ovom radu je za nadoknadu resorbovane al-
veolarne kosti, kori§¢en sinteticki hidroksiapatit/poli-
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laktid—co—glikolid (CP/PLGA) nanokomporzit, koji
pripada grupi biomaterijala koji oplakSava stvaranje no-
ve kosti i koji zahvaljuju¢i svom osteokonduktivhom
efektu moZe uspesno zameniti koStano tkivo [6-8].

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je da se odredivanjem sa-
drZaja kalcijuma i fosfata, u delu alveolarne kosti i
zubima, prati uloga CP/PLGA kompozita u nadokna-
di koStanog tkiva kod eksperimentalnih Zivotinja (pa-
cova) sa vestacki oSte¢enom alveolarnom Kosti.
Paralelno je pracen i uticaj kadmijuma i olova, koji su
dodati CP/PLGA komporzitu, na sadrzaj kalcijuma i
fosfata u alveolarnoj kosti i zubima, s obzirom na go-
re pomenutu Cinjenicu da imaju osobinu da zbog he-
mijske sli¢nosti njihovih jona menjaju Ca®* jone u
kristalnoj reSetki hidroksiapatita.

EKSPERIMENTALNI DEO

Kalcijum-fosfat (CP) gel dobijen je taloZenjem
iz alkalnog rastvora kalcijum-nitrata i amonijum-fos-
fata, na temperaturi od 100 °C [23]. Poli-DI -laktid—-
co—glikolid (DLPLG) (50:50) (Sigma Chemical
Company, USA) koriSCen je kao polimerna kompo-
nenta. Veliina destica kompozitnog biomaterijala
CP/DLPLG je od 40 do 50 nm [24]. Materijal je, pre
upotrebe, sterilisan y—zracima.

Istrazivanje je radeno na belim pacovima singe-
nog soja Sprague Dolly, Zenskog pola, starosti 6-8
nedelja. Zivotinje su gajene u laboratorijskim uslovi-
ma i pri normalnom reZimu ishrane, prose¢ne teZine
200 g. Zivotinje su podeljene u dve grupe:

1. Eksperimentalna grupa (A) (12 zivotinja)

2. Kontrolna grupa (B) (6 Zivotinja)

Eksperimentalnoj grupi Zivotinja je u predelu
izmedu medijalne linije i foramena mentale (predeo
najjaceg opterefenja mandibule pacova) leve strane
mandibule napravljen defekt pre¢nika 1,4 mm i dubi-
ne 1,6 mm uz pomo¢ sterilnog fisurnog ¢eli¢nog bore-
ra. U tako napravljeni defekt implantiran je
biokompozit CP/PLGA (kalcijum-fosfat/polilaktid—
co—glikolid), sintetisan na Institutu tehnickih nauka
SANU, Beograd, po specifikaciji proizvodaca. Uzorci
su upakovani u originalnu polimernu ambalazu (od
po 0,5 g) i sterilisani y—zracima.

Zivotinje eksperimentalne grupe (A) podeljene
su u tri podgrupe:

¢ Al — u napravljeni defekt alveolarne kosti im-
plantiran je CP/PLGA u obliku paste, dobijene doda-
vanjem fiziolo§kog rastvora prahu kompozita;

¢ A2 — u napravljeni defekt alveolarne kosti im-
plantiran je CP/PLGA kompozit pomesan sa razbla-
Zenim rastvorom olova i kadmijuma, pri ¢emu je
dodato ukupno po 5 ng Pb i Cd po g telesne teZine
pacova;

¢ A3 — u napravljeni defekt alveolarne kosti im-
plantiran je CP/PLGA kompozit pomeSan sa koncen-
trovanijim rastvorom olova i kadmijuma, pri ¢emu je
dodato ukupno po 50 pg Pb i Cd po g telesne teZine
pacova.

Kontrolna grupa (B) bila je Cista kontrola, bez
terapije, na normalnom dnevno-noénom ritmu i reZi-
mu ishrane. Zivotinje kontrolne grupe Zrtvovane su
kada i Zivotinje eksperimentalne grupe, nakon Sest i
dvanaest nedelja od implantacije. Uziman je koStani
uzorak donje vilice, na potezu od medijalne linije do
foramena mentale (predeo gde je napravljen artifici-
jalni defekt i uradena implantacija), kao i prednji zu-
bi donje vilice.

Zubi i delovi vili¢ne kosti, obe grupe (A i B), su
posle pranja i suSenja usitnjavani, mereni i pojedina-
¢no tretirani sa 5 mL 69 % HNOs i 7 mL 37 % HCIL.
SmeSe su postepeno zagrevane do temperature od
130 °C, koja je odrZzavana za vreme mineralizacije (2
sata). Nakon hladenja, rastvorima je dodavano tri pu-
ta po 15 mL dejonizovane vode, koji su zatim upara-
vani do zapremine od 1-2 ml.. Rastvori u kojima je
bilo taloga filtrirani su kroz filter papir Whatman No
541, a filtrati su rastvarani u 250 mL dejonizovane vo-
de. U ovako pripremljenim rastvorima odredivan je
totalan (ukupan) sadrzaj kalcijuma i fosfata. Kalci-
jum je odredivan kompleksometrijskom titracijom sa
standardnim rastvorom EDTA koncentracije 0,01
mol/L, pri pH ~ 11, uz indikator mureksid.

Sadrzaj fosfata odredivan je spektrofotometrij-
ski pomoc¢u amonijum-molibdata, na aparatu HAK
DR-2500.

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati odredivanja totalnog sadrzaja kalciju-
ma u uzorcima zuba i alveolarnih kosti kontrolnih
(B) i eksperimentalnih Zivotinja (A), nakon Sest i
dvanaest nedelja od implantacije nano kompozita
CP/PLGA, prikazani su u tabelama 1 i 2. Pored sa-
drZaja tj. mase kalcijuma po gramu uzorka, u tabela-
ma su procentualno izraZzene promene (smanjenje ili
povecanje) u masi kalcijuma, kao posledica implanta-
cije Cistog komporzita i kompozita sa dodatkom Cd i
Pb.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabelama 1 i
2, moZe se reci da implantirani ist kompozit dovodo
do povecanja mase kalcijuma, kako u samoj alveolar-
noj kosti, tako i u zubima. Svakako, efekat povecanja
mase kalcijuma, a time i regeneracije koStanog tkiva
izrazeniji je nakon duZeg vremena tj. nakon 12 nede-
lja. Tako se posle 6 nedelja masa kalcijuma u zubu
povecala za oko 2,1%, a u samoj alveolarnoj kosti za
oko 6,3%, dok se nakon 12 nedelja masa kalcijuma
povecala za oko 5,5 odnosno 10,6% u zubu i u alve-
olarnoj kosti.

Isti efekat postignut je i u masi fosfata kod zuba
i alveolarne kosti (tabela 3).
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Tabela 1. Sadrzaj kalcijuma v alveolarnoj kosti i zubima pacova 6 nedelja nakon implantacije CP/PLGA kompozita
Table 1. The content of calcium in the alveolar bone and teeth of rats 6 weeks after implantation of the CP/PLGA composite

Kontrolna grupa Eksperimentalna grupa (A)
Vrsta
uzorka ®) . Al Pmc, ** A2 Sm,*** A3 Sme,***
mca (mg) mea(mg) (%) mca(my)  (B)  mca(mg) (%)
Alveolarna kost 160,70 170,82 6,29 156,40 2,67 152,46 5,13
Zub 200,95 205,17 2,10 187,85 6,52 176,44 12,20

*  mca(mg) — masa Ca u mg/g uzorka

** Pmca — povecanje mase Ca (B-Al)
***Smca — smanjenje mase Ca (B—A2; B-A3)

Tabela 2. Sadrzaj kalcijuma u alveolarnoj kosti i zubima pacova 12 nedelja nakon implantacije CP/PL.GA kompozita
Tuble 2. The content of calcium in the alveolar bone and teeth of rats 12 weeks after implantation of the CPJPLGA composite

Kontrolna grupa

Eksperimentalna grupa (A)

Vrsta uzorka (B) Al Pmcy** A2 Sm,*** A3 S, **
mca (mg)* mcy (mg) (%) mcy (mg) (%) mcy (mg) (%)

Alveolarna kost 157,60 174,40 10,66 147.50 6,41 140,60 10,79

Zub 207,40 218,80 5,50 185,20 10,70 167,70 19,14

*mca(mg) — masa Ca u mg/g uzorka
**Pmca — povecanje mase Ca (B-Al)
**Smca —smanjenje mase Ca (B-A2; B-A3)

Medutim, analiza uzoraka podgrupe A2 i A3,
kod kojih je implantiranom materijalu dodat rastvor
olova i kadmijuma, ukazuju da se efekat nadoknade
koStanog tkiva tj. regeneracije kostiju znatno umanju-
je. Naime, razblaZeniji rastvor olova i kadmijuma do-
vodi do smanjenja mase kalcijuma kod zuba za oko
6,51 10,7%, a kod alveolarne kosti za oko 2,7 i 6,4%
za 6 1 12 nedelja, respektivno.

Masa kalcijuma u uzorcima zuba i alveolarne
kosti eksperimentalnih Zivotinja iz podgrupe A3
(komporzit sa koncentrovanijim rastvorom olova i ka-
dmijuma) za period od 6 nedelja smanjila se za oko
12,2% (zub) i oko 5,1% (alv. kost). Za period od 12
nedelja, proces zamene Ca’* jona hemijski sliénim
Pb** i Cd** jonima je znatno izraZeniji, §to se vidi na
osnovu mase kalcijuma. Masa kalcijuma u zubu kon-
trolne grupe iznosila je 207,40 mg, a u podgrupi A3
167,70 mg (smanjena za oko 19,2 %), dok je u alve-
olarnoj kosti sa 157,60 mg smanjena na 141,60 mg
(10,8%).

Promene u masi kalcijuma, alveolarne kosti i
zuba, kao posledica implantacije ¢istog i kompozita
sa dodatim Pb i Cd u zavisnosti od vremena izlaganja,
prikazane su i na histogramima, slika 1 i 2 odakle se
ovi uticaji mogu najbolje uociti.

Na slici 1 vidi se povecanje mase kalcijuma u al-
veolarnoj kosti pacova kod kojih je implantiran Cist
kompozit, bez dodatka Pb i Cd, u odnosu na kontrol-
nu grupu. Povecanje mase kalcijuma je, svakako, izra-
Zenije nakon duZeg vremena, tj. nakon 12 nedelja.
Takode, jasno je izraZeno i smanjenje u masi kalciju-
ma, kod pacova tretiranih kompozitom sa dodatim
Pb i Cd, u odnosu na kontrolnu grupu i ono je izraze-

o8

nije u slucaju primene koncentrovanijeg rastvora ovih
toksicnih teSkih metala, i tokom duZeg tretmana (12
nedelja).

Isti efekat moZe se uociti i na slici 2, s tom razli-
kom §to su razlike u masi kalcijuma (povecanje i sma-
njenje) u zubima pacova, u odnosu na kontrolnu
grupu, manje nego kod alveolarne kosti (slika 1). Ovo
je i ocekivano, s obzirom na to da je nanokompozit
implantiran u alveolarnu kost, gde se ofekuje najbolji
efekat.

Rezultati ovih ispitivanja su pokazali da olovo i
kadmijum zamenjuju jone kalcijuma u prirodnom
kalcifikovanom tkivu (zubi i kosti), a time sprecavaju
nadoknadu mineralnog matriksa kostiju implantira-
nim sintetickim biomaterijalima na bazi hidroksiapa-
tita. Poredenjem rezultata, dobijenih nakon 6 i 12
meseci od implantiranja materijala sa dodatim ras-
tvorom olova i kadmijuma iste koncentracije, prime-
¢uje se znaCajna razlika u masi kalcijuma. Veca
razlika u masi kalcijuma, izmedu kontrolne i eksperi-
mentalne grupe nakon 12 nedelja, posledica je kumu-
lativnog dejstva olova i kadmijuma. Naime, ovi metali
imaju izraZenu sklonost da se deponuju u kalcifikova-
nim tkivima, gde im se sadrZaj vremenom povecava,
na racun sniZenja sadrZaja kalcijuma. Pored toga,
osobina olova i kadmijuma kao visoko toksi¢nih me-
tala je i njihova velika pokretljivost pod uticajem hra-
ne, vode i telesnih tecnosti [25]. Tako se Stetno
dejstvo ovih metala moZe ocekivati i na drugim tkivi-
ma i organima prema kojima imaju afiniteta (bubrezi,
jetra, mozak, pluca) do kojih su preneti oralnom i te-
lesnim te¢nostima.
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6 nedelja 12 nedelja
Slika 1. Graficki prikaz promene mase kalcijuma u alveolar-
noj kosti pacova sa implantiranim CP/PLGA kompozitom, u
zavisnosti od vremena izlaganja
Figure 1. Graphic illustration of the mass defect of calcium in

the alveolar bone of rats with added CP/PLGA composite, as
a function of the build—up time

Tabela 3. Sadrzaj fosfata u alveolarnoj kosti i zubima pacova
0i 12 nedelja nakon implantacije CP/PLGA kompozita

Table 3. The content of phosphates in the alveolar bone and
teeth of rats 6 and 12 weeks after implantation of the
CP/PLGA composite

6 nedelja 12 nedelja
Alveolar- Zub Alveolar- 7ub
na kost (mg)* na kost (mg)*
(mg)* (mg)*
éo)mmlna 8TUPA 44520 22500 140,70 220,30
Eksperimentalna 46 00 25800 15470  238.10
grupa (Al)

*(mg) — masa PO4>” u mg/g uzorka

Sve ovo ukazuje na neophodnosti ispitivanja vi-
soko cistih materijala koji se implantiraju u ljudski
organizam na sadrZaj toksi¢nih teSkih metala, zato
Sto i niski sadrZaji vremenom mogu dovesti do veoma
teskih oboljenja sa letalnim ishodom. Pored materija-
la, neophodna je i kontrola metalnih ortodontskih
alata i pribora, koji se koriste u toku pripreme i uno-
Senja implantata u Zivo tkivo, jer mogu biti izvor te-
Skih metala koji Stetno deluju na organizam i
umanjuju dejstvo implantata u rekonstrukceiji ostece-
nog koStanog tkiva.

S obzirom na to da olovo i kadmijum, dodati
implantiranom kompozitu, nisu znacajno uticali na
sadrzaj fosfata, to je u tabeli 3 dat samo njihov sa-
drZaj u kontrolnoj grupi (B) i podgrupi Al.

B kontrolna grupa
B eksp.grupa

12 nedelja

6 nedelja

Slika 2. Graficki prikaz promene mase kalcijuma u zubima
pacova sa implantiranim CP/PLGA kompozitom, u zavisnosti
od vremena izlaganja 1,5 — B-AI; 2,6 - B-A2; 3,6 - B-A3
Figure 2. Graphic illustration of the mass defect of calcium in
the teeth of rats with added CP/PLGA composite, as a func-
tion of the build—up time

ZAKLJUCAK

Na osnovu analiziranih rezultata moze se istadi
sledece:

— implantiranjem CP/PLGA nano-kompozita u
oSteenu alveolarnu kost eksperimentalnih Zivotinja,
dolazi do poveéanja mase kalcijuma i fosfata u samoj
oStecenoj alveolarnoj kosti i u zubima, a time i do na-
doknade i regeneracije defekta kosti;

— rastvor olova i kadmijuma, dodat CP/PLGA
kompozitu, dovodi do smanjenja mase kalcijuma u
zubima i vili¢noj kosti, jer Pb** i Cd** joni imaju oso-
binu da zbog hemijske sli¢nosti sa Ca”* jonima, za-
menjuju iste u Kkristalnoj reSetki hidroksiapatita
kalcifikovanih tkiva.
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THE ROLE OF SYNTHETIC BIOMATERIALS IN RESORPTIVE ALVEOLAR
BONE REGENERATION

(Scientific paper)

Biljana M. Kali¢anin', Zorica R. Ajdukoviél, Milena Kostic?, Stevo J. Najmanl, Vojin P. Savié!,
Nenad L. Ignjatovié®
1Faculty of Medicine, Ni§, Bulevar dr Zorana Pindic¢a 81, *Clinic for Stomatology, NiS§
3Institute of Technical Sciences of SASA, Beograd

The alveolar bone tissue resorption defect has a significant role in den-
tistry. Because of the bone tissue deficit developed by alveolar resorption,
the use of synthetic material CP/PLGA (calcium-phosphate/polylactide—
co—gliycolide) composite was introduced. Investigations were performed
on rats with artificially produced resorption of the mandibular bone. The
results show that the best effect on alveolar bone were attained by using na-
no—composite implants. The effect of the nanocomposite was ascertained by
determining the calcium and phosphate content, as a basis of the
hydroxyapatite structure. The results show that synthetic CP/PLGA na-
nocomposite alleviate the rehabilitation of weakened alveolar bone. Due
to its osteoconductive effect, CP/PLGA can be the material of choice for

bone substitution in the future.
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Klju¢ne reci: CP/PLGA o Alve-
olarna kost e Kalcijum e Fosfat
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