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KRATAK SADRŽAJ 
Uvod: Čvrsta zubna tkiva predstavljaju idealna tkiva za procjenu dugoročnih efekata izlaganja organizma toksičnim metalima. 
Cilj ovog rada je bio da se SEM/EDS analizom odredi zastupljenost i međusobni odnos masenih udjela sljedećih elemenata: magnezijuma ugljenika, kiseonika, natrijuma, aluminijuma, fosfora, hlora, kalijuma, joda i olova u određenim dijelovima zuba (gleđ, gleđno-dentinska granica, dentin i pulpa) pacova sa eksperimentalno izazvanim diabetes mellitus-om (DM), nakon 14 i 30 dana izlaganja životinja olovu. 
         Materijal i metode rada: Istraživanje je sprovedeno kod pacova Wistar soja podijeljenih u tri grupe. Prvu grupu je činilo 8 pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om koji su uzimali olovo tokom 14 dana u koncentraciji od 1500 ppm, drugu grupu 8 pacova koji su uzimali olovo tokom 30 dana u koncentraciji od 1500 ppm, dok je treću  kontrolnu grupu činilo 5 zdravih pacova. Uzorci zuba su analizirani skening elektronskom mikroskopijom (SEM).  
        Rezultati: U zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 dana nije detektovano olovo dok su prosječne vrijednosti masenih udjela ostalih ispitivanih elemenata iznosile: ugljenik-24,25%, kiseonika-38,17%, natrijum-0,9%,  magnezijum-0,11%, aluminijum-0,07%, hlor-0,21% i jod-0,32%. Prosječne vrijednosti masenih udjela ispitivanih elemenata u gleđi zuba pacova koji su dobijali olovo 30 dana iznosile su: olovo-0,36%, ugljenik-31,09%, kiseonik-41,13%, natrijum-0,91%, magnezijum-0,21%, hlor-0,22%, kalijum-0,03% i jod-0,17%. 
Zaključak: Maseni udjeli elemenata koji su pronađeni u gleđi zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 30 dana bili su nešto veći ali bez statistički značajne razlike u odnosu na masene udjele elemenata kod grupe zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće 14 dana. Olovo je detektovano u zubima pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana i to samo u gleđi. 
Ključne riječi; maseni udjeli elemenata gleđi; dentinogeneza; SEM/EDS analiza


ANALYSIS OF MASS PORTIONS OF BIOGENIC ELEMENTS IN DENTAL TISSUE

SUMMARY
Introduction: Hard dental tissues represent ideal tissues for assessing the long-term effects of exposure to toxic metals.
[bookmark: _GoBack]The aim of this paper was to determine the abundance and the relation between mass portions of the following elements: magnesium, carbon, oxygen, sodium, aluminium, phosphorus, chlorine, potassium, iodine and lead in certain parts of the teeth(enamel, enamel-dentine line, dentine, pulp) with rats with experimentally induced diabetes mellitus (DM) by using SEM/EDS analysis, after 14 and 30 days of exposing animals to lead.
Material and methods of work: The study was conducted in rats of Wistar strains divided into three groups. The first group consisted of 8 rats with experimentally induced DM, taking lead in the course of 14 days at a concentration of 1500 ppm; the second group consisted of 8 rats taking lead in the course of 30 days at a concentration of 1500 ppm, while the third control group consisted of 5 healthy rats. The teeth samples were analysed by scanning electron microscopy (SEM). 
Results: No lead was detected in the teeth of rats that received lead in drinking water in the course of 14 days, while the average values of mass portions of other examined elements amounted to: carbon -24,25 %, oxygen – 38,17%, sodium -0,9%, magnesium -0,11%, aluminium – 0,07%, chlorine – 0,21% and iodine – 0,32%. The average values of the mass portions of examined elements in the enamel of teeth of rats receiving lead in the course of 30 days amounted to: lead -0,36%, carbon-31,09%, oxygen – 41,13%, sodium – 0,91%, magnesium – 0,21%, chlorine – 0,22%, potassium – 0,03% and iodine – 0,17%. 
Conclusion: Mass portions of elements found in the teeth enamel of rats receiving lead in the course of 30 days through drinking water were slightly higher but without statistically significant difference in relation to the mass portions of elements in the group of teeth of rats taking lead through drinking water in the course of 14 days. The lead was detected in the teeth of rats that received lead for 30 days, and only in theenamel.
Key words: mass portions of elements in the enamel, dentinogenesis, SEM/EDS analysis


UVOD 
U konstitutivnom smislu, sva živa bića su izgrađena, kako od organskih materija i hemijskih elemenata (makroelementi, mikroelementi) tako i od toksičnih  elemenata, koji se u organizmu nalaze  u različitim koncentracijama, usljed kontaminacije iz okoline (Al, Hg, Cd, Pb, Bi, Ag). Među toksičnim elementima posebno se  izdvaja olovo kao  jedan od najvažnijih i najtoksičnijih teških metala u svijetu zbog činjenice da je životna sredina sve zagađenija [1,2].
Zagađenje okoline teškim metalima dovodi do toga da ih tijelo čovjeka apsorbuje i najviše deponuje u jetri, kostima i zubima. Zbog toga se zubi smatraju pogodnim biomarkerima za određivanje izlaganja  metalima, posebno olovu [3]. 
Sa posebnom pažnjom je u istraživanjima ispitivan odnos olova i metabolizma bioelemenata. Deponovano olovo u čvrstim tkivima, po mnogim autorima, ne mora predstavljati opasnost za organizam, niti mora da ispolji toksične efekte u njima sem u slučajevima nagle mobilizacije i prelaska u krv, usled određenih fizioloških ili patoloških procesa. Gleđ kao najviše mineralizovano tkivo u organizmu, čini zaštitni omotač pulpo-dentinskog kompleksa i  i u njegov neorganski sastav (96-97%) pored hidroksiapatita ulaze i male koncentracije magnezijuma, karbonata, fluoruida, čiji se sastav i struktura mijenjaju pod uticajem raznih etioloških faktora kao i teških metala iz okoline [4,5].
Reaktivna dentinogeneza nastaje kod blagih i umjerenih nadražaja gdje odontoblasti mogu da prežive i pojačaju svoju sekretornu aktivnost formirajući nove slojeve tercijarnog dentina. Vojinović i saradnici  su na osnovu SEM ispitivanja patološke dentinogeneze zaključili da je struktura patološkog dentina vrlo slična strukturi pokrovnog dentina, te da zavisi od jačine i dužine iritacije [6-8].
	U skorije vrijeme, Tvinnereim i saradnici su kroz studiju uočili vezu izmedju izlaganja olovu u trenutku formiranja dentina i 40% povećanja u osjetljivosti na karijes kod  zuba pacova [9].
	U nekim istraživanjima sedamdesetih godina  je potvrđen efekat olova na odloženo nicanje zuba u nekim oblastima zagađenim teškim metalima [2,10]
	Postoje izvještaji u literaturi koji ukazuju da zastupljenost olova u hemijskom sastavu gleđi može promijeniti njegovu  dentalnu ultrastrukturu i dovesti do oštećenja gleđi. Tako je   Gomes sa  saradnicima  utvrdio da su zubi  predškolske djece, koja su živjela u industrijskoj oblasti grada, imali veću koncentracije olova u  gleđi nego zubi djece koja su živjela u neindustrijskoj oblasti [2,11].
	Zubi sa povećanim sadržajem olova takođe pokazuju povećanu abraziju i diskoloraciju jer je poroznija struktura gleđi osjetljivija na abraziju i upijanje egzogenih pigmenata. Međutim, ove studije nisu bile dovoljne da bi se utvrdila jasna povezanost između prisustva olova i takvih oštećenja gleđi [12, 13].
	Potvrđeno je takođe da je intenzivan metabolizam pulpe značajno usporen u nekim metaboličkim oboljenjima, kao što je dijabetes i zbog toga su  neophodna dodatna istraživanja odlaganja olova u ovakvim uslovima [14].
Diabetes melitus (DM) je hronično oboljenje koje negativno  utiče na reparaciju pulpe (reparativnu sposobnost pulpe) i periodoncijuma, što su potvrdile brojne studije. DM predstavlja predisponirajući faktor karijesu, gingivitisu, periodontitisu, oralnoj kandidijazi i kserostomiji i mnogim drugim oboljenjima usne duplje [15,16].
	Mikrocirkulacija pulpe je takođe važan dinamičan sistem koji reguliše metaboličke procese zuba i dentinogenezu. Na krvne sudove pulpe utiču brojni neurogenetski faktori kao i fizičko-hemijski faktori koji mogu uticati na odbrambene reakcije pulpo-dentinskog kompleksa.   Hipoplazija gleđi je važan klinički problem kod novorođenčadi čije majke su oboljele od dijabetesa. To je podstaklo Silvu i njene saradnike (2003) da ispitaju da li postoje hipoplazije gleđi u  zubima  pacova (mladunaca) Vistar soja, gdje su ženke dovedene u dijabetes tokom trudnoće. Makroskopski su uočeni bjeličasti defekti u gleđi (hipoplazije), što je potvrđeno i SEM-om, gdje su zabilježene hipoplazije gleđi skoro u svim zubima eksperimentalne grupe [12,17].
	Parametri antioksidantnog sistema, značajno su izmenjeni u pulpi pacova sa eksperimentalno izazvanim dijabetesom, što su potvrdile i brojne studije [18].
	Dok su mehanizmi obolijevanja parodoncijuma kod DM-a potpuno razjašnjeni, ćelijski i molekularni mehanizmi poremećaja u zubnoj pulpi tokom dijabetesa  su i dalje problem koji se istražuje [18,19].
Histopatološke studije pokazuju postojanje angiopatija i zadebljanje bazalne membrane kako malih tako i velikih krvnih sudova pulpe [20]. 
	Potvrđeno je takođe da je intenzivan metabolizam pulpe značajno usporen u nekim metaboličkim oboljenjima (kao što je dijabetes) pa su zato neophodna dodatna istraživanja odlaganja olova u ovakvim uslovima. Reparativna dentinogeneza podrazumijeva formiranje tercijarnog  dentina  kao odgovor na odgovarajuće patološke nadražaje (egzogene ili endogene). Produkcija dentina, koja je povećana tokom reparacije (tercijarna dentinogeneza) je karakteristična samo za pulpno tkivo. Novonastali dentin se taloži na pulpodentinskom spoju, u cilju zaštite  pulpe od uticaja štetnih nadražaja [21].
Cilj ovog istraživanja je bio da se SEM/EDS analizom odredi zastupljenost i međusobni odnos masenih udjela sljedećih elemenata: magnezijuma ugljenika, kiseonika, natrijuma, aluminijuma, fosfora, hlora, kalijuma, joda i olova u određenim dijelovima zuba (gleđ, gleđno-dentinska granica, dentin i pulpa) pacova sa eksperimentalno izazvanim diabetes mellitus-om, nakon 14 i 30 dana izlaganja životinja olovu. 

MATERIJAL I METOD RADA 
	Za uzorak su odabrani pacovi Wistar soja, zbog velike sličnosti u fiziologiji pulpe zuba pacova sa fiziologijom pulpe humanih zuba. U eksperiment je uključen 21 laboratorijski pacov Wistar soja, odnosno 336 zuba. Studija je odobrena od strane Etičkog komiteta Zavoda za stomatologiju  Medicinskog fakulteta u Banjaluci. Eksperimentalne grupe pacova su podijeljene u dvije grupe: prvu grupu je činilo 8 pacova (128 molara i premolara gornje i donje vilice) sa eksperimentalno izazvanim DM-om koji su uzimali olovo tokom 14 dana u koncentraciji od 1500 ppm. Drugu eksperimentalnu grupu je činilo 8 pacova (128 molara i premolara gornje i donje vilice) koji su uzimali olovo tokom 30 dana u koncentraciji od 1500 ppm. Kontrolnu  grupu je činilo 5 zdravih pacova (80 molara i premlara gornje i donje vilice). Protokol  eksperimentalno indukovanog diabetes mellitus-a kod pacova je uključivao primjenu rastvora Alloxana-a koji je aplikovan intraperitonealno а protokol za intoksikaciju olovom je obuhvatao intoksikaciju adultnih pacova olovnim-acetatom u koncentraciji od 1500 ppm putem vode ad libitum. Sve procedure na životinjama, njegovanje, eksperimentalni tretman, žrtvovanje bez bola i stresa izvedeni su u skladu sa ,,Smjernicama za brigu o životinjama u eksperimentalnim istraživanjima’’ („Guide for the Care and Use Laboratory Animals’’, 1996 National Academy Press, Washington, DC). Nakon dekapitacije, gornjovilične kosti pacova su odvajane od mekih tkiva, pohranjene u fiksativ (10% neutralni puferovani formalin) i potom su u uzorku zuba pripremljeni za SEM-EDS analizu. U ovoj fazi eksperimenta materijal je dostavljen u Univerzitetski centar za skenirajuću elektronsku mikroskopiju u Novom Sadu, gdje je urađena priprema materijala za SEM-EDS analizu. Uzorke su činili zubi tj. premolari i molari iz grupe A1 (8 pacova tj.128 premolara i molara gornje i donje vilice), A2 (8 pacova tj. 128 premolara i molara gornje i donje vilice) i B1 (5 pacova tj. 80 premolara i molara gornje i donje vilice).   Uzorci zuba su sječeni i polirani dijamantskim diskom kroz sredinu zuba mediodistalnom smjeru kako bi se eksponiralo poprečni presjek zone gleđi i dentinske mase. Uzorci su sušeni i pripremani za SEM snimanja naparavanjem zlatom u postupku Ion Sputter Coating uređajem Bal-Tec SCD 005. Naparavanje je sprovedeno strujom od 30mA u trajanju od 90 sekundi sa radnom distancom WD50mm[8].
Snimanje i analize su urađene na Skening elektronskom mikroskopu (JEOL JSM 6460LV) i priključenom OXFORD INCAx-sight spektralnom analizatoru. Za potrebe ove analize slike su dobijene Back-scatterovanom ili Primarnom emisijom odbijenih elektrona u Compo modu (BEIc) jer se pokazalo da najkorisnije ističe zone gleđi i dentinske mase. Uzorci su posmatrani pri ubrzanju 20kV na radnoj distanci (WD) od 10 mm i pod upadnim uglom koji je bio primeren nagibu polirane površine premolara i molara. Opšti snimak dat je u preglednom uvećanju 35x, a za potrebe preciznije EDS analize upotrebljeno je uvećanje 100x. Dobijeni rezultati su analizirani i statistički obrađeni

Statistička obrada podataka
	 Kvalitativni podaci (maseni udjeli elemenata) prikazani su kroz broj pojava i procentualnu zastupljenost. Razlike u masenim udjelima elemenata između grupa testirane su Man-Vitni U testom.
REZULTATI

U tabeli 1 prikazane su prosječne vrijednosti masenih udjela, C (ugljenika), O (kiseonika), Na (natrijuma), Mg (magnezijuma), Al (aluminijuma), Cl(hlora), K(kalijuma), J (joda) i Pb (olova) u dijelovima zuba kod svih ispitivanih grupa. 
Prosječne vrijednosti masenih udjela ugljenika u zubu pacova koji su dobijali olovo 14 dana, bila je najveća u predjelu gleđi (24.25%),a najmanja u u oblasti gleđno dentinske granice (19.95 %). Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana najveći maseni udio je uočen u gleđi (31.09%) a najmanji u pulpi (31.09%). 
	Prosječna vrijednost udjela kiseonika u zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 dana bila je najveća u predjelu dentina (39.43%) potom u gleđi (38.17 %). Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana, maseni udio je bio najveći u predjelu  gleđno dentinske granice je iznosio 44.88%, dok je najmanji bio u pulpi i iznosio 36.52 %. 
          Prosječna vrijednost udjela natrijuma u zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 dana bila je najveća u predjelu dentina (0.22%) dok u području gleđno dentinske granice nije ni detektovan. Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana, maseni udio je bio najveći u predjelu  gleđi te  je iznosio 0.91%, dok u dentinu i pulpi nije uopšte detektovan.
 	Prosječne vrijednosti udjela magnezijuma u zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 dana bila je najveća u predjelu dentina (0.11 %) dok u ostalim dijelovima zuba  nije ni detektovan. Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana, maseni udio je bio najveći u predjelu gleđno dentinske granice je iznosio 0.07%, dok u dentinu i pulpi nije uopšte detektovan.
	Prosječna vrijednost udjela aluminijuma u zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 dana bila je najveća u predjelu gleđno dentinske granice (0.07%) dok u ostalim dijelovima zuba nije ni detektovan. Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana, maseni udio je bio najveći u predjelu gleđno dentinske granice (0.07 %), dok u dentinu i pulpi nije uopšte detektovan.
	U zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 30 dana  nije detektovan aluminijum  ni u jednom sloju zuba.
	Prosječna vrijednost udjela hlora u zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 dana bila je najveća u predjelu gleđi (0.21 %) a najmanja u dentinu (0.16%). Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana, maseni udio je bio najveći u predjelu  gleđi  te je iznosio 0.22 %, dok u dentinu i pulpi nije uopšte detektovan.
	Prosječne vrijednosti udjela kalijuma u zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 dana nije detektovan ni u jednom sloju zuba. Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana, maseni udio je bio najveći u predjelu  gleđi  je iznosio 0.08 %, dok u dentinu i pulpi nije uopšte detektovan.
	U zubima pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 14 nije detektovano olovo ni u jednom sloju zuba. Kod pacova koji su dobijali olovo 30 dana, ono je  bilo detektovano samo u gleđi (0,36).
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             Slika 1. SEM fotomikrografija uzdužnog presjeka zuba pacova sa dijabetesom koji su dobijali olovo 14 dana a) uvećanje H x 400 35x i b) uvećanje 100x
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Slika 2. EDS analiza zuba pacova koji su dobijali olovo 14 dana a) ispitivani spektrumi i 
b) pikovi ispitivanih elemenata u spektrumu 1
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Slika 3. SEM fotomikrografija uzdužnog presjeka zuba pacova koji su dobijali olovo-acetat 30 dana a) uvećanje 35x i b) BEI fotomikrografija uvećanje 35x 
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Slika 4. EDS analiza zuba pacova koji su dobijali olovo-acetat 30 dana:a) poprečni presjek zuba i prikaz spektruma i b) pikovi ispitivanih elemenata u spektrumu 1 

Ovom analizom određivani su maseni udjeli elemenata u navedenim dijelovima zuba i u navedenim segmentima te je nađeno prisustvo slijedećih elemenata: C (ugljenika), O (kiseonika), Na (natrijuma), Mg (magnezijuma), Al (aluminijuma), Cl (hlora), K (kalijuma), J (joda) i Pb (olova).
U slijedećoj tabeli (Tabela 1 i 2)  prikazan je broj pozitivnih nalaza masenih udjela navedenih elemenata u ispitivanim djelovima zuba u obe ispitivane grupe (A1 i A2 grupa).

Tabela 1. Prosječne vrijednosti masenog udjela pojedinih elemenata u dijelovima zuba kod ispitivanih grupa

	
	Spektrum
	Grupa

	
	
	Pb 14 dana
	Pb 30 dana

	
	
	N
	

	SD
	Med
	Min
	Maks
	N
	

	SD
	Med
	Min
	Maks

	Wt% C
	Gleđ
	12
	24.25
	13.57
	20.86
	9.12
	53.65
	7
	31.09
	15.17
	28.94
	13.53
	56.63

	
	GTG
	11
	19.95
	6.92
	18.89
	11.74
	35.28
	8
	21.68
	9.52
	17.58
	14.95
	43.24

	
	Dentin
	12
	23.56
	6.58
	24.87
	11.57
	32.36
	6
	19.91
	6.78
	22.61
	10.08
	26.09

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	17.83
	.
	17.83
	17.83
	17.83

	
	Ukupno
	35
	22.66
	9.55
	21.25
	9.12
	53.65
	22
	24.02
	11.50
	21.68
	10.08
	56.63

	Wt% O
	Gleđ
	12
	38.17
	8.26
	41.80
	16.78
	43.88
	7
	41.13
	9.63
	44.84
	24.75
	54.55

	
	GTG
	11
	38.26
	4.48
	38.81
	31.09
	44.79
	8
	44.88
	8.74
	46.87
	27.69
	54.48

	
	Dentin
	12
	39.43
	5.90
	39.62
	30.00
	46.61
	6
	44.14
	11.07
	46.39
	24.26
	55.13

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	36.52
	.
	36.52
	36.52
	36.52

	
	Ukupno
	35
	38.63
	6.29
	39.58
	16.78
	46.61
	22
	43.10
	9.28
	45.05
	24.26
	55.13

	Wt% Na
	Gleđ
	12
	.09
	.32
	.00
	.00
	1.10
	7
	.91
	1.22
	.82
	.00
	3.44

	
	GTG
	11
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	8
	.22
	.41
	.00
	.00
	.98

	
	Dentin
	12
	.22
	.51
	.00
	.00
	1.35
	6
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	.00
	.
	.00
	.00
	.00

	
	Ukupno
	35
	.11
	.35
	.00
	.00
	1.35
	22
	.37
	.79
	.00
	.00
	3.44

	Wt% Mg
	Gleđ
	12
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	7
	.21
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	GTG
	11
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	8
	.07
	.21
	.00
	.00
	.58

	
	Dentin
	12
	.11
	.27
	.00
	.00
	.81
	6
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	.00
	.
	.00
	.00
	.00

	
	Ukupno
	35
	.04
	.16
	.00
	.00
	.81
	22
	.03
	.12
	.00
	.00
	.58

	Wt% Al
	Gleđ
	12
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	7
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	GTG
	11
	.07
	.22
	.00
	.00
	.74
	8
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Dentin
	12
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	6
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	.00
	.
	.00
	.00
	.00

	
	Ukupno
	35
	.02
	.13
	.00
	.00
	.74
	22
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00



Tabela 2 . Prosječne vrijednosti masenih udjela elemenata po segmentima u ispitivanim
                  grupama
	
	Spektrum
	Grupa

	
	
	Pb 14 dana
	Pb 30 dana

	
	
	N
	

	SD
	Med
	Min
	Maks
	N
	

	SD
	Med
	Min
	Maks

	Wt% Cl
	Gleđ
	12
	.21
	.41
	.00
	.00
	1.16
	7
	.22
	.30
	.00
	.00
	.77

	
	GTG
	11
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	8
	.02
	.07
	.00
	.00
	.19

	
	Dentin
	12
	.16
	.37
	.00
	.00
	1.03
	6
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	.00
	.
	.00
	.00
	.00

	
	Ukupno
	35
	.13
	.33
	.00
	.00
	1.16
	22
	.08
	.19
	.00
	.00
	.77

	Wt% K
	Gleđ
	12
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	7
	.03
	.08
	.00
	.00
	.20

	
	GTG
	11
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	8
	.08
	.22
	.00
	.00
	.62

	
	Dentin
	12
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	6
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	.00
	.
	.00
	.00
	.00

	
	Ukupno
	35
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	22
	.04
	.14
	.00
	.00
	.62

	Wt% I
	Gleđ
	12
	.32
	.61
	.00
	.00
	1.70
	7
	.17
	.45
	.00
	.00
	1.20

	
	GTG
	11
	.46
	.80
	.00
	.00
	2.10
	8
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Dentin
	12
	.18
	.62
	.00
	.00
	2.14
	6
	.27
	.65
	.00
	.00
	1.60

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	.00
	.
	.00
	.00
	.00

	
	Ukupno
	35
	.32
	.67
	.00
	.00
	2.14
	22
	.13
	.42
	.00
	.00
	1.60

	Wt% Pb
	Gleđ
	12
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	7
	.36
	.62
	.00
	.00
	1.30

	
	GTG
	11
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	8
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Dentin
	12
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	6
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00

	
	Pulpa
	0
	.
	.
	.
	.
	.
	1
	.00
	.
	.00
	.00
	.00

	
	Ukupno
	35
	.00
	.00
	.00
	.00
	.00
	22
	.11
	.37
	.00
	.00
	1.30




Razlike u masenim udjelima elemenata između grupa testirane su Man-Vitni U testom. Između masenih udjela ispitivanih elemenata nije utvrđena statistički značajna razlika (Tabele 1 i 2 i Slike 1-4).
	
DISKUSIJA
Uprkos činjenici da su nivoi olova u tvrdim zubnim tkivima korisni pokazatelji izloženosti olovu, informacije o njegovom  vremenskom djelovanju i  jedinjenjima olova u  tkivima zuba su vrlo ograničene [22].
	Osnova toksičnosti olova je u tome  što se njegovi  metalni katjoni  vezuju  sa posebnim ligandima (npr. sulfidnim, karboksilnim ili amino grupama) biomolekularnih supstanci koje su od posebnog značaja za različite fiziološke funkcije i transport jona [23].
Iako ne pripada pulpo-dentinskom kompleksu, gleđ kao najviše mineralizovano tkivo u organizmu, čini zaštitni omotač pulpodentinskog kompleksa u predjelu krunice zuba. Deficit esencijalnih elemenata povećava toksičnost teških metala, dok višak djeluje zaštitno. Veliki dio ovih istraživanja je rađen na laboratorijskim životinjama tj. njihovim kostima i zubima gdje se najviše akumuliraju, dok su podaci na ljudima oskudni, ali uglavnom identični sa istim na životinjama [24].
	Podstaknuti ovim saznanjima, ova studija se bavila ispitivanjem uticaja olova i dijabetesa na zube pacova i njihov odnos prema elementima koji ulaze u strukturu zuba istih u koju su bili  uključeni 21 laboratorijski pacov Wistar soja,  odnosno 336 zuba (molara i premolara). Rezultati ove eksperimentalne studije su ukazali da su prosječne vrijednosti masenih udjela ugljenika, kiseonika, natrijuma, magnezijuma, hlora, kalijuma, joda i olova bili nešto viši u predjelu gleđi zuba pacova koji su dobijali olovo 30 dana i koji su bili dovedeni u dijabetes ali nije uočena statistički značajna razlika neđu masenim udjelima navedenih elemenata koji su detektovani u uzorcima zuba obe eksperimentalne grupe.
	Rezultati ove studije su saglasni i sa nalazima studije Baranowska-Bosiack-e koja  je sa saradnicima (2008) ispitivala dejstvo suplementa melantonina na mužjake Vistar soja koji su od rođenja do polne zrelosti uzimali olovo-acetat u vodi za piće i melantonin u hrani. Vrijednost Pb, Ca i Mg u zubima je mjerena atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom. Kod pacova koji su uzimali i olovo i melantonin, uočeno je značajno povećanje olova u krvi, kostima i zubima. Pri tom su utvrđene i  povećane  koncentracije Ca i Mg u  zubima  pacova tj. u gleđi bez statistički značajne razlike [25].
	Deponovano olovo u čvrstim tkivima, po mnogim autorima, ne mora predstavljati opasnost za organizam, niti mora da ispolji toksične efekte u njima osim u slučajevima nagle mobilizacije i prelaska u krv, usled određenih fizioloških ili patoloških procesa, npr. trudnoća, rast i razvoj djece [26].
	Sa posebnom pažnjom je u istraživanjima ispitivan odnos olova i metabolizma bioelemenata. Antila je  ispitivala apsolutnu koncentraciju Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Sr i Pb u gleđi (sa labijalne i lingvalne strane, donjih mliječnih sjekutića) pomoću protonske indukcije x-zracima. Uočene su značajne varijacije u koncentraciji sa oralne i lаbijalne površine pojedinih zuba i to samo za olovo, a kod ostalih metala nije uočena statistički značajna razlika za lingvalnu i oralnu površinu što se podudara sa našom studijom u kojoj nije uočena statitstički značajna razlika [26, 27].	
Barmes i Ludmgh su ustanovili korelaciju koncentracije olova u zubima i zubnog kvara, u tom smislu da su ispitanici sa visokim koncentracijama olova imali veći broj karijesnih zuba u odnosu na ispitanike sa nižim nivoom olova [28].
         Neke studije upućuju na to da postoji povezanost između prisustva olova u dentalnom tkivu i kliničkih promjena u gleđi. Takve promjene se mogu povezati sa diskoloracijom. Međutim, ove studije nisu bile dovoljne da bi se utvrdila jasna povezanost između prisustva olova i takvih oštećenja gleđi [29].
            Rezultati koji nisu bili u skladu sa našim su nalazi Grobler-a i saradnika koji su ispitivali
trudne ženke pacova koje su dobijale olovo u vodi za piće tokom trudnoće i tokom laktacije. Koncentracija olova u molarima je ispitivana atomskom apsorpicionom spektrofotometrijom i utvrđeno je da je olovo najviše ugrađeno u zubno tkivo kod ženki koje su pile vodu sa najvećom
koncentracijom olova. Međutim, ovo istraživanje je urađeno, primjenom visokih koncentracija olova u vodi koja se inače ne nailazi u životnoj sredini, za razliku od naše studije [ 30]. 

Trovanja olovom je mnogo brže kod djece i mladunaca životinja, što je posljedica većeg stepena resorpcije iz digestivnog trakta. Naime, već je napomenuto da se kod djece resorbuje 50 % od oralno unesene količine olova, dok je kod odraslih resorpcija znatno manja i iznosi svega 10% [23]. Gore navedeno može opravdati rezultat dobijen u našoj studiji gdje je detektovan  mali maseni udio olova (0,36) u predjelu gleđi zuba pacova koji su dobijali olovo trideset dana u vodi za piće tj. kod naših eksperimentalnih pacova se sporije uneseno olovo resorbovalo iz gastrointerstinalnog trakta u odnosu na prethodnu studiju kod pacova mladunaca kod kojih je ta resorpcija 50% povećana i zbog toga nije došlo do značajne ugradnje olova u zube pacova Međutim rezultati nekih studija nisu bili u potpunosti u skladu sa našim rezultatima gdje je olovo detektovano u gleđi. Youravonga i saradnici su ispitivali gleđ i dentin kod djece sa visokom koncentracijom olova u krvi, metodom sekundarne jonske masene spektrometrije (secondary ion mass spectrometry-SIMS) i mikroanalizom x zracima. Ove metode su ukazale na vidljiv nivo olova u dentinu na granici sa pulpom, a mikroanaliza x-zracima nije mogla detektovati olovo. Mikroanaliza x-zracima u ovom ispitivanju nije mogla detektovati olovo za razliku od sekundarne jonske masene spektrometrije koja ga je detektovala u dentinu na granici sa pulpom [31].
	I u našoj studiji se došlo do pretpostavke da se veća koncentracija olova mogla detektovati nekom osjetljivijim i preciznijm metodom i u ostalim dijelovima zuba a ne samo u gleđi. Jedna od njih je i SEM sa multielementnim detektorima koja može biti dobra zamijena za konvencionalno hemijsko ispitivanje, posebno kada se radi o ambijentalnom SEM-u, kojim se lako rukuje, kod kojeg analiza kratko traje i ne zahtijeva standardne protokole pripreme uzoraka, što se obično zahtijeva kada su u pitanju analize SEM-om [32].
	Povećane koncentracije olova  mogu djelovati i na razvoj djece i na resorpciju  hranljivih materija, kao sto su kalcijum, selen, bakar, željezo i magnezijum ali  i na smanjene aktivnosti različitih ćelijskih  enzima. Olovo se inače  nakuplja  najviše u kostima i  zubima. Poznato je, da se u dentalna tkiva ugrađuju metali u periodu od obrazovanja gleđi ili dentina (u toku razvoja zuba)[7,26]. Tako je i  Gomes sa  saradnicima  u svojoj studiji  utvrdio da su zubi  predškolske djece, koja su živjela u industrijskoj oblasti grada, imali veću koncentracije olova u  gleđi nego zubi djece koja su živjela u neindustrijskoj oblasti. In vitro studije su pokazale da prisustvo olova u toku amelogeneze može dovesti do promjena kod ultrastrukture gleđi, dovodeći do toga da su ameloblasti veoma osjetljivi na promjene u okruženju. Ove promjene mogu biti povezane sa modifikacijama u fizičko-hemijskom odnosu u gleđi, što je može učiniti osjetljivijom na demineralizaciju [11].
	Grobler i saradnici su ispitivali trudne ženke pacova koje su dobijale olovo u vodi za piće, u toku trudnoće i u toku laktacije. Koncetracija olova u molarima je ispitivana atomskom apsorpicionom spektrofotometrijom i utvrđeno je da je olovo najviše ugrađeno u zubno tkivo kod ženki koje su pile vodu sa najvećom koncentracijom olova. Međutim, ovo istraživanje je urađeno, primjenom visokih koncentracija olova u vodi koja se inače ne nalazi u životnoj sredini Potvrđeno je takođe da je hipoplazija gleđi povećana kod djece izložene visokim koncentracijama olova što moze donekle opravdati našu studiju sa zastupljenosti malih koncentreacija olova i rezulatat u kojoj nisu uočene statistički značajne razlike [29,30].
	Interesantno je da je kod sjekutića pacova izloženih olovu, uočeno odloženo nicanje sjekutića. Povećanje proteina u matriksu gleđi ovih pacova, moglo bi se povezati sa efektom zaustavljanja rasta. Olovo je citotoksični agens i promjene u količini proteina i kašnjenje u amelogenezi bi mogli biti povezani sa direktnim djelovanjem olova na ameloblaste. Rezultati ukazuju na to da mineralizacija kasni zbog izlaganja olovu [28].
	Međutim, Curzon i Losee nisu uočili zavisnost sadržaja olova u zubnim tkivima i karijesa. U istraživanjima Vulovića nije ustanovljena jasna korelacija sadržaja olova u zubima i zubnog kvara [34,35].
	Diabetes melitus je hronično oboljenje koje negativno  utiče na reparaciju pulpe (reparativnu sposobnost pulpe) i periodoncijuma, što su potvrdile brojne studije. Nekontrolisan ili neadekvatno kontrolisan diabetes mellitus može biti faktor rizika za razvoj oralnih komplikacija. To je podstaklo Catanzaro-a i saradnike da ispitaju da li DM dovodi do zapaljenja i strukturnih promijena u pulpi. Mužijacima pacova Wistar soja su aplikovane injekcije streptozotocina (STZ) i indukovan vještački dijabetes. Nakon 30 i 90 dana nitriti u tkivu pulpe su bili povišeni samo u prvih 30 dana dok su poslije 60 dana bili manji u odnosu na kontrolnu grupu. Ova studija ukazuju da dijabetes dovodi do promjena u oralnim tkivima i ekspresije medijatora zapaljenja [36].



ZAKLJUČAK

           Maseni udjeli elemenata koji su pronađeni u gleđi zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće tokom 30 dana bili su nešto veći ali bez statistički značajne razlike u odnosu na masene udjele elemenata kod grupe zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi za piće 14 dana. Olovo je detektovano u zubima pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana i to samo u gleđi.
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