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ACE INHIBITORI, ENALAPRIL, Il MEHANIZMI ORALNE HOMEOSTAZE:
PROTOK PLJUVACKE I ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

REZIME

Uvod: Pljuvacka je medijum koji svojim komponentama, protokom i antioksidativnim
kapacitetom, u velikoj meri doprinosi oralnoj homeostazi. Najc¢esc¢i faktori odgovorni za
nastanak smanjenog luc¢enja pljuvacke i/ili kserostomije (subjektivni osecaj suvoce usta)
su nezeljeni efekti lekova, kao S§to su antihipertenzivi, 1 bolesti, kao S§to je dijabetes
melitus (DM) tip 2. ACE inhibitori danas predstavljaju lekove prvog izbora za lecenje,
kako esencijalne hipertenzije, tako i hipertenzije udruzene sa DM tip 2. Za sada nema
dobro dokumentovanih klini¢kih studija koje direktno ukazuju na kserogeni efekat ACE
inhibitora. Povoljnom terapijskom efektu ACE inhibitora, pored njihovog direktnog
dejstva na komponente angiotenzinskog sistema, znacajno doprinose 1 njihovi
protektivni efekti (antioksidativni, antiproliferativni, antioagregacioni). O pomenutim
efektima ACE inhibitora na nivou pljuvacnih zlezda i pljuvacke kod ljudi za sada nema
podataka.

Ciljevi: 1. Odrediti protok ukupne nestimulisane pljuvacke (UNP) kod pacijenata sa
hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 na terapiji enalaprilom (ACE inhibitor), kao i
kod zdravih osoba; 2. Utvrditi prisustvo subjektivanog oseéaja suvoce usta kod
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 na terapiji enalaprilom, kao i
kod zdravih osoba; 3. Odrediti prisustvo 1 koncentracije ACE i ACE2 u UNP
prikupljenoj 1 sat pre (minimalne koncentracije) i 4 sata posle (maksimalne
koncentracije) primene jutarnje terapijske doze enalaprila kod pacijenata sa
hipertenzijom 1 hipertenzijom sa DM tip 2 na terapiji ovim lekom, kao 1 kod zdravih
osoba; 4. Odrediti stepen oksidativnog stresa na nivou lipidne peroksidacije merenjem
malondialdehida (MDA) vezanog za proteine u UNP prikupljenoj 1 sat pre 1 4 sata posle
primene jutarnje terapijske doze enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom 1
hipertenzijom sa DM tip 2 na terapiji ovim lekom, kao 1 kod zdravih osoba; 5. Odrediti
stepen antioksidativnog kapaciteta merenjem totalnog antioksidativnog kapaciteta
(TAC), koncentracija ukupnog glutationa i1 aktivnosti superoksid dizmutaze - SOD u
UNP prikupljenoj 1 sat pre i 4 sata posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila kod
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 na terapiji ovim lekom, kao 1

kod zdravih osoba; 6. Utvrditi prisustvo komponenti angiotenzinskog sistema u tkivu



parotidne pljuvacne zlezde coveka: ACE, ACE2 i receptor za angiotenzin II tip 1 (AT,
receptor); 7. Odrediti koncentracije enzima za sintezu azot monoksida (NO) - eNOS i
iINOS, u UNP prikupljenoj 1 sat pre i 4 sata posle primene jutarnje terapijske doze
enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 na terapiji ovim
lekom, kao 1 kod zdravih osoba.

Materijal i metode: Ova randomizovana studija preseka sa statisticki potvrdenom
snagom studije je sprovedena na ukupno 217 ucesnika starosti 50 — 70 godina, oba pola.
Grupa od 197 ucesnika ukljucena u ispitivanje efekata enalaprila na nivou pljuvacke -
protok UNP i kserostomija, podeljena je u 3 podgrupe: pacijenti sa hipertenzijom
(N=105), pacijenti sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (N=32) i zdravi ucesnici
(N=60) kao kontrola. Iz svake od ovih podgrupa za laboratorijska ispitivanja pljuvacke
(koncentracije ACE, ACE2, MDA vezanog za proteine, eNOS 1 iNOS) je metodom
sluc¢ajnog izbora izabrano po 16 ispitanika. Kod preostalih 20 uc¢esnika kod kojih je bilo
indikovano hirursko leenje benignih tumora parotidne pljuvacne zlezde analizirane su
komponente angiotenzinskog sistema (ACE, ACE2 i AT, receptori) u tkivu i krvnim
sudovima parotidne zlezde.

Kserostomija je ispitivana primenom upitnika. Protok UNP je meren metodom

ispljuvavanja. Prisustvo i koncentracije ACE, ACE2, AT, receptora, MDA vezanog za
proteine, eNOS 1 iNOS su odredeni imunoesejskom metodom (ELISA), a za
odredivanje nivoa TAC, koncentracije ukupnog glutationa i aktivnosti SOD koriS¢ena je
spektrofotometrijska metoda.
Rezultati: Ucestalost kserostomije 1 protok UNP kod pacijenata sa hipertenzijom na
terapiji enalaprilom 1 zdravih ucesnika se nisu razlikovali znacajno, dok su znacajno
veca ucestalost kserostomije 1 znacajno manji protok UNP zabeleZeni kod pacijenata sa
hipertenzijom sa DM tip 2 u odnosu na zdrave uesnike. Binarna logisti¢ka regresiona
analiza je pokazala da je DM tip 2 faktor rizika za pojavu, kako kserostomije, tako 1
smanjenog protoka UNP, u populaciji hipertenzivnih pacijenata na terapiji enalaprilom.

Koncentracije MDA vezanog za proteine, markera lipidne peroksidacije, u UNP
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 pre primene enalaprila su bile
sliéne onima kod zdravih. U UNP 4 sata posle primene enalaprila koncentracije MDA
vezanog za proteine su bile znacajno nize kod pacijenata sa hipertenzijom i

hipertenzijom sa DM tip 2 u odnosu na zdrave. Koncentracije TAC - indikatora



antioksidativne zastite, ukupnog glutationa - komponente neenzimske antioksidativne
zaStite, 1 aktivnost SOD - komponente enzimske antioksidatine zastite, u UNP
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 pre i posle primene enalaprila
su bile slicne onim kod zdravih. Koncentracije TAC 1 ukupnog glutationa u UNP u
odnosu na vreme primene enalaprila (1 sat pre i 4 sata posle), nisu bile znacajno
razli¢ite kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2. Aktivhost SOD u
UNP u odnosu na vreme primene enalaprila, kod pacijenata sa hipertenzijom je bila
znaCajno manja posle primene leka nego pre primene. Kod pacijenata sa hipertenzijom
sa DM tip 2 nije bilo znacajne razlike u aktivnosti SOD u odnosu na vreme primene
leka. Priliv ukupnih antioksidanasa u UNP pacijenata sa hipertenzijom pre i posle
primene enalaprila je bio sliCan onom kod zdravih ucesnika, dok je kod pacijenata sa
hipertenzijom sa DM tip 2 bio znacajno manji u odnosu na zdrave. Priliv ukupnog
glutationa u UNP pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 pre i posle
primene enalaprila je bio slican onom kod zdravih ucesnika. Izmedu priliva ukupnih
antioksidanasa i protoka UNP postojala je znacajna pozitivna korelacija, kako u celoj
populaciji (pacijenati sa hipertenzijom, hipertenzijom sa DM tip 2 i zdravi), tako i
populaciji pacijenata na terapiji enalaprilom (pacijenati sa hipertenzijom i hipertenzijom
sa DM tip 2). Znacajna negativna korelacija izmedu priliva glutationa i protoka UNP
postojala je u populaciji zdravih u¢esnika, dok je korelacija izostala u celoj populaciji i
populaciji pacijenata na terapiji enalaprilom.

Za komponente angiotenzinskog sistema pokazano je da su koncentracije ACE u UNP
zdravih ucesnika bile znacajno vece od koncentracija ACE2. Koncentracije ACE2 u
tkivu parotidne pljuvacne zlezde zdravih osoba su bile znacajno vece od koncentracija
ACE. U krvnim sudovima parotidne pljuvacne Zlezde zdravih osoba nije bilo znacajne
razlike izmedu koncentracija ACE i ACE2. U odnosu na poreklo enzima — UNP,
zlezdano tkivo 1 krvni sudovi, nije bilo znacajne razlike u koncentracijama ACE medu
ispitivanim tkivima, dok su znacajno vece koncentracije ACE2 bile prisutne u tkivu 1
krvnim sudovima parotidne Zlezde u odnosu na UNP zdravih ucesnika. U krvnim
sudovima koli¢ina AT, receptora je bila znacajno veca u odnosu na onu u tkivu Zlezde.
Koncentracije ACE u UNP pacijenata sa hipertenzijom 1 hipertenzijom sa DM tip 2 pre
1 posle primene enalaprila su bile sli¢ne onim kod zdravih. Koncentracije ACE u UNP u

odnosu na vreme primene enalaprila nisu bile znacajno razli¢ite kod pacijenata sa



hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2. Koncentracije ACE2 u UNP pacijenata sa
hipertenzijom 1 hipertenzijom sa DM tip 2 jedan sat pre primene enalaprila su bile
znacajno vece od onih kod zdravih. U odnosu na zdrave ucesnike, u UNP 4 sata nakon
primene enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom postojala je znaCajno veca
koncentracija ACE2, dok kod pacijenata sa hipertenzijom sa DM tip 2 koncentracija
ACE2 nije bila statisticki znacajno razlicita. Koncentracije ACE2 u UNP u odnosu na
vreme primene enalaprila su bile sli¢ne kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom
sa DM tip 2.

Analiza NO sistema je pokazala da nema razlike u koncentracijama eNOS u UNP
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 jedan sat pre primene enalaprila
u odnosu na zdrave. U pljuvacki prikupljenoj 4 sata posle primene enalaprila
koncentracije eNOS su bile slicne kod zdravih 1 pacijenata sa hipertenzijom, dok su kod
pacijenata sa hipertenzijom sa DM tip 2 bile ve¢e u odnosu na zdrave. Koncentracije
iNOS u UNP pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 pre i posle
primene enalaprila su bile sliéne onima kod zdravih. Koncentracije iNOS u UNP u
odnosu na vreme primene enalaprila su bile sline, kako kod pacijenata sa
hipertenzijom, tako i pacijenata sa hipertenzijom sa DM tip 2.

Zakljuéci: Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da kod pacijenata sa
hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2 enalapril, ACE inhibitor, nema kserogeni
efekat (kserostomija i smanjeno lucenje pljuvacke) i da se kserogeni efekat zapaZzen kod
pacijenta sa hipertenzijom sa DM tip 2 moze pripisati efektu diabetesa. Enalapril nema
ovaj nezeljeni oralni efekat zahvaljuju¢i svom direktnom delovanju na angiotenzinski
sistem: ACE inhibicija 1 sledstveno smanjenje angiotenzina II 1 povecanje bradikinina,
povecanje koncentracije ACE2 i sledstveno povecanje angiotenzina (1-7), §to doprinosi
povecanom protoku krvi kroz pljuvacne zlezde. S druge strane, izostanku kserogenog
efekta doprinose 1 indirektni, protektivni efekti enalaprila pokazani na nivou njegovog
antioksidativnog delovanja 1 modulacije elemenata NO sistema u pljuvacki. U vezi sa
tim, od znacaja je i nalaz da se ovi protektivni efekti na nivou kompleksa pljuvacna

zlezda — pljuvacka vide i pri minimalnim koncentracijama enalaprila.
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ACE INHIBITORS, ENALAPRIL, AND MECHANISMS OF ORAL
HOMEOSTASIS: SALIVARY FLOW RATE AND ANTIOXIDANT CAPACITY
SUMMARY
Introduction: Saliva is a medium which, due to its components, flow rate and
antioxidant capacity, greatly contributes to the oral homeostasis. The most common
factors causing reduced salivary flow rate and/or xerostomia (subjective feeling of dry
mouth) are adverse oral reactions of drugs, such as antihypertensives, and diseases, such
as diabetes mellitus (DM) type 2. ACE inhibitors are the first-line antihypertensive
drugs for the control of essential hypertension and hypertension with DM type 2. For
the time being, there are no well-controled clinical trials showing xerogenic effect of
ACE inhibitors. Beside ACE inhibitors direct effect on angiotensin system components,
their protective effects (antioxidant, antiproliferative, antithrombotic) also significantly
contribute to the beneficial therapeutic effects of these drugs. However, for the moment
there are no data regarding mentioned effects of ACE inhibitors in human salivary
glands and saliva.

Aims: This study aimed: (1) to determine unstimulated whole saliva (UWS) flow rate in
hypertensive patients with and without DM type 2 on enalapril (ACE inhibitor)
treatment, as well as in healthy subjects; (2) to determine the presence of xerostomia in
hypertensive patients with and without DM type 2 on enalapril treatment, as well as in
healthy subjects; (3) to determine ACE and ACE2 presence and concentration in UWS
sampled one hour before (minimal concentrations) and 4 hours after (maximal
concentrations) enalapril morning dose intake in hypertensive patients with and without
DM type 2 on enalapril treatment, as well as in healthy subjects; (4) to determine
concentrations of malondialdehyde (MDA) adducts, marker of oxidative stress-lipid
peroxidation, in UWS sampled one hour before and 4 hours after enalapril morning
dose intake in hypertensive patients with and without DM type 2 on enalapril treatment,
as well as in healthy subjects; (5) to determine antioxidant capacity by measuring total
antioxidant capacity (TAC) and total glutathione concentration, as well as superoxide
dismutase (SOD) activity in UWS sampled one hour before and 4 hours after enalapril
morning dose intake in hypertensive patients with and without DM type 2 on enalapril
treatment, as well as in healthy subjects; (6) to determine presence of angiotensin

system components (ACE, ACE2, AT, receptors) in human parotid gland tissues; (7) to



determine eNOS and iNOS presence and concentrations in UWS sampled one hour
before and 4 hours after enalapril morning dose intake in hypertensive patients with and
without DM type 2 on enalapril treatment, as well as in healthy subjects.

Materials and methods: This randomized cross-sectional study with obtained high
power of the study enrolled in total 217 subjects 50-70 years old of both genders. Group
comprised of 197 subjects enrolled in a study of enalapril effects in saliva — UWS flow
rate and xerostomia, was divided into 3 subgroups: hypertensive patients (N=105),
hypertensive patients with DM type 2 (N=32) and healthy subjects (N=60) as control.
For laboratory analyses of UWS (ACE, ACE2, MDA adducts, eNOS, iNOS) 16
subjects were randomly selected from each subgroup. In remaining 20 patients
diagnosed with parotid gland benign tumors and scheduled for surgical treatment
angiotensin system components (ACE, ACE2, AT, receptors) were studied in human
parotid gland tissues and blood vessels.

Xerostomia was assessed by a questionnaire. UWS flow rate was determined by

spitting method. Presence and concentrations of ACE, ACE2, AT, receptors, MDA
adducts, eNOS and iNOS were determined by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) method, while spectrophotometry was used for TAC, total glutathione and
SOD measurements.
Results: Frequency of xerostomia and UWS flow rates were similar in hypertensive
patients on enalapril therapy and healthy subjects, while significantly higher xerostomia
frequency and significant reduction of UWS flow rate were observed in hypertensive
patients with DM type 2 compared to healthy subjects. The binary logistic regression
analyses, unadjusted and adjusted, showed that DM type 2 was a risk factor for
xerostomia and reduced UWS flow rate development in whole population of patients
treated with enalapril (hypertensive patients with and without DM type 2).

MDA adducts concentrations, marker of lipid peroxidation, in UWS of
hypertensive patients with and without DM type 2 before enalapril intake were similar
to those observed in healthy subjects. After enalapril intake in UWS of hypertensive
patients with and without DM type 2 MDA adducts concentrations was significantly
lower comparing to those in healthy subjects. Concentrations of TAC — indicator of
antioxidant protection, total glutathione — non-enzymatic antioxidant system

component, and SOD activity - enzymatic antioxidant system component, in UWS of



hypertensive patients with and without DM type 2 before and after enalapril intake were
similar to those observed in healthy subjects. Comparison of TAC and total glutathione
concentrations in UWS regarding the time of enalapril intake (one hour before and 4
hours after) showed no statistical differences in hypertensive patients with and without
DM type 2. Comparison of SOD activity in UWS regarding the time of enalapril intake
showed lesser activity of SOD after enalapril intake compared to those before enalapril
intake in hypertensive patients, while no statistical differences in SOD activity were
observed in hypertensive patients with DM type 2. TAC flow in UWS of hypertensive
patients before and after enalapril intake was similar to those observed in healthy
subjects, while in hypertensive patients with DM type 2 TAC flow was significantly
reduced compared to healthy subjects. Total glutathione flow in UWS of hypertensive
patients with and without DM type 2 before and after enalapril intake was similar to
those observed in healthy subjects. Positive correlation between TAC flow and UWS
flow rate was observed in whole population (hypertensive patients with and without
DM type 2 treated with enalapril and healthy subjects) and population treated with
enalapril (hypertensive patients with and without DM type 2). Negative correlation
between total glutathione flow and UWS flow rate was observed in healthy subjects,
while there was no correlation in whole population and population treated with
enalapril.

Results regarding angiotensin system components showed that ACE
concentrations in UWS of healthy subjects were significantly higher compared to ACE2
concentrations. ACE2 concentrations in parotid gland tissue of healthy subjects were
significantly higher than ACE concentrations. There were no differences between ACE
and ACE2 concentrations in parotid gland blood vessels of healthy subjects. Results
showed no differences in ACE concentrations between studied tissues, while
significantly higher ACE2 concentrations were present in parotid gland tissue and blood
vessels than in UWS of healthy subjects. AT; receptors concentrations were
significantly higher in parotid gland blood vessels than in parotid gland tissue. ACE
concentrations in UWS of hypertensive patients with and without DM type 2 before and
after enalapril intake were similar to those observed in healthy subjects. Comparison of
ACE concentrations in UWS regarding the time of enalapril intake showed no statistical

differences in hypertensive patients with and without DM type 2. ACE2 concentrations



in UWS of hypertensive patients with and without DM type 2 before enalapril intake
were significantly higher than in healthy subjects. Compared to healthy subjects, ACE2
concentrations in UWS of hypertensive patients after enalapril intake were significantly
higher, while in UWS of hypertensive patients with DM type 2 after enalapril intake
differences in ACE2 concentrations were not observed compared to healthy subjects.
Comparison of ACE2 concentrations in UWS regarding the time of enalapril intake
showed no statistical differences in hypertensive patients with and without DM type 2.
NO system analyses showed no differences in eNOS concentrations in UWS of
hypertensive patients with and without DM type 2 before enalapril intake and healthy
subjects. In UWS after enalapril intake eNOS concentrations were similar between
hypertensive patients and healthy subjects, while in hypertensive patients with DM type
2 were observed significantly higher eNOS concentrations compared to healthy
subjects. iNOS concentrations in UWS of hypertensive patients with and without DM
type 2 before and after enalapril intake were similar to those observed in healthy
subjects.
Conclusions: According to the obtained results, enalapril (ACE inhibitor) does not have
xerogenic effect (xerostomia and reduced saliva flow rate) in hypertensive patients with
and without DM type 2, while xerogenic effect present in hypertensive patients with
DM type 2 could be attributed to the effects of diabetes. Enalapril does not have this
oral adverse effect owing to its direct effects on angiotensin system: ACE inhibition
followed by reduction of angiotensin II and increase of bradykinin, ACE2
concentrations increase followed by angiotensin (1-7) increase, which contributes to the
increase of blood flow in salivary glands. On the other hand, indirect, protective effects
of enalapril observed at the level of its antioxidant effects and modulation of NO system
elements in saliva also contribute to the absence of its xerogenic effect. In connection
with this, results showing the presence of protective effects at salivary gland — saliva

complex level in minimal concentrations of enalapril are also of importance.
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UvVOD



1. PLJUVACKA U ORALNOJ HOMEOSTAZI

Oralna homeostaza predstavlja skup mehanizama koji doprinose odrzavanju
stabilnog stanja unutras$nje sredine usne duplje i1 kljuna je za odrzavanje i oCuvanje
oralnih struktura. Pljuvacka je medijum koji svojim komponentama, protokom i

antioksidativnim kapacitetom odrzava oralnu homeostazu.

1.1. Kontrolni mehanizmi lu¢enja pljuvacke

Pljuvacka predstavlja rezultat aktivnosti tri para velikih pljuvacnih zlezda
(parotidna, submandibularna, sublingvalna), kao i velikog broja (450 — 750) malih
zlezda (Aps 1 Martens, 2005). Pljuvacne zlezde se sastoje iz visoko diferenciranih ¢elija
zlezdanog epitela organizovanih u morfoloske i1 funkcionalne celine: acinuse i sisteme
izvodnih kanala. U lumenu acinusa se formira primarna pljuvacka izotoni¢nog
karaktera, poreklom iz krvne plazme lokalne vaskularne mreze. Prolaskom kroz sistem
izvodnih kanala, primarna pljuvacka se modifikuje (promena koncentracije elektrolita:
reapsorpcija Na' i CI™, sekrecija HCO; i K'), te u usnu duplju izlu¢uje kao te¢nost
hipotoni¢nog karaktera u odnosu na krvnu plazmu (Baum, 1993). Kod ljudi, velike
pljuvacne zlezde luce pljuvacku samo kada su stimulisane, dok male pljuvacne zlezde
kontinuirano lu¢e male koli¢ine pljuvacke tokom celog dana (Ekstrom i sar, 2012).

Primarnu ulogu u kontroli lu€enja pljuvacke ima vegetativni nervni sistem, kako
parasimpatikus, tako i simpatikus, koji inerviSe sekretorne Celije pljuvacnih zlezda, kao
1 njihove krvne sudove (Edwards, 1998; Proctor 1 Carpenter, 2007). Vegetativna nervna
vlakna koja inerviSu velike pljuvacne zlezde poti¢u iz parasimpatickih jedara
lokalizovanih u produzenoj mozdini (medulla oblongata) 1 mozdanom mostu (pons),
kao 1 iz simpatickih gangliona koji sacinjavaju stablo vratnog simpatikusa (fruncus
sympathicus). Naime, parasimpaticka vlakna poreklom iz donjeg salivarnog jedra
(nucleus salivatorius inferior) glosofaringealnog Zivca (n. glossopharyngeus)
lokalizovanog u produZenoj mozdini ukljucena su u holinergicku aktivaciju parotidne
pljuvacne zlezde do koje stizu preko vegetativnog otickog gangliona (ganglion oticum) i
usSnoslepoo¢nog zivca (n. aurikulotemporalisa). Parasimpaticka nervna vlakna
poreklom iz gornjeg salivarnog jedra (nucleus salivatorius superior) facijalnog zivca (n.

facialis) lokalizovanog u mozdanom mostu dolaze preko bubne vrpce (chorda tympani)



u submandibularni vegetativni ganglion gde prenose impulse na postganglijska
parasimpaticka vlakna za inervaciju submandibilarne i sublingvalne pljuvacne Zlezde. S
druge strane, simpaticka nervna vlakna ukljucena u adrenergicku aktivaciju pljuvacnih
zlezda poticu iz gornjeg vratnog gangliona (ganglion cervicale superius) 1 oko
spoljasnje karotidne arterije (a. carotis externa) obrazuju spoljasnji karotidni splet
(plexus carotis externus). Ovaj splet se zatim racva u manje spletove koji prate krvne
sudove (npr. a. facialis) sve do pljuvacnih zlezda kojima donose adrenergicka vlakna.

Imunohistohemijskim metodama za identifikaciju acetilholinestaraze u
holinergi¢kim neuronima, kateholaminskom fluorescencijom za analizu adrenergickih
neurona i elektronskom mikroskopijom za identifikaciju tipova neuroefektorne veze u
pljuvac¢nim Zlezdama, pokazano je da postoje znaCajne razlike u zastupljenosti i tipu
vegetativnih vlakana u pljuvaénim zlezdama, kako izmedu razli¢itih Zivotinjskih vrsta,
tako 1 izmedu velikih pljuvacnih zlezda jedne vrste (Garrett, 1987). Tako, na primer, u
submandibularnoj pljuvacnoj zlezdi macke je uocena veca gustina vegetativnih nervnih
vlakana u odnosu na parotidnu zlezdu, dok je kod pacova identifikovan znacajno veci
broj adrenergickih vlakana u submandibularnoj pljuvacnoj zlezdi za razliku od
malobrojnih adrenergickih vlakana prisutnih u sublingvalnoj zlezdi (Garrett i Anderson,
1991; Garrett, 1987). Kod coveka, zapazena je slicnost u zastupljenosti vegetativne
inervacije izmedu parotidne i submandibularne pljuvacne zlezde, kao i primarna
zastupljenost holinergic¢kih vlakana u odnosu na adrenergicka, kod obe Zlezde (Garrett,
1967). U istoj studiji, elektronskom mikroskopijom parotidne i submandibularne
pljuvacne Zlezde ¢oveka identifikovan je samo epilemalni tip neuroefektorne veze, gde
je akson odvojen od efektorne ¢elije bazalnom membranom, ali ne 1 hipolemalni, gde je
akson u bliskom kontaktu sa ¢elijom, ispod bazalne membrane.

U okviru neuroefektorne veze u pljuvacnim Zlezdama prenos sekretornog signala se
odvija pomocu neurotransmitera i1 njegove veze za specificne receptore na efektornim
¢elijama (Baum, 1987). Primarni neurotransmiter odgovoran za holinergicku sekreciju
pljuvacke je acetilholin (ACh) koji ovaj efekat ostvaruje primarno aktivacijom
muskarinskih M; holinergi¢kih receptora. Adrenergicka salivacija se ostvaruje
posredstvom norepinefrina aktivacijom alfal i beta adrenoceptora (Baum, 1987; Proctor
1 Carpenter, 2007). Receptori, kako muskarinski, tako 1 adrenergicki, pripadaju klasi

transmembranskih receptora udruzenih sa G proteinom c¢ijom aktivacijom zapocinje



jedan od dva glavna transdukciona signala: prvi, koji ukljucuje stvaranje inozitol
trifosfata (IP;) i1 diacilglicerola (DAG) kao sekundarnih glasnika nakon aktivacije
muskarinskih 1 alfal receptora, ili drugi, koji ukljucuje stvaranje cikli¢nog adenozin
monofosfata (CAMP) nakon aktivacije beta receptora (Baum i sar, 1993). Karakteristike
izlu¢ene pljuvacke nakon aktivacije receptora, muskarinskih — pljuvacka bogata
velikom koli¢inom vode i elektrolita, alfal - pljuvacka bogata elektrolitima i malom
koli¢cinom mucina i beta receptora - pljuvacka bogata proteinima, ukazuju da njen sastav
1 koli¢ina zavise od vrste vegetativne stimulacije (Matsuo 1 sar, 2000; Aps i Martens,
2005).

Pored vegetativnog nervnog sistema u kontroli aktivnosti pljuvacnih zlezda
ucestvuju 1 lokalni faktori poreklom iz Zlezdanog tkiva 1 krvi, kao $to su autokoidi
(Matsuda 1 sar, 1997; Del Fiacco i sar. 2015; Healy 1 sar, 1976; Ikegami i sar, 2001;
Yamada i sar, 2002; Ekstrom i Ekman, 2005). U studijama na animalnim modelima kao
sekretogogi identifikovani su neuropeptidi: vazoaktivni intestinalni peptid (VIP),
supstancija P, neuropeptid Y (NPY) (Ekstrom i sar, 1983; Ekstrom 1 Wahlestedt, 1982;
Ekstrom 1 Olgart, 1986). Medutim, iako je dokazano prisustvo VIP, kao i supstancije P,
u parotidnoj pljuvacnoj zlezdi ¢oveka (Matsuda i sar, 1997), Del Fiacco i sar (2015) su
na tkivu parotidne i submandibularne pljuvacne zlezde ¢oveka pokazali da VIP, ali ne i
supstancija P, ucestvuje u parasimpatickoj kontroli lucenja proteina pljuvacke. U
humanim pljuvacnim Zlezdama prisutan je i NPY i to u blizini acinusa i1 izvodnih
kanala, kao 1 u blizini Zlezdanih krvnih sudova (Hauser-Kronberger i sar, 1992;
Kusakabe 1 sar, 1997). Periacinusna lokalizacija ovog neuropeptida, u vecoj kolic¢ini oko
mukoznih acinusa, ukazuje na njegovu ulogu u mehanizmima sekrecije pljuvacke, dok
perivaskularna ukazuje na ulogu u kontroli protoka krvi kroz lokalnu vaskularnu mrezu
(Kusakabe i sar, 1997).

Ulogu u kontroli luc¢enja pljuvacke ima 1 angiotenzin II (Ang II), glavni efektorni
molekul renin-angiotenzin sistema (RAS), koji pored cirkulatornog moZe imati i
lokalno, tkivno poreklo. Ovaj hormon/autokoid nastaje, kako u cirkulaciji, tako 1 u
tkivu, primarno pod dejstvom angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (ACE). Healy i sar
(1976) su pokazali da Ang II inhibiSe reapsorpciju natrijuma u izvodnom kanalu
mandibularne pljuvacne zlezde zeca. S druge strane, u submandibularnom ganglionu

hr¢ka pokazano je da Ang II, preko svojih AT, receptora, inhibiSe voltaZzno-zavisne



kalcijumske kanale i tako ucestvuje u kontroli oslobadanja neurotransmitera ukljucenih
u sekreciju pljuvacke (Ikegami i sar, 2001; Yamada i sar, 2002). Za sada nema podataka
o prisustvu elemenata angiotenzinskog sistema, kao 1 njegovoj direktnoj funkciji u
pljuva¢nim zlezdama Coveka.

Znacajnu ulogu u kontroli lucenja pljuvacke ima i bradikinin, autokoid i efektorni
peptid kinin-kalikrein sistema. Bradikinin nastaje iz kininogena pod dejstvom
kalikreina, Zlezdanog enzima. Hilton i Lewis (1956) su na submandibularnoj pljuvac¢noj
zlezdi macke pokazali da postoji konzistentni odnos izmedu zlezdane aktivnosti, lokalne
vazodilatacije 1 oslobadanja enzima koji sintetiSe bradikinin. Pokazano je takode da
bradikinin potencira sekreciju submandibularne Zlezde macke izazvanu elektricnom
stimulacijom chorde tympani (Stoji¢, 1999).

Od fundamentalnog znacaja za sekreciju pljuvacke je i kontrola protoka krvi kroz
krvne sudove pljuvacnih Zlezda, stoga Sto vazodilatacija u krvnim sudovima pljuvac¢nih
zlezda znacajno doprinosi poveéanju sekrecije pljuvacke, dok njihova vazokonstrikcija
smanjuje sekreciju pljuvacke (Edwards, 1998). Lung (1998) je pokazala direktni odnos
izmedu sekrecije pljuvacke i protoka krvi kroz pljuvacne Zlezde na modelu vaskularne
perfuzije submandibularne pljuvacne zlezde kod anesteziranih pasa (in vivo). Dobijeni
rezultati ukazuju na direktni odnos izmedu venskog pritiska i sekrecije u toku
parasimpaticke stimulacije (ACh, ia). Thakor i sar (2003) su pokazali na modelu
submandibularne sekrecije anestezirane ovce da je elektrina stimulacija chorde
tympani pracena povecanim protokom krvi kroz Zlezdu i povecanim protokom
pljuvacke, dok su posle primene endotelina-1, snaznog vazokonstriktora, oba efekta
redukovana.

Postojanje ravnoteze izmedu vazoaktivnih molekula (vazodilatatornih 1
vazokonstriktornih), kao 1 postojanje njihove fizioloSke interakcije, klju¢no je za
odrzavanje normalne vaskularne strukture i1 funkcije. Vazodilatatorne molekule, za koje
je pokazano da pojacavaju 1 sekreciju pljuvacke su ACh, VIP, azot monoksid (NO),
bradikinin 1 vazodilatatorni prostanoidi, a vazokonstriktorne molekule, ¢iji je efekat
pra¢en smanjenjem sekrecije pljuvacke su norepinefrin, NPY, endotelin-1 i Ang II
(Thakor 1 sar, 2003; Baum i Wellner, 1999; Stoji¢, 1999; Ekstrom, 1999; Stoji¢ i sar,
2007; Stoji¢ 1 sar, 2012, rev). Naime, ispitujuci ulogu endotela u efektima ACh 1 VIP na

izolovanoj facijalnoj arteriji kunica, Stoji¢ i sar (2003) su pokazali da ACh izaziva



vazodilataciju oslobadaju¢i NO i produkte ciklooksigenaze iz endotela, dok je
vazodilatatorni efekat VIP posledica povec¢anja cAMP u glatkim misi¢ima krvnog suda i
oslobadanje NO iz perivaskularnih nervih vlakana. Takode, znaCaj endotela u
vazodilatatornom efektu ACh 1 VIP pokazan je i na izolovanoj submandibularnoj arteriji
coveka (Stoji¢ 1 sar, 2007). Endotelno zavisna vazorelaksacija izolovanih prstenova
humane submandinularne arterije izazvana ACh posledica je oslobadanja NO i
produkata ciklooksigenaze, a vazorelaksacija izazvana VIP rezultat je oslobadanja NO i
endotelnog hiperpolarisSuceg faktora (Stoji¢ 1 sar, 2007). S druge strane, ispitujuci efekte
vazokonstriktornih molekula, Roganovi¢ i sar (2014) su u uslovima okluzije karotidne
arterije na izolovanim prstenovima zlezdane grane facijalne arterije kuni¢a pokazali da
je vazokonstriktorni efekat norepinefrina veci, a potenciraju¢i efekat NPY na
vazokonstrikciju izazvanu norepinefrinom manji kada je endotel prisutan u odnosu na
preparate facijalne arterije bez endotela. Time su autori pokazali da vazokonstriktorni
efekti norepinefrina i NPY u uslovima akutne hipoksije zavise od prisustva endotela.
Vazokonstriktorni efekat Ang II ispitivan je na razli¢itim krvnim sudovima
organizma, kako Zivotinja, tako 1 ¢oveka (MaassenVanDenBrik 1 sar, 1999; Petrescu i
sar, 2001; Ueda i sar, 2000). Medutim, podaci o efektu ovog autokoida na krvnim
sudovima pljuvaénih zlezda poti¢u samo iz malobrojnih studija na animalnom modelu.
Fazekas i1 sar (1991) su primenom laser doplera prvi put pokazali da Ang II nakon
lokalne intraarterijske infuzije znafajno smanjuje, za 29%, protok krvi kroz
submandibularnu Zlezdu pacova. Autori su pokazali i da ovaj efekat Ang II izostaje
ukoliko se prethodno primeni saralazin (iv), blokator angiotenzinskih receptora. Na
vazokonstriktorni efekat Ang II u submandibularnoj zlezdi pacova su indirektno ukazali
Vag i sar (2002), ispitujuc¢i vaskularni otpor (metoda sa izotopom rubidijuma) posle
primene kandesartana, blokatora AT, receptora. Autori su pokazali da kandesartan

znacajno smanjuje vaskularni otpor u submandibularnoj Zlezdi.

1.2.  Sastav i uloge pljuvacke

Pljuvacka predstavlja slozeni i dinami¢ni oralni fluid (ukupna, meSovita
pljuvacka) koji sadrZzi mnostvo komponenti poreklom, ne samo iz pljuvacnih Zlezda, ve¢
1 1z gingivalne te¢nosti, orofaringsa, gornjih partija respiratornog trakta 1 hrane (Dodds 1

sar, 2005; Lima i sar, 2010).



Za ostvarivanje mnogobrojnih funkcija pljuvacke potrebno je da u usnoj duplji
ona bude prisutna u dovoljnoj koli¢ini i adekvatnom sastavu. Ukupna koli¢ina izlu¢ene
pljuvacke iznosi 1-2L dnevno i moze varirati u koli¢ini izmedu razlicitih osoba, kao 1
tokom dana, prate¢i cirkadijalni ritam. Doprinos pljuva¢nih Zlezda ukupnoj koli¢ini
izlu¢ene pljuvacke je razlicit. Procentualno gledano 70% nestimulisane pljuvacke ¢ini
pljuvacka submandibularne pljuvacne zlezde, 21% parotidne, a 2% sublingvalne Zlezde,
dok je u sastavu nestimulisane pljuvacke zastupljeno 7% sekreta malih pljuvac¢nih
zlezda (Aps 1 Martens, 2005). Ovaj odnos zastupljenosti pljuvacke pojedinih Zlezda se
menja u uslovima stimulacije kada najve¢i doprinos u ukupnoj koli¢ini pljuvacke ima
pljuvacka parotidne pljuvacne zlezde (Navazesh i Kumar, 2008; Aps i Martens, 2005).
Iako male pljuvacne zlezde imaju znatno manji udeo u formiranju ukupne koli¢ine
pljuvacke od velikih, ¢injenica da zbog kontinuiranog luc¢enja tokom 24h odrzavaju
vlaznost 1 integritet zastitnog sloja koji oblaze oralnu sluzokozu ukazuje na njihov
znacaj (Navazesh i Kumar, 2008; Ekstrom i sar, 2012).

Takode, kao S$to se doprinos ukupnoj koli¢ini pljuvacke razlikuje izmedu
pljuvacnih Zlezda, postoje 1 razlike u sastavu pljuvacke koje zavise od tipa pljuvacne
zlezde koja je sekretuje. Naime, tip izlu¢ene pljuvacke zavisi od zastupljenosti seroznih
odnosno mukoznih ¢elija u acinusima pljuvacnih zlezda. Poznato je da su serozne ¢elije
bogate proteinskim granulama i odgovorne za sekreciju vode i enzima, dok mukozne
¢elije sekretuju viskozne mucine skladiStene u vakuolama (Ekstrom 1 sar, 2012). Tako,
parotidna  pljuvacna Zlezda pripada seroznim Zlezdama, submandibularna
seromukoznim (90% serocita i 10% mukocita), a sublingvalna 1 male pljuvacne zZlezde
mukoznim zlezdama. Lingvalne pljuvaéne zlezde (von Ebnerove Zlezde) su, iako male,
seroznog tipa.

Pljuvacku najveéim delom (99%) ¢ini voda kao te¢na komponenta, dok preostali
deo Cini ¢vrsta komponenta (neorganski 1 organski molekuli) koja je rastvorena u vodi.
Neorganski molekuli ukljuceni u sastav pljuvacke su elektroliti od kojih su najznacajniji
Na’, CI", HCOs (Lima i sar, 2010). Naime, poznato je da elektroliti uticu na ¢ulo ukusa;
koncentracije jona Na' i Cl” predstavljaju donju granicu za oseéaj slanog ukusa, dok
HCO;j joni regulisanjem pH pljuvacke uti¢u na osecaj slatkog (Mese 1 Matsuo, 2007).
Od ne manjeg znacaja su i Ca”" i fosfatni joni pljuvatke koji udestvuju u ofuvanju

integriteta tvrdih zubnih tkiva (Dawes, 2008; Dodds i sar, 2005).



Najvazniji organski molekuli pljuvacke su proteini (vise od 400 tipova) koji
mogu biti zlezdanog porekla (alfa-amilaza, histatini, cistatini, laktoferini, lizozimi,
mucini 1 prolinom-bogati proteini) ili poreklom iz krvne plazme (albumini, sekretorni
imunoglobulin A - slgA, transferin) (Lima i sar, 2010). Salivarni proteini, izmedu
ostalog, zajedno ucestvuju u sastavu pelikule, lokalizovane, kako na zubima, tako i na
oralnoj sluzokozi, koja $§titi oralna tkiva tako §to formira fizicku barijeru, kontrolise
adheziju patogenih mikroorganizama i1 ucestvuje u lubrikaciji (Dawes, 2008; Hannig 1
sar, 2005; Gibbins 1 sar, 2014). Medutim, iako postoji sli¢nost u funkcijama zubne i
mukozne pelikule prisutne su razlike u njihovom sastavu. Naime, Gibbins i sar (2014)
su pokazali da, za razliku od zubne pelikule, mukozna ne sadrzi prolinom-bogate
proteine, a ni staterin.

Brojne funkcije pljuvacke mogu se podeliti u dve grupe: digestivne i zaStitne
funkcije (Mandel, 1987). Digestivne funkcije ukljucuju ulogu pljuvacke u mehanickoj
obradi hrane: Zvakanju, formiranju zalogaja i gutanju. Takode, pljuvacka ucéestvuje u
hemijskom varenju hrane zahvaljuju¢i amilazi i lipazi, enzimima koji svoju funkciju
ostvaruju i u Zelucu. Medutim, za razliku od amilaze koja deluje samo dok zeluda¢na
kiselina ne prodre u zalogaj, lipaza u zelucu zapocinje varenje masti (Hamosh i Burns,
1977; Ekstrom 1 sar, 2012). Zahvaljuju¢i rastvaranju supstancija iz hrane i
obezbedivanju njihovog kontakta sa gustativnim korpuskulima pljuvacka ostvaruje
posrednic¢ku ulogu vezanu za ¢ulo ukusa (Mese i Matsuo, 2007; Ekstrom i sar, 2012).

Zastitne uloge pljuvacke, na prvom mestu, predstavlja lubrikacija koja se
karakteriSe kao sposobnost pljuvacke da smanji trenje izmedu dodirnih povrSina u
funkciji formiraju¢i tanak film preko oralnih struktura sastavljen vecim delom od
mucina (Schipper i sar, 2007; van Nieuw Amerongen i sar, 2004). Formirani lubrikantni
sloj olakSava govor 1 prolazak hrane u dalje partije gastrointestinalnog trakta (Mandel,
1987). Pljuvacka ucestvuje 1 u zastiti tvrdih zubih tkiva odrZzavanjem pH usne duplje
neutralnim, pomocu puferskih karakteristika bikarbonata, fosfata 1 proteina, kao 1
stimulacijom remineralizacije jonima kalcijuma (Dawes, 2008). Takode, pljuvacka ima i
antimikrobnu ulogu deluju¢i baktericidno 1 bakteriostatski zahvaljuju¢i raznim
salivarnim proteinima (lizozim, laktoferin, laktoperoksidaze) (van Nieuw Amerongen i
sar, 2004). Pored uticaja na bakterijsku oralnu floru, pljuvacka zahvaljuju¢i sIgA

obezbeduje 1 imunolosku zastitu usne duplje od virusnih infekcija (Gibbins i sar, 2014).



Poznata je i uloga pljuvacke u zarastanju rana zahvaljuju¢i faktorima rasta kao $to je
epidermalni 1 vaskularni endotelni faktor rasta (Ekstrom i sar, 2012; Keswani i sar,
2013). Znacajno je istaci i da pljuvacka zadrzava svoje zastitne uloge nakon gutanja i
tako ucestvuje 1 u zastiti gornjih partija gastrointestinalnog trakta (Brown 1 sar, 1995;
Ekstrom 1 sar, 2012).

Mada je egzokrina funkcija pljuvacnih zlezda njihova najvaznija fizioloska
aktivnost, poznato je da pljuvacne zlezde imaju i1 ekskretornu i mogucu endokrinu
funkciju (Ekstrom 1 sar, 2012). Utvrdeno je da se pojedini hormoni, kao §to su
melatonin, kortizol, polni hormoni, kao i brojni lekovi, pasivhom difuzijom iz
cirkulacije izlu¢uju preko pljuvacnih zlezda u pljuvacku. Zahvaljujuéi ovoj ekskretornoj
ulozi pljuvacka se danas koristi kao supstrat za pracenje fizioloSkih i terapijskih
koncentracija hormona i lekova u organizmu, kao i za detekciju zloupotrebe lekova
(Groschl, 2009; Aps i Martens, 2005). S druge strane, uofeno je prisustvo nekih
komponenti salivarnog porekla u krvi, kao Sto su amilaza i epidermalni faktor rasta, Sto

ukazuje na potencijalnu endokrinu funkciju pljuvacnih Zlezda (Isenman i sar, 1999).

1.3. Smanjen protok pljuvacke

Protok pljuvacke predstavlja meru aktivnosti pljuvacnih Zzlezda, kako u
nestimulisanim, tako i u stimulisanim uslovima, i moze se izraziti kao koli¢ina
pljuvacke, ukupne ili poreklom iz pojedinacnih pljuvacnih Zlezda, izlucene tokom
odredenog vremenskog perioda (ml/min) (Navazesh i sar, 1992; Navazesh i
Christensen, 1982). Velike varijacije u okviru fizioloskih vrednosti protoka pljuvacke
otezavaju definisanje referentnih vrednosti neophodnih za utvrdivanje funkcije
pljuvacnih Zlezda u klini¢koj praksi (Thomson, 2005; Atkinson i sar, 2005). Normalan
protok ukupne nestimulisane pljuvacke najceS¢e predstavljaju vrednosti vece 0,3
ml/min, a stimulisane vrednosti ¢ak do 5 ml/min (Porter 1 sar, 2004; Dawes, 2008).
Odredivanje vrednosti protoka pljuvacke, kao 1 njegovog smanjenja, od znacaja je za
dijagnostiku oralnih oboljenja, kao 1 oralnih komplikacija nekih sistemskih oboljenja
(Navezesh 1 Kumar, 2008; Nérhi i sar, 1999; Turner i Ship, 2007). NajceS¢e na
smanjeno lucenje pljuvacke (hiposalivacija) ukazuje protok ukupne nestimulisane
pljuvacke manji od 0,1 ml/min, a stimulisane manji od 0,7 ml/min (Saleh 1 sar, 2015;

Scully 1 Felix, 2005; Lofgren i sar, 2012). Postoji jo$ jedan fenomen vezan za aktivnost



pljuvacnih zlezda — kserostomija, subjektivni osecaj suvoce usta, simptom smanjene
funkcije pljuvacnih zlezda koji inace pacijenti prvi primete.

Smanjeno lucenje pljuvacke odgovorno je za naruSavanje oralne homeostaze
koje se manifestuje pojavom stomatodinije (osecaj pecenja usta), disgeuzije (poremecaj
Cula ukusa), disfagije (smatnje u Zvakanju), kao i pojavom smetnji u govoru (Ship,
2002; Saleh i sar, 2015; Han i sar, 2015). Kod osoba sa smanjenjem protoka pljuvacke
povecan je rizik od oStecenja tvrdih zubnih tkiva (erozije, demineralizacija), pojave
zubnog karijesa, parodontalnih oboljenja, kao i intraoralnih infekcija, na primer oralne
kandidijaze (Ship, 2002; Saleh i sar, 2015). Takode, kod ovih osoba zabelezena je i
slaba retencija zubnih nadoknada (Han i sar, 2015). Sve navedene posledice
hiposalivacije znacajno narusavaju, kako zdravlje pacijenta, tako i kvalitet zivota (Ikebe
1 sar, 2007; Marifio i sar, 2008).

Faktori od znacaja za pojavu kserostomije i hiposalivacije su fizioloski (uzrast,
pol) i patoloski (bolesti, nezeljeni efekti lekova) (Liu i sar, 2012; Nederfors, 2000).
Najveci broj epidemioloskih studija pokazuje da se kod odraslih osoba razli¢ite starosti
kserostomija 1 hiposalivacija javljaju u razli¢itom stepenu (Liu i sar, 2012; Ohara 1 sar,
2016; Nagler i Hershkovich, 2005; Murray Thomson i sar, 2006). Prevalenca
kserostomije kod osoba starosti oko 30 godina iznosi 5%, dok kod osoba starijih od 65
godina varira izmedu 11% 1 72% sa znacajnim povecanjem tokom daljeg zivota
(Murray Thomson i sar, 2006; Nérhi, 1994; Thomson i sar, 1999; Johansson 1 sar,
2012). Mnoge funkcionalne studije su pokazale da sa starenjem ne dolazi do smanjenja
funkcije pljuvacnih Zlezda, medutim, postoje 1 studije koje su pokazale suprotno (Heft 1
Baum, 1984; Ben-Aryeh i1 sar, 1984; Nagler, 2004; Percival 1 sar, 1994; Navazesh 1 sar,
1992). Na primer, Heft i Baum (1984) su u populaciji od 85 zdravih ispitanika starosti
od 23 do 81 godine pokazali da se protok parotidne pljuvacne Zlezde, kako u
nestimulisanim, tako 1 u stimulisanim uslovima, ne menja sa starenjem. Ben-Aryeh 1 sar
(1984) su, medutim, pokazali da se protok ukupne stimulisane pljuvacke ne menja sa
starenjem, za razliku od protoka ukupne nestimulisane pljuvacke koji se znacajno
redukuje. Nagler i Hershkovich (2005) su u komparativnoj studiji pokazali znac¢ajno
smanjenje protoka ukupne nestimulisane pljuvacke, c¢ak 62%, kod osoba starijih od 60
godina (0,16+0,04 ml/min), u odnosu na mlade osobe starosti oko 20 godina (0,42+0,05

ml/min). Iako je poznato da se sa starenjem smanjuje sekretorni kapacitet pljuvacnih
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zlezda usled smanjenja broja funkcionalnih acinusnih ¢elija to ne mora biti osnovni
razlog za pojavu hiposalivacije, jer je pokazano da s godinama pljuvacne zlezde postaju
osetljivije na dejstvo egzogenih faktora kao Sto su bolesti 1 lekovi (Vissink i sar, 1996;
Ship i sar, 2002; Narhi i sar, 1992; Smidt i sar, 2011).

Polne razlike u protoku pljuvacke uglavnom su posledica uticaja estrogena na
sekretornu funkciju pljuvacnih zlezda (Meurman i sar, 2009). Kod Zena periodi sa
povecanom koncentracijom estrogena u cirkulaciji, kao Sto su pubertet i trudnoca,
praceni su pojacanom salivacijom, dok je period menopauze sa smanjenim nivoom
estrogena pracen razli¢itim stepenima kserostomije i hiposalivacije (Yalcin 1 sar, 2005;
Agha-Hosseini 1 sar, 2009; Minicucci i sar, 2013). Takode, Inoue i sar (2006) su
pokazali da i1 veli¢ina pljuvacnih Zlezda moZze znacajno doprineti polnim razlikama u
lucenju pljuvacke. Porede¢i protok ukupne nestimulisane pljuvacke, veli¢ine pljuvacnih
zlezda (parotidna i submandibularna) i telesnog profila (visina, tezina, indeks telesne
mase) kod zdravih odraslih osoba oba pola starosti 20-32 godina, autori su pokazali da
je kod Zena u odnosu na muskarce protok pljuvacke nizi zbog manje veli¢ine pljuvac¢nih
zlezda koja je u korelaciji sa manjom telesnom masom.

Najcesc¢a oboljenja koja dovode do nastanka kserostomije /hiposalivacije su
oboljenja samih pljuvacnih zlezda, kao §to su Sjegrenov sindrom i sarkoidoza, infekcije
pljuvacénih Zlezda izazvane virusima (HCV, HIV, EBV) (Porter i sar, 2004; Saleh i sar,
2015; Gonzalez i sar, 2014). Povrede glave i vrata pracene povredama nerava koji
kontroliSu lucenje pljuvacke 1 vrlo Cesto terapijski postupak kao Sto je radioterapija u
predelu glave 1 vrata dovode do dugotrajne kserostomije (Porter 1 sar, 2004; Atkinson 1
sar, 2005; Jensen i sar, 2010). Sistemska oboljenja kao $to su dijabetes melitus (DM) tip
1 12, 1 dijabetes insipidus, znac¢ajno doprinose smanjenju lucenja pljuvacke i1 povecanju
kserostomije (Porter i sar, 2004; Sandberg i sar, 2000; Moore i sar, 2001).

Pojava kserostomije je danas povezana sa primenom vise od 500 lekova i lekovi
Navazesh 1 sar, 1996). Lekovima izazvane kserostomija i hiposalivacija najcesce se
vidaju kod starijih osoba zbog istovremenog uzimanja viSe lekova (Scully, 2003;
Atkinson 1 sar, 2005). Najces¢i lekovi za koje je pokazano da imaju ove neZeljene efekte

su: tricikli¢ni antidepresivi, antipsihotici, antimuskarinici, diuretici, antihipertenzivi i
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benzodiazepini, mada su dokazi u vidu dobro kontrolisanih studija za sada malobrojni
(Scully, 2003; Porter i sar, 2004; Scully i Bagan, 2004).

U velikoj studiji ispitivanja etioloskih faktora vaznih za pojavu hiposalivacije i
kserostomije Bergdahl i Bergdahl (2000) su ispitivali uticaj lekova, psiholoskog statusa
(anksioznost i depresija) i stresa na protok ukupne nestimulisane pljuvacke i
kserostomiju u populaciji ispitanika oba pola starosti od 20 do 69 godina. Autori su
pokazali da godine i lekovi u vecem stepenu izazivaju hiposalivaciju, dok na pojavu

kserostomije veci uticaj imaju pol (zenski) 1 psiholoski status.

1.4.  Antioksidativni potencijal pljuvacke

Pljuvacka predstavlja prvu liniju odbrane od oksidativnog stresa zahvaljujuéi
svom antioksidativnom potencijalu (Battino i sar, 2002). Oksidativni stres nastaje usled
poremecaja fizioloske ravnoteze izmedu visoko reaktivnih slobodnih radikala i
antioksidativnog sistema (Sies, 1997). Poremecaj ravnoteze je posledica povecane
produkcije slobodnih radikala i/ili smanjene aktivnosti antioksidativnog sistema (Sies,
1997). Slobodni radikali mogu biti kiseoni¢ni: superoksidni anjon, vodonik peroksid,
hidroksilni radikal, ili azotni: peroksinitrit, NO, azot dioksid, na primer (Kesarwala i
sar, 2016). U visokim koncentracijama oni pokazuju citotoksi¢ne efekte usled
oksidacije lipida (lipidna peroksidacija), proteina i DNK, koji dovode do ¢elijskih
oste¢enja (Valko 1 sar, 2007). Ovi efekti su ukljuceni u patogenezu, kako brojnih
sistemskih oboljenja (kardiovaskularne bolesti, neoplazme, DM), tako i1 oboljenja
nastalith kao posledica poremecene oralne homeostaze (parodontopatija) (Miricescu i
sar, 2011; Kesarwala 1 sar, 2014). Poslednjih godina sve veci broj studija pokazuje da
upravo oksidativni stres povezuje sistemska i1 oralna oboljenja (Miricescu i sar, 2011).

Lipidna peroksidacija predstavlja proces oksidativnog oStecenja lipida koji
zapocinje na nivou ¢elijskih membrana koje su najvec¢im delom izgradene od fosfolipida
(Halliwell 1 Chirico, 1993). Jedan od proizvoda lipidne peroksidacije je malondialdehid
(MDA) koji predstavlja biomarker oksidativnog stresa (Janero, 1990). Usled svoje
visoke reaktivnosti koje pokazuje prema proteinima i1 nukleinskim kiselinama, MDA je
toksiCan, potencijalno mutagen 1 aterogen molekul (Hyvarinen 1 sar, 2014; Otteneder 1
sar, 2006; Riggins 1 sar, 2004). Poznato je da promene u koncentraciji MDA u

organizmu odrazavaju prisustvo patoloSkih procesa koji se javljaju u brojnim
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oboljenjima, kao $to su kardiovaskularna oboljenja, dijabetes melitus, kancer, kao i sa
starenjem (Jain i sar, 2000; Dillioglugil i sar, 2012; Boaz i sar, 1999; Weismann 1i sar,
2011). Povecane koncentracije MDA zabeleZzene su 1 u oralnim manifestacijama
sistemskih oboljenja (dijabetes melitus i lihen planus), kao i u oralnim oboljenjima
(periodontitis, leukoplakija, oralna submukozna fibroza, oralni kancer) (Rai i sar, 2006;
Guentsch i sar, 2008; Al-Rawi, 2011; Agha-Hosseini i sar, 2009).

Antioksidativnu odbranu Cini sistem komponenti koje znacajno odlazu ili
inhibisu Stetni efekat oksidacije, a sastoji se iz enzimskih i neenzimskih komponenti
(Halliwell, 1997; Valko i sar, 2007). Enzimske komponente antioksidativnog sistema
predstavljaju superoksid dizmutaza (SOD), katalaza, glutation peroksidaza, dok su
neezimske glutation, vitamin C 1 E, melatonin, mokra¢na kiselina. Ovaj sistem je
prisutan u svim telesnim tecnostima i tkivima, i u njegovom odrzavanju centralnu ulogu
ima krv koja transportuje i vrsi preraspodelu antioksidanata u telu (Halliwell i Cross,
1994; Ghiselli i sar, 2000). U fizioloskim uslovima ravnoteza koja postoji izmedu
aktivnosti 1 intracelijskih nivoa ovih antioksidanasa je od velikog znacaja za ocuvanje
zdravlja uopste (Valko i sar, 2007).

Pljuvacka sadrzi bogat antioksidativni sistem sa znaCajnom ulogom u zastiti
usne duplje, kao i gastrointestinalnog trakta, od oksidativnog stresa, s obzirom da su
procesi mastikacije i pocetne faze varenja hrane u ustima praceni brojnim reakcijama
oksidacije, ukljucujuéi i lipidnu peroksidaciju (Battino i sar, 2002; Nagler i sar, 2003;
Terao 1 Nagao, 1991). U okviru enzimskih komponenti salivarnog antioksidativnog
sistema znacajnu odbranu od slobodnih kiseoni¢nih radikala predstavlja SOD koja
katalizuje razgradnju superoksidnih anjona na vodonik peroksid i molekularni kiseonik
(lannitti 1 sar, 2012; Battino 1 sar, 2002). S druge strane, jedna od znacajnih
neenzimskih komponenti antioksidativnog sistema pljuvacke je glutation, snaZzno
redukciono sredstvo koje ucestvuje u detoksikaciji slobodnih kiseoni¢nih radikala
(Tannitti 1 sar, 2012; Townsend 1 sar, 2003). Pokazano je da je povecana osetljivost
periodontalnih tkiva na oksidativni stres pracena smanjenom koli¢inom salivarnog
redukovanog glutationa kod pacijenata sa DM tip 1 (Gilimiis i sar, 2009).

Antioksidativnom potencijalu pljuvacke znacajno doprinosi i mokra¢na kiselina
koja je u pljuvacki prisutna u slicnim koncentracijama kao u serumu (Moore i sar,

1994). Drugi antioksidansi, kao $to su vitamin C i albumini, su takode prisutni, ali u
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nizim koncentracijama nego u serumu (Moore i sar, 1994). Odnos koli¢ina vitamina C i
albumina u krvi i pljuvacki ukazuje viSe na aktivnu sekreciju ovih salivarnih
antioksidanata, a manje na pasivnu difuziju iz cirkulacije (Sculley i Langley-Evans,
2002).

Razlike u koncentracijama antioksidanasa se uocCavaju i izmedu ukupne
stimiulisane i1 nestimulisane pljuvacke. Ukupna stimulisana pljuvacka sadrzi nizi totalni
antioksidativni kapacitet od nestimulisane, ali kada se protok pljuvacke uzme u obzir
antioksidativni potencijal stimulisane pljuvacke je ve¢i nego nestimulisane, tako da bi
se odredio ukupni antioksidativni kapacitet prisutan u usnoj duplji pored izmerene
koncentracije salivarnih antioksidanasa treba uzeti u obzir i koli¢inu izlu¢ene pljuvacke
(Moore i sar, 1994; Nagler 1 sar, 2003).

Karakterizacija antioksidantnog profila pljuvacke velikih pljuvaénih Zlezda
pokazuje zavisnost koncentracije salivarnih antioksidanasa od vrste zlezda. Nagler i sar
(2002) su pokazali da su koncentracije salivarnih neenzimskih i enzimskih komponenti
(mokra¢na kiselina, SOD, peroksidaza) vece u parotidnoj nego u submandibularnoj-
sublingvalnoj pljuvacki, kako u nestimulisanim, tako i1 u stimulisanim uslovima.

Znacajno je istaci i da koncentracije salivarnih antioksidanasa pokazuju dnevne
varijacije, kao 1 da zavise od uzrasta ispitanika. Na primer, Borisenkov i sar (2007) su
ustanovili da totalni antioksidativni kapacitet pljuvacke, indikator ukupne
antioksidativne zastite, pokazuje cirkadijalne varijacije tokom dana sa maksimalnim
koncentracijama u 6h pre podne i minimalnim u 3h posle podne. Sto se ti¢e uticaja
uzrasta na salivarni antioksidativni potencijal, Hershkovich 1 sar (2007) su pokazali da
je ukupni oralni antioksidativni kapacitet zna¢ajno manji kod starijih osoba u odnosu na
mlade. S druge strane, Celecova i sar (2013) su pokazali da postoji pozitivna korelacija
izmedu totalnog antioksidativnog kapaciteta u pljuvacki 1 godina starosti, Sto je u
suprotnosti sa nalazima Hershkovich 1 sar (2007). Medutim, treba uzeti u obzir da su
ove dve istrazivaCke grupe primenjivale razli¢ite metode za odredivanje salivarnog
antioksidativnog kapaciteta koje mogu doprineti pojavi razlicitih rezultata.

Poznato je da na salivarni antioksidativni sistem uti¢u, kako oralna, tako i
sistemska oboljenja. Brojne studije pokazuju da je parodontopatija praCena smanjenjem
antioksidativnog potencijala pljuvacke koji nije u moguénosti da neutraliSe visoke

koncentracije slobodnih radikala koje prate ovo oboljenje (Chapple i sar, 1997; Sculley i
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Langly-Evans, 2003; Diab-Ladki i sar, 2003). Zatim, pokazano je da se sa povecanjem
aktivnosti zubnog karijesa povecava i salivarni totalni antioksidativni kapacitet,
najverovatnije zbog povecanja koncentracije ukupnih proteina pljuvacke koji znacajno
doprinose njenom antioksidativnom potencijalu (Tulunoglu i sar, 2006; Preethi 1 sar,
2010; Ahmadi-Motamayel i sar, 2013). Takode, pokazano je povecanje markera lipidne
peroksidacije praceno smanjenjem totalnog antioksidativnog kapaciteta i ekspresije
SOD u pljuvacki pacijenata sa oralnim premalignim lezijama, kao Sto su lekoplakija,
lihen planus i eritroplakija (Vlkova i sar, 2012). S druge strane, reumatoidni artritis,
sistemska skleroza i DM su sistemska oboljenja pracena bilo poveéanjem bilo
smanjenjem komponenti salivarnog antioksidantnog sistema (Nagler i sar, 2003;
Zalewska 1 sar, 2014; Reznick i sar, 2006). Smatra se da ove promene salivarnog
antioksidativnog sistema mogu biti od znacaja za dijagnozu pomenutih sistemskih
oboljenja. Takode, postojanje korelacije izmedu parametara salivarnog antioksidativnog
sistema i stepena patoloSkih promena u tkivima tokom sistemskih oboljenja ukazuju i na
mogucénost da se analiza salivarnih antioksidanata koristi kao metoda za pracenje

razvoja ovih oboljenja (Nagler i sar, 2003; Reznick i sar, 2006).
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2. ANGIOTENZINSKI SISTEM

2.1. Komponente angiotenzinskog sistema

Renin-angiotenzinski sistem (RAS) kao kaskada zapocinje biosintezom renina,
proteolitickog enzima poreklom iz jukstaglomerularnih celija bubrega (modifikovane
glatke miSi¢ne celije lokalizovane u zidu aferentne arteriole), kao odgovor na nizak
perfuzioni pritisak u bubrezima, pad koncentracije natrijuma u predelu macule dense ili
povecanje aktivnosti simpatikusa (Atlas, 2007). Renin se zatim oslobada u cirkulaciju
gde deluje na angiotenzinogen, cirkuliSuéi a,-globulin koji se sintetiSe u jetri, i formira
Ang I, dekapeptid. Od Ang I, pod dejstvom ACE, koji se ve¢im delom nalazi u endotelu
krvnih sudova pluca, nastaje Ang II, oktapeptid (Atlas, 2007). U sintezi Ang II, osim
ACE, ucestvuju 1 drugi enzimi kao $to su himaza, katepsin G, tonin, aktivator tkivnog
plazminogena (Belova, 2000). Ang II se pod dejstvom ACE2, enzima koji je homolog
ACE, lokalizovanog ve¢inom u endotelnim ¢elijama krvnih sudova, konvertuje u Ang
(1-7), heptapeptid (Lambert i sar, 2008). Takode, na Ang II mogu delovati i neke
aminopeptidaze koje dovode do nastanka Ang III (heptapeptid) i Ang IV (heksapeptid)
(Touyz i Schiffrin, 2000). Imaju¢i u vidu da najveéi deo RAS, pocevsi od
angiotenzinogena, ¢ine elementi angiotenzinskog sistema, vrlo ¢esto se danas u literaturi
taj deo sistema analizira samostalno kao angiotenzinski sistem.

Glavni bioloski aktivni peptid angiotenzinskog sistema je Ang Il za ¢iju sintezu
je primarno odgovoran ACE, cink-metaloproteinaza (Coates, 2003). Kod ki¢menjaka,
ACE je prisutan su dve izoforme, somatskoj (SACE) 1 germinalnoj (gACE), a gen za
njihovu sintezu se nalazi na hromozomu 17 (Coates, 2003; Turner i Hooper, 2002).
sACE je lokalizovana na povrsini endotelnih i epitelnih ¢elija u mnogim tkivima, dok je
gACE prisutna u muskim gonadama i ucestvuje u odrzavanju fertiliteta (Turner i
Hooper, 2002). Obe izoforme pripadaju transmembranskim glikoproteinima tip 1 sa
ekstracelularnim amino krajem 1 kratkim intracelijskim citoplazmatskim repom
(Lambert i sar, 2010). Medutim, sACE je prisutna i u obliku solubilnog enzima (kome
nedostaje transmembranski i citosolni domen) u plazmi i drugim telesnim te¢nostima
(Das 1 sar, 1977). Razlika izmedu izoformi ogleda se i u broju aktivnih mesta; SACE
poseduje dva kataliticka mesta, dok gACE samo jedno (Coates, 2003). Glavna
fizioloska funkcija SACE je u kardiovaskularnoj homeostazi. SACE hidrolizuje dipeptid
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sa C-terminalnog kraja Ang I usled ¢ega nastaje snazan vazokonstriktor, Ang II (Coates,
2003). ACE ucestvuje i u metabolizmu vazodilatatora bradikinina, hidrolizujuéi
dipeptid sa C-terminalnog kraja, kao i u degradaciji vazodilatatora Ang (1-7), na
inaktivni peptid kao §to je Ang (1-5) (Coates, 2003; Velez i sar, 2012).

Ang II ostvaruje svoje efekte preko AT, i AT, transmembranskih receptora
udruzenih sa G proteinom koji se sastoje iz ekstraceliskog, membranskog i citosolnog
regiona (de Gasparo i sar, 2000). Humani AT, receptor se sastoji od 359 aminokiselina,
a gen za njegovu sintezi se nalazi na hromozomu 3, dok se AT, receptor sastoji od 363
aminokiseline ¢iji se gen nalazi na hromozomu X (de Gasparo i sar, 2000).

Vecinu fizioloskih efekata Ang II ostvaruje preko AT, receptora lokalizovanih u
CNS, nadbubreznoj Zlezdi, srcu, krvnim sudovima i bubrezima (Dinh i sar, 2001). Ang
IT se N-terminalnim krajem primarno vezuje za ekstracelijski region receptora, i to za
prvu i tre¢u ekstracelijsku omcu. Ostali strukturni delovi Ang II se vezuju za
membranski deo receptora, kao i za intracelijski deo. Veza Ang Il i membranskog dela
receptora ucestvuje u stabilizaciji konformacije receptora, dok veza intracelijskog dela
receptora sa srediSnjim delom i C-terminalnom fenilnom grupom Ang II zapocinje
konformacione promene koje vode do aktivacije receptora. Konformaciona promena
receptora promovise njegovu interakciju sa G proteinom koji zapocinje transdukcioni
signal preko vise plazmamembranskih efektornih sistema (de Gasparo i sar, 2000).
Transdukcioni signali AT; receptora ukljucuju aktivaciju fosfolipaza C, D 1 A i
voltazno zavisnih jonskih kanala za kalcijum L 1 T tipa, kao i inhibiciju adenil ciklaze
(de Gasparo 1 sar, 2000). Takode, aktivacija ovih receptora dovodi do fosforilacije
tirozina 1 aktivacije fosfolipaze C-y uklju¢enih u aktivaciju proteina kao S$to su
mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK), Janus kinaze (JAK) i proteini signali
transdjuseri 1 aktivatori transkripcije (STAT) (Dinh 1 sar, 2001; de Gasparo 1 sar, 2000).

Efekti aktivacije AT, receptora posredstvom Ang II su kontrakcija glatkih
miSi¢a, oslobadanje prostaglandina, sekrecija aldosterona, stimulacija rasta 1
proliferacije ¢elija (Dinh 1 sar, 2001; de Gasparo i sar, 2000). Ang II je i snazan
medijator oksidativnog stresa (Mollnau i sar, 2002). Fosforilacija tirozina pod dejstvom
Ang II, transdukcioni signal AT, receptora, aktivira NADPH oksidazu, membranski
enzim koji predstavlja glavni izvor vaskularnih reaktivnih kiseoni¢nih slobodnih

radikala (Higuchi 1 sar, 2007; Garrido i Griendling, 2009). Iako se Ang II u krvnim
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sudovima primarno vezuje za glatke miSi¢ne Celije, on moze uticati na endotelne celije
gde reguliSe ravnotezu izmedu NO i slobodnih radikala, i odrzava homeostazu
vaskularnog zida (Mollnau i sar, 2002; Nguyen Dinh Cat i Touyz, 2011; Garrido 1
Griendling, 2009).

AT, receptori pokazuju oko 34% sli¢nosti sa AT, receptorom (de Gasparo i sar,
2000). Homologija izmedu receptora je uglavnom lokalizovana u transmembranskim
hidrofobnim domenima za koje se smatra da su vazni za vezivanje Ang Il za receptore
(de Gasparo 1 sar, 2000). Od AT, receptora AT, receptor se znacajno razlikuje u
lokalizaciji i signalnim mehanizmima. AT, receptori su tokom fetalnog razvoja prisutni
u velikoj gustini, da bi njihov broj opadao nakon rodenja u veéini tkiva (de Gasparo i
sar, 2000). U tkivima odraslih prisutan je u mozgu, srcu, bubrezima, vaskularnom tkivu,
kozi 1 nadbubreznoj Zlezdi (de Gasparo i sar, 2000). Medutim, broj AT, receptora se
povecava u patoloskim stanjima kod odraslih (de Gasparo i sar, 2000). Signalni putevi
nakon aktivacije AT, receptora ukljucuju aktivaciju serin/treonin i tirozin fosfataze,
fosfolipaze A,, stvaranje NO 1 cikli¢nog guanozin monofosfata (¢cGMP) (Dinh 1 sar,
2001). Iako funkcija ovih receptora jos uvek nije potpuno razjasnjena, poznato je da se
znacajno funkcionalno razlikuju od AT, receptora. Poznati efekti aktivacije AT,
receptora su vazodilatacija, antiproliferativni efekat, diferencijacija ¢elija, regeneracija

nerava i apoptoza (de Gasparo i sar, 2000).

Poznato je da pored klasi¢ne kaskade ACE/Angll/AT, receptor, angiotenzinski
sistem ima 1 kaskadu sastavljenu od ACE2, Ang (1-7), i Mas receptora, koja pokazuje
suprotne efekte od klasi¢ne. Tako ukupni efekti angiotenzinskog sistema zavise od

balansa izmedu aktivnosti ACE 1 ACE2 (Iwai 1 Horiuchi, 2009; Santos 1 sar, 2008).

Relativno skorasnja identifikacija ACE2 pruZila je nove znacajne informacije u
vezi metabolizma angiotenzina 1 regulacije angiotenzinskog sistema (Tipnis 1 sar, 2000;
Donoghue i sar, 2000). ACE2, kao 1 ACE, pripada grupi cink-metalopeptidaza i
pokazuje priblizno 42% sli¢nosti sa ACE, i to u katalitickom domenu. Medutim, za
razliku od sACE, ACE2 sadrzi samo jedno Kkataliticko mesto 1 deluje kao
karboksimonopeptidaza hidrolizuju¢i amino kiselinu sa C-terminalnog kraja supstrata.
Zahvaljujuéi svojim razli¢itim katalitickim karakteristikama u odnosu na ACE, ACE2

pokazuje afinitet prema drugacijim supstratima i profilima inhibitora (Lambert i sar,
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2010). Iako oba enzima imaju sposobnost da hidrolizuju Ang I, kinetika ovog procesa u
odnosu na ACE2 (¢iji je rezultat Ang (1-9)) nije primarna, Sto ukazije da ACE2 ima
manji afinitet za vezivanje sa Ang I nego ACE (Rice i sar, 2004). Takode, ACE2
ucestvuje u konverziji Ang Il u Ang (1-7) (Lambert i sar, 2010). ACE2, kao i ACE, je
lokalizovan u velikom broju tkiva kod Zivotinja, medutim, kod ljudi je pronaden u
visokim koncentracijama samo u srcu, bubregu i testisima (Gembardt i sar, 2005; Tipnis
1 sar, 2000). Pored efekata na Ang II, ACE2 vrsi hidrolizu i drugih peptida van
angiotenzinskog sistema c¢ija je uloga takode znacCajna u odrzavanju kardiovaskularne
homeostaze, kao S§to je [des-Arg9] bradikinin (Turner i Hooper, 2002). [Des-Arg9]
bradikinin je ¢lan kinin-kalikrein sistema koji nastaje aktivnoS¢u karboksipeptidaze iz
bradikinina 1 agonista je B, receptora koji se aktiviraju u tkivnom oStecenju (Kakoki i
sar, 2007). Medutim, kako bi se utvrdio znacaj ove degradacije [des-Arg9] bradikinina
potrebna su dalja istrazivanja (Lambert i sar, 2008). Sto se ti¢e funkcije, ACE2 je
ukljuc¢en u kardiovaskularnu i bubreznu homeostazu, patogenezu DM i gojaznosti, i

sluzi kao receptor za virus koji izaziva teski akutni respiratorni sindrom (SARS) (Guy 1

sar, 2005).

Ang (1-7), najvazniji proizvod aktivnosti ACE2, moze nastati 1 na druge nacine:
direktno iz Ang I pod dejstvom enzima neprilisin (neuralna endopeptidaza 24.11) i iz
Ang (1-9), koji se pod dejstvom ACE konvertuje u Ang (1-7) (Welches 1 sar, 1993;
Bader, 2013). Ovaj peptid ostvaruje svoje efekte preko Mas receptora, primarno
otkrivenog kao protoonkogen (Bader, 2013; Metzger i sar, 1995). Ovaj receptor je
predominantno eksprimiran u mozgu i testisima, ali je prisutan i u bubregu, srcu i
krvnim sudovima (Metzger 1 sar, 1995). Mas receptor pripada receptorima udruzenim sa
G proteinom o ¢ijem se transdukcionom signalnom putu jos uvek ne zna sve. Ono §to je
poznato to je da signal ¢ine oslobadanje arahidonske kiseline i intracelijska fosforilacija
Akt (protein kinaza B) (Sampaio i sar, 2007; Santos i sar, 2003; Verano-Braga i sar,
2012). S druge strane, podaci da Ang (1-7) u suprafizioloskim koncentracijama aktivira
AT receptore, ukazuju da Mas receptori nisu jedini receptori Ciji je agonist Ang (1-7)

(Bader, 2013).

Efekti Ang (1-7) su vazodilatacija, antitromboti¢ni 1 antiproliferativni

(Kucharewicz i sar, 2002; Langeveld i sar, 2005; Lavrentyev i Malik, 2009). Vec¢ina
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ovih efekata je vezana za promene u redoks homeostazi vaskularnog zida (Xu i sar,
2008). Intracelijskom fosforilacijom Akt Ang (1-7) aktivira eNOS, §to je praceno
povecanjem NO koji inhibiSe stvaranje slobodnih radikala u endotelnim celijama
(Sampaio i sar, 2007; Sampaio 1 sar, 2007). U bubrezima Ang (1-7) uti¢e na regulaciju
natrijuma smanjujuéi diurezu kod niske koncentracije, a pojacavajuci kod poveéane
koncentracije ovog jona (Ferrario i Varagic, 2010). U srcu Ang (1-7) pokazuje
kardioprotektivne efekte oslobadaju¢i NO 1 deluju¢i na kardiomiocite antioksidantno i
antihipertroficno, medutim, glavni efekat Ang (1-7) u srcu predstavlja regulacija gena
ukljucenih u fibrozu kardijalnih fibroblasta preko Mas receptora (Dias-Peixoto i sar,
2008; Gava i sar, 2012; Gomes 1 sar, 2010; Iwata i sar, 2005; Patel 1 sar, 2012; Patel i
sar, 2012).

Sto se tice Ang III i IV o njihovoj ulozi u kardiovaskularnoj homeostazi za sada
ima malo podataka (de Gasparo i1 sar, 2000). Postojece studije ukazuju da Ang III
ucestvuje u centralnoj regulaciji krvnog pritiska (Wright i Harding, 1997; Zini 1 sar,
1996). Za sada nije poznato preko kojih receptora Ang III ostvaruje taj efekat. Za Ang
IV je pokazano da je agonist AT4 receptora lokalizovanih u mozgu, u strukturama
odgovornim za kognitivne, motorne i senzorne funkcije (de Gasparo 1 sar, 2000). AT,
receptori su lokalizovani i u perifernim tkivima i to u bubrezima, srcu, slezini, prostati,
nadbubregu 1 kolonu. Primarna funkcija AnglV/AT, sistema ukljucena je u postizanje
memorije 1 secanja, regulaciju krvnog pritiska, inhibiciju bubrezne tubularne
reapsorpcije natrijuma i hipertrofiju srca. Medutim, za sada nema podataka o signalnim

mehanizmima koji prate aktivaciju AT, receptora.

Imaju¢i u vidu da su enzimi angiotenzinskog sistema ukljuceni i u metabolizam
peptida kinin-kalikrein sistema, takode regulatora kardiovaskularne funkcije, znacajno
je istaci 1 karakteristike ovog sistema. Bradikinin je najvazniji fizioloski aktivan peptid
ovog sistema koji se sastoji od 9 aminokiselina i u€estvuje u regulaciji vaskularnog
tonusa, kao potentni vazodilatator i inhibitor ¢elijskog rasta (Tom 1 sar, 2003). Ovaj
peptid nastaje u tkivima iz kininogena pod dejstvom kalikreina direktno ili preko
intermedijatora kalidina 1 zatim se oslobada u cirkulaciju (Duncan 1 sar, 2000; Nolly 1
sar, 1992). In vivo se bradikinin brzo metaboliSe (za manje od 0,5 min) pod dejstvom

kinaza od kojih su najvaznije metalopeptidaze ACE i NEP, aminopeptidaze P i
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karboksipeptidaze M i N (Cyr i sar, 2001; Dendorfer i sar, 1997; Kokkonen i sar, 2000).
Bradikinin svoje efekte ostvaruje preko B; i B, receptora udruzenih sa G proteinom
(Marceau 1 sar, 1998). B, receptori su u fizioloskim uslovima prisutni u brojnim
¢elijama, ukljucuju¢i endotelne 1 glatke miSi¢ne celije krvnih sudova i kardiomiocite
(Raidoo i sar, 1997; Minshall i sar, 1995). Aktivacija endotelnih B, receptora pracena je
vazodilatacijom usled oslobadanja NO, prostaciklina ili endotelnog hiperpolariSuceg
faktora; u glatkim miSi¢ima krvnih sudova pracena je vazokonstrikcijom koja je
posledica povecanja intracelijskog kalcijuma (Dendorfer 1 sar, 2001; Gobeil 1 sar, 2002;
Calixto 1 Medeiros, 1992). Takode, aktivacija B, receptora povezana je sa
antihipertrofiénim i/ili antiproliferativnim efektima kod kardiomiocita i fibroblasta
(Ishigai i sar, 1997; McAllister i sar, 1993). Za razliku od B, receptora, B, receptori su u
istim ¢elijama, kao i B, receptori, eksprimirani gotovo isklju¢ivo u patoloskim uslovima
kao odgovor na zapaljenje, citokine ili tkivnu traumu (Marceau i sar, 1998). Naime,
pokazano je da eksperimentalno izazvana hipertenzija prouzrokuje ushodnu regulaciju
B, receptora, ali ne i B, u srcu 1 bubregu miseva, kao i da se u odsustvu B, receptora
fizioloski inertni B receptori aktiviraju i preuzimaju neke hemodinamske karakteristike
B, receptora, kao Sto je vazodilatacija (Duka i sar, 2001). S tim u vezi, vazno je
spomenuti da bradikinin ima manji afinitet za B; nego za B, receptore, kao i da njegovi

metaboliti mogu delovati kao endogeni agonisti B receptora (Marceau i sar, 1998).

2.2. Odnos cirkulatornog i tkivnog angiotenzinskog sistema

Podela angiotenzinskog sistema (kao i renin-angiotenzin sistema) - cirkulatorni
1 tkivni, zasnovana je na pitanju gde se odigrava sinteza elemenata ovog sistema:
lokalno u tkivima ili u tkiva dospevaju iz cirkulacije. Cirkulatorni angiotenzinski sistem
je primarno endokrini sistem u okviru koga se sistemno, u cirkulaciji, ostvaruju efekti
renina na sintezu angiotenzina. Ukratko, renin poreklom iz bubrega se oslobada u
plazmu gde konvertuje cirkuli$i¢i angiotenzinogen poreklom iz jetre u Ang I
Prolaskom kroz pluéni krvotok, pod dejstvom ACE lokalizovanog na endotelnim
¢elijama, Ang I se konvertuje u Ang II. Nastali Ang II arterijskim krvotokom dospeva
do perifernih tkiva gde ostvaruje efekte preko svojih AT; i AT, receptora. Ovakav

cirkulatorni angiotenzinski sistem, u okviru koga Ang II deluje kao hormon, ima vaznu
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ulogu u odrzavanju kardiovaskularne funkcije reguliSu¢i krvni pritisak i homeostazu
teCnosti 1 elektrolita (Lambert i sar, 2010).

S druge strane, tkivni angiotenzinski sistem, ¢esto nazivan — sistem za lokalnu
sintezu Ang II (Danser, 2003), ne sadrzi sve komponente angiotenzinskog sistema:
renin i angiotenzinogen, koje preuzima iz cirkulacije, dok sadrzi ACE, Ang I'i I, AT, i
AT, receptore. Naime, nakon difuzije renina i angiotenzinogena iz plazme u tkivo,
lokalno renin konvertuje angiotenzinogen u Ang I koji se dalje pod dejstvom tkivnog
ACE konvertuje u Ang II. Lokalno nastali Ang II se zatim vezuje za svoje receptore
prisutne u tkivu i ostvaruje svoja parakrina (dejstvo autokoida na okolne ¢elije u tkivu
gde nastaje) 1 autokrina dejstva (dejstvo autikoida na ¢eliju koja ga je sintetisala). Samo
u ograni¢enom broju tkiva (posebno u bubrezima) renin i/ili njegovi prekursor prorenin
se stvaraju lokalno, stoga je omogucena lokalna sinteza Ang II pod dejstvom lokalno
nastalog renina. lako se i angiotenzinogen moze stvarati lokalno u bubrezima njegova
funkcionalna uloga nije od znacaja imajuc¢i u vidu da nivoi Ang II u bubregu kod
miSeva sa mutiranim genom za bubrezni angiotenzinogenom (,,knock-out* zivotinje) isti
kao kod onih bez mutacije (Matsusaka i sar, 2012). Tkivni angiotenzinski sistem, u
okviru koga Ang II deluje kao autokoid, ima vaznu ulogu u regulaciji vaskularnog
tonusa i funkcije glavnih vitalnih organa, kao Sto su srce i bubrezi (Lambert i sar, 2010).
Znacaj nedostatka tkivnog Ang II se posebno vidi u prisustvu ACE inhibitora u okviru
njihovih efekata koji ne ucestvuju u regulaciji krvnog pritiska ve¢ imaju protektivni
znacaj (Danser, 2003).

Mnoge studije ukazuju da regulacija tkivnog angiotenzinskog sistema, zavisno
od vrste tkiva, moZe da zavisi, ali 1 ne mora, od cirkulatornog angotenzinskog sistema.
Naime, Trolliet i sar (1992) su pokazali da je lokalna sinteza Ang II nezavisna od
cirkuliSu¢eg angiotenzinskog sistema prisutna u mozgu pacova. Naime, bilateralna
nefrektomija dovodi do pada koncentracije Ang II u plazmi, ali se pri tome u mozgu ne
menja lokalna sinteza Ang II ili se §ta viSe povecava. U drugim organima, kao na primer
srcu, prisutna je interakcija izmedu cirkuliSuceg 1 tkivnog angiotenzinskog sistema gde
cirkuliSu¢i renin i1 angiotenzinogen preuzeti iz plazme ucestvuju u lokalnoj sintezi
angiotenzina (Campbell 1 sar, 1993). Funkcionalno, cirkuliSu¢i i tkivni angiotenzinski
sistem se medusobno dopunjuju, te je adekvatna regulacija oba sistema vazna za

odrzavanje fizioloskih funkcija mnogih organa. S jedne strane, cirkuliSuci
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angiotenzinski sistem, posebno sekrecija renina u bubrezima, omogucava brzi i
efikasniji homeostatski odgovor na akutne promene u krvnom pritisku i homeostazi
teCnosti 1 elektrolita, dok s druge strane, tkivni angiotenzinski sistem omogucuje
subakutne 1 hroni¢ne lokalne promene reguliSu¢i vaskularni tonus, funkciju bubrega,
srca, zlezda i digestivnih organa, ukljucujuci i pljuvaéne zlezde (Paul i sar, 2006).
Veliki broj studija pokazuje prisustvo tkivnog angiotenzinskog sistema u
animalnim tkivima, dok je malo podataka o prisustvu ovog sistema u humanim tkivima
(Mulrow, 1993; Ohkubo i sar, 1986; Rogerson i sar, 1992; Rogerson i sar, 1995; Urata i
sar, 1990; Whiting i sar, 1991). Jedna takva studija Paul i sar (1993) predstavlja prvu
sistemsku analizu ekspresije gena za renin, angiotenzinogen i ACE u humanim tkivima i
pokazuje njithovu ekspresiju u bubregu, nadbubreznoj Zlezdi, organima
kardiovaskularnog sistema (srce, vena safena, aorta), placenti i umbilikalnoj veni.
Najmanja koncentracija iRNK renina zabelezena je u srcu, dok je u veni safeni bila 100
puta manja nego u bubregu. Sto se ti¢e ekspresije ACE2, Harmer i sar (2002) su
pokazali njegovu visoku ekspresiju u bubregu, kardiovaskularnim tkivima, kao i
gastrointestinalnom traktu, posebno u delovima distalno od Zeluca (ileum, duodenum,

jejunum, cekum i kolon).

2.3. Angiotenzinski sistem u pljuva¢nim Zlezdama

Prisustvo komponenti tkivnog angiotenzinskog sistema za sada je pokazano na
animalnim pljuva¢nim zlezdama, ali ne i na ljudskim. U submandibularnim pljuva¢nim
zlezdama pacova pokazano je prisutvo AT, receptora i odsustvo ekspresije iIRNK za
renin i angiotenzinogen (Paul 1 sar, 2006). Na prisustvo lokalnog angiotenzinskog
sistema u submandibularnoj Zlezdi pacova ukazali su Hayashi 1 sar (2000) na modelu
hipertrofije submandibularne Zlezde izazvane isoproterenolom, neselektivnim beta
adrenergickim agonistom. Naime, autori su utvrdili pove¢an nivo Ang II u
hipertroficnim zlezdama i1 da se ovo povecanje moze otkloniti primenom ACE
inhibitora.

MiSevi predstavljaju jedinstven animalni model za koji je pokazano da se sinteza
renina odvija u pljuvacnim zlezdama jer je pokazana ekspresija iRNK za renin, kao 1 za
angiotenzinogen (Paul i sar, 2006). Bing 1 sar (1980) 1 Bing 1 Poulsen (1979) su pokazali

da se u submandibularnoj Zlezdi misa vecina glandularnog renina nalazi u sekretornim
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granulama tubularnih ¢elija iz kojih se oslobada u pljuvacku i krv posle stimulacije alfa
adrenoceptora. Otklanjanjem submandibularne zlezde autori su pokazali da visoke
koli¢ine renina nadene u tkivu zlezde i pljuvacki imaju mali uticaj na bazalni nivo

renina u plazmi.

2.4. Interakcija angiotenzinskog i NO sistema

Azot monoksid predstavlja parakrini signalni molekul koji ucestvuje u
fizioloSkim 1 patoloSkim mehanizmima u kardiovaskularnom, nervnom i imunom
sistemu (Atkan i sar, 2004). NO nastaje konverzijom L-arginina u L-citrulin pod
dejstvom enzima NO sinteze (NOS) u prisustvu kiseonika i kofaktora - NADPH, flavin
mononukleotid, flavin adenin dinukleotid, tetrahidrobiopterin i kalmodulin (Knowles i
Moncada, 1994). Poznate su tri izoforme NOS enzima, dve konstitutivne - neuralna
(nNOS) i endotelna (eNOS), uvek prisutne u organizmu, i jedna inducibilna izoforma
(iNOS) koja se pojavljuje iskljucivo u patoloskim uslovima (Alderton i sar, 2001).
nNOS 1 iINOS izoforme su solubilne, dok eNOS pripada membranski vezanim
enzimima (Liu 1 sar, 1995). Aktivacija konstitivnih izoformi je kalcijum—zavisna i
pradena je stvaranjem niskih koncentracija NO koje se oslobadaju postepeno, dok
rezultat kalcijum-nezavisne aktivnosti iNOS predstavlja produzeno oslobadanje visokih
koncentracija NO (Moncada i Higgs, 1993; Nathan, 1992).

NO sintetisan u endotelnim c¢elijama krvnih sudova, kao rezultat aktivnosti
eNOS, ima vaznu ulogu u vaskularnoj homeostazi (Moncada i sar, 1991). Iz endotelnih
¢elija NO se oslobada kao odgovor na pritisak krvi prilikom prolaska kroz krvne sudove
ili na supstance koje svoje efekte ostvaruju preko receptora, kao $to su ACh, bradikinin
ili serotonin (Boulanger i Liischer, 1990). 1z endotela NO difunduje u glatke miSi¢ne
¢elije gde aktivira solubilnu guanil ciklazu, povecava nivoe ciklicnog guanozin
monofosfata 1 sledstveno i1zaziva relaksaciju glatkih miSi¢a krvnih sudova (Moncada 1
sar, 1991). NO takode sprecava adheziju 1 migraciju leukocita, proliferaciju glatkih
miSi¢nih ¢elija, adheziju 1 agregaciju trombocita, kao 1 apoptozu i inflamaciju
pokazuju¢i sveukupan antiaterogeni i vaskuloprotektivni efekat (Wheatcroft i sar,
2003).

Endotel krvnih sudova kao glavni regulator vaskularne homeostaze 1 izvor

mnogih bioloski aktivnih molekula, odrzava ravnotezu izmedu vazodilatacije i
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vazokonstrikcije, inhibicije i stimulacije migracije i proliferacije glatkih miSi¢nih ¢elija,
fibrinolize i trombogeneze, prevencije i stimulacije adhezije i agregacije trombocita, kao
1 antioksidativnih 1 prooksidativnih procesa (de Gasparo, 2002; Félétou, 2011).
Poremecaj ove strogo regulisane ravnoteze u korist vazokonstriktornih, proliferativnih,
odlika poremecaj u dostupnosti NO.

Jedan od najznacajnijih endogenih vazokonstriktora koji ima znacajnu ulogu u
endotelnoj disfunkciji je Ang II. U krvnim sudovima, kako u endotelu, tako i glatkim
miSi¢ima, postoji znacajna funkcionalna interakcija izmedu NO i Ang II pri ¢emu ove
molekule deluju kao fizioloski antagonisti u mnogim vaskularnim funkcijama
(vaskularni tonus, ¢elijski rast, apoptoza) i inflamaciji. Ova funkcionalna interakcija je
odredena medusobnom regulacijom sinteze 1 signalnih puteva NO i1 Ang II na viSe nivoa
(Yan 1 sar, 2003). Pokazano je da NO uti¢e na aktivnost ACE 1 ekspresiju
angiotenzinskih receptora. Tako, na primer, NO donori morfolinosidnonimin i
dietilenetriamin inhibiSu aktivnost ACE in vifro na izolovanim prstenovima karotidne
arterije pacova (Acermann i sar, 1998), dok dugotrajna primena inhibitora NOS (nitro-
L-arginin metil estar — L-NAME) povecava aktivhost ACE u srcu i aorti pacova
(Takemoto 1 sar, 1997). Takode, pokazano je i da NO donor S-nitrozo acetil DL-
penicilamin smanjuje ekspresiju gena za AT, receptore in vitro u kulturi glatkih
migiénih ¢elija grudne aorte spontano hipertenzivnih pacova (Ichiki i sar, 1998). Sto se
ti¢e Ang I, poznato je da Ang II utiCe na sintezu NO preko svojih receptora. Ang 1I
preko AT, receptora brzo stimuliie oslobadanje NO aktivacijom Ca**/kalmodulin
zavisne eNOS na kulturi govedih endotelnih ¢elija (Saito 1 sar, 1996). Medutim, Olson 1
sar (2004) su pokazali da Ang II preko AT, receptora uti¢e negativno na sintezu NO,
dok preko AT, receptora stimuliSe povecanje ekspresije iIRNK 1 proteina eNOS i
sledstvenu sintezu NO u pluénom endotelu u in vitro uslovima. Gohlke 1 sar (1998) su
pokazali da Ang II u uslovima selektivne inhibicije AT, receptora losartanom, preko
AT, receptora izaziva bradikinin-zavisnu stimulaciju sinteze NO u aorti pacova.
Pokazano je i da infuzija Ang II povecava nivoe eNOS iRNK i proteina, ali smanjuje
sintezu NO u aorti pacova, najverovatnije usled disfunkcije eNOS koja je pracena pre

produkcijom superoksida, nego NO (Mollnau i sar, 2002).
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Pored Ang II u interakciji sa NO wucestvuje i drugi efektorni peptid
angiotenzinskog sistema, Ang (1-7). Naime, pokazano je da Ang (1-7), najverovatnije
uz znacCajno uceS¢e bradikinina, stimuliSe oslobadanje NO koje je praceno
oslobadanjem 1 niskih koncentracija superoksida iz endotelnih ¢elija (bovine) u in vitro
uslovima (Heitsch i sar, 2001). Takode, Sampaio i sar (2007) su pokazali da Ang (1-7)
aktiviraju¢i Mas receptore stimuliSe aktivnost eNOS i sintezu NO preko Akt-zavisnog
puta u humanim endotelnim ¢elijama aorte u in vitro uslovima.

NO predstavlja vaznu signalnu molekulu na nivou pljuvac¢nih zlezda 1 pljuvacke.
NO je prisutan i u humanoj pljuvacki i potice iz samih pljuvacnih zlezda (Looms i sar,
2002). U velikim i malim humanim pljuvac¢nim zlezdama prisutne su sve izoforme NOS
enzima. nNOS se nalazi u nervnim vlaknima 1 epitelnim celijama izvodnih kanala
pljuvacnih Zlezda, eNOS u vaskularnom endotelu i epitelnim ¢elijama izvodnih kanala,
dok je iNOS lokalizovana isklju¢ivo u delovima pljuvacnih zlezda sa inflamacijom, ali
ne i u zdravom tkivu (Soinila i sar, 2006). U pljuva¢nim zlezdama NO ucestvuje u
regulaciji lucenja pljuvacke, dotoka krvi u Zlezde, neurotransmisiji, odbrani od
mikroorganizama, rastu i diferencijaciji ¢elija (Looms 1 sar, 2002). Na interakciju
izmedu angiotenzinskog i1 NO sistema na nivou pljuvacnih zlezda ukazali su Vag i sar
(2002) ispituju¢i vaskularni otpor u submandibularnoj pljuvac¢noj zlezdi pacova.
Pokazano je da se posle primene kandesartana (iv), selektivnog blokatora AT,
receptora, javlja vazodilatacija krvnih sudova submandibularne Zlezde, dok se
vazokonstrikcija javlja ukoliko se posle kandesartana primeni L-NAME, neselektivni
inhibitor NOS. Autori su zakljucili da vazodilatacija u submandibularnoj pljuvacnoj

zlezdi nastala blokadom AT receptora je rezultat delovanja pove¢anog NO.
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3. ACE INHIBITORI

ACE inhibitori su lekovi koji inhibiSu sintezu Ang II 1 pripadaju lekovima prvog
izbora za terapiju cirkulatornih 1 metabolickih disfunkcija, ukljucujuéi hipertenziju 1
dijabetes melitus. S druge strane, dejstvo ACE inhibitora da povecavaju raspolozivost
NO i sledstveno smanjenje rizika od oksidativnog stresa je jedan od znacajnih

farmakoloskih mehanizama koji leZe u osnovi njihovog protektivnog dejstva.

3.1. Klasifikacija i farmakokinetika ACE inhibitora

Danas grupu ACE inhibitora ¢ini vise od 12 lekova. Strukturno molekul ovih
lekova ¢ine funkcionalne grupe koje su odgovorne za njihovo vezivanje za ACE (cink-
komponentu aktivnog mesta) i 2-metil-propranolol-L-prolin, deo molekula odgovoran
za farmakodinamska svojstva (Williams, 1988). U odnosu na tip funkcionalne grupe u
molekulu, ACE inhibitori su klasifikovani u tri grupe. ACE inhibitori koji sadrze
sulthidrilnu grupu su kaptopril, fentiapril, pivalopril, zofenopril 1 alacepril. Jedini ACE
inhibitor sa fosfinil grupom je fosinopril, dok ACE inhibitore koji sadrze kardoksilnu
grupu ¢ine enalapril, lisinopril, perindopril, imidapril, benazepril, kvinapril, ramipril,
trandolapril 1 moeksipril (Brown i Vaughan, 1998).

Farmakokineticke karakteristike enalaprila su slede¢e (Hockings i sar, 1986).
Enalapril je prolek koji se posle oralne primene konvertuje u jetri u aktivan oblik,
enalaprilat. Apsolutna bioiskoristljivost enalaprila, posle oralne primene, iznosi oko
60% 1 ne menja se sa starenjem. Maksimalna koncentracija enalaprila u plazmi (Cy,x) se
postize za 1 sat, a enalaprilata za oko 4 sata. Volumen distribucije enalaprilata je oko
12L. Oko 50-60% enalaprilata se vezuje za proteine plazme. Identifikovana su dva
mesta vezivanja, jedno sa malim afinitetom i visokim kapacitetom i drugo sa visokim
afinitetom 1 malim kapacitetom. Ovo drugo mesto predstavlja vezivanje enalaprilata za
cirkuliSu¢i ACE u serumu. Podaci o distribuciji enalaprilata u CNS su ogranicena, ali se
¢ini da ovaj lek slabo prolazi hematoencefalnu barijeru 1 ne distribuira se u CNS.
Enalaprilat prolazi kroz placentu, a utvrdeno je da se enalapril 1 enalaprilat u tragovima
distribuiraju u mleko. U jetri se oko 60% resorbovanog enalaprila hidrolizuje (de-
esterifikacija - reakcija prve faze metabolizma lekova) u enalaprilat, njegov jedini

metabolit. Nepromenjeni enalapril i enalaprilat se primarno izlucuju putem bubrega.
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IzIu¢ivanje enalaprilata primarno zavisi od klirensa bubrega (kreatinin) tako da je
klirens enalaprilata znac¢ajno manji kod starijih osoba u odnosu na mlade. Terminalno

vreme polueliminacije enalaprilata iznosi oko 38 sati.

3.2. Mehanizam antihipertenzivnog dejstva ACE inhibitora

Glavni mehanizam dejstva ACE inhibitora je kompetitivna inhibicija ACE. ACE
je enzim primarno vezan za tkiva, mada manje od 10% cirkuliSe u plazmi. Funkcionalni
znacaj tkivno vezanog ACE je pokazan na geneticki izmenjenim miSevima koji nemaju
tkivni ACE, ali imaju cirkuliSu¢i ACE u plazmi. Takve Zivotinje pokazuju nesposobnost
da aktiviraju svoj renin-angiotenzinski sistem i sledstveno razvijaju hipertenziju (Esther
1 sar, 1997). Tacna funkcija cirkuliSu¢eg ACE je nepoznata, ali posto predstavlja malu
koli¢inu ukupnog ACE smatra se da njegova uloga nije znacajna za farmakodinamski
profil ACE inhibitora.

Stepen funkcionalne in vivo inhibicije tkivnog ACE izazvan primenom ACE
inhibitora direktno zavisi od njihovog afiniteta za enzim i koncentracije slobodnog
inhibitora u tkivima. Koncentracija slobodnog inhibitora u tkivu, s druge strane, zavisi
od dinami¢nog ekvilibrijuma izmedu brzine dostavljanja ACE inhibitora tkivima i
njihovog sledstvenog odlaska u krv.

U odnosu na ja¢inu (koja se dobija na osnovu kompetitivne inhibicije ACE i
direktnog vezivanja ACE inhibitora za tkivni ACE) redosled lekova je slede¢i:
kvinaprilat = benazeprilat > ramiprilat > perindoprilat > lisinopril > enalaprilat >
fosinopril > kaptopril (Fabris 1 sar, 1990; Fabris 1 sar, 1990; Johnston i sar, 1989;
Johnston 1 sar, 1993; Kinoshita i sar, 1993).

Posledice inhibicije ACE su spreCavanje nastanka Ang II i smanjenje
metabolizma bradikinina. Usled smanjenog nivoa Ang II i sledstvenog izostanka
vazokonstrikcije, kao 1 povecanog nivoa bradikinina i sledstvene izraZene vazodilatacije
dolazi do smanjenja perifernog vaskularnog otpora 1 snizavanja krvnog pritiska koje nije
praceno refleksom tahikardijom. ACE inhibitori na ovaj na¢in smanjuju priliv krvi u
srce 1 njegovo opterecenje Sto smanjuje potrebe za kiseonikom. Ovi lekovi povecavaju i
koronarno dopremanje kiseonika spreCavanjem vazokonstrikcije koronarnih krvnih

sudova 1 povecanjem protoka krvi (Faxon 1 sar, 1982; Magrini i sar, 1988). Bolje
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hemodinamske karakteristike i oksigenacija ¢uvaju srce od pojave dekompenzovane
insuficijencije i ishemijskih oSte¢enja (Rouleau i sar, 1982; Chatterjee i sar, 1982).

Pokazano je da endogeni bradikinin (nastao usled smanjene razgradnje u
uslovima inhibicije ACE) doprinosi kratkotrajnim efektima ACE inhibicije na krvni
pritisak kod normotenzivnih i hipertenzivnih osoba, kao 1 na renin-angiotenzinski
sistem (Gainer i sar, 1998). Sli¢no je zabelezeno i u okviru efekata ACE inhibitora na
endotelnu vazodilatatornu funkciju. Naime, Hornig i sar (1997) su pokazali da ACE
inhibitori preko bradikinin zavisnog mehanizma povecavaju zavisno od protoka,
endotelno-zavisnu vazodilataciju kod ljudi.

Pored glavnog mehanizma inhibicije ACE, ovi lekovi imaju i druge mehanizme
delovanja koji doprinose njihovom antihipertenzivnom dejstvu. ACE inhibitori
aktiviraju kininske receptore: B, receptore kao alosterni modulatori, a B; receptore kao
agonisti, ¢ijom aktivacijom raste NO kao jedan od njihovih transdukcionih signalnih
molekula (Benzing i sar, 1999; Ignjatovic i sar, 2004; Kugaevskaya i Elisseeva, 2010;
Erdos 1 sar, 2010). Pokazano je 1 da ovi lekovi smanjuju povecanu kardijalnu ekspresiju
ACE 1 povecavaju smanjenu ekspresiju ACE2 kod spontano hipertenzivnih pacova ¢ime
stimuliSu stvaranje Ang (1-7) (Yang i sar, 2013). Indirektno, smanjujuci stvaranje Ang
II, ACE inhibitori smanjuju sintezu aldosterona ¢ime se povecava natriureza i smanjuje

zapremina plazme (Gavras i sar, 1978).

3.3. Mehanizam protektivnog dejstva ACE inhibitora: oksidativni stres i NO
Eksperimentalna 1 klini¢ka ispitivanja pokazuju da uslovi povecane aktivacije
tkivnog 1/ili cirkulatornog angiotenzinskog sistema znafajno doprinose razvoju
vaskularnog oksidativnog stresa. Na primer, u vaskularnom sistemu Ang II ima
znacajnu ulogu u nastanku oksidativnog stresa stimuliSu¢i aktivnost NADPH oksidaze 1
stvaranje superoksidnih anjona u endotelnim 1 glatkim miSi¢nim ¢elijama krvnih sudova
(Zhang 1 sar, 1999; Ushio-Fukai 1 sar, 1996). Povecani oksidativni stres dovodi do
poremecaja u aktivnosti eNOS tako da eNOS stvara viSe superoksida nego NO
(Mollnau 1 sar, 2002). Takode, visoke koncentracije NO nastale usled aktivnosti iNOS,
prisutne obi¢no u uslovima inflamacije i oksidativnog stresa, ve¢inom su odgovorne za

¢elijska oStec¢enja najcesce kao posledica reakcije NO sa superoksidom i sledstvenog
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nastanka peroksinitrita, visoko reaktivnog azotnog slobodnog radikala (Aktan i sar,
2004; Radi i sar, 1991).

ACE inhibitori pokazuju antioksidativna svojstva koja znacajno doprinose
njihovim protektivnim dejstvima (Deoghare 1 Kantharia, 2013; Kedziora-Kornatowska 1
sar, 2006). Mehanizmi antioksidativnog dejstva ovih lekova ukljucuju smanjenje
prooksidativnih efekata Ang II usled inhibicije ACE, kao i pove¢anu aktivnost ACE2 i
stvaranje Ang (1-7) koji prouzrokuju smanjenje aktivnosti NADPH oksidaze i
sledstveno smanjenje koncentracije slobodnih radikala, prvenstveno superoksida
(Hosomi 1 sar, 2001; Luque i sar, 1996; Yousif i sar, 2012). S druge strane,
mehanizmima nezavisnim od inhibicije ACE, ACE inhibitori poveéavaju sintezu i
aktivnost komponenti antioksidativnog sistema, kako neenzimskih (glutation), tako i
enzimskih (SOD, katalaza, glutation peroksidaza i reduktaza) (Kedziora-Kornatowska i
sar, 2000; de Cavanagh i sar, 1995; de Cavanagh i sar, 2000).

Znacajno je ista¢i da antioksidativna svojstva ACE inhibitora ucestvuju i u
ocuvanju bioiskoristljivosti NO koji takode moZe doprineti njihovim protektivnim
efektima. Ocuvanje bioiskoristljivosti NO tokom primene ACE inhibitora rezultat je
njihovog mehanizma koji ukljucuje, s jedne strane, smanjeno stvaranje superoksida,
slobodnog radikala odgovornog za metabolizam NO, i regulaciju ekspresije i aktivnosti
NOS enzima, s druge strane. Pokazano je da ACE inhibitor kvinapril povecava
ekspresiju 1 aktivnost eNOS preko bradikinin zavisnog mehanizma, a smanjuje
ekspresiju 1 aktivnost iNOS najverovatnije preko TNFa posredovanog mehanizma u
aorti zdravih pacova (Bachetti 1 sar, 2001). Imidapril stimuliSe ekspresiju iRNK 1
proteina eNOS 1 inhibiSe ekspresiju iIRNK 1 proteina iNOS na eksperimentalnom
modelu hipertenzije u srcu pacova (Kobayashi 1 sar, 1999). Pokazano je i da kaptopril i
enalapril povecavaju aktivnost, ali ne i1 ekspresiju, eNOS u srcu i aorti spontano
hipertenzivnih pacova (Pechanova, 2007).

U klinickoj studiji kod pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom pokazano je da
enalapril povec¢ava smanjenu koncentraciju glutationa i NO, a smanjuje povecanu
koncentraciju MDA u plazmi (Donmez i sar, 2002). Takode, perindopril znacajno
povecava aktivnost SOD 1 katalaze 1 koncentraciju NO, a smanjuje koncentraciju MDA
u krvi pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom u odnosu na njihove aktivnosti 1

koncentracije pre primene ovog leka (Kedziora-Kornatowska i sar, 2006).
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Sve pomenute studije o antioksidativhom dejstvu ACE inhibitora odnose se na
kardiovaskularni sistem, dok za sada nema podataka o njihovim antioksidativnim
protektivnim efektima na nivou pljuvacnih Zlezda i pljuvacke.

Pored ovih protektivnih efekata ACE inhibitori imaju i1 direktne protektivne
efekte koji su posledica nedostatka Ang II — vazokonstrikcija, proliferacija glatkih
miSi¢a krvnih sudova, ruptira ateroskleroti¢nog plaka, kao i poboljSanje vaskularne
endotelne funkcije, smanjenje hipertrofije leve komore srca i pojac¢avanje fibrinolize

(Lonn i sar, 1994; Bakris, 2010).

3.4. ACE inhibitori i sekrecija pljuvacke

ACE inhibitori ispoljavaju relativno mali broj neZeljenih efekata, od kojih je
najces¢i suv neproduktivan kaSalj (usled nakupljanja bradikinina u sluzokozi
respiratornog trakta) (Torpet i sar, 2004). Od nezeljenih oralnih efekata, ovi lekovi
prouzrokuju angioedem, ulceracije i suvocu usta (Torpet i sar, 2004).

Pregledni radovi koji se odnose na oralne nezeljene efekte antihipertenzivnih
lekova navode da ACE inhibitori smanjuju lucenje pljuvatke 1 prouzrokuju
kserostomiju (Saleh i sar, 2015; Scully i Bagan, 2004; Torpet i sar, 2004). Medutim, za
sada postoji mali broj dobro dokumentovanih klinickih studija koje to potvrduju. Tako,
na primer, na kserogeni efekat ACE inhibitora su pokazali Streckfus (1995) i Gislon da
Silva (2004), ali samo u prikazima slucajeva. Nasuprot tome, ispitujuci efekat
kaptoprila nakon sedmodnevne primene u placebom kontrolisanoj studiji na zdravim
volonterima, Nederfors i sar (1995) su pokazali povecanje protoka, kako nestimulisane,
tako 1 stimulisane pljuvacke. ACE inhibitori u odnosu na druge kardiovaskularne lekove

prouzrokuju statisti¢ki neznacajnu kserostomiju (Habbab i sar, 2010).
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4. ORALNA HOMEOSTAZA 1 ANGIOTENZINSKI SISTEM U DIJABETES
MELITUSU

Dijabetes melitus (DM) predstavlja metabolicko oboljenje multifaktorijalne
etiologije koje se karakteriSe hroni¢nom hiperglikemijom sa poremecajem metabolizma
ugljenih hidrata, masti i proteina nastalom kao rezultat poremecaja sekreciji/aktivnosti
insulina. Nekontrolisana hiperglikemija dovodi do stvaranja krajnjih proizvoda
napredne glikacije, kao i oksidativnog stresa u plazmi i tkivima (West, 2000; Aslan i
sar, 2007; Hosseini i Abdollahi, 2013; Duckworth, 2001). DM je oboljenje prac¢eno
makrovaskularnim 1 mikrovaskularnim  komplikacijama koje se manifestuju
neuropatijiom, nefropatijom, retinopatijom, hipertenzijom 1 aterosklerozom. Od oralnih
komplikacija DM prate kserostomija, promene u protoku i sastavu pljuvacke,
patodontipatija, karijes, kandidijaza, protezni stomatitis i usporeno zarastanje rana
(Malicka i sar, 2014; Malicka i sar, 2015; Lakschevitz i sar, 2011; Sandberg i sar, 2000;
Radovi¢ i sar, 2014).

Streckfus 1 sar (1994) su u stimulisanoj parotidnoj pljuvacki pacijenata sa DM
pokazali nize koncentracije ukupnih proteina, dok su nivoi elektrolita, sIgA i protoka
bili nepromenjeni u odnosu na pacijente bez DM. Vasconcelos i sar (2010) su pokazali
da DM tip 2 izaziva hiposalivaciju u nestimulisanim i stimulisanim uslovima, mada
razlika u frekvenci kserostomije izmedu pacijenata sa i bez DM tip 2 nije zabeleZena.
Studije na pacijentima sa DM tip 1 i1 2 pokazuju u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki vise
nivoe ukupnih proteina, mijeloperoksidaze i sIgA, kao 1 vecu frekvencu kserostomije u
poredenju sa pacijentima bez DM, dok je smanjenje protoka pljuvacke prisutno samo
kod pacijenata sa DM tip 1 (Malicka i sar, 2014; Malicka i sar, 2015).

Klinicke studije pokazuju da DM utie i na salivarni antioksidativni sistem.
Reznick 1 sar (2006) su u pljuvacki pacijenata sa DM tip 1, bez obzira na stepen
kontrole oboljenja, pokazali znaCajno vecu aktivnost enzimskih komponenti
antioksidativnog sistema (peroksidaza, SOD), kao 1 ve¢i nivo neenzimske komponente
(mokraéna kiselina) u odnosu na pacijente bez DM. Takode je pokazano da je totalni
antioksidativni kapacitet pljuvacke za 56% veci kod pacijenata sa DM tip 1 u odnosu na
one bez DM. Povecan antioksidativni potencijal pljuvacke pacijenata sa DM tip 1 u

odnosu na ispitanike bez DM su pokazali i Astaneie i sar (2005). Sto se tide uticaja DM
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tip 2 na salivarni antioksidativni sistem, zapaZene su viSe koncentracije mokraéne
kiseline i povecanu aktivnost SOD kod pacijenata sa DM, dok je nivo salivarnog
glutationa bio slican onom kod ispitanika bez DM (Al-Rawi, 2011). S druge strane,
Arana 1 sar (2006) su pokazali da je nivo salivarnog glutationa nizi kod pacijenata sa
DM tip 2 u odnosu na ispitanike bez DM, dok je aktivnost enzima glutation peroksidaze
1 glutation reduktaze bila veca.

Poznato je da je u DM povecana aktivnost angiotenzinskog sistema. Fiordaliso i
sar (2001) su pokazali da hiperglikemija stimuliSe stvaranje Ang II preko aktivacije p53
1 njegovog vezivanja za promotorna mesta gena za angiotenzinogen i AT; receptore u
izolovanim kardiomiocitima pacova. Povecana ekspresija ACE je pokazana u
bubrezima pacijenata sa dijabeti¢nom nefropatijom (Konoshita i sar, 2006).

Randomizovane, placebom - kontrolisane klinicke studije pokazuju da ACE
inhibitori 1 u dijabetesu pored antihipertenzivnog dejstva imaju nefroprotektivne i
kardioprotektivne efekte, te se danas koriste kao lekovi prvog izbora u terapiji
hipertenzije udruzene sa DM. Lewis i sar (1993) su pokazali da kod pacijenata sa DM
tip 1 1 proteinurijom kaptopril za 50 % smanjuje letalan ishod, potrebu za dijalizom i
transplantacijom bubrega delimi¢no mehanizmima nezavisnim od hipotenzivnog, zbog
male razlike u postignutom smanjenju krvnog pritiska u odnosu na placebo. Takode,
ACE inhibitori kod pacijenata sa DM smanjuju rizik za nastanak infarkta miokarda,
mozdanog insulta 1 mikrovaskularnih komplikacija kao §to je retinopatija (Yusuf 1 sar,
2000; Hansson i sar, 1999; Sowers, 1998; Chaturvedi i sar, 1998).

Podaci koji ukazuju u kojoj meri antioksidativna svojstva ACE inhibitora
doprinose njihovom protektivnom efektu u odnosu na dijabeticne komplikacije
uglavnom se odnose na animalne studije, dok kod ljudi za sada nema podataka. De
Cavanagh 1 sar (2001) su pokazali da su protektivni efekti enalaprila u DM posledica
njegovog efekta na tkivnu redoks homeostazu jer ovaj lek sprecava smanjenje nivoa i
funkcije antioksidanata (glutation, SOD) koje nastaje tokom DM, kao 1 oksidaciju lipida
1 proteina. Fiordaliso 1 sar (2006) su pokazali da ACE inhibitori smanjuju stvaranje
slobodnih radikala i sprecavaju nastanak fenotipskih promena u srcu (hipertrofija
komore, perivaskularna fibroza) i aorti (smanjen odnos elastina 1 kolagena u mediji)
pacova sa DM. Pokazano je 1 da se kardioprotektivno dejstvo ACE inhibitora povacava

u prisustvu Ang (1-7) koji smanjuje dijabetesom izazvanu povecanu aktivnost NADPH
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oksidaze u srcu pacova (Yousif i sar, 2012). Za sada nema podataka o efektu, kako
angiotenzinskog sistema, tako ni ACE inhibitora, na oralnu homeostazu u dijabetes

melitusu.
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HIPOTEZE
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Imajuéi u vidu razli¢ite podatke o efektu ACE inhibitora na protok pljuvacke,
nedostatak podataka o efektima ovih lekova na antioksidativnu zastitu i oksidativni stres
u pljuvacki, kao i o0 mehanizmima uklju¢enim u ove efekte u pljuva¢nim zlezdama ljudi,
a Sto je od velikog znaCaja za odrzavanje oralne homeostaze, postavili smo sledece
hipoteze:

1. ACE inhibitori ne prouzrokuju hiposalivaciju i kserostomiju

2. ACE inhibitori smanjuju oksidativni stres uz povecanje antioksidativnog

kapaciteta pljuvacke kod ljudi

3. U tkivu parotidne zlezde Coveka kao elementi angiotenzinskog sistema prisutni

su: angiotenzin konvertiraju¢i enzim (ACE), angiotenzin konvertiraju¢i enzim 2

(ACE2) i receptor za angiotenzin II tip 1 (AT, receptor)

36



CILJEVI ISTRAZIVANJA
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U okviru istrazivanja efekata ACE inhibitora na primeru enalaprila, kao najcéesce

primenjivanog leka ove grupe antihipertenziva, na mehanizme oralne homeostaze,

postavili smo sledece ciljeve istrazivanja:

1.

Odrediti protok ukupne nestimulisane pljuvacke kod pacijenata na terapiji
enalaprilom - pacijenti sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2,
kao 1 kod zdravih osoba.

Utvrditi prisustvo subjektivanog osecaja suvoce usta kod pacijenata na terapiji
enalaprilom - pacijenti sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2,
kao 1 kod zdravih osoba.

Odrediti prisustvo i1 koncentracije ACE i ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki prikupljenoj jedan sat pre (minimalne koncentracije) i Cetiri sata posle
(maksimalne koncentracije) primene jutarnje terapijske doze enalaprila kod
pacijenata na terapiji ovim lekom - pacijenti sa hipertenzijom i hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih osoba.

Odrediti stepen oksidativnog stresa na nivou lipidne peroksidacije merenjem
malondialdehida (MDA) u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki prikupljenoj jedan
sat pre i Cetiri sata posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila kod pacijenata
na terapiji ovim lekom - pacijenti sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa
DM tip 2, kao i kod zdravih osoba.

Odrediti stepen antioksidativnog kapaciteta merenjem totalnog antioksidativnog
kapaciteta, koncentracija ukupnog glutationa i1 aktivnosti SOD u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki prikupljenoj jedan sat pre i1 Cetiri sata posle primene
jutarnje terapijske doze enalaprila kod pacijenata na terapiji ovim lekom -
pacijenti sa hipertenzijom 1 hipertenzijom udruZenom sa DM tip 2, kao i kod
zdravih osoba.

Utvrditi prisustvo komponenti angiotenzinskog sistema u tkivu parotidne
pljuvacne Zlezde coveka: ACE, ACE2 i receptor za angiotenzin II tip 1 (AT,
receptor).

Odrediti koncentracije eNOS 1 iNOS u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
prikupljenoj jedan sat pre i Cetiri sata posle primene jutarnje terapijske doze
enalaprila kod pacijenata na terapiji ovim lekom - pacijenti sa hipertenzijom i

hipertenzijom udruZzenom sa DM tip 2, kao 1 kod zdravih osoba.
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MATERIJAL I METODE
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1. ISPITIVANA POPULACIJA

Ova randomizovana studija preseka je obavljena na Kardioloskom odeljenju
KBC Zvezdara u Beogradu, Domu zdravlja ,,Dr Jovan Jovanovi¢ Zmaj*, Stara Pazova,
kao 1 klinikama StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu: Klinika za
maksilofacijalnu hirurgiju, Klinika za oralnu hirurgiju i Klinika za bolesti zuba
(Istrazivacka laboratorija).

U studiju je uklju¢eno ukupno 217 ucesnika starosti 50 — 70 godina, oba pola,
podeljenih u dve grupe. Prva grupa od 197 ucesnika ukljucena je u ispitivanje efekata
enalaprila na nivou pljuvacke, i to 137 pacijenata sa hipertenzijom medu kojima 32 ima
1 DM tip 2, kao 1 60 zdravih ucesnika. Stoga, podgrupe u koje su ucesnici
randomizovani su sledece: pacijenti sa hipertenzijom (podgrupa 1), pacijenti sa
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (podgrupa 2), i zdravi ucesnici (podgrupa 3 —
kontrola). Druga grupa od 20 ucesnika je ukljuena u ispitivanje komponenti
angiotenzinskog sistema u tkivu i1 krvnim sudovima parotidne pljuvacne Zlezde.

Veli¢ina uzorka je izraCunata primenom statistickog softvera G*Power 3.0.10.
Na osnovu rezultata pilot studije (srednja vrednost protoka ukupne nestimulisane
pljuvacke; standardna devijacija — 0,1; velic¢ina efekta — 0,9) i o = 0,05 uzorak od 197
ucesnika ukljucenih u ispitivanje efekata enalaprila na nivou pljuvacke je bio dovoljan
da se postigne snaga studije > 95% (ANOVA za nezavisne uzorke). Veli¢ina uzorka za
ispitivanje komponenti angiotenzinskog sistema u tkivu i krvnim sudovima parotidne
zlezde nije statisticki odredena jer je cilj bio samo odredivanje prisustva i koncentracije
komponenti, a broj ukljuCenih ucesnika predstavlja frekvencu pacijenata na Klinici za
maksilofacijalnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta u Beogradu koji su ispunili
kriterijume za ukljucivanje u studiju u periodu prikupljanja uzoraka tkiva (godinu dana).

Svi u€esnici su potpisali informisani pismeni pristanak za ucesc¢e u studiji. Etic¢ki
odbor Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu odobrio je protokol istrazivanja
(broj 36/30; 2013). Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa etickim principima HelsinSke

Deklaracije, kao i1 principima Dobre klinicke prakse.

40



1.1.  Kriterijumi za ukljucivanje i iskljucivanje iz studije

Kriterijumi za ukljucivanje u studiju za ispitivanje efekata enalaprila na nivou
pljuvacke su bili sledeci:

- za pacijente sa hipertenzijom: dugogodisnja terapija (minimum 1 godina)
enalaprilom (10-40 mg/dan, oralno);

- za pacijente sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2: pored antihipertenzivne
terapije enalaprilom (10-40 mg/dan, oralno), trajanje DM tip 2 najmanje godinu dana sa
terapijom oralnim hipoglikemijskim lekom, metformin (1-2 g/dan, oralno) i vrednost
glikozilisanog hemoglobina manja od 9% (HbAlc < 9%);

- za zdrave ucesnike (kontrolna grupa): odsustvo sistemskih oboljenja,
disfunkcije pljuvacnih Zlezda, istorije zracne terapiji podrucja glave i vrata, kao i

farmakoterapije u poslednjih 6 meseci.

Kriterijumi za ukljucivanje u studiju za ispitivanje komponenti angiotenzinskog
sistema u tkivu 1 krvnim sudovima pljuvaénih zlezda su bili:

- indikovano hirurSko lecenje benignih tumora parotidne zlezde

- odsustvo sistemskih hroni¢nih oboljenja (hipertenzija, DM tip 2 i dr.)

- odsustvo primene kserogenih lekova

Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije za oba pomenuta ispitivanja su bili:

- druga sistemska oboljenja (npr. Sjegrenov sindrom, reumatoidni artritis,
oralni karcinom)

- dijagnostikovane bubreZne komplikacije hipertenzije 1 DM tip 2

- farmakoterapija (npr. antipsihotici, statini, antimuskarinski lekovi) koja utice
na funkciju pljuvacénih Zlezda,

- primena lekova koji se izdaju bez lekarskog recepta,

- akutni periodontitis 1 ostale lokalne promene koje mogu uticati na protok i
sastav pljuvacke

- puSenje
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2. UZIMANJE UZORAKA ISPITIVANIH TKIVA I NJIHOVA PRIPREMA
ZA LABORATORIJSKE ANALIZE

2.1. Pljuvacka

Kod svih ucesnika koji su ispunili kriterijume za uklju¢ivanje u studiju za
ispitivanje efekata enalaprila na nivou pljuvacke, posle klinickog pregleda utvrdeno je
prisustvo kserostomije 1 izmeren protok ukupne nestimulisane pljuvacke (UNP). Iz
svake podgrupe je metodom sluc¢ajnog izbora izabrano po 16 ispitanika za analizu ACE,
ACE2, komponenata oksidativnog stresa, eNOS i1 iNOS u pljuvacki. Kod pacijenata sa
hipertenzijom 1 hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 uzorci pljuvacke su prikupljeni
jedan sat pre i Cetiri sata posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila.

Uzorci pljuvacke su uzimani jedan sat pre i Cetiri sata posle primene jutarnje
terapijske doze enalaprila zbog farmakokinetickih karakteristika enalaprila kao proleka;
jedan sat pre primene — vreme u kome su koncentracije aktivnog metabolita enalaprila —
enalaprilat, minimalne; Cetiri sata posle primene — vreme u kome se postize maksimalna
koncentracija enalaprilata (Arafat i sar, 2005).

Prikupljena pljuvacka je trenutno zamrznuta u tenom azotu i Cuvana u
hladnjaku na temperaturi od -80°C do izvodena predvidenih analiza. Na dan
eksperimenta uzorci pljuvacke su nakon postepenog dovodenja do sobne temperature

centrifugirani na 12 000 obrtaja u minuti, tokom 10 minuta kako bi se uklonio debris.

2.2.  Pljuvacne Zlezde — tkivo i krvni sudovi parotidne Zlezde

Za analizu komponenti angiotenzinskog sistema (ACE, ACE2 1 AT, receptori) u
pljuva¢nim zlezdama je koriS¢eno 20 isecaka makroskopski zdravog tkiva parotidne
zlezde za koje je histopatoloska analiza pokazala odsustvo patoloskih promena. Iz
prikupljenih uzoraka tkiva izolovano je i 6 uzoraka parotidnih krvnih sudova. Izolovani
uzorci su u hranljivom rastvoru (Krebs-Ringer-bikarbonatni rastvor - sastav, u mmol/L:
NaCl 118,3; KC1 4,7; CaCl, 2,5; MgS04 1,2; KH,PO4 1,2; NaHCO; 25,0; glukoza 11,1)
preneti do laboratorije i trenutno zamrznuti u te¢nom azotu i na -80°C ¢uvani do daljih
analiza.

Uzorci tkiva 1 krvnih sudova zlezde su dan pre eksperimenta maSinski

homogenizovani u fosfatnom rastvoru (engl. Phosphate bufferd saline — PBS) u odnosu
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100 mg tkiva : 1 ml PBS. Homogenizovano tkivo je zatim centrifugirano na 12 000
obrtaja u miniti, u toku 10 minuta, kako bi se odvojio supernatant koji je prebacen u
nove ependorfe i trenutno zamrznut u teCnom azotu i ¢uvan na -80°C do izvodenja

eksperimenta.

3. EKSPERIMENTALNE METODE

3.1. Kserostomija i protok ukupne nestimulisane pljuvacke

Za utvrdivanje prisustva kserostomije koriS¢en je upitnik koji se sastojao od 4
pitanja sa odgovorima Da i Ne (Artico i sar, 2014):

1. Da li svakodnevno u poslednja 3 meseca imate osecaj suvoée usta?
2. Dali otezano gutate suvu hranu?

3. Dali Cesto pijete vodu kako bi olaksali gutanje suve hrane?

4. Dali se budite no¢u da bi pili vode?

Ucesnici koji su potvrdno odgovorili na najmanje jedno pitanje, svrstani su u
grupu pacijenata sa kserostomijom, za razliku od ucesnika sa svim negativhom
odgovorima koji su rasporedeni u grupu bez kserostomije (Artico i sar, 2014).

Protok ukupne nestimulisane pljuvacke izmeren je kod svih ucesnika izmedu 8h
1 13h metodom ispljuvavanja (Nérhi i sar, 1992; van der Putten i sar, 2011). Ucesnici su
zamoljeni da najmanje jedan sat pre samog postupka ne konzumiraju hranu 1 napitke 1
da tokom trajanja postupka pokrete svedu na minimum. Ukratko, u€esnik najpre proguta
pljuvacku koja mu je u ustima, a zatim na svaki minut tokom 5 minuta ispljuvava u
posudu od 50 ml. Protok pljuvacke je izraZzen kao koli¢ina pljuvacke izluCene po minuti
(ml/min). Stepen salivacije je izrazen kao veoma nizak (< 0,1 ml/min), nizak (izmedu

0,1 ml/min i 0,2 ml/min) i normalan (iznad 0,2 ml/min) (Sreebny i Valdini, 1988).
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3.2. Imunoesejska (ELISA) metoda

U ovom istrazivanju za utvrdivanje prisustva i koncentracije molekula, i to ACE,
ACE2, MDA vezanih za proteine, eNOS, iNOS i AT receptora, u pljuvacki pacijenata
sa hipertenzijom 1 hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, i kod zdravih ucesnika, kao 1
tkivu i krvnim sudovima parotidne pljuvacne zlezde zdravih osoba, koriséen je
»sendvic™ ELISA metod. Ovaj metod podrazumeva imobilizaciju ispitivanih molekula u
bunarima mikroplejta primenom dva razliita antitela specificna za ciljni molekul —
antigen. Prvo, monoklonalno antitelo u tankom sloju oblaze dno bunara (eng/. coating
antibody), dok drugo antitelo, najcesc¢e poliklonalno, identifikuje imobilisani molekul za
koji se vezuje (engl. detection antibody).

Princip sendvi¢ ELISA tehnike je slede¢i. U prvom koraku, standardi i uzorci se
nanose na dno bunara mikroplejta gde se tokom inkubacije (obi¢no oko 2 sata, zavisno
od protokola proizvodaca) ispitivani molekul, ukoliko je prisutan, vezuje za antitela na
dnu bunara. Posle inkubacije ispiranjem mikroplejta se uklanjaju nevezane supstance, a
zatim dodaju antitela konjugovana sa biotinom, malim vitaminskim molekulom, pri
¢emu se formira kompleks antitelo - antigen (ispitivani molekul) - antitelo sa biotinom.
Antitela sa biotinom koja se nisu vezala uklanjaju se iz bunara ispiranjem, nakon ¢ega
se dodaje enzim (najcesce peroksidaza poreklom iz rena; engl. Horseradish peroxidase —
HRP), konjugovan sa avidinom, proteinom koji se vezuje za biotin. Nastali avidin-
biotin sistem pojacava signal za detekciju vezanih molekula. Nevezani enzim-avidin
reagens se nakon inkubacije ispira i dodaje se rastvor supstrata (najcesce 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidin -TMB), supstance koja se pod dejstvom enzima rastvara i boji rastvor
u bunaru. Boja se razvija u koliini proporcionalnoj koli¢ini enzima odnosno vezanog
molekula u inicijalnom koraku. Razvoj boje se zaustavlja rastvorom sumporne kiseline,
a njen intenzitet (opticka gustina) se zatim meri spektrofotometrijski na odredenoj
talasnoj duzini (najces¢e 405nm ili 450nm). Spektrofotometar koriS¢en u ovoj studiji je
MultiskanEX microplate reader (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).
Koncentracija molekula u uzorku se odreduje pomocu opticke gustine uzorka
interpolacijom sa standardne krive formirane na osnovu poznatih koncentracija
standarda 1 njihovih oc€itanih optickih gustina.

Tokom eksperimenata pracen je protokol proizvodaca dobijen uz komercijalne

ELISA kitove koris¢ene u studiji:
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1. Quantikine® Human ACE Immunoassay (R&D Systems. Inc, Minneapolis,
MN, USA);

2. Human Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) ELISA kit (Cusabio
Biotech Co., Ltd, Wuhan, China);

3. OxiSelect™ MDA Adduct ELISA kit (Cell Biolabs. Inc, San Diego, CA,
USA);

4. Human Nitric oxide synthase, endothelial, ELISA Kit (Wuhan EIAab
Science Co., Ltd., Wuhan, China);

5. Human Inducible nitric oxide synthase (iNOS) ELISA Kit (MyBioSource.
Inc, San Diego, CA, USA);

6. Human Angiotension 2 Receptor 1 (ANG2R-1) ELISA Kit (Qayee Bio-
Technology Co., Ltd, Shanghai, China).

3.3. Spektrofotometrijska metoda

Spektrofotometrijski metod je koriS¢en za kvantifikaciju antioksidativne zaStite
(totalni antioksidativni kapacitet - TAC, ukupni glutation, SOD) u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM
tip 2, i kod zdravih ucesnika. Ovaj metod podrazumeva merenje opti¢kih gustina
obojenih rastvora gde se boja razvija pod dejstvom enzima. Svi eksperimenti su
sprovedeni prema uputstvu proizvidaca primenjenih eseja, a za merenje opticke gustine
koriS¢en je spektrofotometar kao kod ELISA metoda: MultiskanEX microplate reader
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

Za odredivanje totalnog antioksidativnog kapaciteta pljuvacke koriSéen je
Antioxidant Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) koji podrazumeva
primenu hidrosolubilnog analoga vitamina E (Trolox) kao ekvivalenta antioksidativnog
kapaciteta — TEAC metod. Princip ovog eseja je zasnovan na oksidaciji ABTS (2,2’-
azino-bis(3-etilbenzatiazolin-6-sumporna  kiselina) radikalom gvozde-mioglobina
(nastao od metmioglobina i vodonik peroksida) u katjon ABTS™, rastvorljivi hromogen
zelene boje, koji se odreduje spektrofotometrijski na talasnoj duzini 405nm.

Antioksidanti prisutni u uzorku dozno-zavisno spre¢avaju stvaranje katjona ABTS ™" pri
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¢emu intenzitet boje proporcionalno opada. Kao standard za odredivanje koncentracije
antioksidanasa koristi se Trolox "™, hidrosolubilni analog vitamina E.

OxiSelect™ Total Glutathione Assay kit (Cell Biolabs. Inc, San Diego, CA,
USA) je koriS¢en za kvantifikaciju slobodnog ukupnog glutationa (redukovana forma —
GSH 1 oksidovana forma — GSSG) u pljuvacki. Princip eseja se zasniva na redukciji
oksidovanog glutationa u redukovani pod dejstvom glutation reduktaze, a u prisustvu
NADPH, i posledi¢ne reakcije hromogena sa tiolskom grupom redukovanog glutationa
koja dovodi do stvaranja obojene supstance Cija se opticka gustina meri na talasnoj
gustini 405 nm. Sadrzaj ukupnog glutationa u uzorku se odreduje na osnovu formirane
standardne krive. Ovo je kineticki metod gde je brzina produkcije boje proporcionalna
koncentraciji glutationa u uzorku. Brzina se moze odrediti iz promene absorbance
tokom vremena.

Za odredivanje aktivnosti SOD u uzorcima pljuvacke koris¢en je SOD
determination kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ovaj esej koristi WST-1 (2 -
(4 - jodofenil)- 3 -(4 - nitrofenil) — 5 - (2, 4 - disulfofenil) - 2H - tetrazolium,
mononatrijum so), visoko solubilnu tetrazolijumovu so koja proizvodi hidrosolubilni
formazan boju nakon reakcije sa superoksidnim anjonom. Posto je absorbanca na 450
nm proporcionalna koli¢ini superoksidnih anjona, aktivnost SOD se moze
kvantifikovati merenjem smanjena u razvoju boje na 450nm. Za izracunavanje
aktivnosti SOD koristi se slede¢a jednacina:

SOD aktivnost(%) = {[(Ablank1-Ablank3) — (Asample-Ablank2)] /
(Ablank1- Ablank3)}x100

3.4. Priliv antioksidanasa

U skladu sa studijama Moore i sar (1994) 1 Sculley 1 Langley-Evans (2003) koji
su ukazali na znacaj priliva antioksidanasa u usnu duplju u odnosu na njihovu apsolutnu
koncentraciju, izrazili smo apsolutne koncentracije totalnog antioksidativnog kapaciteta
1 ukupnog glutationa kao priliv antioksidanasa. Priliv antioksidanasa je izraunat na
osnovu apsolutnih koncentracija antioksidanasa i protoka UNP ucesnika ukljucenih u
laboratorijsko ispitivanje pljuvacke primenom formule koriS¢ene u studijama Moore i
sar (1994) 1 Sculley 1 Langley-Evans (2003):

Priliv antioksidanasa = [antioksidans] / protok UNP
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4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati studije su prikazani procentualno ili kao srednja vrednost + standardna
greska srednje vrednosti (SD) u zavisnosti od tipa obelezja posmatranja, kvalitativni
odnosno kvantitativni. Nakon utvrdivanja tipa raspodele podatatka primenom

Kolmogorov-Smirnov testa za analizu podataka su primenjeni odgovarajuci
parametarski odnosno neparametarski testovi. P-vrednosti < 0,05 smatrane su statisticki
znaCajnim. Podaci su analizirani pomocu statistickog programa IBM SPSS Statistics za
Windows, verzija 20,0 (Armonk, NY, USA).

U okviru ispitivanja demografskih karakteristika populacije hi kvadrat test (Chi
Square test) je primenjen za analizu ucestalosti hipertenzije 1 hipertenzoje udruZene sa
DM tip 2, kao i analizu ucestalosti polova, dok je za analizu starosti ucesnika
primenjena analiza varijanse za jedan faktor (One way ANOVA) pracena Bonferoni
testom (Bonferroni Test). U populaciji pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2 trajanje antihipertenzivne terapije 1 DM tip 2 je analizirano
primenom Man-Vitni testa (Mann-Whitney test).

Korelacija izmedu kserostomije i smanjenog protoka UNP u ispitivanoj
populaciji analizirana je primenom Spirmanovog koeficijenta korelacije (Spearman's
correlation coefficient).

Efekat enalaprila na kserostomiju u ispitivanoj populaciji analiziran je primenom
Chi Square test, a na protok UNP primenom One way ANOVA analize pracene
Bonferoni testom (Bonferroni test).

Frekvenca kserostomije/niskog protoka UNP i potencijalni faktori rizika u
populaciji pacijenata na terapiji enalaprilom su analizirani Vald testom (Wald test).
Uticaj nezavisnih faktora na pojavu kserostomije/niskog protoka UNP kod pacijenata na
terapiji enalaprilom analiziran je binarnom logistickom regresijom (Binary logistic
analysis), utvrdivanjem odnosa verovatnoca (OR) i 95% intervala poverenja (CI).
Nezavisni faktori za koje je utvrdeno da su znacajno povezani sa kserostomijom/niskom
protokom UNP (P<0,05) udruZzeni su i tako analizirani kako bi se identifikovali faktori
rizika za razvoj kserostomije/niskog protoka UNP.

Koncentracija MDA vezanog za proteine u UNP pre 1 posle primene enalaprila

kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruZzenom sa DM tip 2, kao i kod
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zdravih ucesnika analizirana je izmedu podgrupa Kruskal-Wallis Testom pra¢enim
Mann-Whitney Testom, a u okviru podgrupe Wilcoxon Testom.

Razlike izmedu podgrupa u TAC ukupne nestimulisane pljuvacke 1 sat pre
primene enalaprila analizirane su primenom One way ANOVA analize za nezavisne
uzorke, a 4 sata posle primene enalaprila Kruskal-Wallis Testom. U okviru podgrupe
TAC je analiziran Stident T testom za vezane uzorke.

Koncentracija ukupnog glutationa u UNP pre i posle primene enalaprila kod
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih
ucesnika izmedu podgrupa analiziran je Kruskal-Wallis Testom, a u okviru podgrupe
Stident T test za vezane uzorke.

Aktivnost SOD u UNP pre i posle primene enalaprila kod pacijenata sa
hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih ucesnika
izmedu podgrupa analiziran je primenom One way ANOVA za nezavisne uzorke, a u
okviru podgrupe Stident T test za vezane uzorke.

Priliv antioksidanasa (ukupnih i glutationa) i protok UNP ucesnika ukljucenih u
laboratorijsko ispitivanje pljuvacke analiziran je izmedu podgrupa (pacijenati sa
hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, i zdravi) primenom One way
ANOVA analize pra¢ene Bonferroni testom, a u okviru podgrupa hipertenzivnih
pacijenata sa i bez DM tip 2 u odnosu na vreme primene enalaprila primenom Stident T
test za vezane uzorke.

Korelacija izmedu priliva antioksidanasa (ukupnih 1 glutationa) i protoka UNP u
celoj populaciji (N=48; pacijenati sa hipertenzijom 1 hipertenzijom udruzenom sa DM
tip 2, 1 zdravi ucesnici), kao 1 populaciji pacijenata na terapiji enalaprilom (N=32;
pacijenati sa hipertenzijom 1 hipertenzijom udruZzenom sa DM tip 2) analizirana je
primenom Pirsonovog koeficijenta korelacije (Pearson correlation coefficient).

Koncentracija ACE u UNP pre 1 posle primene enalaprila kod pacijenata sa
hipertenzijom 1 hipertenzijom udruZzenom sa DM tip 2, kao i1 kod zdravih ucesnika
izmedu podgrupa analiziran je Kruskal-Wallis Testom, a u okviru podgrupe Stident T
test za vezane uzorke.

Koncentracija ACE2 u UNP pre i posle primene enalaprila kod pacijenata sa

hipertenzijom 1 hipertenzijom udruZzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih ucesnika
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izmedu podgrupa analiziran je primenom One way ANOVA za nezavisne uzorke
prac¢ene Bonferroni testom, a u okviru podgrupe Stident T test za vezane uzorke.

Razlike u koncentracijama ACE i ACE2 u UNP, tkivu i krvnim sudovima
parotidne Zlezde zdravih osoba analizirane su Mann-Whitney testom, dok su razlike u
nivou ACE odnosno ACE2 izmedu tkiva (UNP, tkivo i krvni sudovi parotidne zlezde)
analizirane Kruskal-Wallis Testom pra¢enim Mann-Whitney testom.

Za analizu koncentracije AT, receptora u tkivu i krvnim sudovima parotidne
zlezde zdravih osoba primenjen je Student T test za nezavisne uzorke.

Koncentracija eNOS u UNP pre i posle primene enalaprila kod pacijenata sa
hipertenzijom 1 hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih ucesnika
izmedu podgrupa analiziran je primenom One way ANOVA za nezavisne uzorke
pracene Bonferroni testom, a u okviru podgrupe Stident T test za vezane uzorke.

Koncentracija iNOS u UNP pre i posle primene enalaprila kod pacijenata sa
hipertenzijom 1 hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih ucesnika
izmedu podgrupa analiziran je primenom One way ANOVA za nezavisne uzorke, a u
okviru podgrupe Stident T test za vezane uzorke.

Za komparativnu analizu nivoa eNOS i iNOS u UNP pljuvacki primenjen je

Student T test za vezane uzorke.
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1. DEMOGRAFSKI PODACI

U Tabeli 1 su prikazane karakteristike populacije ukljuCene u ispitivanje efekata
enalaprila na nivou pljuvacke: zdravi uCesnici, pacijenti sa hipertenzijom i pacijenti sa
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2. U odnosu na ukupan broj ucesnika, vecinu su
predstavljali pacijenti sa hipertenzijom. Prose¢na starost svih ucesnika je bila
61,15+6,03 godina i ve€ina je bila Zenskog pola. Pacijenti su u proseku 8,5 godina bili
na terapiji enalaprilom, dok su pacijenti sa DM tip 2 imali ovo oboljenje oko 9 godina.

Za ispitivanje prisustva angiotenzinskog sistema u tkivu parotidne pljuvacne
zlezde ukljuceno je joS 20 ucesnika sa indikovanom parotidektomijom (bez sistemskih
oboljenja) prosecne starosti 60,9+6,91 godina, oba pola (muski=6; Zenski=14) (podaci
nisu prikazani). Pored uzoraka tkiva Zlezde izolovano je i 6 uzoraka krvnih sudova
parotidne pljuvacéne zlezde koji su takode ukljuceni u ispitivanje angiotenzinskog

sistema.
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Tabela 1 Karakteristike populacije ukljucene u ispitivanje efekata enalaprila na
nivou ukupne nestimulisane pljuvacke

Srednja P-
Varijable Ucestalost %  vrednost + SD  vrednost

Prisustvo hipertenzije i DM tip 2
Bez 60 30,5
Sa hipertenzijom 105 53,3 <0,001 “

Sa hipertenzijom udruzenom sa DM
tip 2 32 16,2 <0,001°
Starost (godine)

Zdravi uCesnici 57,47+5,75

Pacijenti sa hipertenzijom 62,724542  <0,001 ’

Pacijenti sa hipertenzijom udruzenom

sa DM tip 2 62914552  <0,001°
Pol

Muski 80 40,6

Zenski 117 59,4 0,008
Trajanje antihipertenzivne terapije
(godine)

Pacijenti sa hipertenzijom 8,59+5,31

Pacijenti sa hipertenzijom udruzenom

sa DM tip 2 8,21+7,11 0,386
Trajanje DM tip 2 (godine)

Pacijenti sa hipertenzijom udruzenom

sa DM tip 2 9,0847,41  0,880°¢

P — vrednost (< 0,05)

*Prisustvo hipertenzije/hipertenzije udruzene sa DM tip 2 vs zdravi u€esnici (Chi Square test)

P Starost pacijenata sa hipertenzijom/hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 vs zdravi uéesnici
(One way ANOVA pracena Bonferroni testom)

“Pol — zenski vs muski (Chi Square test)

? Trajanje antihipertenzivne terapije — pacijenati sa hipertenzijom vs hipertenzijom udruZzenom
sa DM tip 2 (Mann-Whithney test)

‘ Trajanje antihipertenzivne terapije (svi pacijenti sa hipertenzijom) vs trajanje DM tip 2 (Mann-
Whithney test)
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2. KSEROSTOMIJA I STEPEN SALIVACIJE — UCESTALOST I
KORELACIJA

Kserostomija u ispitivanoj populaciji je zabelezena kod 3,69 puta manjeg broja
ucesnika, u odnosu na one ucesnike bez kserostomije (podaci nisu prikazani).

Stepen salivacije je predstavljen kao veoma nizak (protok UNP manji od
0,1ml/min), nizak (protok UNP izmedu 0,1ml/min i 0,2ml/min) i normalan (protok UNP
veci od 0,2ml/min).

U ispitivanoj populaciji, niko od ucesnika nije imao veoma nizak stepen
salivacije, dok je normalan stepen salivacije postojao kod njih 85% (podaci nisu
prikazani).

Na Grafiku 1 prikazana je procentualna zastupljenost kserostomije u ukupnoj
populaciju, kako kod u¢esnika sa normalnim stepenom salivacije, tako i kod ucesnika sa
niskim stepenom salivacije.

U ukupnoj ispitivanoj populaciji zabelezena je znacajna pozitivna korelacija
izmedu kserostomije 1 niskog stepena salivacije (Spirmanov koeficijent korelacije: ¢ =

0,238; P=0,001).
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Normalan stepen salivacije

17.3%

Prisustvo kserostomije

B Uzesnici bez kserostomije
[JUzesnici sa kserostomijom

Nizak stepen salivacije

Grafik 1 Prisustvo kserostomije kod ucesnika sa normalnim i niskim stepenom

salivacije u ispitivanoj populaciji
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3. ENALAPRIL I KSEROSTOMIJA

Na Grafiku 2 prikazan je efekat enalaprila na prisustvo kserostomije kod
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, u odnosu na zdrave
ucesnike. Znacajno vecéa ucestalost kserostomije zabelezena je kod pacijenata sa

hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ucesnike (P=0,000).

70 -

50 -

30 -

20 -

Ucestalost kserostomije (%)

Zdravi ucesnici Pacijenti sa hipertenzijomPacijenti sa hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2

Grafik 2 Efekat enalaprila na kserostomiju kod pacijenata sa hipertenzijom 1
hipertenzijom udruZzenom sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ucesnike

*P<0,05 pacijenti sa hipertenzijom vs zdravi u€esnici (Chi-square test)
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Primenom binarne logistiCke regresije, u populaciji pacijenata na terapiji
enalaprilom, analizirani su faktori koji uti¢u na pojavu kserostomije, kao $to su: pol,
prisustvo DM tip 2, stepen salivacije, starost i trajanje antihipertenzivne terapije (Tabela
2). Analiza je pokazala da je medu ispitivanim faktorima prisustvo DM tip 2 povecalo
rizik za pojavu kserostomije 11,11 puta, a nizak stepen salivacije 3,33 puta. S druge
strane, udruzivanjem ovih faktora (DM tip 2, nizak stepen salivacije), rezultati su

pokazali da je samo DM tip 2 znacajno povezan sa razvojem kserostomije.
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Tabela 2 Uticaj nezavisnih i udruzenih faktora na pojavu kserostomije kod pacijenata

na terapiji enalaprilom

Varijable Kategorija OR (95% CI) P-vrednost AOR (95% CI) P-vrednost
Pol Muski 1
Zenski 1,23 (0,54-2,81) 0,626
DM Tip 2 Odsustvo 1
(prisustvo) Prisustvo 0,09 (0,04-0,22) <0,001 0,10 (0,04-0,26) <0,001
Stepen salivacije Normalan 1
Nizak 0,30 (0,12-0,75) 0,010 0,57(0,19-1,67) 0,303
Starost <65 1
(godine) > 65 1,02 (0,45-2,30) 0,959
Trajanje
antihipertenzivne <10 1
terapije (godine) >10 0,97 (0,43-2,16) 0,935

OR - (0dds ratio) - odnos verovatnoc¢a pojave kserostomije kod nezavisnih faktora;

AOR - (adjusted odds ratio) - odnos verovatnoca pojave kserostomije kod udruzenih faktora;
CI- interval poverenja;
P-vrednost Wald testa
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4. ENALAPRIL I PROTOK PLJUVACKE
Efekat enalaprila na protok UNP kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ucesnike je prikazan na Grafiku 3. Znacajno

manji protok UNP, u odnosu na zdrave, zabelezen je kod pacijenata sa hipertenzijom

udruzenom sa DM tip 2 (P=0,018).

0.50-

0.40—

0.30

Protok UNP {mlimin)
|
|

0.207

0.107

0.00 T T
Zdravi uéesnici Pacijerti sa hipertenziiom Pacijenti =a hipertenzijom
udruZenom sa DM tip 2

Grafik 3 Efekat enalaprila na protok UNP kod pacijenata sa hipertenzijom i
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ucesnike
*P<0,05 pacijenti sa hipertenzijom vs zdravi ucesnici (One-way ANOVA pracena

Bonferroni testom)
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Od ispitivanih faktora koji uticu na pojavu niskog protoka UNP kod pacijenata
na terapiji enalaprilom (pol, prisustvo DM tip 2, starost i trajanje antihipertenzivne
terapije) binarna logisticka regresija je pokazala da je rizik za pojavu niskog protoka
bio 3,57 puta vec¢i kod pacijenata Zenskog pola, a 4,76 puta veci u prisustvu DM tip 2
(Tabela 3). Analiza je pokazala da ovi faktori (pol-zenski, DM tip 2) udruzeni znacajno

viSe doprinose razvoju niskog protoka UNP.
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Tabela 3 Uticaj nezavisnih i udruzenih faktora na pojavu niskog protoka UNP kod

pacijenata na terapiji enalaprilom

P-

Varijable Kategorija OR (95% CI) P-vrednost ~ AOR (95% CI) vrednost
Pol Muski 1

Zenski 0,28 (0,09-0,86) 0,026 0,25 (0,08-0,81) 0,021
DM Tip 2 Odsustvo 1
(prisustvo) Prisustvo 0,21 (0,08-0,52) 0,001 0,19 (0,07-0,49) 0,001
Starost <65 1
(godine) >65 0,68 (0,29-1,61) 0,381
Trajanje
antihipertenzivne <10 1
terapije (godine) >10 1,12 (0,47-2,65) 0,800

OR — (odds ratio) - odnos verovatnoéa pojave niskog protoka kod nezavisnih faktora;
AOR - (adjusted odds ratio) - odnos verovatnocéa pojave niskog protoka kod udruzenih faktora; CI-

interval poverenja;
P-vrednost Wald testa
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5. ENALAPRIL: OKSIDATIVNI STRES I ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

Stepen oksidativnog stresa odreden koncentracijom MDA vezanog za proteine u
UNP (prikupljena jedan sat pre i Cetiri sata posle primene jutarnje terapijske doze
enalaprila) kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao
i kod zdravih ucesnika prikazan je u Tabeli 4. U odnosu na zdrave ucesnike, nisu
zabelezene znacajne razlike u koncentracijama MDA vezanog za proteine u pljuvacki
pre primene enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom, kao 1 pacijenata sa
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2. Nasuprot tome, u pljuvacki prikupljenoj 4 sata
posle primene enalaprila koncentracije MDA vezanog za proteine su bile znacajno nize
kod pacijenata sa hipertenzijom (P=0,001), kao 1 pacijenata sa hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2 (P=0,004) u odnosu na zdrave ucesnike.

Poredenjem koncentracija MDA vezanog za proteine u UNP u odnosu na vreme
primene enalaprila, 1 sat pre i 4 sata posle, nisu zabelezene znacajne razlike kod
pacijenata sa hipertenzijom, kao i1 pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2

(Tabela 4).
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Tabela 4 Koncentracije MDA vezanog za proteine (pmol/mg) u UNP pre i posle

primene enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM

tip 2, kao 1 kod zdravih ucesnika

Koncentracije MDA vezanog za proteine (pmol/mg)

*%kPp_

Grupe ucesnika srednja vrednost+SD vrednost
Zdravi ucesnici 745,62+680,05
(N=16)

1h pre primene 4h posle primene

enalaprila enalaprila

Pacijenti sa
hipertenzijom 313,44£616,32 34,38+16,42%* 0,108
(N=16)
Pacijenti sa

248,13+575,48 38,75+£16,48* 0,107

hipertenzijom
udruZenom sa
DM tip 2 (N=16)

*P- vrednost 0,057 0,001

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi u€esnici (Kruskal-Wallis Test
prac¢en Mann-Whitney Testom)

**P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Wilcoxon

Test)
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U Tabeli 5 prikazan je nivo TAC u UNP (prikupljena jedan sat pre i Cetiri sata
posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila) kod pacijenata sa hipertenzijom i
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i1 kod zdravih uc¢esnika. U odnosu na zdrave
ucesnike, nisu zabelezene znacajne razlike u nivou TAC kod pacijenata sa
hipertenzijom, kao i pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kako pre, tako
1 posle primene enalaprila.

Poredenjem nivoa TAC u UNP u odnosu na vreme primene enalaprila, nisu
zabelezene znacajne razlike kod pacijenata sa hipertenzijom, kao i pacijenata sa

hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (Tabela 5).
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Tabela 5 Nivo TAC (uM) u UNP pre i posle primene enalaprila kod pacijenata sa

hipertenzijom 1 hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih u¢esnika

Grupe
ucesnika

Nivo TAC (uM)
sk P_

srednja vrednost£SD vrednost

Zdravi ucesnici

(N=16)

460,0+250,0

1h pre primene
enalaprila

4h posle primene
enalaprila

Pacijenti sa
hipertenzijom
(N=16)

370,0+180,0 360,0£130,0 0,889

Pacijenti sa
hipertenzijom
udruZenom sa
DM tip 2
(N=16)

340,0+£140,0 400,0£260,0 0,533

*P- vrednost

0,231 0,549

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi u€esnici (One-way ANOVA - 1h
pre; Kruskal-Wallis Test - 4h posle)

**P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Student t test za vezane uzorke)
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Koncentracije ukupnog glutationa u UNP (prikupljena jedan sat pre i Cetiri sata
posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila) kod pacijenata sa hipertenzijom i
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih ucesnika prikazane su u Tabeli
6. U odnosu na zdrave ucesnike, nisu zabelezene znacajne razlike u koncentracijama
ukupnog glutationa kod pacijenata sa hipertenzijom, kao i1 pacijenata sa hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2, kako pre, tako i posle primene enalaprila.

Poredenjem koncentracija ukupnog glutationa u UNP u odnosu na vreme
primene enalaprila, nisu zabelezene znaCajne razlike, kako kod pacijenata sa

hipertenzijom, tako i pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (Tabela 6).
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Tabela 6 Koncentracije ukupnog glutationa (uM) u UNP pre i posle primene enalaprila
kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruZzenom sa DM tip 2, kao i kod

zdravih ispitanika

Koncentracije ukupnog glutationa (uM)

Grupe *EP-
ucesnika srednja vrednost+SD vrednost
Zdravi
ucesnici 0,09+0,08
(N=16)

1h pre primene 4h posle primene

enalaprila enalaprila

Pacijenti sa 0,1320,18 0,05£0,05 0,172
hipertenzijom
(N=16)

Pacijenti sa

) - 0,11+0,10 0,05+0,05 0,102
hipertenzijom
udruZenom sa
DM tip 2
(N=16)
*P- vrednost 0,985 0,066

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi u€esnici (Kruskal-Wallis Test)

**P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Student t test za vezane uzorke)
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U Tabeli 7 prikazana je aktivnost SOD u UNP (prikupljena jedan sat pre i Cetiri
sata posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila) kod pacijenata sa hipertenzijom i
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i1 kod zdravih uc¢esnika. U odnosu na zdrave
ucesnike, nisu zabelezene znacCajne razlike u aktivnosti SOD kod pacijenata sa
hipertenzijom, kao i pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kako pre, tako
1 posle primene enalaprila.

Poredenjem aktivnosti SOD u UNP u odnosu na vreme primene enalaprila, kod
pacijenata sa hipertenzijom aktivnost ovog enzima je bila znac¢ajno manja nakon
primene leka u odnosu na aktivnost pre primene. Nasuprot tome, kod pacijenata sa
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 nije bilo znacajne razlike u aktivnosti SOD u

odnosu na vreme primene leka (Tabela 7).
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Tabela 7 Aktivnost SOD (%) u UNP pre 1 posle primene enalaprila kod pacijenata sa

hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih uc¢esnika

Aktivnost SOD (%)

*%kPD_
Grupe ucesnika srednja vrednost+SD vrednost
Zdravi ucCesnici 42,46+14,38
(N=16)
1h pre primene 4h posle primene
enalaprila enalaprila
Pacijenti sa 53,43+14,86 36,61+14,98%* <0,001
hipertenzijom
(N=16)
Pacijenti sa 48,21+12,96 38,02+18,57 0111
hipertenzijom

udruzenom sa
DM tip 2 (N=16)

*P- vrednost 0,100 0,565

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi u€esnici (One-way ANOVA za
nezavisne uzorke)

*#P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Student t test za vezane uzorke)
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U Tabeli 8 prikazan je priliv ukupnih antioksidanasa i priliv ukupnog glutationa
u UNP (prikupljena jedan sat pre i Cetiri sata posle primene jutarnje terapijske doze
enalaprila) kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao
1 kod zdravih ucesnika.

U odnosu na zdrave ucesnike, nisu zabelezene znacajne razlike u prilivu
antioksidanasa kod pacijenata sa hipertenzijom, kako pre, tako i posle primene
enalaprila, dok je priliv antioksidanasa kod pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa
DM tip 2 bio znacajno manji pre i posle primene enalaprila. Poredenjem priliva
antioksidanasa u odnosu na vreme primene enalaprila, nisu zabelezene znacajne razlike,
kako kod pacijenata sa hipertenzijom, tako i pacijenata sa hipertenzijom udruZzenom sa
DM tip 2 (Tabela 8).

U odnosu na zdrave ucesnike, nisu zabeleZene znacajne razlike u prilivu
glutationa kod pacijenata sa hipertenzijom, kao i pacijenata sa hipertenzijom udruzenom
sa DM tip 2, kako pre, tako i posle primene enalaprila. Poredenjem priliva glutationa u
UNP u odnosu na vreme primene enalaprila, nisu zabeleZene znacajne razlike, kako kod
pacijenata sa hipertenzijom, tako i pacijenata sa hipertenzijom udruZenom sa DM tip 2

(Tabela 8).
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U Tabeli 9 prikazana je korelacija izmedu priliva ukupnih antioksidanasa i
protoka UNP, kao i priliva ukupnog glutationa i protoka UNP u populaciji zdravih
ucesnika, populaciji pacijenata na terapiji enalaprilom (pacijenati sa hipertenzijom i
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2), i celoj populaciji (pacijenati sa hipertenzijom i
hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 i zdravi ucesnici). Izmedu priliva ukupnih
antioksidanasa i protoka UNP zapazena je znacajna pozitivna korelacija, kako u celoj
populaciji, tako 1 populaciji pacijenata na terapiji enalaprilom. Znacajna negativna
korelacija izmedu priliva glutationa i protoka UNP zapazena je u populaciji zdravih
ucesnika, dok je korelacija izostala u celoj populaciji i populaciji pacijenata na terapiji

enalaprilom.
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Tabela 9 Korelacija izmedu priliva antioksidanasa (ukupni i glutation) i protoka UNP u

populaciji zdravih u€esnika, pacijenata na terapiji enalaprilom, kao i celoj populaciji

Protok UNP

Priliv ukupnih antioksidanasa

Priliv glutationa

Zdravi ucesnici r=0,182 r=-0,628
(N=16) P=0,500 P=0,009
1h pre 4h posle 1h pre 4h posle
primene primene primene  primene
enalaprila enalaprila enalaprila enalaprila
L r=0,651 r=0,606 r=0,108 r=0,323
Pacijenti na terapiji
enalaprilom P<0,001 P<0,001 P=0556 P=0,071
(N=32)
Cela populacija r=0,554 r=0,493 r=-0,044 r=0,113
(N=48) P<0,001 P<0,001 P=0,766  P=0,443

r = Pirsonov koeficijent korelacije

P - vrednost < 0,05
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6. KONCENTRACIJE ACE I ACE2 U UKUPNOJ NESTIMULISANOJ
PLJUVACKI PACIJENATA NA TERAPIJI ENALAPRILOM I ZDRAVIH
OSOBA, KAO I TKIVU I KRVNIM SUDOVIMA PAROTIDNE ZLEZDE
ZDRAVIH OSOBA

Koncentracije ACE u UNP (prikupljena jedan sat pre i Cetiri sata posle primene
jutarnje terapijske doze enalaprila) kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2, kao 1 kod zdravih ucesnika prikazane su u Tabeli 10. U odnosu
na zdrave ucesnike, nisu zabelezene znacajne razlike u koncentracijama ACE kod
pacijenata sa hipertenzijom, kao i pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2,
kako pre, tako i posle primene enalaprila.

Poredenjem koncentracija ACE u UNP u odnosu na vreme primene enalaprila,
nisu zabelezene znacajne razlike, kako kod pacijenata sa hipertenzijom, tako i

pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (Tabela 10).
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Tabela 10 Koncentracije ACE (ng/ml) u UNP pre i posle primene enalaprila kod

pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih

ucesnika

Grupe
ucesnika

Koncentracije ACE (ng/ml)
w®%P_

srednja vrednost+SD vrednost

Zdravi
ucéesnici

(N=16)

7,02+11,96

1h pre primene
enalaprila

4h posle primene
enalaprila

Pacijenti sa
hipertenzijom
(N=16)

7,55+5,99 4,67+1,49 0,054

Pacijenti sa
hipertenzijom
udruZenom sa
DM tip 2
(N=16)

3,75%2,57 4,25+2,60 0,651

*P- vrednost

0,064 0,225

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi ucesnici (Kruskal-Wallis Test)

**P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Student t test za vezane uzorke)
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U Tabeli 11 prikazane su koncentracije ACE2 u UNP (prikupljena jedan sat pre i
Cetiri sata posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila) kod pacijenata sa
hipertenzijom 1 hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih ucesnika. U
odnosu na zdrave ucesnike, zabelezena je znacajno visa koncentracija ACE2 u pljuvacki
prikupljenoj 1 sat pre primene enalaprila kako kod pacijenata sa hipertenzijom
(P=0,000), tako i pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (P=0,000). U
odnosu na zdrave ucCesnike, u UNP 4 sata nakon primene enalaprila kod pacijenata sa
hipertenzijom postojala je znaCajno visa koncentracija ACE2 (P=0,000), dok kod
pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 koncentracija ACE2 nije bila
statistiCki znacajano razli¢ita. Nije bilo razlike u koncentraciji salivarnog ACE2 izmedu
pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom sa DM tip 2, kako 1 sat pre, tako i1 4 sata
posle primene enalaprila.

Poredenjem koncentracija ACE2 u UNP u odnosu na vreme primene enalaprila,
nisu zabelezene znacajne razlike, kako kod pacijenata sa hipertenzijom, tako i

pacijenata sa hipertenzijom udruZenom sa DM tip 2 (Tabela 11).
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Tabela 11 Koncentracije ACE2 (ng/ml) u UNP pre i posle primene enalaprila kod

pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih

ucesnika

Grupe ucesnika

Koncentracije ACE2 (ng/ml)
*%p_

srednja vrednost+SD vrednost

Zdravi ucesnici

(N=16)

0,08+0,04

1h pre primene 4h posle primene
enalaprila enalaprila

Pacijenti sa
hipertenzijom
(N=16)

0,18+0,05* 0,21+0,10* 0,467

Pacijenti sa
hipertenzijom
udruZzenom sa
DM tip 2
(N=16)

0,16+0,07* 0,14+0,08 0,532

*P- vrednost

<0,001 <0,001

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi u€esnici (One-way ANOVA
prac¢ena Bonferroni testom)

*#P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Student t test za vezane uzorke)
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U Tabeli 12 prikazane su koncentracije ACE i ACE2 u tkivu i krvnim sudovima

parotidne pljuvacne zlezde zdravih osoba.

Tabela 12 Koncentracije ACE (ng/ml) i ACE2 (ng/ml) u tkivu i krvnim sudovima

parotidne pljuvacne zlezde zdravih osoba

Koncentracije ACE Koncentracije ACE2
Parotidna (ng/ml) (ng/ml)
pljuvaéna Zlezda srednja vrednost=SD srednja vrednost=SD
Tkivo 5,00 +1,92 6,51+ 1,22
(N=20)
Krvni
sudovi 4,18 +3,52 2,70 £ 1,33
(N=6)
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Na Grafiku 4 prikazana je komparativna statistiCka analiza koncentracija ACE 1
ACE2 (ng/ml) u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki, tkivu i krvnim sudova parotidne
pljuvacne zlezde zdravih osoba. Koncentracija ACE u UNP zdravih ucesnika je bila
znacajno visa od koncentracije ACE2. Koncentracija ACE2 u tkivu parotidne pljuvacne
zlezde zdravih osoba je bila znacajno visa od koncentracije ACE. U krvnim sudovima
parotidne pljuvacne zlezde zdravih osoba nisu zabeleZene znacajne razlike izmedu
koncentracije ACE i ACE2.

U odnosu na tkivno poreklo enzima, nisu zabelezene znacajne razlike u
koncentraciji ACE medu ispitivanim tkivima, dok su znac¢ajno vise koncentracije ACE2
zabeleZene u tkivu 1 krvnim sudovima parotidne zlezde u odnosu na pljuvacku zdravih

ucesnika (Grafik 4).
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Grafik 4 Komparativna statistiCka analiza koncentracija ACE 1 ACE2 (ng/ml) u
ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki, tkivu 1 krvnim sudova parotidne pljuvacne Zlezde
zdravih osoba

*P <0,05 koncentracija ACE vs ACE2 u ispitivanim tkivima (Mann-Whitney test)

#P <0,05 Koncentracija ACE, odnosno ACE2 izmedu ispitivanih tkiva (Kruskal-Wallis
Test praten Mann-Whitney testom)
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7. KONCENTRACIJE AT; RECEPTORA U TKIVU I KRVNIM SUDOVIMA
PAROTIDNE ZLEZDE ZDRAVIH OSOBA

U Tabeli 13 prikazane su koncentracije AT, receptora u tkivu i krvnim sudova
parotidne pljuvacne zlezde zdravih osoba. U krvnim sudovima koncentracija receptora

je bila znacajno veca u odnosu na njihovu koli¢inu u tkivu zlezde.

Tabela 13 Koncentracije AT, receptora (ng/ml) u tkivu i krvnim sudovima

parotidne pljuvacne zlezde zdravih osoba

Koncentracije AT; receptora (ng/ml)
Parotidna pljuvacna

Flezda srednja vrednost+SD

Tkivo 82.1649,11

(N=20)

Krvni
sudovi 116,92+3,18*
(N=6)

*P<0,05 krvni sudovi vs tkivo (Studentov T test za nezavisne uzorke)
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8. KONCENTRACIJE eNOS IiNOS U UKUPNOJ NESTIMULISANOJ
PLJUVACKI PACIJENATA NA TERAPIJI ENALAPRILOM I ZDRAVIH
OSOBA

Koncentracije eNOS u UNP (prikupljena jedan sat pre i Cetiri sata posle primene
jutarnje terapijske doze enalaprila) kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2, kao 1 kod zdravih ucesnika prikazane su u Tabeli 14. U odnosu
na zdrave ucesnike, nisu zabelezene znacCajne razlike u koncentracijama eNOS u
pljuvacki prikupljenoj 1 sat pre primene enalaprila kako pacijenata sa hipertenzijom,
tako 1 pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i pljuvacki prikupljenoj
4 sata posle primene enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom. U pljuvacki
prikupljenoj 4 sata posle primene enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom udruzenom
sa DM tip 2 zabelezene su znacajno vece koncentracije eNOS u odnosu na kontrolnu
grupu (P=0,001).

Poredenjem koncentracija eNOS u UNP u odnosu na vreme primene enalaprila
nisu zabeleZzene znacajne razlike, kako kod pacijenata sa hipertenzijom, tako i

pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (Tabela 14).
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Tabela 14 Koncentracije eNOS (ng/ml) u UNP pre i posle primene enalaprila kod

pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih

ucesnika

Grupe ucesnika

Koncentracije eNOS (ng/ml)
*%p_

srednja vrednost+SD vrednost

Zdravi ucesnici

(N=16)

1,63+0,72

1h pre primene 4h posle primene
enalaprila enalaprila

Pacijenti sa
hipertenzijom
(N=16)

2,08+0,96 2,14+0,42 0,822

Pacijenti sa
hipertenzijom
udruZenom sa
DM tip 2
(N=16)

1,94+0,71 2,66+0,95* 0,062

*P_ vrednost

0,282 <0,001

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi ucesnici (One-way ANOVA
pracena Bonferroni Testom)

**P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Student t test za vezane uzorke)
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U Tabeli 15 prikazane su koncentracije iNOS u UNP (prikupljena jedan sat pre i
cetiri sata posle primene jutarnje terapijske doze enalaprila) kod pacijenata na terapiji
ovim lekom - pacijenti sa hipertenzijom bez DM tip 2 i hipertenzijom udruzenom sa
DM tip 2, kao i kod zdravih u€esnika. U odnosu na zdrave ucesnike, nisu zabelezene
znacajne razlike u koncentracijama iNOS kod pacijenata sa hipertenzijom, kao i
pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kako pre, tako i posle primene
enalaprila.

Poredenjem koncnetracija iNOS u UNP u odnosu na vreme primene enalaprila
nisu zabelezene znacajne razlike, kako kod pacijenata sa hipertenzijom, tako i

pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 (Tabela 15).
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Tabela 15 Koncentracije iNOS (ng/ml) u UNP pre i posle primene enalaprila kod

pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kao i kod zdravih

ucesnika

Grupe
ucesnika

Koncentracije iNOS (ng/ml)
*%kP_
srednja vrednost+SD vrednost

Zdravi
ucesnici

(N=16)

1,12+0,76

1h pre primene 4h posle primene
enalaprila enalaprila

Pacijenti sa
hipertenzijom
(N=16)

1,1610,64 0,94+0,27 0,154

Pacijenti sa
hipertenzijom
udruZenom sa
DM tip 2
(N=16)

0,99+0,41 0,95+0,19 0,743

*P- vrednost

0,735 0,502

*P < 0,05 pacijenti na terapiji enalaprilom vs zdravi u€esnici (One-way ANOVA)

*#P < 0,05 1h pre vs 4h posle primene enalaprila (Student t test za vezane uzorke)
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Komparativna analiza koncentracija eNOS 1 iNOS u UNP pljuvacki pokazala je
da kod zdravih ucesnika nema razlike izmedu njihovih koncentracija (P=0,061).

Znacajno nize koncentracije iNOS (P < 0,001), u odnosu na koncentracije
eNOS, bile su prisutne u UNP kod pacijenata sa hipertenzijom, kao i pacijenata sa

hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2, kako pre, tako i posle primene enalaprila.
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DISKUSIJA
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Rezultati ove komparativne, randomizovane studije preseka sa statisticki
potvrdenom snagom studije se odnose na efekte enalaprila, ACE inhibitora, na funkciju
pljuvacnih zZlezda kod pacijenata sa hipertenzijom i hipertenzijom udruzenom sa DM tip

2, kao 1 blize mehanizme ukljucene u ove efekte.

Analiza demografskih karakteristika ispitivane populacije u jednoj ovakvoj
studiji preseka treba da ukaze na odnos zdravlja ili bolesti i drugih promenljivih
uzimajuéi u obzir njihovo prisustvo u reprezentativnom uzorku u odredenom vremenu.
Demografske karakteristike randomizovanih ucesnika pokazuju da je 30,5% ispitanika
bilo bez hipertenzije, 53,3% sa hipertenzijom 1 16,2% sa hipertenzijom udruZenom sa
DM tip 2. U okviru grupe ucesnika studije sa hipertenzijom njih 23,3% imalo je
hipertenziju udruzenu sa DM tip 2. Ovo je inace u saglasnosti sa epidemioloskim
podacima koji pokazuju da u populaciji pacijenata sa hipertenzijom njih oko 20% ima

hipertenziju udruzenu sa DM tip 2 (Contreras i sar, 2000).

Sto se ti¢e starosti, dobijeni rezultati pokazuju da je proseéna starost zdravih
ucesnika statisticki znacajno manja od starosti pacijenata sa hipertenzijom sa ili bez DM
tip 2. Medutim, imajuéi u vidu da je prosecna starost zdravih uc¢esnika 57 godina, a onih
sa hipertenzijom sa i bez DM tip 2 oko 63 godine, donekle se moze smatrati da je
ispitivana grupa homogena. Isto tako treba imati u vidu 1 ¢injenicu da se prevalenca,
kako hipertenzije, tako 1 DM tip 2, povecava sa staro$¢u, kao i da je starenje glavni
faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih oboljenja (Barbagallo i sar, 1997; Lakatta 1

Levy, 2003; Lakatta i Levy, 2003; Lakatta, 2003).

U odnosu na pol u celoj populaciji ucesnika statisticki znacajno vise ima Zena
(oko 60%) u odnosu na muskarce (oko 40%). Prema podacima Americkog udruZenja za
srce o prevalenci hipertenzije u odnosu na pol 1 starost, do 45 godine hipertenzija je
¢eS¢a kod musSkaraca, izmedu 45 i1 64 godine se izjednatava medu polovima, dok je
posle 64 godine znacajno ¢es¢a kod Zena (Go 1 sar, 2013). S obzirom na ovaj podatak,
kao 1 naSe rezultate da je hipertenzija ¢eS¢a kod Zena prosecne starosti oko 63 godine

zapazene razlike mogu se pripisati razlikama izmedu ispitivanih populacija.
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U okviru grupe ucesnika sa hipertenzijom sa i bez DM tip 2 zapaza se
homogenost u odnosu na trajanje antihipertenzivne terapije i trajanje DM tip 2 — oko 9

godina.

Pljuvacka predstavlja najvazniju komponentu u mehanizmima oralne
homeostaze. Smanjena koli¢ina ove jedinstvene i kompleksne tecnosti predstavlja rizik
za pojavu ozbiljnih oralnih komplikacija koje mogu da naruse ne samo oralno zdravlje,
ve¢ 1 zdravlje uopste (Norlén i sar, 1991; Atkinson i sar, 2005). Poznato je da je najces¢i
uzrok smanjene funkcije pljuvaénih Zlezda primena lekova (Porter 1 sar, 2004; Scully i
Bagan, 2004). Smanjena funkcija pljuvacnih zlezda moze se ispoljiti subjektivno kao
kserostomija i objektivno kao smanjeno lucenje pljuvacke, dva fenomena koja se mogu
javiti udruzeno ili posebno. Naime, osecaj suvoée usta nije uvek u vezi sa
hiposalivacijom, stoga $to normalno izlucena pljuvacka moze da isparava i dovede do
osecaja suvoce kod osoba koje diSu na usta. Kserostomija nastala zbog smanjene
sekrecije pljuvacke moze biti praena nepromenjenom oralnom sluznicom ili sa
prate¢om atrofijom sluznice i drugim promenama u usnoj duplji — prava kserostomija,
dok osobe sa normalnom funkcijom pljuvacnih zlezda koje imaju osecaj kserostomije
nemaju pomenute objektivne znake — lazna kserostomija (Kaczmarek, 2007). Imajuc¢i u
vidu nase rezultate koji pokazuju pozitivnu korelaciju izmedu kserostomije i niskog
stepena salivacije, kserostomija pracena u ovoj studiji pripada grupi prave kserostomije
koja je pracena rizikom od pojave oralnih promena.

Rezultati ove studije pokazuju da kod pacijenata sa hipertenzijom enalapril ne
prouzrokuje statisticki znacajnu kserostomiju u odnosu na zdrave uc¢esnike. Ovi rezultati
su u saglasnosti sa velikom klinickom studijom, na preko 500 kardiovaskularnih
pacijenata o oralnim nezeljenim efekatima kardiovaskularnih lekova gde je pokazano da
ACE inhibitori, nasuprot ostalim kardiovaskularnim lekovima, prouzrokuju statisti¢ki

neznacajnu kserostomiju (Habbab i sar; 2010).

S druge strane, dobijeni rezultati pokazuju da je kod pacijenata sa hipertenzijom
udruzenom sa DM tip 2 na terapiji enalaprilom znacajno veca ucestalost kserostomije u
odnosu na zdrave u¢esnike. Sta vise, binarna logisticka regresiona analiza je pokazala
da je DM tip 2 nezavistan faktor rizika za razvoj kserostomije. Nakon udruZivanja sa

drugim ovde utvrdenim nezavisnim faktorom rizika za razvoj kserostomije - nizak
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stepen salivacije, uocen je potencirajuci efekat DM tip 2. Ovi rezultati su u saglasnosti
sa studijom Habbab i sar (2010), u kojoj je uocena veca frekvenca kserostomije kod

kardiovaskularnih pacijenata sa dijabetesom.

Metodoloski, protok pljuvacke moze se meriti u uslovima kada pljuva¢ne zZlezde
nisu stimulisane - protok ukupne nestimulisane pljuvacke, ili u stimulisanim uslovima,
kao protok ukupne stimulisane pljuvacke. U nasem istrazivanju smo merili protok
ukupne nestimulisane pljuvacke jer je pokazano da se tokom 24 sata funkcija pljuvac¢nih
zlezda ve¢im delom odvija u nestimulisanim uslovima, kao i da protok ukupne
nestimulisane pljuvacke u odnosu na protok ukupne stimulisane pljuvacke predstavlja
bolji prediktor subjektivnog osecaja suvoce usta, ¢ak i kada je taj osecaj blag (Wang i
sar, 1998). Dobijeni rezultati pokazuju da je protok ukupne nestimulisane pljuvacke kod
pacijenata sa hipertenzijom na terapiji enalaprilom nepromenjen u odnosu na protok kod
zdravih ugesnika. Sta vise, Nederfors i sar (1995) su pokazali da kaptopril nakon
sedmodnevne primene u placebom kontrolisanoj studiji na zdravim volonterima,
povecava protok, kako nestimulisane, tako i stimulisane pljuvacke, u odnosu na

placebo.

Dobijeni rezultat da je kod pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2
na terapiji enalaprilom znacajno smanjen protok ukupne nestimulisane pljuvacke u
odnosu na zdrave ucesnike ukazuje viSe na ulogu DM tip 2 nego enalaprila u nastanku
ovog efekta. Nakon binarne logisti¢ke regresione analize rezultati pokazuju da DM tip 2
predstavlja faktor rizika za razvoj smanjenog protoka ukupne nestimulisane pljuvacke,

kako nezavisno, tako i1 udruZen sa drugim nezavisnim faktorom — pol (Zenski).

Imajuéi sve ovo u vidu naSi rezultati ukazuju da je za pojavu kserostomije 1
smanjenog protoka ukupne nestimulisane pljuvacke kod pacijenata sa hipertenzijom

udruzenom sa DM tip 2 odgovoran DM tip 2, a ne enalapril.

U literaturi postoje znacajna neslaganja u vezi odnosa DM 1 protoka pljuvacke.
Tako na primer, Streckfus 1 sar (1994) su pokazali nize koncentracije ukupnih proteina,
ali ne 1 nivoe elektrolita 1 protoka stimulisane parotidne pljuvacke kod pacijenata sa
DM. Vasconcelos i1 sar (2010) su pokazali da DM tip 2 znafajno smanjuje ukupnu

nestimulisanu, kao i stimulisanu pljuvacku. S druge strane, Malicka i sar (2014) su kod
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pacijenata sa DM tip 1 1 2 pokazali promene u nivou ukupnih proteina,
mijeloperoksidaze i sIgA u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki, kao i vecu frekvencu
kserostomije, a smanjen protok pljuvacke samo kod pacijenata sa DM tip 1 u odnosu na
zdrave ispitanike. Razli¢ita objaSnjenja postoje za uzrok moguceg smanjenja protoka
pljuvacke kod dijabeti¢nih pacijenata. Carda i sar (2006) smatraju da je smanjenje
protoka pljuvacke u uslovima DM izazvano povecanom diurezom koja znacajnim
smanjenjem ekstracelijske tecnosti direktno uti¢e na stvaranje pljuvacke. Kao rezultat
metabolickih poremecaja, DM cesto prouzrokuje hormonske, mikrovaskularne i
poremecaje na nervima koji kompromituju funkcionalnost razlicitih organa (Chavez i
sar, 2000). Mikrovaskularne promene mogu znacajno da kompromituju sposobnost
pljuvacnih Zlezda da reaguju na nervnu ili hormonsku stimulaciju. Tako, na primer,
Roganovi¢ 1 sar (2011) su pokazali da je smanjen vazodilatatorni efekat ACh na
izolovanoj parotidnoj arteriji (dovodna arterija za parotidnu zlezdu) kunica sa
eksperimentalno izazvanim dijabetesom posledica endotelne disfunkcije izazvane

dijabetesom.

Postoje podaci da su antihipertenzivni lekovi, koji se propisuju za kontrolu
esencijalne hipertenzije ili hipertenzije kao komplikacije drugih bolesti, kao $to je DM,
medu najces¢e propisivanim lekovima i1 da vecina njih smanjuje funkciju pljuvacnih
zlezda (Bian 1 sar, 2010; Smith 1 Burtner, 1994; Gu 1 sar, 2012). Imajué¢i u vidu 1
¢injenicu da protok krvi znaCajno utie na sekreciju pljuvacke, mehanizmi kojim
antihipertenzivni lekovi uticu na funkciju pljuvaénih Zlezda leze u njihovom
antihipertenzivnom delovanju: smanjen minutni volumen 1 smanjena koli¢ina
ekstracelijske teCnosti. Studija Djuki¢ 1 sar (2015) o efektima antihipertenziva prve
linjje na funkciju pljuvacénih Zlezda pokazuje da metoprolol, selektivni betal blokator, u
odnosu na druge ispitivane kombinacije antihipertenziva (enalapril sa metoprololom 1/ili
hidrohlorotiazidom — tiazidni diuretik) u najvec¢oj meri izaziva kserostomiju i smanjenje
protoka ukupne nestimulisane pljuvacke. Statistickom analizom autori su pokazali da
metoprolol, Sta viSe, predstavlja nezavistan faktor rizika za nastanak kserostomije. De
Matos i sar (2010) su pokazali da beta blokatori, kao grupa lekova, smanjuju protok
ukupne nestimulisane pljuvacke u odnosu na zdrave ispitanike. Ispitujuci efekat
metoprolola na sekreciju pljuvacke kod pacijenata sa hipertenzijom, Nederfors 1 Dahlof

(1996) su zapazili znacajno povecanje protoka nakon ukidanja leka, kao i1 znacajno

90



smanjenje nakon njegovog ponovnog uvodenja. Autori smatraju da su povecan minutni
volumen pracen povecanjem protoka krvi u pljuvacnim zlezdama, tokom ukidanja
metoprolola 1 suprotan efekat tokom ponovnog uvodenja leka, odgovorni za uocene
promene u protoku pljuvacke. Takode, joS jedan mehanizam moze biti odgovoran za
smanjenu funkciju pljuvacnih zlezda tokom primene beta blokatora, a to je prevencija
ushodne regulacije Na'-K"-2CI  kotransportera (praé¢ena velikim ulaskom CI u acinusne
¢elije 1 posledicnom povecanom sekrecijom ovog jona i teCnosti u pljuvacnim

zlezdama) preko blokade betal adrenoceptora (Paulais 1 Turner, 1992).

Sto se tiCe tiazidnih diuretika, kod pacijenata sa hipertenzijom na terapiji
hidrohlorotiazidom u prisustvu spironolaktona, diuretika koji Stedi kalijum, uoceno je
znaajno smanjenje protoka stimulisane parotidne pljuvacke u odnosu na zdrave
ispitanike 1 pacijente sa hipertenzijom bez terapije (Streckfus i sar, 1994). Umereno
smanjenje  protoka pljuvacke je uofeno nakon sedmodnevne primene
bendroflumetiazida (tiazidni diuretik slican hidrohlorotiazidu) u studiji na zdravim
volonterima (Nederfors 1 sar, 2004). Djuki¢ i sar (2015) su u studiji na pacijentima sa
hipertenzijom pokazali da kombinacija hidrohlorotiazida sa enalaprilom, kao i
metoprololom, prouzrokuje, kako kserostomiju, tako i smanjen protok pljuvacke. Kako
enalapril nije menjao znacajno funkciju pljuvacénih zlezda autori su zakljucili da
hidrohlorotiazid ima kserogeni efekat iako niko od ucesnika u ovoj studiji nije uzimao
hidrohlorotiazid kao monoterapiju. Izgleda da antihipertenzivni mehanizam dejstva
hidrohlorotiazida, inhibicija Na'-Cl" kotransporta, nije ukljuéen u njegov kserogeni
efekat, jer acinusne éelije ne poseduju Na'-Cl” kotransporter (Turner i Sugiya, 2002),
dok vazodilatacija doprinosi salivarnoj sekreciji (Edwards, 1998). Najverovatnije, stoga
hidrohlorotiazid ostvaruje efekat na salivarnu sekreciju preko inhibicije transporta
HCOj;™ usled inhibicije karbonil anhidraze koja ostvarije svoje dejstvo u acinusnim

¢elijama (Turner i Sugiya, 2002).

Glavni razlog za kserogeni efekat (kserostomija i smanjen protok pljuvacke)
ve¢ine antihipertenzivnih lekova leZi u njihovom antihipertenzivnom delovanju —
smanjen minutni volumen i sledstveno smanjen priliv krvi u pljuvacne Zlezde koji

znacajno doprinosi smanjenju sekrecije pljuvacke. Imajuc¢i u vidu naSe rezultate da
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enalapril nema kserogeni efekat, a efikasan je antihipertenziv, od interesa je bilo ispitati
u kojoj meri njegovi mehanizmi antihipertenzivnog, kao i protektivnog delovanja
doprinose izostanku pomenutog nezeljenog efekta. U vezi sa tim, u ovom radu ispitivani
su elementi angiotenzinskog sistema, kao i elementi protektivnog dejstva enalaprila —
antioksidativni status i enzimi koji stvaraju NO u fizioloskim odnosno patoloskim
uslovima, eNOS 1 iNOS, na nivou parotidne zlezde i ukupne nestimulisane pljuvacke

¢oveka.

Za analizu prisustva elemenata angiotenzinskog sistema u tkivu parotidne
pljuvacne zlezde u studiji je koriS¢eno samo zdravo tkivo parotidne zlezde, kao i
zlezdani krvni sudovi, od pacijenata kod kojih je bila indikovana parotidektomija zbog
prisustva benignih tumora, a koji inace nisu imali sistemska oboljenja. Ovo stoga §to je
u populaciji pacijenata sa benignim tumorima parotidne zlezde koji su operisani na
Klinici za maksilofacijalnu hirurgiju, Stomatoloskog fakulteta u Beogradu bio
zanemarljiv broj onih koji su imali hipertenziju sa ili bez DM tip 2 i bili na monoterapiji
enalaprilom. Poznato je da se ACE, enzimske i neenzimske komponente redoks
homeostaze, kao 1 razli¢ite izoforme NOS, nalaze u slobodnom obliku u razli¢itim
tkivnim te¢nostima (Kawajiri 1 sar, 2009; Mizuiri i sar, 2011; Kedziora-Kornatowska i
sar, 2006; Chan 1 sar, 2012). Imaju¢i u vidu c¢injenicu da se o prisustvu pomenutih
komponenti u pljuvacki malo zna, pored tkiva pljuvacne Zlezde uzimani su i uzorci
pljuvacke zdravih 1 pacijenata sa hipertenzijom sa ili bez DM tip 2 na terapiji

enalaprilom za analizu ovih elemenata.

Glavni farmakodinamski efekat ACE inhibitora je inhibicija ACE koja
konvertuje Ang I u Ang II (snazan vazokonstriktor koji oslobada i aldosteron) i
metaboliSe bradikinin koji je inaCe snazan vazodilatator. Dakle, antihipertenzivni efekat
enalaprila je posledica vazodilatacije 1 pada perifernog otpora usled nedostatka Ang II 1
porasta bradikinina, kao i smanjenog minutnog volumena usled smanjene retencije

natrijuma i vode — efekat smanjenja aldosterona.

Nasi rezultati, dobijeni imunoesejskom analizom, pokazuju da je ACE prisutna,
kako u tkivu, tako i krvnim sudovima parotidne Zlezde zdravih osoba, i to u
koncentraciji 5,00+£1,92 ng/ml, odnosno 4,18+3,52 ng/ml. U ukupnoj nestimulisanoj

pljuvacki zdravih osoba ACE je prisutna u koncentraciji od 7,02+11,96 ng/ml, a kod
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pacijenata na terapiji enalaprilom, sa hipertenzijom u koli¢ini od 4,67+1,49 ng/ml, a

hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 u koli¢ini od 4,25+2,60 ng/ml.

Poznato je da ACE u slobodnom obliku u plazmi potic¢e primarno iz endotelnih
¢elija (Beldent i sar, 1995; Parvathy i sar, 1997; Woodman 1 sar, 2000). Ovaj slobodni
oblik ACE odvaja se iz tkivno vezane ACE procesom proteolize pod dejstvom proteaza
(dezintegrin metaloproteinaza) ADAM9 (English i sar, 2012). Kako vezani, tako i
slobodni oblik ACE konvertuju Ang I u Ang II, ali u razli¢itom stepenu (van Esch i sar,
2005), 1 smatra se da proces oslobadanja slobodne ACE omoguc¢uje nishodnu regulaciju
(smanjenje) aktivnosti i/ili koli¢ine tkivne ACE (Votta-Velis i sar, 2007). Pokazano je
da je endotoksinom izazvano oStec¢enje endotela u krvnim sudovima pluéa prac¢eno
povecanjem koncentracije ACE u plazmi, a smanjenjem u tkivu (Votta-Velis i sar,
2007). Hara i sar (2001) su pokazali na eksperimentalnom modelu hipertenzije da ACE
inhibitori efikasno smanjuju povecanu ekspresiju ACE u hipertenziji. S obzirom da nasi
rezultati pokazuju da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu koli¢ine tkivnog ACE
kod zdravih osoba i ACE u pljuvacki kod zdravih 1 hipertenzivnih pacijenata sa i bez
DM tip 2 na terapiji enalaprilom moze se pretpostaviti da enalapril i u pljuvacki
efikasno smanjuje poveéanje ACE izazvano hipertenzijom. Cinjenica da je efekat
enalaprila u minimalnim (1 sat pre primene) i maksimalnim (4 sata posle primene)
koncentracijama na koncentracije ACE isti u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
hipertenzivnih pacijenata sa 1 bez DM tip 2 ukazuje da enalapril i u minimalnim
koncentracijama podjednako efikasno, kao i u maksimalnim, snizava hipertenzijom i/ili
DM izazvano povecanje koncentracija ACE. Farmakokineti¢ka ¢injenica da na kraju
doznog perioda enalaprila, kada se koncentracije u krvi smanjuju, dva faktora su
znacajna za funkcionalnu inhibiciju tkivnog ACE: afinitet 1 tkivno zadrZavanje ACE
inhibitora (Dzau 1 sar, 2001), ukazuje da tkivo parotidne Zlezde Coveka ima izraziti
afinitet i1 tkivno zadrZavanje enalaprila. Ovi farmakokineticki 1 farmakodinamski podaci
o enalaprilu na nivou parotidne zlezde Coveka su po prvi put u svetu pokazani u ovom
radu.

Interesantan je podatak koji ukazuje na prisustvo endogenih ACE inhibitora u
serumu, ali ne i u tkivima ljudi, koji inhibiSu cirkuliSu¢i ACE i pokazuju efekat slican
onom koji izazivaju ACE inhibitori kao lekovi (Klauser 1 sar, 1979; Ryan 1 sar, 1979).

Najveci broj dosadasnjih podataka koji se odnose na ,,nivo*“ ACE dobijen je merenjem
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aktivnosti ACE, umesto koncentracije ACE. Zbog prisustva endogenog inhibitora ACE
u serumu ovi rezultati obi¢no pokazuju visok ,,nivo®“ ACE u tkivima i nizak u serumu
(Fagyas 1 sar, 2014). U nasem radu mi smo odredivali koncentraciju, a ne aktivnost
ACE, 1 kako je ta koncentracija u tkivu parotidne zlezde i1 ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki priblizno ista kod zdravih ljudi teSko je re¢i da li i pljuvacka sadrzi ove
endogene ACE inhibitore za koje se inace smatra da neutraliSu ACE u serumu da bi

njegova fizioloska uloga u tkivima bila ocuvana (Fagyas i sar, 2014).

Na Siroku rasprostranjenost ACE u humanim tkivima u razliitim
koncentracijama ukazano je vec ranije. Tako, na primer, Miners i sar (2009) su pokazali
imunoesejskom metodom da je ACE prisutna i u mozdanom tkivu, i1 to u koncentraciji
od 7,87 ng/ml, dok su Fagyas i sar (2014) pokazali da je ACE u serumu prisutna u
koli¢ini od 90 do 160 ng/ml. Poredeci nase rezultate sa rezultatima studija Miners i sar
(2009) 1 Fagyas i sar (2014), nivo ACE u parotidnoj Zlezdi je oko 1,5 puta manji u
odnosu na izmeren nivo u mozdanom tkivu, 1 ¢ak 18 — 32 puta manji nego u serumu. S
druge strane, Tipnis i sar (2000) su primenom Northern blot tehnike merili ekspresiju
ACE u 15 humanih tkiva i pokazali da je ACE u najve¢im koncentracijama prisutna u

plu¢ima 1 bubregu, tako da ova tkiva predstavljaju glavno izvoriste ACE.

Na fizioloSki znacaj naSeg rezultata o prisustvu ACE u tkivu parotidne Zlezde
coveka ukazuje 1 nalaz da su AT, receptori, €iji je agonist Ang II — produkt ACE,
prisutni u parotidnoj Zlezdi ¢oveka. U ovom radu je pokazano da su AT, receptori
statisticki viSe prisutni u krvnim sudovima nego u tkivu parotidne pljuvacne Zlezde
zdravih osoba (116,92+3,18 ng/ml, odnosno 82,16+9,11 ng/ml). Ovo potvrduje da Ang
II svoj glavni efekat, vazokonstrikciju, kao §to je to slu¢aj u mnogim drugim krvnim
sudovima (Lin 1 sar, 2014; Ueda 1 sar, 2000) ostvaruje i na nivou krvnih sudova

parotidne pljuvacne Zlezde coveka.

Cinjenica da nema statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji ACE u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki zdravih u€esnika i hipertenzivnih pacijenata sa 1 bez DM tip 2
na terapiji enalaprilom ukazuje da enalapril efikasno inhibiSe pove¢an ACE u
hipertenziji (Yang i sar, 2013) i da je nivo Ang II i njegov vazokonstriktorni efekat u
parotidnoj zlezdi ¢oveka smanjen, Sto je jedan od razloga za povecan protok krvi kroz

parotidnu Zlezdu 1 sledstveni izostanak kserogenog efekta enalaprila kod pacijenata sa
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hipertenzijom. Takode, razlog za povecan protok krvi kroz parotidnu zlezdu i sledstveni
izostanak kserogenog efekta enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom moze biti i
¢injenica da je zbog efikasne inhibicije povecanog ACE enalaprilom u hipertenziji
enalaprilom inhibisan i metabolizam bradikinina, snaznog vazodilatatora. S tim u vezi
interesantan je nalaz da kaptopril i bradikinin znacajno potenciraju sekreciju
submandibularne pljuvacne zlezde macke izazvanu elektricnom stimulacijom chorde
tympani i da efekat izostaje u prisustvu antagoniste kininskih B, receptora i kombinacije
neselektivnog NOS 1 ciklooksigenaznog inhibitora (Stoji¢, 1999). Ovi rezultati pokazuju
da kaptopril potencira salivaciju izazvanu stimulacijom chorde tympani preko endogeno
nakupljenog bradikinina koji aktivira kininske B, receptore, a ¢iji je transdukcioni
signal povecanje NO 1 prostaciklina. Kako su NO i prostaciklin snazni vazodilatatori to
lokalno povecanje protoka krvi kroz pljuvacnu zlezdu je najznacajniji faktor u
potenciranju lu¢enja pljuvacke pod dejstvom kaptoprila i bradikinina (Stoji¢, 1999). Ovi
rezultati su potvrdili pretpostavku Nederfors i1 sar (1995) da je povecanje protoka
pljuvacke kod ljudi tokom primene kaptoprila najverovatnije posledica lokalnog
povecanja protoka krvi kroz pljuvacne zlezde. Imajuéi sve ovo u vidu, na$ nalaz —
prisustvo kserogenog efekta kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 na terapiji
enalaprilom moze se pripisati promenjenoj funkciji pljuvaénih zlezda pod dejstvom DM

tip 2, a ne enalaprila.

Poznato je da tkiva 1 tkivne tecnosti Coveka sadrze homolog ACE — ACE2, koji
konvertuje snazan vazokonstriktor Ang II u vazodilatatorni peptid Ang (1-7) koji
smanjuje oksidativni stres 1 stimuliSe natriurezu (Iusuf i sar, 2008; Ferrario 1 Varagic,
2010). Inace, 1ako ACE2 nije supstrat za delovanje ACE inhibitora u njihovom
prisustvu povecana je njegova ekspresija 1 aktivnost (Yang 1 sar, 2013; Ferrario 1 sar,
2005). Nasi rezultati pokazuju da su koncentracije ACE2 u tkivu parotidne pljuvacne
Zlezde zdravih osoba znafajno vece nego u njenim krvnim sudovima (6,51+1,22 ng/ml
vs 2,70+1,33 ng/ml). Koncentracija ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki zdravih
osoba iznosi 0,08+0,04 ng/ml, a pacijenata na terapiji enalaprilom sa hipertenzijom
0,21£0,10 ng/ml, i hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2 0,14+0,08 ng/ml. ACE2, za
razliku od ACE, lokalizovan je u ograni¢enom broju tkiva, srce, bubrezi, testisi i
gastrointestinalni trakt (Tipnis 1 sar, 2000; Donoghue 1 sar, 2000; Harmer 1 sar, 2002).

Nasi rezultati, po prvi put pokazuju da se u ova ograni¢ena tkiva moze ubrojati i
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parotidna zlezda ¢oveka. Na nivou bubrega pokazano je da se ACE2 iz tkiva bubrega
oslobada u mokracu pod dejstvom proteaze ADAM17 (Lambert i sar, 2005; Mizuiri i
sar, 2011). Nasa statisticka analiza je pokazala da je koncentracija ACE2 znacajno
manja u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki, kako zdravih, tako i1 pacijenata na terapiji
enalaprilom u odnosu na koncentracije u tkivu parotidne zlezde i njenim krvnim
sudovima zdravih ucesnika. Razlog za postojanje ove razlike medu tkivhe ACE2 i
slobodne ACE2 u pljuvacki, bar kod zdravih uCesnika, za sada je nepoznat jer jos uvek
nema podataka u literaturi o kontroli odnosa izmedu tkivnog i slobodnog ACE2 u
drugim tkivima. Interesantan je podatak da statisticka analiza takode pokazuje da je
koncentracija ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki veéa kod hipertenzivnih
pacijenata na terapiji enalaprilom, 1 sat pre i 4 sata posle terapije i hipertenzivnih
pacijenata sa DM tip 2 pre terapije, a sa trendom povecanja kod hipertenzivnih
pacijenata sa DM tip 2 posle terapije, u odnosu na zdrave ucesnike. Imajuéi u vidu
¢injenicu da ACE inhibitori povecavaju ekspresiju i aktivnost ACE2 na animalnom
modelu sréanog tkiva (Yang i sar, 2013) moze se pretpostaviti da je zapaZzena razlika u
pljuvacki zdravih ucesnika i hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 na terapiji
enalaprilom posledica delovanja enalaprila. Takode, na$ rezultat da je efekat enalaprila
u minimalnim i maksimalnim koncentracijama na koncentracije ACE2 isti u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 ukazuje da
enalapril 1 u minimalnim koncentracijama podjednako efikasno, kao i u maksimalnim,

povecava koncentracije ACE2.

S druge strane, podatak da je nivo ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
pacijenata sa hipertenzijom sa 1 bez DM tip 2 na terapiji enalaprilom statisti¢ki znacajno
veci u odnosu na zdrave ispitanike znacajan je za analizu ¢injenice da enalapril nema
kserogeni efekat. To znaci da naSi rezultati indirektno ukazuju da enalapril efikasno
povecava u tkivu parotidne Zlezde Ang (1-7), a Sto je pra¢eno vazodilatacijom i

sledstvenim povecanjem protoka krvi kroz parotidnu Zlezdu ¢oveka.

Oksidativni stres predstavlja poremecenu ravnotezu izmedu stvaranja slobodnih
radikala 1 kompenzatornog odgovora endogene antioksidativne zastite. Antioksidativno
dejstvo enalaprila, posledica je njegovog indirektnog efekta - smanjeno stvaranje

slobodnih radikala i sledstveno smanjen utroSak antioksidanasa, kao i1 direktnog efekta -
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povecanje koncentracije 1 aktivnosti antioksidanasa (neenzimskih i enzimskih) u
razli¢itim humanim 1 tkivima Zivotinja (Donmez i sar, 2002; Deoghare i Kantharia,
2013; de Cavanagh i sar, 2000). U kojoj meri protektivno antioksidantno dejstvo
enalaprila doprinosi izostanku kserogenog efekta ispitivali smo, na nivou ukupne
nestimulisane pljuvacke, preko indikatora oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite
kod hipertenzivnih pacijenata sa ili bez DM tip 2.

MDA je jedan od indirektnih indikatora oksidativnog stresa i produkt je
oksidativnog oStec¢enja lipida (lipidna peroksidacija) (Halliwell i Gutteridge, 1999).
MDA nastaje enzimskom i neenzimskom razgradnjom u najvecoj meri polinezasi¢enih
masnih kiselina, kao i1 arahidonske kiseline (Esterbauer i sar, 1991). U organizmu MDA
se nalazi kao slobodni molekul ili vezan sa proteinima ili nukleinskim kiselinama i oba
oblika ove molekule su toksi¢na (Carbonneau i sar, 1991). U principu, koncentracija i
perzistencija vezane frakcije MDA u tkivu je veca u odnosu na slobodni MDA (Siu i
Draper, 1982). Tako, na primer, na nivou plazme zdravih osoba pokazano je da vezana
frakcija MDA ¢ini od 83% do 92% ukupnog MDA (Hong 1 sar, 2000; Carbonneau i sar,
1991). Rezultati naSe studije pokazuju da je koncentracija MDA vezanog za proteine
ukupne nestimulisane pljuvacke zdravih osoba 745,62 + 680,05 pmol/mg.

In vitro studije pokazuju da je proces vezivanja MDA za proteine ubrzan kada su
ti proteini ve¢ modifikovani procesom neenzimske glikolizacije, §to je slucaj u
dijabetesu (Mooradian i sar, 1996). S druge strane, u klinickim uslovima je pokazano da
raste nivo MDA koji je vezan za proteine plazme kakav je lipoprotein male gustine
(LDL) kod pacijenata sa DM tip 2 (Kotani 1 sar, 2015). Nasi rezultati pokazuju da je
koncentracija MDA vezanog za proteine pljuvacke kod hipertenzivnih pacijenata sa ili
bez DM tip 2 Cetiri sata nakon primene enalaprila znacajno manja u odnosu na zdrave
ucesnike. Pokazano je da enalapril u plazmi pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom
(Deoghare 1 Kantharia, 2013), kao 1 u tkivu srca, bubrega i jetre kod pacova sa
eksperimentalno izazvanim dijabetesom (de Cavanagh i sar, 2001) smanjuje nivo MDA.
Imajuéi sve ovo u vidu moze se pretpostaviti da enalapril i u pljuvacki smanjuje
povecane konccentracije MDA vezanog za proteine izazvane hipertenzijom i/ili DM.
Medutim, ¢injenica da enalapril u maksimalnim koncentracijama smanjuje
koncentracije MDA vezanog za proteine na koncentracije znac¢ajno nize od onih kod

zdravih ucesnika ukazuje da je MDA vezan za proteine povecan kod ovih ucesnika
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najverovatnije zbog prisustva periodontitisa. Naime, klinicke studije pokazuju da je u
pljuvacki pacijenata sa periodontitisom povecan oksidativni stres i njegov marker MDA
(Akalin 1 sar, 2007). Stoga, enalapril kod hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2,
koji su slicnog parodontoloSkog statusa kao 1 zdravi, efikasno smanjuje 1
periodontitisom izazvano poveéanje koncentracija MDA vezanog za proteine. Cinjenica
da se koncentracije vezanog MDA u pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa ili bez DM
tip 2 u minimalnim koncentracijama enalaprila znacajno ne razlikuju od onih kod
zdravih ucesnika ukazuje da su koncentracije enalaprila u tom trenutku mozda
nedovoljne za potpuni pomenuti antioksidativni efekat.

Elementi mehanizma kojim enalapril smanjuje oksidativni stres preko lipidne
peroksidacije i1 njenog produkta MDA su slede¢i. Smatra se da je ovaj efekat enalaprila
najverovatnije posledica smanjene koncentracije Ang II koja dovodi do smanjene
aktivnosti NADPH oksidaze, smanjene koncentracije slobodnih radikala i sledstvene
inhibicije lipidne peroksidacije (Hosomi i sar, 2001; Deoghare i Kantharia, 2013). S
druge strane, nasi rezultati ukazuju i na drugu moguénost. Imajuéi u vidu da je
koncentracija ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa ili
bez DM tip 2 na terapiji enalaprilom povecana u odnosu na zdrave ucesnike, kao i da
ACE inhibitori povecavaju koncentraciju Ang (1-7) u plazmi hipertenzivnih pacijenata
(Luque i sar, 1996) ukazuje na mogucnost da i Ang (1-7) ucestvuje u pomenutom efektu
enalaprila. Naime, Yousif i sar (2012) su na eksperimentalnom modelu dijabetes
melitisa tip 1 pokazali da Ang (1-7) inhibiSe povecanu aktivnost NADPH oksidaze i
sledstveno smanjuje lipidnu peroksidaciju u sréanom 1 bubreznom tkivu pacova.

Dejstva antioksidanasa u bioloSkim sistemima, kao Sto je plazma, zavise od
prirode oksidanasa, molekuli ili slobodni radikali, aktivnosti i koncentracije
antioksidanasa, kao 1 njihove koordinirane/sinergisticke interakcije u bioloskim
sistemima (Yeum i sar, 2004).

Totalni antioksidativni kapacitet, indikator antioksidativne zaStite, predstavlja
rezultat sveukupne koordinirane aktivnosti prisutnih antioksidanasa (endogeni —
stvorenih u organizmu, i egzogeni — nutritivnog porekla) ukljucenih u direktno
uklanjanje slobodnih radikala (Niki, 2010). Antioksidansi mogu biti hidrofilni 1
lipofilni, kao slobodni ili vezani najceS¢e za lipoproteine. Hidrofilni antioksidansi, kao

Sto su mokra¢na kiselina, proteini i vitamin C, neutraliSu slobodne radikale primarno
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prisutne u vodenoj sredini (Niki, 2010). S druge strane, lipofilni antioksidansi su
lokalizovani u okviru ¢elijskih ili cirkuliSuéih lipoproteina, na povrsini ili duboko u
lipidnom domenu. Njihova efikasnost u uklanjanju slobodnih radikala zavisi od
hemijske strukture samog antioksidanasa i fizickih karakteristika okoline u kojoj se
nalaze (mobilnost antioksidansa i fluidnost okoline) (Niki, 2010).

U plazmi zdravih osoba pokazano je da najveé¢i doprinos totalnom
antioksidativnom kapacitetu ostvariju hidrofilni antioksidansi: albumini (10-28%),
mokraéna kiselina (7-58%) 1 vitamin C (3-27%), vitamin E (<10%) kao meSovit
hidro/lipofilni, dok 30% ¢ine lipofilni antioksidansi (karitenoidi, vitamin A) (Prior i sar,
2003). Totalnom antioksidativnom kapacitetu pljuvacke zdravih osoba u najveéoj meri,
preko 80%, doprinose hidrofilni, a samo oko 13% lipofilni antioksidansi (Moore i sar,
1994; Hirayama i sar, 1997). Totalni antioksidativni kapacitet pljuvacke se razlikuje od
istog u plazmi po antioksidativnom doprinosu pojedinih hidrofilnih komponenti.
Najveci doprinos daje mokraéna kiselina (70%), prisutna u koncentracijama slicnim kao
u plazmi, dok ostatak ¢ine albumini 1 vitamin C ¢ije su koncentracije znac¢ajno nize u
pljuvacki nego u plazmi (Moore i1 sar, 1994). Ovo je u skladu sa ¢injenicom da
pljuvacka predstavlja ultrafiltrat plazme, te da je u prelazak albumina i vitamina C iz
plazme u pljuvacku ukljucen aktivni transport ovih molekula.

Danas postoje specificne metode za merenje totalnog antioksidativnog
kapaciteta hidrofilnih ili lipofilnih komponenti ovog sistema. S obzirom da
antioksidativni kapacitet pljuvacke u najvecoj meri (80%) ¢ine hidrofilne komponente,
mi smo za ispitivanje totalnog antioksidativnog kapaciteta pljuvacke odabrali TEAC
esej (Trolox kao ekvivalent antioksidativnog kapaciteta) koji kvantifikuje hidrofilne
komponente sa najve¢om osetljivosti prema mokraénoj kiselini.

Nasi rezultati pokazuju da totalni antioksidativni kapacitet ukupne nestimulisane
pljuvacke u jutarnjim ¢asovima pre jela kod zdravih osoba iznosi 460+250 uM. Imajuci
u vidu podatke da najve¢i doprinos totalnog antioksidativnog kapaciteta pripada
mokraénoj kiselini (Moore i sar, 1994), kao i da je primenjena metoda (TEAC)
najosetljivija za mokra¢nu kiselinu, moze se pretpostaviti da i dobijeni rezultat za totalni
antioksidativni kapacitet pljuvacke najveéim delom odrazava aktivnost mokracne

kiseline. S druge strane cinjenica da je uzorkovanje pljuvacke radeno u jutarnjim
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casovima pre jela moze se pretpostaviti da dobijena vrednost u principu odrazava samo
nivo endogenih antioksidansa, ali ne i egzogenih koji inace poticu od hrane.

Dobijena vrednost za totalni antioksidativni kapacitet (460+250uM) prestavlja
apsolutnu koncentraciju antioksidanasa u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki koja je
izlu¢ena u toku 5 min. Kada se uzme u obzir izloZzenost gingive i zuba dejstvu
antioksidanasa nije toliko znacajna apsolutna koli¢ina antioksidanasa, ve¢ je mnogo
znacCajniji njihov priliv koji inaCe zavisi od protoka pljuvacke (Moore i sar, 1994).
Imaju¢i to u vidu, dobijenu vrednost za totalni antioksidativni kapacitet smo izrazili kao
priliv ukupnih antioksidanasa, u skladu sa studijama Moore i sar (1994) i Sculley i
Langley-Evans (2003). Nasi rezultati pokazuju da je kod zdravih osoba, starosti oko 57
godina, priliv ukupnih antioksidanasa 0,22+0,12 pM/min. Ovaj priliv antioksidanasa je
manji u odnosu na 0,52+0,20 uM/min utvrden od strane Guentsch i1 sar (2008) kod
zdravih osoba starosti oko 34 godine. Zapazena razlika je najverovatnije posledica
razli¢itog protoka kod dve razli¢ite starosne populacije (0,42+0,11 ml/min - oko 57
godina vs. 0,60+£0,28 ml/min - oko 34 godine).

Veliki broj klinickih studija pokazuje smanjene koncentracije totalnog
antioksidativnog kapaciteta plazme pacijanata sa hipertenzijom, kao i DM (Ghiadoni i
sar, 2003; Onuoha i sar, 2013; Opara i sar, 1999; Rahbani-Nobar i sar, 1999; Rani i
Mythili, 2014). Smatra se da je ovo smanjenje totalnog antioksidativnog kapaciteta
posledica utroSka antioksidanasa usled visokih koncentracija slobodnih radikala koje
prate ova oboljenja (Adegor, 2010; Maxwell i sar, 1997). Nasi rezultati pokazuju da je
totalni antioksidativni kapacitet ukupne nestimulisane pljuvacke 1 sat pre i1 4 sata posle
primene enalaprila (minimalne 1 maksimalne koncentracije) kod hipertenzivnih
pacijenata sa i bez DM tip 2 sli€an kapacitetu pljuvacke zdravih ucesnika. Imajuéi u
vidu da klinicke 1 studije na animalnim modelima pokazuju da ACE inhibitori
povecavaju totalni antioksidativni kapacitet u hipertenziji i DM u razli¢itim tkivima
(plazma, bubrezi) (Ghiadoni 1 sar, 2003; Chandran i sar, 2014), moZe se pretpostaviti da
enalapril isti efekat ostvaruje 1 u pljuvacki. Mehanizam kojim enalapril povecava totalni
antioksidativni kapacitet ukljucuje njegove primarne efekte, smanjenje koncentracije
Ang II 1 povecanje koncentracije Ang (1-7) usled inhibicije ACE. Hosomi i sar (2001),
Luque 1 sar (1996) i Yousif i sar (2012) su pokazali da smanjene koncentracije Ang II 1

povecane koncentracije Ang (1-7) prouzrokuju smanjenje aktivnosti NADPH oksidaze,
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smanjenje koncentracije slobodnih radikala (prvenstveno superoksida za koji je poznato
da predstavlja dominantan slobodni radikal u hipertenziji i DM), i sledstvenog
smanjenja utroSka antioksidanasa koji doprinose porastu totalnog antioksidativnog
kapaciteta. Cinjenica da je u prisustvu minimalnih i maksimalnih koncentracija
enalaprila totalni antioksidativni kapacitet u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 sli¢an ukazuje da enalapril i u minimalnim
koncentracijama efikasno smanjuje utroSak antioksidanasa ¢ime doprinosi porastu

totalnog antioksidativnog kapaciteta pljuvacke.

Sto se ti¢e priliva antioksidanasa ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki kod
hipertenzivnih pacijenata sa 1 bez DM tip 2 na terapiji enalaprilom, na$i rezultati
pokazuju sledece. Priliv antioksidanasa u pljuvacki hipertenzivnih pacijenata bez DM
tip 2, jedan sat pre i 4 sata posle primene enalaprila, slican je prilivu kod zdravih
ucesnika, dok je u pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2, jedan sat pre i 4 sata
posle primene enalaprila, zna¢ajno manji. Imajuéi u vidu pozitivnu korelaciju izmedu
protoka ukupne nestimulisane pljuvacke i priliva ukupnih antioksidanasa u celoj
populaciji (zdravi i hipertenzivni pacijenti sa i bez DM tip 2 na terapiji enalaprilom),
kao 1 u okviru populacije hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 na terapiji
enalaprilom, moze se pretpostaviti da je pozitivan efekat enalaprila na ukupni
antioksidativni status kod pacijenata sa DM tip 2 smanjen zbog smanjenog protoka
pljuvacke.

Glutation je jedan od elemenata neenzimske antioksidativne zastite. Ovaj
tripeptid ~ y-L-glutamil-L-cisteinil-glicin, predstavlja glavni tiolni intracelijski
antioksidans prisutan u svim tkivima, a ponajviSe u jetri, slezini, bubrezima, o¢nom
soCivu, eritrocitima 1 leukocitima, u milimolarnim koncentracijama (1-10 mM) (Lu,
2013; Pastore 1 sar, 2003). Gotovo sav intracelijski glutation nalazi se u redukovanoj
formi u obliku tiola - 98% (GSH), dok je ostatak u oksidisanoj formi u obliku disulfida
(GSSG) (Kandar, 2016). Jedno od ekstracelijskih izvorista glutationa je plazma u kojoj
su koncentracije glutationa znacajno niZe od onih intracelijskih — od 0,5 do 5 uM.
Najve¢im delom glutation u plazmi poti¢e iz jetre (Yang i sar, 1995). Aktivna
antioksidativna forma glutationa je njegov redukovani oblik — GSH, koji cesto
neutraliSe kiseoni¢ne 1 azotne slobodne radikale pri ¢emu nastaje oksidisani oblik

glutationa — GSSG (Hwanf 1 sar, 1992; Townsend 1 sar, 2003). Oksidisani glutation se
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uz aktivnost NADPH- zavisne glutation reduktaze ponovo vraca u redukovan oblik
spreman za dalje antioksidativno dejstvo (Kandar, 2016). Odrzavanje optimalnog
odnosa redukovane 1 oksidisane forme (GSH:GSSG) neophodan je za celijsko
prezivljavanje (Townsend i sar, 2003). Nedostatak GSH povecava rizik od osStec¢enja
¢elija u toku oksidativnog stresa (Townsend 1 sar, 2003). U tom smislu disbalans
GSH/GSSG zapaza se u mnogim bolestima koje ukljucuju hipertenziju, DM, kancer,
neurodegenerativna oboljenja, cisti¢nu fibrozu, kao i u procesu starenja (Townsend 1
sar, 2003).

Kao posledica povecanog oksidativnog stresa u brojnim oboljenjima zabelezene
su promene u koncentracijama glutationa koje inace variraju zavisno od oblika
glutationa koji je kvantifikovan (ukupni, redukovani, oksidovani), starosti ispitanika,
vrste 1 tezine bolesti, kao 1 vrste lekova ukljucenih u terapiju tih bolesti (Yoshida 1 sar,
1995; Bravi i sar, 2006; Richie i sar, 1996; Lang i sar, 2000). Tako, na primer, Redon i
sar (2003) su pokazali da je u krvi pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom koji nisu
prethodno bili na antihipertenzivnoj terapiji, starosti 25-50 godina, smanjena
koncentracija redukovanog glutationa, a povecana oksidovanog. U plazmi pacijenata sa
neleCenom esencijalnom hipertenzijom, starosti oko 46 godina, u odnosu na zdrave,
takode su zabelezene smanjene koncentracije redukovanog glutationa (Donmez i sar,
2002). S druge strane, u krvi hipertenzivnih pacijenata na terapiji antihipertenzivima
(statini, beta blokatori, ACE inhibitori 1 njithove kombinacije), prosecne starosti oko 82
godine, pokazano je povecanje redukovanog glutationa, kao i aktivnosti glutation
reduktaze, enzima koji konvertuje oksidovanu u redukovanu formu, u odnosu na zdrave
(Rybka i sar, 2011; Rybka i sar, 2011). Sto se ti¢e koncentracija glutationa u dijabetesu,
u plazmi pacijenata sa DM tip 2 i prate¢om retinopatijom, prosecne starosti 71 godina,
pokazano je smanjenje koncentracije ukupnog i redukovanog glutationa u odnosu na
zdrave ispitanike (Samiec 1 sar, 1998). U eritrocitima pacijenata sa DM tip 2 na terapiji
oralnim hipoglikemicima, starosti oko 50 godina, zabeleZeno je smanjenje ukupnog 1
redukovanog glutationa, kao 1 brzine njegove siteze (Sekhar 1 sar, 2011). Postoje studije
u kojima nisu zabelezene promene u koncentraciji redukovanog glutationa u krvi
pacijenata sa DM tip 2 na terapiji oralnim hipoglikemicima, starosti 36-70 godina

(Ozkilic 1 sar, 2006).
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Sto se ti¢e prisustva glutationa u kompleksu pljuvaéne Zlezde — pljuvacka kod
ljudi, za sada nema podataka o kvantifikaciji intracelijskog glutationa u pljuva¢nim
zlezdama, ali postoje podaci o prisustvu ekstracelijskog glutationa u pljuvacki.
Zappacosta 1 sar (1999) su pokazali da je koncentracija ukupnog glutationa 1,2 uM u
ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki zdravih osoba starosti 30 — 50 godina. Nasi rezultati
pokazuju da koncentracija ukupnog glutationa u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
zdravih osoba iznosi oko 0,09 pM. Imaju¢i u vidu ve¢ pomenutu cinjenicu da
koncentracija glutationa varira u zavisnosti od starosti ispitanika zapaZena razlika u
koncentraciji ukupnog glutationa u pljuvacki izmedu naSe i studije Zappacosta i sar
(1999) je verovatno nastala zbog uticaja ovog faktora jer je nasa populacija starija (50 -
70 godina). O poreklu glutationa u pljuvacki za sada nema podataka. Imajuéi u vidu
¢injenicu da pljuvacku pored elemenata koji se stvaraju u samoj pljuvacnoj zlezdi €ini i
ultrafiltrat plazme interesantan je podatak da je koncentracija mokra¢ne kiseline u
plazmi i pljuvacki (gde predstavlja najve¢i i najznacajniji element antioksidativnog
profila) priblizno ista (Roth 1 Calmes, 1981) §to navodi na zakljuak da je mokraéna
kiselina u pljuvacki poreklom samo iz plazme, a ne i iz tkiva pljuvacnih Zlezda.
Utvrdeno je da je glutation sintetaza — enzim koji sintetiSe glutation, prisutan u kulturi
humanih ¢elija pljuvacnih zlezda (Prins i sar, 2014), kao i da je y-glutamil transferaza —
enzim koji razgraduje glutation, lokalizovan samo na apikalnoj povrsini epitelnih ¢elija
izvodnih kanala velikih i malih pljuvaénih Zlezda (Hanigan i Frierson, 1996). Cinjenica
da je koncentracija glutationa znatno manja od one u plazmi direktno ukazuje na visoku
aktivnost y-glutamil transferaze u pljuvac¢nim zlezdama, ali ne i na poreklo glutationa
koje moZe biti, kako iz plazme, tako 1 iz pljuvacnih Zlezda.

S druge strane, vazno je analizirati i doprinos glutationa iz gingivalne te¢nosti na
njegov nivo u pljuvacki. Iako je mali doprinos gingivalne te€nosti koli¢ini pljuvacke
njen doprinos moze biti znaCajan za kvalitativan sastav pljuvacke — pogotovu za one
elemente kojih je malo u pljuvacki. Interesantan je podatak da u fizioloSkim uslovima
gingivalna cervikalna tecnost predstavlja samo transudat (ultrafiltrat plazme), 1 sadrzi
glutation u koncentracijama (0,5-2,5mM) znacajno ve¢im nego $to su u plazmi (oko
3uM) (Chapple 1 sar, 2002; Jones 1 sar, 2000). Ovo je verovatno stoga $to neutrofili 1/ili
epitelne celije gingivalnog sulkusa sintetiSu glutation (Chapple i1 sar, 2002). Nasi

rezultati pokazuju da postoji negativna korelacija izmedu priliva glutationa i1 protoka
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pljuvacke u populaciji zdravih osoba. To zna¢i da sa vetim protokom pljuvacke
pljuvacka se viSe razblazuje i na taj nac¢in smanjuje koncentraciju glutationa poreklom iz
gingivalne teCnosti. Ovaj nas rezultat pokazuje da na nivo glutationa u pljuvacki utice i
glutation poreklom iz gingivalne te¢nosti.

Malo se zna o uticaju hipertenzije na salivarni glutation, dok se viSe zna o
uticaju DM. Naime, kod pacijenata sa hipertenzijom u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
nisu zabelezene promene u koncentraciji redukovanog glutationa u odnosu na zdrave
(Al-Rawi 1 sar, 2008). S druge strane, kod pacijenata sa DM tip 2 sa klinicki zdravim
parodoncijumom, u odnosu na zdrave ispitanike, postoji smanjena koncentracija
redukovanog glutationa u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki Sto ukazuje da je smanjen
nivo glutationa posledica DM tip 2 (Al-Rawi, 2011). S druge strane, Giimiis i sar (2009)
su pokazali da DM tip 2 udruZen sa periodontitisom u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
ne menja koncentraciju redukovanog i oksidisanog glutationa, dok DM tip 1 smanjuje
koncentraciju redukovanog 1 oksidisanog glutationa u odnosu na kontrole. U
stimulisanoj pljuvacki pacijenata sa DM tip 2 koji su i na odgovarajucoj farmakoterapiji
prisutnih komplikacija dijabetesa (neuropatije, hipertenzija, i druge cerebro i
kardiovaskularne komplikacije), Arana i sar (2006) su pokazali da je usled smanjene
aktivnosti glutation reduktaze smanjena koncentracija redukovanog, a povecana
oksidisanog glutationa u odnosu na zdrave ispitanike, dok je ukupni glutation
nepromenjen u odnosu na zdrave ispitanike.

Klinicke studije pokazuju da enalapril povecava koncentraciju redukovanog
glutationa u plazmi hipertenzivnih pacijenata (Donmez 1 sar, 2002). Pokazano je i1 da
enalapril povecava koncentracije ukupnog glutationa u bubrezima, jetri 1 srcu pacova sa
eksperimentalno izazvanim dijabetesom (de Cavanagh i sar, 2001). Rezultati naSe
studije pokazuju da kod hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2, kako pre, tako 1
posle primene enalaprila, nema znacajne razlike u koncentracijama ukupnog salivarnog
glutationa u odnosu na zdrave. Takode, podatak da enalapril u minimalnim 1
maksimalnim koncentracijama u istoj meri utice na koncentracije ukupnog glutationa u
ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 ukazuje na
efikasnost enalaprila na nivou pljuvacke i u minimalnim koncentracijama.

U naSoj studiji nemamo podatke o ukupnom salivarnom glutationu kod

hipertenzivnih pacijenata sa ili bez DM tip 2 bez terapije, stoga Sto je u klinickim
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uslovima tesko na¢i dovoljan broj takvih ispitanika. Stoga je teSko pretpostaviti da li je
razlog nepostojanja razlike u nivou salivarnog ukupnog glutationa izmedu
hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 na terapiji enalaprilom i zdravih uc¢esnika
posledica toga Sto enalapril popravlja snizen nivo ukupnog glutationa izazvan DM tip 2
ili DM tip 2 ne izaziva promene na nivou ukupnog salivarnog glutationa. S druge strane,
treba napomenuti i sledee ogranienje nase studije. Imajuci u vidu cinjenicu da je
redukovani oblik glutationa aktivan u neutralizaciji kiseoni¢nih radikala, to njegova
kvantifikacija uz kvantifikaciju ukupnog glutationa ima mnogo veci znacaj nego
kvantifikacija samo ukupnog glutationa. S obzirom da smo koris¢enom metodom mogli
samo da odredimo ukupni glutation u pljuvacki treba naglasiti da njegove nepromenjene
vrednosti izmedu observiranih grupa u principu ne moraju da odraze promenjen
kvantitativni odnos izmedu redukovanog i oksidovanog oblika glutationa.

Superoksid dizmutaza (SOD) pripada grupi preventivnih enzimskih
antioksidanasa koji Stite ¢elije inhibiSuéi stvaranje slobodnih radikala. U organizmu
SOD je prisutna u viSe izoformi, i to CuZn-SOD (citoplazmatska, SOD1), Mn-SOD
(mitohondrijska, SOD2) i EC-SOD (ekstracelijska, SOD3). lako se ove izoforme SOD
razlikuju po molekulskoj tezini sve tri izoforme imaju istu funkciju, a to je konverzija
superoksidnog radikala u vodonik peroksid (Halliwell i Gutteridge, 1990; Akalin i sar,
2005).

U razli¢itim tkivima u hipertenziji (krv - eritrociti) 1 dijabetesu (jetra, bubreg) u
klini¢kim 1 studijama na Zivotinjama pokazano je da su aktivnost, ali i koncentracije
SOD smanjene (Deoghare 1 Kantharia, 2013; Kedziora-Kornatowska 1 sar, 2006;
Kedziora-Kornatowska 1 sar, 2000; de Cavanagh 1 sar, 2001). Smatra se da to moZe biti
posledica smanjene ekspresije gena ovog enzima ili njegove inaktivacije slobodnim
radikalima (Deoghare i1 Kantharia, 2013). Medutim, postoje studije koje pokazuju i da
su u serumu pacijenata sa DM tip 2 koncentracija 1 aktivnost SOD povecane,
najverovatnije kao adaptacioni mehanizam tkiva na povecan oksidativni stres u
dijabetesu (Al-Rawi, 2011). Pretpostavka je da su ova neslaganja najverovatije
posledica promene aktivnosti enzima tokom vremena, adaptacije na oksidativni stres, i
analize razlicitih tkiva (Giugliano 1 sar, 1996).

SOD kao enzimski antioksidans prisutan je 1 u pljuvacki u sve tri izoforme

(Battino i sar, 1999). lako SOD, u odnosu na salivarnu peroksidazu, pokazuje
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sekundarnu antioksidativnu ulogu u pljuvacki, mi smo merili aktivnost ukupne SOD
(sve tri izoforme) u pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 imajuci u vidu
da je njen supstrat (superoksidni anjon) dominantan radikal u hipertenziji 1 DM tip 2,
kao 1 da mehanizam antioksidativnog dejstva enalaprila ukljucuje upravo redukciju
stvaranja ovog anjona.

U literaturi postoji samo jedna studija o aktivnost salivarne SOD u uslovima
hipertenzije, dok viSe podataka postoji o aktivnosti SOD u uslovima dijabetesa. Kod
pacijenata sa hipertenzijom, kao i DM tip 2 pokazano je da je aktivnost salivarne SOD
povecana u odnosu na zdrave (Al-Rawi, 2008; Al-Rawi, 2011). Nasi rezultati pokazuju
da je aktivnost SOD u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa ili
bez DM tip 2 pre i posle primene enalaprila nepromenjena u odnosu na zdrave ucesnike.
Pokazano je da enalapril povecava aktivnost SOD do fizioloskih nivoa u eritrocitima
pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom (Deoghare i Kantharia, 2013). U studiji na
eksperimentalno izazvanom dijabetesu pokazano je da enalapril spreCava dijabetesom
izazvano smanjenje aktivnosti SOD u jetri pacova (de Cavanagh 1 sar, 2001). Smatra se
da je mehanizam ovog dejstva enalaprila posledica snizenog nivoa Ang II i sledstvene
smanjene produkcije superoksidnog anjona pod dejstvom NADPH oksidaze (Hosomi i
sar, 2001; Deoghare i Kantharia, 2013). Imaju¢i sve ovo u vidu moze se pretpostaviti da
enalapril sli¢nim mehanizmom odrzava aktivnost SOD u pljuvacki kod hipertenzivnih
pacijenata sa ili bez DM tip 2 na nivou zdravih ucesnika.

Interesantan je nalaz da je aktivnost SOD u pljuvacki znafajno manja kod
hipertenzivnih pacijanata bez DM tip 2 posle primene enalaprila nego pre njegove
primene. Sli¢an trend se zapaZa kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 ali nije
statisticki znacajan. Ova razlika u delovanju enalaprila u momentu njegovih
maksimalnih 1 minimalnih koncentracija na aktivnost SOD se vidi najverovatnije stoga
Sto je supstrat za SOD samo superoksidni anjon. Naime, s obzirom da enzimska
aktivnost zavisi od koli¢ine supstrata (u ovom slucaju jednog supstrata) razumljivo je da
je u prisustvu maksimalnih koncentracija enalaprila koli¢ina superoksidnih anjona
manja nego u prisustvu minimalnih koncentracija. Sledstveno tome aktivnost SOD je
manja u prisustvu maksimalnih koncentracija enalaprila. Ova razlika u delovanju
enalaprila pri minimalnim i1 maksimalnim koncentracijama se ne vidi kod njegovih

drugih antioksidativnih efekata u pljuvacki koji ukljuuju smanjenje MDA, kao i
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povecanje totalnog antioksidativnog kapaciteta i ukupnog glutationa jer koncentracije
ovih elemenata ne zavise samo od jednog slobodnog kiseoni¢nog radikala, ve¢ 1 od
drugih, kako kiseoni¢nih, tako i nitritnih slobodnih radikala.

Pored navedenih antioksidativnih efekata enalaprila na nivou ukupne
nestimulisane pljuvacke treba imati u vidu i ¢injenicu da su hipertenzivni pacijenti sa
DM tip 2 primali i oralni antidijabetik metformin za koji je takode pokazano da ima
antioksidativni efekat (Khouri i sar, 2004; Esteghamati i sar, 2013). S obzirom na
¢injenicu da se antioksidativni efekat enalaprila na nivou pljuvacke ne razlikuje izmedu
pacijenata sa hipertenzijom i pacijenata gde je hipertenzija udruzena sa DM tip 2 moze
se pretpostaviti da metformin sinergisticki dopunjuje antioksidativni efekat enalaprila
kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2.

Glavni izvor NO u kardiovaskularnom sistemu je eNOS (Dudzinski i sar, 2006).
eNOS je prisutan ne samo u endotelnim cdelijama krvnih sudova, ve¢ i u
kardiomiocitima i trombocitima gde ucestvuje u ocuvanju kardiovaskularne homeostaze
(Dudzinski 1 sar, 2006). Prisustvo eNOS je pokazano i u mast ¢elijama, bubreznom
epitelu, eritrocitima i1 leukocitima (Lowenstein i Michel, 2006; Kleinbongard i sar,
2006; de Frutos i sar, 2001). Soinila i sar (2006) su pokazali da se eNOS nalazi i u
pljuvaénim zlezdama coveka, i to u endotelu Zlezdanih krvnih sudova i epitelnim
¢elijama izvodnih kanala. Nasi rezultati pokazuju da je eNOS prisutna u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki zdravih osoba u koncentraciji 1,63+0,72 ng/ml. S obzirom da
je eNOS membranski vezan enzim postavlja se pitanje o njegovom poreklu u pljuvacki.
Naime, Horn 1 sar (2012) su pokazali da je eNOS prisutan i u plazmi u okviru
cirkulatornih mikropartikula (odvojeni delovi ¢elijske membrane veli¢ine manje od
mikrometra) koje poticu od endotelnih i ¢elija krvi za koje je poznato da eksprimiraju
eNOS. Imajucéi ovo u vidu, kao i mehanizam nastanka pljuvacke, moze se pretpostaviti
da je eNOS prisutan u pljuvacki bar delom osloboden od epitelnih ¢elija izvodnih
kanala pljuvaénih Zlezda 1/ili endotelnih celija Zlezdanih krvnih sudova. S druge strane,
moguce je da eNOS u pljuvacki moze da bude poreklom i iz gingivalne tecnosti.
Medutim, za sada je to teSko re¢i s obzirom da u literaturi nema podataka o tome.
Postoji podatak da je eNOS prisutan u gingivi coveka i to u fibroblastima, a ne i u
epitelnim celijama (Giirkan 1 sar, 2009), tako da je malo verovatno da ovaj eNOS

dopirnosi salivarnom eNOS.
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Imajuéi u vidu Cinjenicu da je disfunkcija endotela u osnovi, kako hipertenzije,
tako i DM tip 2, od znacaja je bilo ispitati u kojoj meri se to odrazava na koncentraciju
eNOS u pljuvacki ovakvih pacijenata. Nasi rezultati pokazuju da je koncentracija eNOS
u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata bez DM tip 2 pre i posle
primene enalaprila slicna kao kod zdravih osoba. Imaju¢i u vidu podatak da su u
eksperimentalno izazvanoj hipertenziji aktivnost i ekspresija eNOS znacajno smanjeni u
aorti 1 srcu pacova (Chou i sar, 1998; Hara i sar, 2001) moglo se ocekivati da ¢e
koncentracije eNOS u pljuvacki hipertenzivnih pacijenata biti manje nego kod zdravih.
S druge strane, imajuci u vidu ¢injenicu da ACE inhibitori povecavaju ekspresiju eNOS
u srcu hipertenzivnih pacova (Hara i sar, 2001), moze se pretpostaviti da je
koncentracija eNOS u pljuvacki zdravih 1 hipertenzivnih pacijenata na terapiji

enalaprilom sli¢na zbog stimulatornog dejstva enalaprila na ekspresiju ovog enzima.

Za sada postoje podaci da DM u nekim tkivima (srce, aorta, gornja mezenteri¢na
arterija) smanjuje ekspresiju eNOS, a u drugim (cerebralni krvni sudovi) povecava
koncentraciju eNOS (Nagareddy i sar, 2005; Trauernicht i sar, 2003). Nasi rezultati
pokazuju da je kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 koncentracija eNOS u
ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki pre primene enalaprila slicna kao kod zdravih osoba,
dok su posle primene enalaprila zapazene znacajno vece koncentracije eNOS kod
hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 u odnosu na zdrave. Imaju¢i ovo u vidu moze se
pretpostaviti da enalapril, a ne DM, povecava ekspresiju eNOS u pljuvacki ove grupe
pacijenata.

Cinjenica da je koncentracija eNOS poveéana u ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 nakon primene enalaprila, ali da je
istovremeno u tim uslovima smanjen protok ukupne nestimulisane pljuvacke, pokazuje
da je povecani eNOS u stvari disfunkcionalan jer ne pravi dovoljno NO koji ¢e kao
vazodilatator da doprinese izostanku kserogenog efekta kod ove grupe pacijenata.
Pokazano je da je u DM disfunkcija eNOS rezultat povecane aktivacije NADPH
oksidaze, produkcije superoksida i sledstvene oksidacije glavnog kofaktora NOS
tetrahidrobiopterona i/ili smanjene koncentracije dihidrofolat reduktaze (enzim
odgovoran za redukciju tetrahidrobiopterona iz oksidovane forme) i sledstvenog utroska
tetrahidrobiopterona u aorti miSeva sa eksperimentalno izazvanim dijbetesom, kao 1

povecane S-glutationilacije eNOS u aorti pacova sa eksperimentalno izazvanim
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dijabetesom (Oak i Cai, 2007; Schuhmacher i sar, 2011). S druge strane, Oak i Cai
(2007) su pokazali da kaptopril smanjuje aktivnost NADPH oksidaze i povecava
ekspresiju dihidrofolat reduktaze u aorti miSeva sa eksperimantalno izazvanim
dijabetesom, dok su Galougahi 1 sar (2014) pokazali smanjenu koncentraciju
glutationilisanog eNOS nakom primene kaptoprila u kulturi humanih endotelnih ¢elija,
aorti zeCeva 1 humanim arterijama in vitro. Kako je poznato da disfunkcija eNOS u DM
makar delom zavisi od Ang II (Oak i Cai, 2007), a ¢iju sintezu smanjuju ACE inhbitori,
to Sto je u nasoj studiji kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 na terapiji enalaprilom
prisutan kserogeni efekat ukazuje da enalapril ipak nije u moguénosti da u potpunosti
vrati funkciju eNOS §to bi sledstvenom produkcijom NO doprinelo izostanku
kserogenog efekta kod ove grupe pacijenata.

Poznato je da jednu od klju¢nih uloga u razvoju komplikacija u hipertenziji 1
dijabetesu ima iNOS, solubilna izoforma NOS enzima. Naime, endotelna disfunkcija
prisutna u ovim oboljenjima, makar delom, nastaje kao rezultat povecanog nivoa
superoksida koji stimuliSe prekomernu sintezu NO aktivacijom iNOS 1 sledstveno
peroksinitrit, visoko reaktivni citotoksi¢ni slobodni radikal (Chou i sar, 1998;
Nagareddy i sar, 2009; Pacher i sar 2005). Imajuci ovo u vidu u naSoj studiji ispitivali
smo prisustvo i koncentraciju iNOS u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih
pacijenata sa i bez DM tip 2 na terapiji enalaprilom, kao i kod zdravih osoba.

Nasi rezultati pokazuju da je koncentracija iNOS u ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki zdravih osoba 1,12+0,76 ng/ml, vrlo sli¢na pomenutoj koncentraciji eNOS.
Kako je poznato da se iNOS eksprimira isklju¢ivo u zapaljenskim stanjima 1 bolestima
moguci razlog za pojavu iNOS u pljuvacki nasih ispitanika je prisustvo periodontalnih
oboljenja (gingivitis, periodontitis). Ovo stoga §to ovaj enzim u pljuvacki, osim iz
pljuvacnih zlezda, moZe poticati 1 iz gingive. Pokazano je da se ekspresija iNOS u
gingivi povecava u prisustvu periodontalnih oboljenja (Lappin 1 sar, 2000; Pan 1 sar,
2010). Takode je pokazano da je u gingivi pacijenata sa gingivitisom i periodontitisom
zabeleZen povecan broj iNOS pozitivnih ¢elija u odnosu na gingivu kontrolne grupe
(Batista i sar, 2002). Periodontitis je inace veoma Cesto oboljenje ¢ija prevalenca kod
odraslih u vecini populacija iznosi 10-15% za teSke oblike ovog oboljenja, a 40-60% za
umereni oblik periodontitisa (Fox, 1992; Fox i sar, 1994). Takode, epidemioloski podaci

Svetske zdravstvene organizacije pokazuju da se prevalenca i ozbiljnost periodontalnih
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oboljenja povecava sa starenjem (Petersen, 2003). Imajuéi sve ovo u vidu, kao i
¢injenicu da je proseCna starost zdravih ispitanika u naSoj studiji 57,47+5,75 godina
moze se pretpostaviti da je razlog za pojavu iNOS u pljuvacki nasih ispitanika posledica
prisustva periodontalnih oboljenja.

Rezultati naSe studije pokazuju da kod hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip
2 pre i posle primene enalaprila nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji iNOS u
ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki u odnosu na zdrave. Poznato je da hipertenzija
povecava aktivnost i ekspresiju iNOS u tkivu aorte spontano hipertenzivnih pacova
(Ghou 1 sar, 1998; Hong i sar, 2000). U dijabetesu, povecana ekspresuja iNOS
zabeleZzena je u krvnim sudovima (aorta i gornja mezenteriCna arterija) i srcu
eksperimentalnih Zzivotinja sa dijabetesom u odnosu na Zivotinje bez dijabetesa
(Nagareddy 1 sar, 2005). U odnosu na pljuvacne Zlezde povecana ekspresija iNOS u
dijabetesu zapazena je u submandibularnoj pljuvac¢noj zlezdi pacova, a kod kunic¢a u
izolovanim prstenovima parotidne arterije koja ishranjuje parotidnu zlezdu i tkivu
parotidne Zlezde (Turner i sar, 2011; Roganovi¢ i sar, 2011; Roganovi¢ i sar, 2015).
Takode je pokazano da dijabetes dodatno povecava ekspresiju iINOS u gingivi
pacijenata sa DM tip 2 i hroni¢nim periodontitisom u odnosu na pacijente samo sa
hroni¢nim periodontitisom (Pan i sar, 2010; Shaker i sar, 2013). Sto se ti¢e efekata ACE
inhibitora na ekspresiju iNOS, za sada postoje samo podaci da ovi lekovi smanjuju
ekspresiju iNOS u srcu i aorti hipertenzivnih pacova (Ghou i sar, 1998; Pechanova,
2007; Kobayashi i sar, 1999). Imaju¢i sve ovo u vidu moze se pretpostaviti da je
enalapril kod nasih hipertenzivnih pacijenata sa 1 bez DM tip 2 efikasno smanjio
povecanu ekspresiju iINOS izazvanu hipertenzijom 1 DM, ali ne 1 onu izazvanu
periodontitisom. Cinjenica da je efekat enalaprila u minimalnim i maksimalnim
koncentracijama na koncentracije iNOS isti u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki
hipertenzivnih pacijenata sa 1 bez DM tip 2 ukazuje da enalapril 1 u minimalnim
koncentracijama podjednako efikasno, kao 1 u maksimalnim, snizava hipertenzijom i/ili

DM izazvano povecanje koncentracija iNOS.
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10.

Ucestalost kserostomije kod hipertenzivnih pacijenata na terapiji enalaprilom, ACE
inhibitorom, i kod zdravih ucesnika se ne razlikuje znacajno, dok je znacajno veca
ucestalost kserostomije zabelezena kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 u
odnosu na zdrave.

Binarna logisticka regresiona analiza pokazuje da je DM tip 2 faktor rizika za
pojavu kserostomije u populaciji hipertenzivnih pacijenata na terapiji enalaprilom.
Protok ukupne nestimulisane pljuvacke kod hipertenzivnih pacijenata na terapiji
enalaprilom 1 kod zdravih ucesnika se ne razlikuje znacajno, dok je znacajno manji
protok ukupne nestimulisane pljuvacke zabelezen kod hipertenzivnih pacijenata sa
DM tip 2 u odnosu na zdrave.

Binarna logisti¢ka regresiona analiza pokazuje da su DM tip 2 i pol (Zenski) faktori
rizika za pojavu smanjenog protoka ukupne nestimulisane pljuvacke u populaciji
hipertenzivnih pacijenata na terapiji enalaprilom.

U tkivu i krvnim sudovima parotidne pljuvac¢ne zlezde i ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki zdravih osoba prisutne su komponente angiotenzinskog sistema.

U svim ispitivanim tkivima koncentracije ACE, enzima koji konvertuje Ang I u
Ang 11, je sli¢na.

ACE2, enzim koji konvertuje Ang Il u Ang (1-7), prisutan je u znacajno vecim
koncentracijama u tkivu i krvnim sudovima parotidne zlezde u odnosu na ukupnu
nestimulisanu pljuvacku zdravih osoba.

U tkivu parotidne Zlezde zdravih osoba ACE2 je prisutan u znacajno viSim
koncentracijama od ACE. U krvnim sudovima parotidne pljuvacne Zlezde zdravih
osoba ACE 1 ACE2 su prisutni u slicnim koncentracijama. U ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki zdravih osoba prisutne su znacajno vece koncentracije
ACE u odnosu na ACE2.

AT receptori, receptori za Ang II, nalaze se u ve¢im koncentracijama u krvnim
sudovima u odnosu na tkivo parotidne Zlezde zdravih osoba.

U prisustvu enalaprila, u minimalnim (1 sat pre primene) i maksimalnim (4 sata
posle primene) koncentracijama u krvi, koncentracije ACE u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 se zna€ajno ne

razlikuju od onih kod zdravih ucesnika.
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11.

12.

13

14.

15.

16.

17.

18.

U prisustvu minimalnih i maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije ACE
u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki se znacajno medusobno ne razlikuju kod
pacijenata sa hipertenzijom i onih sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2.

U prisustvu minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije
ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata znacajno su

vecée od onih kod zdravih ispitanika.

. Kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 u prisustvu minimalnih koncentracija

enalaprila koncentracije ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki su znacajno
veée od onih kod zdravih, dok se u prisustvu maksimalnih koncentracija enalaprila
znacajno ne razlikuju od onih kod zdravih ucesnika.

U prisustvu minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije
ACE2 u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki se znacajno medusobno ne razlikuju kod

pacijenata sa hipertenzijom i onih sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2.

U prisustvu minimalnih koncentracija enalaprila koncentracije MDA vezanog za
proteine, markera oksidativnog stresa — lipidna peroksidacija, u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 se znacajno ne
razlikuju od onih kod zdravih ucesnika.

U prisustvu maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije MDA vezanog za
proteine u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki kod hipertenzivnih pacijenata sa 1 bez
DM tip 2 su znacajno niZe od onih kod zdravih ucesnika.

U prisustvu  minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila totalni
antioksidativni kapacitet, indikator sveukupne antioksidativne zastite, u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 se znacajno ne
razlikuje od onih kod zdravih u€esnika.

U prisustvu minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije
totalnog antioksidativnog kapaciteta u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki se
znac¢ajno medusobno ne razlikuju kod pacijenata sa hipertenzijom 1 onih sa

hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2.
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19.

20.

21.

22

23.

24.

25

26.

U prisustvu minimalnih i maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracija
ukupnog glutationa, neenzimske komponente antioksidativne zastite, u ukupnoj
nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 se znacajno ne

razlikuje od onih kod zdravih ucesnika.

U prisustvu minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije
ukupnog glutationa u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki se zna¢ajno medusobno ne
razlikuju kod pacijenata sa hipertenzijom i onih sa hipertenzijom udruzenom sa

DM tip 2.

Aktivnost SOD, enzimske komponente antioksidativne zaStite, u prisustvu
minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila u ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki se znac¢ajno ne razlikuje kod hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2

od one kod zdravih u¢esnika.

.U prisustvu maksimalnih koncentracija enalaprila aktivnost SOD u ukupnoj

nestimulisanoj pljuvacki je znafajno manja od one u prisustvu minimalnih
koncentracija enalaprila kod pacijenata sa hipertenzijom.

U prisustvu minimalnih i maksimalnih koncentracija enalaprila aktivnost SOD u
ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki se znacajno medusobno ne razlikuju kod
pacijenata sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2

Priliv ukupnih antioksidanasa u ukupnu nestimulisanu pljuvacku hipertenzivnih
pacijenata u prisustvu minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila se

znacajno ne razlikuje od onih kod zdravih ucesnika.

. Kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 u prisustvu minimalnih i maksimalnih

koncentracija enalaprila priliv ukupnih antioksidanasa u ukupnu nestimulisanu
pljuvacku je znacajno manji nego kod zdravih ucesnika.

Enalapril ima pozitivan efekat na priliv antioksidanasa kod hipertenzivnih
pacijenata, dok kod hipertenzivnih pacijenata sa DM tip 2 izostaje ovaj efekat zbog
smanjenja protoka pljuvacke (znacajna pozitivna korelacija izmedu priliva ukupnih
antioksidanasa 1 protoka ukupne nestimulisane pljuvacke u celoj 1 populaciji

pacijenata na terapiji enalaprilom).
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

Priliv ukupnog glutationa u ukupnu nestimulisanu pljuvacku hipertenzivnih
pacijenata sa i bez DM tip 2 u prisustvu minimalnih i maksimalnih koncentracija
enalaprila se ne razlikuje znac¢ajno u odnosu na zdrave osobe.

Znacajna negativna korelacija izmedu priliva ukupnog glutationa i protoka ukupne
nestimulisane pljuvacke u populaciji zdravih osoba ukazuje da na nivo glutationa u
pljuvacki utice i glutation poreklom iz gingivalne te¢nosti.

U prisustvu minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije
eNOS, konstitutivne izoforme enzima koji stvara NO, u ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki hipertenzivnih pacijenata se znacajno ne razlikuju od onih kod zdravih
ucesnika.

Koncentracije eNOS u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki hipertenzivnih pacijenata
sa DM tip 2 u prisustvu minimalnih koncentracija enalaprila se ne razlikuju od onih
kod zdravih ucesnika, dok su u prisustvu maksimalnih koncentracija enalaprila
znacajno vece od onih kod zdravih ucesnika.

U prisustvu minimalnih 1 maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije
INOS, inducibilne izoforme enzima koji stvara NO, u ukupnoj nestimulisanoj
pljuvacki hipertenzivnih pacijenata sa i bez DM tip 2 se znacajno ne razlikuju od
onih kod zdravih ucesnika.

U prisustvu minimalnih i maksimalnih koncentracija enalaprila koncentracije iNOS
u ukupnoj nestimulisanoj pljuvacki se znafajno medusobno ne razlikuju kod

pacijenata sa hipertenzijom i onih sa hipertenzijom udruzenom sa DM tip 2.
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Mpunor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

Notnucanu-a ‘bykuh JburbaHa
6poj nHoekca 4003/2011
UsjaBroyjem

[la je JOKTOpCKa AucepTaumja nog HacnoBoMm

"ACE nHXnbutopmu, eHananpus, 1 MEXaHM3MK OpasriHe XOMeOoCTase:

NPOTOK NibyBayke U aHTUOKCMAATUBHa 3awTumTa"

e pe3yntaTt CoOnCTBeHOr UCTpaxKnBadkor paaa,

e [a npegnioxeHa gucepTaumja y LenvHU HX y AernoBuma Huje buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe OMMNO KOje OuNMOMe npema CTyaujCKMM nporpamuMma gpyrux
BUCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBedeHUN U

e [a HMCaM KpLMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjuUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpagy,  29.02.2016. roanHe
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Mpunor 2.

UsjaBa 0 NICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Vme n npesume aytopa JburbaHa bykuh

bpoj nHagekca 4003/2011

Cryavjcku nporpam _JlokTOpcke akagemcke ctyamje, mogyn: henuvjckm n
MOJIEKYNIapHN MEXaHN3MW NaToreHese 1 Tepanuje opanHux 06orbena

Hacnos paga "ACE nHXnbutopu, eHananpumn, U MExaHM3Mn opasiHe XOMeoCcTase:

NPOTOK NibyBa4yke U aHTUOKCMAATUBHA 3awTumTa"

MeHTOp Mpodb. Op Oparmua Ctojuh

MNoTnucaHw/a Jbubana bykuh

U3sjaBrbyjem Oa je witamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbmBawe Ha noprtany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTteTa y beorpany.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nojauM Be3aHW 3a gobujarbe akagemckor
3Bakba JOKTOpA Hayka, Kao LUTO Cy MMe W Npe3ume, roguHa n Mecto poherwa n gatym
oabGpaHe paga.

OBu nuyHM nogaun Mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHUMM CTpaHuuama AurvtanHe
ombnunoTeke, y enekTPoHCKOM KaTarnory u y nydbnukauvjama YHusep3auteta y beorpagy.

MoTtnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, _ 29.02.2016. roanHe
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CseTtosap Mapkosvh® ga y Ourutantyu
penosvtopunjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoMm:

"ACE nHXnbutopmu, eHananpus, 1 MeEXaHM3Mu opasiHe XoMeocTase:

NPOTOK NrbyBa4ke N aHTUOKCUOaTUBHA 3awTmta”

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OuncepTaumjy ca cBum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckoM oopmaTty norogHoM
3a TpajHO apxMBupaHE.

Mojy OOKTOpCKy aucepTaumjy noxpaweHy y OurutanHu penosntopujym YHueepsnuteTa
y beorpagy mory ga kopucTte CBM KOju NOLWTYjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHoMm Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duo/na.

1. AyTOopCTBO
2. AyTOopCTBO - HEKOMEpPLMjarHO
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AeNUTN NO4 UCTMM yCrioBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM ycrioBumMma

(Monumo [a 3aoKpyXuTe camo jedHy of LecT NOHyheHWX nuueHuUW, KpaTtak onmc
nuvueHuUmM 4ar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc poKkropaHaa

Y Beorpagy, _ 29.02.2016. roamHe
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