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Potencijalna toksicnost titanija

Potential toxicity of titanium
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SaZetak. Titanij se Siroko primjenjuje zbog svoje biokompatibilnosti i dobrih biomehanickih
svojstava. Pokazuje dobru sposobnost vezanja za Zivo tkivo i kosti pa se ¢esto upotrebljava za
zubne, ortopedske i sréane implantate. Upotrebljava se kao Cisti titanij ili kao legura na bazi
titanija, gdje dodatak drugog elementa titaniju omoguduje dobivanje boljih svojstava od
samoga titanija. UnatoC inertnosti, titanij je i dalje podloZan koroziji i otpustanju Stetnih
metalnih iona u organizam. Vecina studija pokazuje da je titanij izrazito biokompatibilan
materijal, medutim odredene studije ukazuju da materijali od titanija mogu postati
nekompatibilni i prouzrociti Stetne ucinke. S obzirom na Siroku upotrebu titanija, javljaju se
pitanja 0 mogucoj Stetnosti titanija. Stoga je vazno i dalje provoditi toksikoloska ispitivanja,
pomno procijeniti i ispitati potencijalnu Stetnost titanija te provjeriti potencijalne zdravstvene
rizike za ljude i za ekosustav.

Kljucne rijeci: korozija; titanij; toksi¢nost; zubni implantati

Abstract. Titanium is widely used due to its biocompatibility and good biomechanical
properties. Often it is the material of choice for making dental, orthopaedic and heart
implants because it has good binding ability to living tissue and bones. It is used as pure
titanium or as a titanium alloys, where the addition of another element or more of them
allows to obtain better properties than titanium itself. Despite its inertness, titanium is still
susceptible to corrosion and the release of harmful metal ions into the body. Most studies
show that titanium is a highly biocompatible material, however there are certain studies that
show that titanium materials can become incompatible and cause harmful effects. Given the
widespread use of titanium, questions arise about its possible harmfulness. It is therefore
important to continue to conduct toxicological tests, to carefully evaluate and examine the
potential harmfulness of titanium, and to check for potential health risks to humans and the
ecosystem.
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Element titanij otkrio je 1795. godine njemacki ke-
micar Martin Heinrich Klaproth. Nazvao ga je pre-
ma grckoj rijeci titanos Sto znaci ,bijela zemlja”,
,glina” ili ,,gips”, a u isto vrijeme oznacava Titane,
bogove iz gréke mitologije, kao simbol snage®?.

Titanij (Ti) je Siroko rasprostranjen kemijski ele-
ment, atomskog je broja 22 i atomske mase
47,867. Ubraja se u lake metale zbog relativne
gustoce od 4506 kg/m3. Nalazi se u kemijskoj sku-

Ovaj rad predstavlja pregledni ¢lanak o potencijalnoj
toksi¢nosti titanija za ljudsko zdravlje. Rad pruza
pregled literature osvréuéi se posebno na istraZivanja
toksi¢nosti iona titanija oslobodenih iz materijala koji se
koriste u izradi zubnih implantata. lako se smatra
biokompatibilnim, u odredenim su se studijama
pokazali njegovi moguci negativni ucinci na ljudsko
zdravlje.

pini prijelaznih metala. Deveti je element po za-
stupljenosti u zemljinoj kori. Srebrnaste je boje te
ima pozZeljna fizikalna i mehanicka svojstva, po-
put specifi¢ne visoke ¢vrstoée uz jako malu tezinu
odnosno gustocu, Zilavost, otpornosti na kemika-
lije i postojanosti na zraku. Bitno je svojstvo i ot-
pornost na koroziju koja nastaje uslijed visokog
afiniteta prema kisiku i prema drugim elementi-
ma te u reakciji sa zrakom, kao mnogi drugi prije-
lazni metali stvara slojeve oksida na svojoj
povrsini. Oksidacijska stanja koja moze formirati
jesu +4, +3 i +2, od kojih je najcesce +4. Najvazniji
oksid titanija je titanijev dioksid (TiO,), tj. titanijev
(IV) oksid koji ima molekulsku masu 79,9 g/mol,
tocku vrelista 2972 °C, taliste 1843 °C i relativnu
gustoéu od 4,26 g/cm? na 25 °C. Titanijev dioksid
prah je bijele boje koji je slabo topljiv i ne gori*®.

Titanij se Siroko primjenjuje zbog svojih odli¢nih
svojstava. Primjena mu je zapocela joS u pedese-
tim godinama prosloga stoljeca: prvobitno se ko-
ristio u zrakoplovnoj industriji u kojoj se i danas
najvise koristi. Vremenom je doslo do sve vece in-
Zenjerske i industrijske primjene. Danas se Cesto
koristi u kemijskoj, petrokemijskoj, energetskoj i
arhitektonskoj industriji. Materijal je izbora za
izradu svemirskih letjelica te se koristi u bojama,

u kozmetickim, farmaceutskim i prehrambenim
proizvodima, u plastici, za izradu predmeta opée
uporabe i sportske opreme, nakita, nalazi se u
kremama za suncanje i pastama za zube. Najce-
$¢e se koriste spojevi titanijevog dioksida (TiO,) i
titanijevog klorida (TiCl,). Budu¢i da se titanij
smatra inertnim materijalom pogodnim za bioim-
plantaciju, u novije se vrijeme sve viSe koristi u
medicinskom i stomatoloskom polju: za izradu
protetskih implantata, umjetnih zglobova (kuk,
koljeno), premosnica i dentalnih implantata®367°,
S obzirom na Siroku upotrebu titanija, javljaju se
pitanja o mogucoj Stetnosti titanija i njegovim
u¢incima na zdravlje. Stoga se pokusava pomno
procijeniti i ispitati potencijalnu Stetnost titanija
te provijeriti potencijalne zdravstvene rizike za lju-
de i za ekosustav.

lako se smatra da je uporaba titanija sigurna, po-
stoje izvjeS¢a o problemima uzrokovanim titani-
jem. Titanij je jedan od najceSce koriStenih
materijala za zubne implantate iako postoji po-
vremeno odbacivanje implantata od titanija na
mehanickoj i na bioloskoj razini. Provedene su
odredene studije o titaniju i njegovim legurama,
kao i materijalima za povrsinsku obradu materija-
la kako bi se utvrdilo njihovo toksi¢no djelova-
nje3+e,

Ovaj rad predstavlja pregledni ¢lanak o potenci-
jalnoj toksi¢nosti titanija za ljudsko zdravlje. Rad
pruza pregled literature osvréuéi se posebno na
istraZivanja toksicnosti metalnih iona titanija
oslobodenih iz stomatoloskih materijala koji se
koriste u izradi zubnih implantata. Rad je nastao
pretrazujuc¢i pojmove ,titanij”, ,legure titanija”,
,toksicnost”, ,korozija”, ,biokompatibilnost”,
,zubni implantati” i razlic¢ite kombinacije navede-
nih pojmova u trazilici PubMed za bazu podataka
Medline.

BIOKOMPATIBILNOST

Biokompatibilnost ili bioprihvatljivost definira se
kao sposobnost materijala da u dodiru sa Zivim
tkivom ne izaziva osStecéenje tkiva ili alergijske re-
akcije organizma. Ovo je svojstvo neophodno za
osiguravanje sigurnog lijeCenja pacijenata. Mate-
rijali koji se ugraduju u ljudsko tijelo nazivaju se
biomaterijalima te moraju biti netoksi¢ni i inertni
kako ne bi reagirali s okolnim tkivom?°12,
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Potrebno je naglasiti da se pocetna biokompati-
bilnost mozZe promijeniti, a to se moZe dogoditi
bilo uslijed korozije i zamora materijala tijekom
odredenog vremena ili uslijed promjene stanja
pacijenta u vidu bolesti ili starenja.

Biomaterijali takoder moraju posjedovati dobra
mehanicka svojstva poput tvrdoce i ¢vrstoce, od-
nosno elasti¢nosti, plasticnosti, duktilnosti, ra-
stezljivosti i Zilavosti'®. Metali i njihove legure veé
dugo privlace zanimanje znanstvenika kao dobar
biomaterijal zbog njihove biofunkcionalnosti i in-
tegracije u tkiva te razvoja mikrostruktura®.

Korozija i oslobadanje iona metala

Korozija dolazi od latinske rijeci corrodere Sto
znaci nagrizati i predstavlja elektrokemijski spon-
tani proces koji se definira kao nenamjerno Stet-
no trosenje materijala pod utjecajem okolisnih
faktora, a taj nepozeljni proces dovodi do narusa-
vanja svojstava materijala. Nastaje iz dviju simul-
tanih reakcija: oksidacije i redukcije, tijekom kojih
dolazi do gubitka metalnih iona. To znadi da u
tkivnim tekué¢inama na povrsini metala dolazi do
korozije kao elektrokemijske redoks-reakcije, u
kojoj se oksidacija, tj. gubitak elektrona iz metala,
povezuje s redukcijom, tj. primanjem elektrona u
komponentama elektrolita. Taj se postupak koro-
zije nastavlja sve dok se metal potpuno ne potro-
Si, osim u slucaju pasivizacije, tj. stvaranja
zastitnog povrsinskog sloja. Stupanj potrosnje
bilo kojeg metala ovisi o kemiji otapala u koje je
uronjen?1e,

Prema obliku i mjestu razaranja materijala posto-
je razne vrste korozija: opca, lokalna, selektivna i
interkristalna. Opca korozija moZe ravnomjerno
ili neravnomjerno zahvatiti cijelu povrSinu meta-
la. Kod lokalne korozije razlikujemo pjegastu koja
se javlja na vecim dijelovima metalne povrsine i
tockastu (jamicastu, engl. pitting) koja stvara
udubine na usko lokaliziranim Zaristima kruznog
presjeka, a moZe se prosiriti i ispod metalne povr-
Sine. Lokalna se korozija moze javiti i u kontaktu
dvaju elemenata u elektrolitu, pa tako razlikuje-
mo galvansku kontaktnu koroziju nastalu kada su
razli¢iti metali u kontaktu od pukotinske kontak-
tne korozije nastale kada su dva ista metala u
kontaktu. Postoji i interkristalna (intergranularna)
korozija koja se $iri u dubinu. Cesto se istodobno
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pojavljuju razliciti oblici korozije. Moguce je zasti-
titi materijale i usporiti koroziju elektrokemijskim
postupcima i premazivanjem metala antikorozij-
skom zastitnom oksidnom prevlakom?®315,
Odredeni mikroorganizmi mogu apsorbirati i
metabolizirati metal iz legura, pa je mogudéa i ko-
rozija nastala pod mikrobioloskim utjecajem. Ta-
koder, metabolicki nusproizvodi mikroorganizama
mogu dovesti do povoljnih uvjeta u usnoj Supljini
za stvaranje korozije (npr. nizi pH)¥.

Metali i metaloidi mogu Stetno djelovati na bio-
loske sustave ako su otrovni ili im se poveca koli-
¢ina iznad odredene vrijednosti. Zbog toga svaki
organizam ima sustave za izbjegavanje toksi¢nosti
i stjecanje tolerancije kako bi osigurao stani¢nu
zastitu od esencijalnih metala potrebnih za razne
biokemijske aktivnosti. Ukoliko je sustav detoksi-
kacije neispravan mogu nastati brojne bolesti i
poremecaji. Toksi¢nost odredenog metala ovisi o
njegovim fizikalno-kemijskim svojstvima, oksida-
cijskom stanju i mehanizmu njegove apsorpcije te
o unutarstanic¢noj raspodjeli, interakciji s raznim
molekulama i svojstvu da stvara ligande?’.
Toksi¢ni metal moZe imati razne Stetne ucinke:
zbog sposobnosti vezanja na proteine moze inhi-
birati funkcije enzima, poremetiti funkciju protei-
na odgovornih za regulaciju i napredovanje
stani¢nog ciklusa te dovesti do apoptoze. Metali
mogu biti citotoksi¢ni i genotoksicni. Citotoksic-
nost je svojstvo metala da razara stanice, utjece
na njihov rast i stani¢ni ciklus. Toksi¢cnost metala
dovodi do oksidativnog stresa stvaranjem toksic-
nih razina slobodnih radikala, tj. vrlo reaktivnih
kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species;
ROS) iz molekularnog kisika. ROS sadrZi nespare-
ne elektrone i nastoji se spojiti u stabilne elek-
tronske veze pa tako narusava stabilnost drugih
molekula i oStecuje ih pokrecudi lancanu reakciju
oksidacije proteina, peroksidacije lipida i ostece-
nja DNA. Vecina metala i metaloida slabi su mu-
tageni i ne ostecuju izravno DNA, stoga se
genotoksi¢nost ocituje u ometanju procesa po-
pravljanja DNA. Metali mogu Stetno djelovati i na
razne druge nacine, primjerice ometanjem pro-
pusnosti membrane, pogresnim prevodenjem
MRNA i nepravilnim smatanjem proteina’8,
Usna je Supljina vlazan medij u kojem se zbivaju
mnogi biokemijski i mikrobioloski procesi te su
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prisutne brze promjene temperature i pH vrijed-
nosti te blago bazicna slina, a moze se pojaviti i
jako kisela regurgitirana Zelucana tekucina te
abrazija zbog konzumiranja odredene vrste hra-
ne'®, Poznato je da moze doci do bioloskih reak-
cija uslijed oslobadanja iona metala u usnu
Supljinu iz stomatoloskih materijala tijekom krat-
kotrajnog ili dugotrajnog perioda''*®. Za procjenu
lokalnih i sistemskih ucinaka vazno je znanje o ot-
pustanju razli¢itih elemenata iz stomatoloskih
materijala u usnu Supljinu?®.

Stetne ucinke zbog zubnih metalnih materijala
uglavnom uzrokuje korozija, Sto rezultira osloba-
danjem metalnih iona i naknadnim interakcijama
metal-protein ili metal-stanica. Parametri potreb-
ni za oslobodenje metalnih iona jesu: vrsta legu-
re, vrsta korozije, sastav i kemijske karakteristike
korozivne otopine poput sline, koja pridonosi ko-
roziji zbog fluktuacije pH vrijednosti i temperatu-
re, enzimske i mikrobne aktivnosti te raznih tvari
unesenih u usnu supljinu hranom i picem?°.

Li i sur. proveli su istrazivanje stupnja citotoksic-
nosti legure titanija koja sadrzi Mo, Nb i Si, proiz-
vedene metalurgijom praha. Usporedili su leguru
u kompaktnom, ¢vrstom obliku (engl. bulk) s le-
gurom u praskastom obliku, tzv. metalni prah
(engl. powder). Citotoksicnost su testirali na
Sa0s, stanicama slicnim osteoblastima. Rezultati
su pokazali znac¢ajno maniji stupanj citotoksi¢nosti
u kompaktnom obliku nego u praskastom obliku,
zbog znatno nize otpustene koncentracije metal-
nih iona u podlogu. Utvrdili su da ioni Ti, Nb, Mo i
Si otpusteni iz praskastog oblika dovode do zna-
Cajne citotoksi¢nosti. Prema ispitivanju je takoder
ustanovljeno da bi sadrzaj Mo trebalo ograniciti u
Ti legurama jer je pokazao znacajnu citotoksic-
nost, ¢ak i u kompaktnom obliku?:.

Uloga vremena bitna je za procjenu otpustanja
metalnih iona jer $to je vrijeme izlaganja vlaznom
oralnom okruZenju duZe, materijali imaju veéu
tendenciju korodirati i oslobadati metalne ione u
usnu Supljinu. Oslobadanje metalnih iona moze
se ubrzati u slucaju galvanske korozije — npr. ako
su zica i nosaci ortodontskih naprava izradeni od
dviju razli¢itih legura lemljeni zajedno, trenje
izmedu Zica i nosaca ortodontskih naprava prido-
nosi procesu korozije. Metalni ioni nisu bio-
razgradivi i njihovo produljeno oslobadanje moze
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dovesti do akumulacije u tkivima te imati toksic-
ne lokalne i sistemske ucinke?’. Odredeni metali
mogu se akumulirati u ljudska tkiva nakon guta-
nja sline i resorpcije u gastrointestinalnom traktu,
nakon difuzije putem membrane u oralnoj sluzni-
ci ili nakon migracije na pulpu kroz dentinske tu-
bule®.

Biokoroziju titanijevih proteza istrazili su D. Ca-
dosch i sur. s pretpostavkom da ljudske kostane
stanice mogu izazvati nagrizanje metala i osloba-
danje metalnih iona. Pokazalo se da kulture oste-
oklasta na povrsini titanija mogu lucenjem
vodikovih iona, tj. protona, stvoriti okruzenje pri-
kladno za koroziju jer na taj nacin dolazi do sekre-
cije HCl i snizavanja pH te do destabilizacije
zastitnog oksidnog sloja i nagrizanja metalne po-
vrsine. Titanijevi ioni mogu se vezati za citoplaz-
matske i nuklearne stani¢ne strukture te stvoriti
stabilne komplekse koji ostaju u osteoklastima. S
obzirom na snazan afinitet iona titanija za fosfori-
liranu stani¢nu strukturu i vezanja za membran-
ske fosfolipide dolazi do ometanja enzimskih i
signalnih putova stanice, poremecenih stani¢nih
funkcija i apoptoze. Nakon stani¢ne smrti mogu-
¢e je otpustanje kompleksa titanij-proteina u
izvanstanicni prostor i ulazak u sistemsku cirkula-
ciju te izazivanje upalne imunoloske reakcije.
Oslobadanje titanijevih iona moZe potaknuti
stvaranje osteolitickih lezija u periprotetickoj ko-
sti, pridonosecdi popustanju implantata®®.

ISPITIVANJA TOKSICNOSTI

Utvrdivanje biokompatibilnosti, funkcionalnosti i
sigurnosti materijala za implantaciju u ljudsko ti-
jelo provodi se slozenim postupcima ispitivanja.
Potrebno je prvo provesti ispitivanja o akutnoj
toksicnosti, citotoksi¢nosti, genotoksic¢nosti i sup-
kroni¢noj toksi¢nosti, a zatim ispitati kroni¢nu
toksicnost, karcinogenost i reproduktivnu toksic-
nost. Bioloska istraZivanja koja se provode uklju-
Cuju ispitivanja fizikalnih i mehanickih svojstava
materijala te ispitivanja procjene rizika moguce
Stete i nastalog ucinka. Ispitivanja se izvode: te-
stovima in vitro na kultiviranim stanicama u
umjetno stvorenom okruZenju, testovima in vivo
koji se izvode na Zivotinjama i testovima u klini¢-
kim ispitivanjima. Testiranja moraju biti standar-
dizirana i ponovljiva®3>1923,
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Ispitivanje biokompatibilnosti materijala u klini¢-
kim ispitivanjima predstavlja izazov i otezano je
jer je prirodno okruZenje podlozno stalnim i na-
glim promjenama temperature, pH vrijednosti i
samog sastava. Temiz i sur. proveli su klinicko ispi-
tivanje otpustanja iona titanija iz zubnih implan-
tata i posljedi¢ne razine titanija u krvi. Obuhvatili
su 30 pacijenata (15 Zena i 15 muskaraca) kojima
su izvadili krv prije i nakon implementiranja zub-
nih implantata. Dobiveni rezultati nisu ukazali na
znacajan porast titanija u krvi. Jedina znacajna ra-
zlika koju su ustanovili bila je veca razina titanija
u krvi kod Zena u odnosu na muskarce. Istrazitelji
su to povezali s prisustvom titanijevog dioksida u
kozmetickim, farmaceutskim i prehrambenim
proizvodima, koje su Zene vise koristile od mus-
karaca®.

Kod klinickih ispitivanja treba voditi racuna o bio-
loskim varijacijama koje su specificne za svakog
pacijenta jer to moze utjecati na standardiziranje
studije. Hafez i sur. proveli su longitudinalno kli-
nicko ispitivanje citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti
vijaka i Zica koje Cine fiksne ortodontske naprave.
Istrazivanje su proveli na stanicama bukalne slu-
znice, usporedujuci pacijente s kontrolnom skupi-
nom tijekom razdoblja od Sest mjeseci. Rezultati
su ukazali na znacajan porast iona metala u stani-
cama pacijenata, sto je dovelo do smanjenja odr-
Zivosti stanica i oStecenja DNA. Metalni ioni
interferiraju s mnogim zastitnim i reparativnim
putovima koji odrZavaju stanicnu homeostazu i
integritet DNA. Razli¢ite kombinacije metala iz
kojih su sastavljeni vijci i Zice dovele su do razlici-
tih u¢inaka. Kombinacija vijaka od titanija sa Zica-
ma od nikla i Zicama od titanija pokazala je
citotoksi¢nost i genotoksi¢nost. Usprkos biokom-
patibilnosti titanija doslo je do bioloskih promje-
na kada su se vijci od titanija kombinirali sa
Zicama od razlicitih elemenata®.

U studijama in vivo stomatoloski materijali prou-
¢avani su kod pasa, majmuna i svinja. lako se spe-
cificna anatomija ovih vrsta prilicno razlikuje od
ljudske, reakcije tkiva prilicno su sli¢ne?. Studije
in vivo korisne su u objasnjavanju kako se orto-
dontski materijali ponasaju u svom stvarnom
okruzenju, ali je interpretacija rezultata otezana
zbog mnogih ¢imbenika koji nisu pod eksperi-
mentalnom kontrolom?.
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Modeli stani¢nih kultura in vitro mogu se koristiti u
preliminarnoj procjeni biokompatibilnosti materi-
jala, odnosno za testiranje citotoksi¢nosti i geno-
toksi¢nosti. Ovakva su se ispitivanja pokazala vrlo
korisnima u proucavanju stani¢nih funkcija. Zbog
relativne jednostavnosti pruzaju laksSi pristup u
istrazivanju jer se koristi umjetno okruzenje koje
ima ipak viSi stupanj stabilnosti nego prirodno
okruzenje. Koroziji metala pridonose brojni biolos-
ki ¢imbenici poput sastava sline i prisutnosti mi-
kroorganizama te konzumacije kisele hrane i pica.
Habanje je jo$ jedan vazan Cimbenik koji moze
ubrzati korozivne procese. Rezultati dobiveni u is-
pitivanjima in vitro ne odrazavaju nuzno klinicke
uvjete, stoga ih treba ispravno tumaciti i to¢no ek-
strapolirati te ih smatrati iskljucivo indikativnima.
Vazno je usporediti ih s rezultatima dobivenim u
klini¢kim ispitivanjima, zato valja provoditi ispitiva-
nja istovremeno u uvjetima in vitro i u klinickim
uvjetima. To bi se pokazalo prilicno korisnim ukoli-
ko bi se otkrio specifian bioloski odgovor tijekom
klinickog testiranja kojeg bi trebalo dodatno i po-
mnije istraziti!*12023,

Postoje razni modelni organizmi koji se koriste za
provodenje istrazivanja o bioloskim procesima
koji se zbivaju u viSim Zivim bi¢ima, prevladavaju-
¢i tako eksperimentalna i eticka ogranicenja u in
vivo i u klini¢kim ispitivanjima. Karathia i sur. us-
poredili su bioloske procese u razli¢itim organiz-
mima koriste¢i bioloSke ortologe gena kako bi
utvrdili hoce li dva organizma biti medusobno us-
porediva, odnosno moze li odredeni modelni or-
ganizam biti prikladan za koriStenje u proucavanju
visih organizama. Usporedili su kvasac S. cerevisi-
ge sa 704 druga organizma. Razmatrajuéi ovaj
jednostanicni eukariotski mikroorganizam, njego-
ve proteine i slicnost s organizmom kojeg se Zeli
proucavati, moZe se zakljuciti da je kvasac idealan
modelni organizam?®. Zbog toga je pupajudi
kvasac jako bitan za znanost jer je pridonio razu-
mijevanju osnovne biologije eukariota te je naj-
jednostavniji model za proucavanje odnosa
genotipa i fenotipa u eukariotskim stanicama.
Ima brojnih prednosti: relativno je jeftin, lako se
uzgaja te u kratkom vremenskom periodu moze
pruziti veliku koli¢inu podataka. Eksperimente na
genomu koji su izvedivi s kvascem, mnogo je teze
izvoditi s ostalim modelnim organizmima?®?’-2,
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Njegova stani¢na struktura i funkcionalna organi-
zacija ima mnogo sli¢nosti sa stanicama organiza-
ma visih razina'?%3!,  Velika koli¢ina gena
(30 — 45 %) koji su ukljuceni u ljudske bolesti ima
ortologe kvasca, odnosno funkcionalne homolo-
gel?223032 Yang i Pon proveli su istraZivanje o
ucincima iona metala otpustenih iz zubnih legura
na rast stanica i na funkciju respiratorne aktivno-
sti mitohondrija kvasca. Bududéi da je vecina tok-
si¢nih metalnih iona sposobna izazvati oksidativni
stres na stanicama kroz mitohondrijski respirator-

U usnoj su Supljini ortodontski aparati izloZeni
kemijskim, bioloskim i fizickim agensima koji mogu
prouzroCiti koroziju i dovesti do oksidacije njihovih
metalnih komponenata, otpustanja metalnih iona u
medij te poremecaja stani¢ne oksidoredukcijske ravno-
teze.

ni lanac, mitohondriji mogu pridonijeti i biti ciljna
meta toksi¢nosti metala. Dobiveni su rezultati
ukazali da su toksi¢ni ucinci iona metala na rast
stanica kvasca slicni kao i za stanice sisavaca, a
korelira i rangiranje toksi¢nosti (Hg) > (Ag) > (Au) >
(Cu, Co, Ni, Zn) na rast stanica®®. Takoder, tran-
sportni mehanizmi kvasca klju¢ni su za stvaranje i
odrZavanje gradijenata protona i kationa kroz sta-
ni¢ne membrane i igraju vaznu ulogu u istraziva-
njima o prijenosu metalnih iona u stanice.
Postojanje mnoStva mehanizama za prijenos, ko-
riStenje specifi¢nih supstrata i razlicitih nacina re-
gulacije u samo jednoj stanici opravdava ulogu
kvasca kao modelnog sustava za membranski
transport u eukariotskim stanicama visih organi-
zama®.Mnostvo je bioloskih procesa koji se
mogu proucavati u kvascu: oksidativni stres i sta-
renje stanica, izu¢avanje i smatanje proteina, pre-
nosenje signala, interakcije protein-protein,
genske funkcije i njihova interakcija, regulacija
ekspresije gena, stanicni ciklus, metabolizam sta-
nica, apoptoza*2%%*, Buduci da kvasac dijeli bio-
kemijske i genetske slicnosti s visSim organizmima,
to omoguduje istrazivanje mnogih znanstvenih
pitanja od klini¢kog interesa, ukljucujudii izucava-
nje neurodegenerativnih bolesti gdje se pokazao
kao jako prikladan model u provedbi istraZzivanja
na mitohondrijima'?3334,:

Kvasac se pokazao izvrsnim modelom u istraziva-
nju aspekata biologije metala, ucinaka nastalih
djelovanjem metala, procesa tolerancije i detok-
sikacije te djelovanja regulatornih mehanizama.
U stjecanju tolerancije na metal ukljucuje se Sirok
spektar bazalnih stani¢nih funkcija. Postoji mo-
guénost da metali na neki nacin aktiviraju tran-
skripcijske faktore i signalne proteine te na taj
nacin udu u stanicu, Sto joS nije u potpunosti ra-
zjasnjeno?’.

Procjene citotoksi¢nosti metala uglavnom se naj-
prije provode testiranjem oslobadanja metalnih
iona iz materijala uronjenih u otopinu pri neutral-
nom pH zbog kompatibilnosti s fizioloskim uvjeti-
ma. Nakon toga ispituju se ucinci na stanice tih
iona oslobodenih u medij. lako se uglavhom za
procjenu citotoksi¢nog ucinka stomatoloskih ma-
terijala koriste kultivirane stanic¢ne linije poput fi-
broblasta i osteoblasta?’, i kvasac se pokazao
dobrim modelnim organizmom za tu vrstu istrazi-
vanja12,

STOMATOLOSKI MATERIJALI

Usna Supljina predstavlja izazovan medij zbog bi-
okemijskih uvjeta poput vlaznosti, brzih promje-
na temperature i pH, abrazije nastale od
odredene hrane, djelovanja blago bazicne sline i
jako kisele regurgitirane ZeluCane tekucine te
zbog mikrobioloskih uvjeta prisutnih u ustima®*2,
Ortodontske naprave izraduju se od razli¢itih di-
jelova koji se spajaju zavarivanjem ili lemljenjem.
Materijali za njihovu izradu moraju posjedovati
odredena fizikalna i mehanicka svojstva, a izrade-
ni su od metalnih legura poput nehrdajuceg celi-
ka, nikal-titanija, Cistog titanija, kobalt-kroma?2. U
usnoj Supljini ortodontske su naprave izloZzene
kemijskim, bioloskim i fizickim agensima koji
mogu prouzrociti koroziju i dovesti do oksidacije
njihovih metalnih komponenata te poremecene
stani¢ne oksidacijsko-redukcijske ravnoteze®®.
Mogu se pojaviti lokalne ili sistemske reakcije
preosjetljivosti i alergije. Otpusteni metalni ioni
mogu se lokalno i sistemski raspodijeliti i imati
ulogu u etiologiji oralnih i sistemskih patoloskih
stanja. Toksicne ucinke moze prouzroditi zZiva iz
zubnih amalgama te elementi iz raznih legura kao
sto su bakar, kositar, zlato, paladij, kobalt i krom,
a nikal predstavlja Cest alergen®92,
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Kako bi se izbjeglo Stetno djelovanje, citotoksic-
nost, genotoksicnost i reakcija preosjetljivosti,
pokusava se pronadi Sto bolji materijal za izradu
stomatoloskih materijala koji bi bio inertan, stabi-
lan i trajan, da Sto manje reagira s vlaznim okoli-
Sem u usnoj supljini te da nije Stetan. Stoma-
toloski materijali moraju posjedovati svojstva
prirodnih tkiva koja se zamjenjuju®®3,

Svedski znanstvenik Branemark je 1960-ih godina
definirao oseointegraciju, ucvrsc¢ivanje umjetnog
korijena u kost pacijenta i tako doveo do razvoja
prvih implantata. Zubni se implantati primjenjuju
za nadomjestanje izgubljene prirodne trajne den-
ticije kako bi se povratila funkcija zvakanja i pri-
donijelo estetici®*®. Vaino je posti¢i pravilnu
funkciju implantata tako da mogu odrzavati dina-
micka i staticka opterecenja kojima su izloZeni, a
takoder implantati moraju biti takvi da je vrijeme
zacjeljivanja Sto krace, moraju imati nisku mogué-
nost pojave kvarova i minimalnu nelagodu za pa-
cijente prilikom ugradnje i u fazi zacjeljivanja te
ne smiju biti Stetni®>. U studijama o bioloskim i
mehanickim aspektima implantacijskih sustava iz-
vjestava se da alergijski odgovor na materijale
moZe dovesti do zatajenja implantata. ,Kvar” im-
plantata moZe takoder nastati i zbog loSe oralne
higijene te taloZenja plaka i kamenca oko implan-
tata®.

Postoje studije o biokompatibilnosti materijala
ortodontskih naprava u kojima se analiziralo oslo-
badanje metalnih iona u umjetnu slinu pri niskim
ili neutralnim pH-vrijednostima. Kako su u osnovi
svi metali koji izgraduju ortodontske sustave pri-
jelazni metali (Zeljezo, krom, kobalt, molibden,
nikal i titanij), oni stvarajudi velike koli¢ine ROS-a,
mogu dovesti do oksidacijskog stresa koji narusa-
va stanicnu redoks-homeostazu i posljedicno
ostecuje biomolekule (lipide, proteine i DNA)?.

U danasnje vrijeme titanij je jedan od najcesce
koristenih materijala za zubne implantate, a niska
gustocda titanija omogucuje stvaranje laganih pro-
teza velike ¢vrstoce. Odljevci od titanija obicno se
koriste za izradu krunica, okvira mostova i cijelih
ili djelomicnih okvira proteza te zubnih implanta-
ta®. Moze se koristiti kao komercijalno ¢isti titanij
i kao titanijeva legura. Komercijalno Cisti titanij
ima Cvrstocu jednaku jacini nehrdajucéeg celika s
upola manjom gustocom. Posjeduje najvecéu for-
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mabilnost i izvrsnu otpornost na koroziju i visoku
temperaturu. Legure na bazi titanija nastaju do-
davanjem drugih elemenata Cistom titaniju kako
bi mu se poboljsala svojstva. Obi¢no se dodaju:
aluminij, berilij, kadmij, kobalt, krom, bakar, Zelje-
zo, mangan, molibden, nikal, paladij i vanadij?.
Uglavnom vlada misljenje da je titanij, zbog svo-
jih fizikalnih i kemijskih svojstava, jedan od bio-
loski najkompatibilnijih metalnih materijala za
izradu zubnih implantata®. Zastita od korozije na-
staje zbog sposobnosti da na svojoj povrsini tvori
stabilan, kompaktan i netopiv zastitni oksidni
sloj*. Moze stvoriti nekoliko oksidnih konfiguraci-
ja (TiO, TiO, i Ti,0,), od kojih je titanijev dioksid
(TiO,) najstabilniji i najced¢e nastali oksid. lako
povrsinski zastitni sloj dovodi do pasivizacije, Ce-
sto nije trajan jer je osjetljiv na mehanicke i na
kemijske podrazaje, pri ¢emu korozijska otpor-
nost opada. U fluoriranom i kiselom okruZenju
povecava se osjetljivost na koroziju i to dovodi do
probijanja visoko zastitnog titanij-oksidnog sloja.
Prehrana bogata natrijevim kloridom i kiselim ga-
ziranim pi¢ima te paste za zube i vode za ispiranje
usta koje sadrze fluor pridonose koroziji®.

lako se titanij smatra veoma poZeljnim materija-
lom, povremeno moZe doci do problema na me-
hanickoj i na bioloskoj razini. Mehanicki problemi
nastaju zbog razgradnje materijala u samom im-
plantatu, a bioloski se problemi mogu pojaviti
zbog oslobadanja iona iz implantacijskog sustava®.

POTENCIJALNA TOKSICNOST TITANIJA

Uz biokompatibilnost, titanij posjeduje i dobra bi-
omehanicka svojstva, odnosno ima dobru spo-
sobnost vezanja za Zivo tkivo i kost!°. Trenutno se
za medicinske i stomatoloske materijale koriste
najvise komercijalno Cisti titanij te legure pleme-
nitih metala na bazi titanija i legure neplemenitih
metala na bazi titanija**. Najc¢esce koristena le-
gura na bazi titanija je titanij-aluminij-vanadij le-
gura (Ti-6Al-4V), a Cesto se koriste i nikal-titanij
(Ni-Ti) i titanij-molibden (Ti-Mo) legure®t. U novi-
je vrijeme dobra mehanicka svojstva pokazuju i
legure na bazi titanija bez vanadija (Ti-6Al-7N i
Ti-5Al-3Mo-4Zr). Stvaranje legura dodatkom
odredenog elementa titaniju omogucuje manipu-
liranje njegovim svojstvima radi dobivanja opti-
malnih svojstava?.
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lako su titanij i njegove legure pokazali veliku ot-
pornost na koroziju, i dalje je ona moguca uslijed
bioloskih i elektrokemijskih procesa u usnoj Su-
pljini®. Generalno vlada misljenje da titanij nema
toksi¢nih ucinaka na humane fibroblaste i da ne
dovodi do upalnog odgovora u tkivima oko ugra-
denog titanija’. Stupanj korozije za titanij znatno
je manji od maksimalno prihvaéene brzine korozi-
je za primjenu biomaterijala: < 0,02 mm/g u us-
poredbi s 0,13 mm/g?. Medutim, zabiljeZzeno je
da materijali od titanija mogu postati nekompati-
bilni i prouzrociti Stetne ucinke®*. Znanje o fizi-
kalno-kemijskom stanju elemenata oslobodenih
uslijed korozije od velike je vaznosti za toksikolos-
ku procjenu legura.

Lee i sur. istraZili su u€inak iona metala oslobode-
nih elektrokemijskom galvanskom korozijom na
misje fibroblaste L-929. lako nisu ispitivali cjelo-
kupno intraoralno okruZenje, slinu i mikroorga-
nizme, dosli su do zaklju¢ka da ukoliko su Ni-Cr
legure bile u kontaktu s titanijem, dolazi do sma-
njenog stani¢nog rasta, zato Sto galvanska korozi-
ja dovodi do brZeg oslobadanja iona metala (Ni,
Cr, Mo, Be i Ti), izazivanja citotoksi¢nost i fiziolos-
kih nuspojava na tkivu®°,

Ortiz i sur. u svom su istrazivanju testirali tri vrste
iscrpina metala i pratili njihov utjecaj na vijabilnost i
ostecenje DNA na stanicama humanih fibroblasta
142BR. Iscrpine su pripremili iz ortodontskih nosa-
Ca i bravica izradenih od triju vrsta materijala, od-
nosno od nehrdajuceg Celika, titanija (sastava: 99 %
Tii1 % Cr)ilegure na bazi titanija bez nikla s trago-
vima C, Si, Mn, Cr, Mo. Nakon 30 dana u svakoj su
iscrpini odredili udio i vrstu metalnih iona koji su se
otpustili te su utvrdili da su koli¢ine i vrste metalnih
iona bile razli¢ite od deklariranih (pocetnih). Iscrpi-
na od nehrdajuceg Celika pokazala je najvecu tok-
sicnost, dok iscrpina od titanija nije imala toksi¢an
ucinak na fibroblaste. Iscrpine s titanijem pokazale
su gotovo 1,5 puta vecu vijabilnost od kontrolnih
medija bez metalnih iona te genotoksi¢nost jedna-
ku kontrolnoj skupini. Na temelju toga istrazivaci
smatraju da kod materijala presvucenih titanijem
dolazi i do manje korozije, a zbog vece vijabilnosti i
do hormeze — povoljnog bioloskog odgovora na
malu izloZenost toksinima i drugim stresorimaZ.
Spalj i sur. ispitali su Sest vrsta ortodontskih Zica:
od nehrdajuceg Celika, Ni-Ti i Cu-Ni-Ti Zica, Ni-Ti
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Zica presvucenih rodijem te Co-Cr i Ti-Mo Zica.
Umijetna slina u koju su bile uronjene Zice igrala
je aktivhu ulogu zbog pojave korozije i pasivnu
ulogu zbog transporta oslobodenih iona metala
do stanica. Toksi¢nost otpustenih metalnih iona
ispitivali su na stani¢nim kulturama fibroblasta
misa L-929. Ispitivane Zice ne izazivaju akutnu
toksicnost, ali zato stvaraju slobodne radikale i
tako dovode do oksidacijskog stresa. Standardne
Ni-Ti Zice stvaraju najvisu razinu oksidacijskog
stresa i tako pokazuju najmanju biokompatibil-
nost. Oksidacijski stres vrlo vjerojatno nastaje
zbog iona Ni jer je prisutan u visokom omjeru u
navedenim Zicama (50-60 %). NeSto niZu razinu
oksidacijskog stresa stvaraju Zice Ni-Ti presvuce-
ne rodijem, Cu-Ni-Ti i Co-Cr, dok Zice Ti-Mo dovo-
de do najmanjeg stvaranja oksidacijskog stresa.
Sve ispitivane Zice koje sadrze Ni, pokazuju ten-
denciju stvaranja oksidacijskog stresa. U Ni-Ti Zi-
cama presvuCenim rodijem prevlaka rodija
djeluje kao zastita i usporava koroziju te stvaranje
oksidacijskog stresa. U Cu-Ni-Ti zZicama nizak udio
Ni razlog je manjeg izazvanog stresa. Najmaniji
oksidacijski stres i inhibiciju rasta stanica pokaza-
le su Ti-Mo Zice, ali je dosSlo do niZe odrZivosti sta-
nica, Sto bi moglo biti posljedica prisutnosti
molibdena®*. Prema ovom istraZivanju, titanij se
ne smatra toksi¢nim nego je toksi¢nost nastala
kao rezultat prisutnosti drugih elemenata u legu-
rama.

Yonekura i sur. proveli su sli¢no istrazivanje. Ispiti-
vali su stabilnost ortodontskih Ni-Ti Zica, B-Ti
(Ti-Mo-Zr) Zica, Co-Cr-Ni Zica i Zica od nehrdajuceg
Celika te njihovu osjetljivost na koroziju nakon ura-
njanja u 0,9-postotnu otopinu NaCl. Koli¢inu
oslobodenih iona metala odredili su atomskom
apsorpcijskom spektrofotometrijom. Iz Ni-Ti Zica i
Ti-Mo-Zr oslobodile su se male koli¢ine iona Ni i
Mo, dok su koli¢ine oslobodenih iona Ti bile is-
pod granice detekcije. Otpornost na koroziju bila
je veca kod Zica od legura titanija jer je ukupna
koli¢ina oslobodenih iona metala iz tih Zica bila
izrazito mala. Usporedujuci testirane Zice, Ti-Mo-Zr
Zica pokazala se najprikladnijom zbog najvece ot-
pornosti na opcu i lokaliziranu koroziju“.

lako je otpustanje iona metala smanjeno zbog
povrsinskog oksidnog sloja, u slucaju njegovog
uklanjanja doslo bi do poveéanja brzine korozije
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te posljedicno vece koli¢ine oslobodenih iona
metala. To moZe nastati, primjerice, prilikom
abrazije ili prilikom ogrebotina nastalih na povrsi-
ni ortodontskih Zica zbog njihovog savijanja ili
djelovanja sila*®. Takoder, niska pH vrijednost na-
stala uslijed zubnog plaka formiranog od bakteri-
ja moze prouzroCiti pucanje zastitnog sloja i
ubrzavanje procesa korozije*'. Jednom kad se za-
stitni sloj poremeti ili odvoji od dijela povrsine, ti-
tanij moze korodirati jednako kao i drugi metali®.
Ortodontski miniimplantati moraju podnijeti veli-
ka optereéenja tijekom postavljanja, Sto moze re-
zultirati lomovima. Cistom se titaniju, stoga,
dodaju elementi koji ¢e mu poboljsati svojstva i
pojacati ¢vrstoéu. Legura Ti-6Al-4V ima vecu ¢vr-
stocu i otpornost od Cistog titanija, te formirani
oksidni sloj na povrsini legure osigurava otpor-
nost na habanje i koroziju. Medutim, kada se le-
gura ugradi u ljudsko tijelo, mogu se dogoditi
promjene u zastitnom sloju djelovanjem tjelesnih
tekucina, prisutnosti razli¢itih aminokiselina i
proteina, visoke koncentracije kloridnih iona i ni-
ske koncentracije otopljenog kisika te nize pH
vrijednosti. Otpusteni metalni ioni mogu se aku-
mulirati u lokalna i udaljena tkiva i dovesti do
nuspojava u ljudskom tijelu. Na toj su tematici ra-
dili de Morais i sur. koji su istraZivali akumulaciju
metalnih iona u tkivima bubrega, jetre i pluéa ku-
ni¢a nakon razli¢ite vremenske izloZenosti. Testi-
rali su ortodontske implantate izradene od legure
Ti-6Al-4V postavljajudi ih u tibiju kunica. Koristili
su kuniée kao Zivotinjski model zbog dobre kore-
lacije izmedu zecje i ljudske fiziologije, iako treba
pretpostaviti da su praceni vremenski periodi od
1, 4i 12 tjedana za kuniée otprilike 3, 12 i 36 tje-
dana za ljude i treba uzeti u obzir razlike u omjeri-
ma dimenzije implantata i mase tijela Zivotinje
odnosno ljudi. Primijetili su otpustanje iona Ti, Al,
V i njihovo nakupljanje u tkivima. Tii V dosegnuli
su najvise vrijednosti nakon cetiri tjedna, dok se
Al konstantno otpustao u svim vremenskim inter-
valima. Medutim, nijedna vrijednost metalnih
iona nakupljenih u tkivima kuni¢a nije dosegla
toksi¢ne koncentracije®?.

Legura Ti-6Al-4V Cesto se koristi za izradu orto-
dontskih minivijaka. Ta legura stvara povrsinski
oksidni sloj od TiO, s malim primjesama ALO.,.
Slozenom procesu korozije u usnoj Supljini moze
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pogodovati i prisutnost odredenih kemikalija po-
put otopina na bazi natrijevog flourida, gdje viso-
ke koncentracije fluorida pospjesuju koroziju® jer
umanjuju otpornost titanija na koroziju®. Da bi to
ispitali, Blaya i sur. ortodontske su minivijke izra-
dene od Ti-6Al-4V legura izlagali fluoridima u
oralnom okoliSu. Koristili su pokuse prezivljavanja
kako bi utvrdili citotoksi¢nost. To su proveli na
dva nacina: izravnim izlaganjem stanica kvasca S.
cerevisiae minivijcima u tekuéem mediju i ne-
izravnim izlaganjem ionima metala koji su se
oslobodili u komercijalnoj umjetnoj slini. Zakljuci-
li su da se iz minivijaka u prisutnosti fluoridnih
iona ne otpustaju znacajne koli¢ine metalnih iona
niti one pokazuju citotoksi¢an ucinak3!. Utjecaj
pH vrijednosti na koroziju ispitali su Koike i Fujii
testirajuci otpornost Cistog titanija u organskim
kiselinama: mravljoj i mlije¢noj kiselini. Pokazali
su da niske pH vrijednosti pogoduju otpustanju
iona titanija. Usporedujudi rezultate otpustanja
iona titanija u mravljoj i mlije¢noj kiselini, dosli su
do zakljucka da je korozija aktivnija u mravljoj
nego u mlijecnoj kiselini pri istoj koncentraciji ki-
seline, Sto znaci da korozivna svojstva titanija
izrazito ovise o pH*.

Prema istraZivanju Reigose i sur. o Stetnosti zub-
nih implantata od titanija nije nastupio toksi¢an
ucinak na Stakorske stanicne linije. Ispitali su tri
razli¢ita komercijalno dostupna zubna implantata
od titanija: ASTM ftitanij (povrsSina urezana kiseli-
nom), Nobel (anodno oksidirana povrsina) i 3i ti-
tanij (pjeskarena povrsina). Medij koji su koristili
za kulturu stanica bio je slican oralnom okruze-
nju. Korozijom na metalnoj povrsini potaknulo se
oslobadanje iona titanija, medutim takvo osloba-
danje nije utjecalo na odrzivost stanica. Takoder,
rezultati Comet testa pokazali su da niti jedna vr-
sta proucavanih zubnih implantata od titanija nije
izazvala genotoksi¢nost*.

Ni-Ti legura Cesto se koristi za izradu implantata,
proteza, krunica, vijaka, Zica i nosaca. Postoje stu-
dije koje daju razliCite rezultate o toksi¢nim ucin-
cima navedenih materijala. Dinca i sur. istrazivali
su citotoksicnost legure Ni-Ti testovima in vitro
koristeci stanicne kulture mikroorganizama kvas-
ca S. cerevisiae i bakterija E. coli. Mjerili su kon-
centraciju otpustenih iona metala u otopinu i
zatim proudili rast stani¢nih kultura. Nisu utvrdili
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citotoksican ucinak te su zakljucili da su Ni-Ti le-
gure prikladne za upotrebu u stomatoloskim i
medicinskim napravama?*.

Rincic Mlinaric i sur. objavili su istraZivanje o cito-
toksi¢nom ucinku iona Ni i Ti koji se oslobadaju iz
zubnih implantata od legura na bazi titanija*’. Ni-
Ti leguru (Ni = 50,4 % i Ti = 49,6 %) izloZili su
umjetnoj slini te je doslo do korozije i oslobada-
nja metalnih iona, s time da se oslobodilo vise
iona nikla od iona titanija. Odredivanje citotok-
sicnog ucinka proveli su na stani¢nim linijama
stanica jezika (CAL 27), jetre (Hep G2) i debelog
crijeva (Caco-2) izlazudi ih titanijevom dioksidu
odnosno niklovom kloridu u odgovaraju¢im kon-
centracijama. Nije doslo do znacajnog citotoksic-
nog ucinka, a otkriveno je da niske koncentracije
oslobodenih iona ¢ak i poticu rast stanica. Medu-
tim, pokazalo se da titanij i nikal medusobno ima-
ju sinergisticki ucinak i tako mogu uzrokovati
umjerenu do jaku citotoksi¢nost pri viSim kon-
centracijama (minimalna ukupna konc. Iznosi 162
ug/L, s pojedinacnim koncentracijama od Ni 75,5
ug/L i Ti 86,5 pg/L). Citotoksi¢an ucinak i stvara-
nje slobodnih radikala bilo je jace za stanice jezi-
ka nego za stanice crijeva i jetre. Zanimljivost u
ovom istraZzivanju jest da povecéanje koncentracije
iona titanija povecava stvaranje slobodnih radika-
la nesto viSe nego u slucaju povecéanja koncentra-
cije iona nikla®.

Izazivanje oksidacijskog stresa uslijed oslobada-
nja metalnih iona ispitali su Kovac i sur. IstraZiva-
nje su proveli na kvascu S. cerevisiae, divljeg tipa i
dva mutanta s nedostatkom antioksidativnih
obrambenih enzima: ASod1, kojem nedostaje su-
peroksid dismutaza (SOD) i ACttl, kojem nedo-
staje katalaza (CAT). Uz citotoksi¢nost tako su
mogli istraZiti i doprinos nedostatka enzima, koji
pruzaju obrambeni mehanizam za uklanjanje re-
aktivnih vrsta kisika. Testirali su legure koje se
najéesce koriste za izradu fiksnih ortodontskih
naprava: nehrdajuci Celik, Ni-Ti , B-titanij i Co-Cr.
Sve legure, tj. njihovi metalni ioni, pri koncentra-
ciji od 1000 uM pokazale su citotoksi¢an ucinak,
dok su u slucaju mutiranih vrsta ¢ak i koncentraci-
je od 100 uM bile citotoksi¢cne. Analizom unutar-
stanicne oksidacije potvrdeno je da je
citotoksi¢nost metalnih iona posljedica stvaranja
ROS-a, te posljedi¢nog oksidacijskog stresa koji
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narusava stani¢nu redoks-homeostazu i ostecuje
biomolekule (lipide, proteine i DNA). Prema
ovom istrazivanju, buduc¢i da samo visoke kon-
centracije oslobodenih metalnih iona iz orto-
dontskih naprava induciraju citotoksi¢nost i
oksidativni stres, testirane legure mogu se sma-
trati nisko rizicnima. Medutim, vedi se rizik moze
javiti u bolesnika s nedostatkom antioksidativnih
obrambenih sustava®.

U modernoj se stomatologiji za povrsinsku obradu,
tj. oblaganje zubnih implantata na bazi titanija
koristi i mnoStvo nanomaterijala®. Ugradivanjem
metalnih nanodestica u biomaterijale poboljsava-
ju se svojstva biomaterijala. U stomatologiji se uz
metalne nanocestice (Ag, Ti, Cu, Au, Zn i Zr) najvi-
Se koriste nanocestice titanijeva dioksida. Poten-
cijalna opasnost nanocestica je u njihovom
otpustanju iz nanomaterijala duzim stajanjem or-
todontskih sustava u ustima. Otpustanjem nano-
Cestica u slinu i njihovim ulaskom u krvotok moze
docdi i do sustavnih uc¢inaka. O njihovim toksi¢nim
ucincima jos uvijek se vrlo malo zna®. Toksikolos-
ka procjena nanocestica stoga je od izuzetne vaz-
nosti. Tablica 1 sazeto prikazuje studije testiranja
nanocCestica, prvenstveno titanijeva dioksida na
raznim modelnim organizmima te poluceni tok-
sicni ucinak.

ZAKLJUCCI

Siroka primjena materijala na osnovi titanija
opravdava pitanja o upotrebi titanija kao sigur-
nog elementa. lako se smatra biokompatibilnim,
u odredenim su se studijama pokazali njegovi
moguci negativni ucinci na ljudsko zdravlje. Bitno
je poznavati okolnosti u kojima bi titanij mogao
izazvati oStecenja, bolesti ili reakciju preosjetlji-
vosti te mehanizme nastanka takvih ucinaka.

U stomatoloskoj primjeni bitno je testiranje bio-
kompatibilnosti materijala koji se primjenjuju.
Najcesée se upotrebljavaju titanij i legure na bazi
titanija te je bitno pronaci najprikladniju i najsi-
gurniju leguru koja ¢e biti sto manje podlozna ko-
roziji i otpustanju Stetnih metalnih iona, koji bi
dalje mogli pokrenuti brojne negativne ucinke.
Sto je manja koli¢ina otpustenih iona metala, to
je maniji rizik za zdravlje. Unato¢ prikladnosti tita-
nija koji ima minimalnu bioreaktivnost i minimalno
odbacivanje tijela, treba voditi racuna i o odrede-

medicina fluminensis 2021, Vol. 57, No. 4, p. 341-355




L. Dezulovi¢, G. Canadi Juresi¢: Potencijalna toksi¢nost titanija

Tablica 1. Prikaz istraZivanja toksi¢nog djelovanja nanocestica titanija

Testirane
nanocestice

nano TiO,
(znO'i Cu0)
nano TiO,

nano TiO,

u usporedbi
sa mikro Ti

i mikro Ni-Ti

nano TiO,,
mikro TiO,

nano TiOZ,
mikro TiO,

nano TiC,
nano TiCN,
nano TiO,
nano Ti203,
nano TiO,,
nano TiN,
nano TiSO,
nano TiO,

(nano Zn0O)

nano TiO,

nano TiO,
razlicitih
veli¢ina:
5nm

15 nm
<100 nm

Modelni organizam

kvasac S. cerevisiae

alveolarne epitelne
stanice A549 i
limfoblastoidne TK6
stanice

stanice parodontalnog
ligamenta

(PDL-hTERT stanice)

plucni fibroblasti
kineskog hrcka

izlaganje miseva
oralnim putem

analiza stanica mozga,
kostane srzi, jetre,
debelog crijeva i testisa

alveolarne HPAEpiC
stanice i stanice Zdrijela
HPPC

humani epitel HEp-2

kultivirani ljudski
limfociti

hibridne AL stanice
Covjeka i hréka kojima
nedostaje
mitohondrijski DNA

Toksic¢an ucinak

Nije se pokazao

Neznatna citotoksicnost
Ostecenje DNA
Genotoksi¢nost

Nano TiO,

imaju znacajnije toksi¢no
djelovanje i najvece
ostec¢enjem na DNA (mikro
Ni-Ti su toksi¢nije od mikro
Ti)

Ostecenje DNA uslijed
stvaranja oksidativnog
stresa Sto smanjuje
odrZivost stanica

Ostecenje DNA u kostanoj
srzi i jetri

Citotoksicni ucinci u
stanicama mozga, kostane
srzi, debelog crijeva i testisa
Apoptoza samo pri visokoj
dozi

Oksidativni stres

Ostecenje DNA
Upala
Apoptoza

Modifikacija fosforilacije
tirozina

Ostecenje DNA

Blagi citotoksican ucinak

Genotoksi¢nost s UVA
izloZenosti se pojacava i
dovodi do apoptoze

Manije velicine nanocestica
induciraju poveéano
stvaranje ROS-a i
genotoksi¢nost, dok vece
velicine jace stimuliraju
apoptotsku smrt stanica

Autori

Zakljucci e .
istrazivanja

Moguce je da stanicna stijenka ometa Kasemets i
ulazak nanocestica u stanicu kvasca sur.®
Ostecenje DNA moZe nastati izravhom El Yamani i
interakcijom nanocestica s DNA ili sur.4
neizravnim putem, indukcijom

oksidacijskog stresa

Toksi¢ni ucinci ovise o veli¢ini Cestica i He isur.®
ucinkovitosti stanicnog unosa, alii o

kemijskom sastavu legure

Nanocestice u usporedbi s veéim Hamzeh i
Cesticama mogu potaknuti vece stvaranje | Sunahara*®

ROS-a, sto dovodi do oksidacijskog stresa,
a dokazana je znacajna razlika izmedu
ucinaka nanocestica i mikrocestica
(nanocestice su toksicnije)

Suprotno ocekivanjima, rezultati ove
studije pokazali su malu razliku izmedu
ucinaka nanocestica i mikrocestica. Obje
dovode do navedenih toksi¢nih ucinaka u
relativno jednakim mjerama

Sycheva i sur.*®

Sve testirane nanocestice izazvale su na
objema stani¢nim linijama znacajno
ostecenje DNA, oksidacijski stres, upalu i
apoptozu

Aydin i sur.®

Dokazan je genotoksi¢an ucinak, doslo je | Osman i sur.*®
do znatnog povecanja kromosomskih
mutacija pri najviSim koncentracijama, dok
citotoksi¢an ucinak nije bio znacajan
Nanocestice TiO, i UVA zracenje imaju Kang i sur.®!
sinergijski u€inak na odrZivost stanica. UVA

zracenje (0,5 J/cm?) pojacava genotoksitne

ucinke nanocestica TiO,, dolazi do brzog

stvaranja ROS-a i aktivacije kaspaze, sto

znacajno povecava apoptotsku stani¢nu

smrt

Mitohondrijska disfunkcija znac¢ajno Wang i sur.>
pridonosi toksi¢nosti izazvanoj

nanocesticama TiO, tijekom procesa

starenja, ovisno o velicini Cestica.

Mitohondriji su potencijalan cilj toksicnog

odgovora nanocestica TiO2 koje uzrokuju

ostecenje funkcije mitohondrija i aktivaciju

kaspaze, dovodedi do apoptoze i povecane
citotoksicnosti



Testirane
nanocestice

nano TiO,

nano TiO,

nano TiO,

nano TiO,

nano TiO,

nano TiO,

nano TiO,
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Modelni organizam Toksican ucinak

ljudske amnionske o
epitelne stanice WISH | 4

Stvaranje ROS-a

Aktivacija kaspaze, Sto
inducira stani¢nu smrt

e Ostecenje DNA

ljudske neuronske o
stanice SHSY5Y

Nije doslo do smanjene
odrzivosti neuronskih
stanica

e Genotoksi¢nost

tri plu¢ne stanic¢ne e Neuravnotezeno redoks-
linije: alveolarne stanje i oksidativni stres
epitelne stanice, e Ostecenja stani¢nih
endotelne stanice i makromolekula: proteini,
makrofagi lipidi i DNA

ljudske alveolarne ¢ Niska citotoksi¢nost

epitelne stanice A549i |
bronhijalne stanice
BEAS-2B

Ostecenje DNA uslijed
oksidacijskog stresa samo
pri najvisoj konc.

e U BEAS-2B ne dolazi do
genotoksic¢nosti niti do
upale, ve¢ samo do blage
indukcije TNF-a
Umjerena citotoksicnost
Ostecenje DNA uslijed
oksidacijskog stresa

ljudske alveolarne o
epitelne stanice A549i |
bronhijalne stanice

BEAS-2B

misje RAW 264,7 e Smanjena stani¢na

stanice i supkroni¢no odrzivost pri visSim dozama
testiranje na albino e Prisutnost upalnih,

misevima oralnom
ekspozicijom tijekom
90 dana

nekroti¢nih, apoptoticnih
stanica u jetri i bubrezima

e Genotoksi¢nost

dugotrajna izloZenost | e
na muzjacima stakora |,
tijekom 90 dana

Smanjenje tjelesne teZine

Splenomegalija

¢ Trombocitopenija,
leukopenija, neutrofilija i
eozinofilija

e Znacajan porast razina IgG i

IgM, stimulacija CD4 + i CD8

+ stanica slezene

e Povisene razine LDH i
smanjena proliferacija
limfocita

e Znacajno oStecenje DNA

53 Autori
Zakljucci e
istrazivanja

Oksidacijski stres pokrece ostecenje Saquib i sur.>
stani¢nih membrana i bioloskih
makromolekula. Pri kriti¢noj koncentraciji
od 20 ug/ml nano TiO, izazivaju ostecenje
DNA. Inhibicija razine antioksidacijskih
enzima nastupa pri nizim koncentracijama
od 10 pg/ml, dok pri visim koncentracijama
nano TiO, mogu negativno utjecati na
sposobnost popravljanja DNA

Ucinci nano TiO, na ljudske neuronske
stanice nisu povezani sa stvaranjem ROS-a i
oksidacijskog ostecenja te ostaje upitan
mehanizam nastanka ucinaka: internalizirane
nanocestice dovode do promjena u
stanicnom ciklusu i genotoksi¢nosti

ROS dovodi do oksidacijskog stresa koji
uzrokuje daljnje fizioloske ucinke,
ukljuéujuci genotoksicnost, upalu i fibrozu,
aktivacijom stanicnih signalnih putova

Valdiglesias i
sur.>*

Hanot-Roy i
sur.>®

Razliciti stani¢ni odgovori objasnjavaju se | Ursini i sur.>®
razlicitim interakcijama nano TiO, s

razliCitim vrstama stanica zbog njihovih

specifi¢nih karakteristika (veli¢ina, naboj i

tendencija aglomeracije), zbog sastava

specificnih medija za kulturu i zbog

razlicite stani¢ne osjetljivosti

Biola-Clier i
sur.>’

Rezultati ukazuju na neizravnu
genotoksi¢nost nano TiO, i toksi¢no
djelovanje na sustave popravka DNA u
objema testiranim stani¢nim linijama
Chakrabarti i
sur.*®

Ostecenje DNA posljedica je stvaranja
ROS-a. Sposobnost nanocestica da izazovu
toksi¢nost na razlic¢itim ciljnim mjestima
organizma ovisi o njihovom ulasku i
prijenosu putem krvi.

Genotoksi¢nost dokazana i u uvjetima in
vitro i u in vivo

Zabiljezen je znacajan pad prirasta tjelesne | Hasem i sur.®®
teZine kod izloZenih Stakora jer TiO, moZe

poremetiti regulaciju crijevne funkcije i tako

smanijiti sposobnost apsorpcije hranjivih

tvari. U hematoloskom testiranju znacajna je

bila trombocitopenija, sto ukazuje na

poremecaj zgrusavanja krvi. Histopatoloska

analiza pokazala je infiltraciju neutrofila i

eozinofila u slezeni. Aktivacija eozinofila

nakon oralne primjene nastaje zbog

sposobnost TiO, da izazove alergijsku

reakciju tkiva. Kao posljedica neravnoteze u

imunoloskom sustavu mogu nastati

sistemske ili autoimune reakcije. Dugotrajno

izlaganje TiO, dovodi do znacajnog

smanjenja imunoloskog odgovora tijela s

citotoksi¢nim i genotoksi¢nim djelovanjem.
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N

tijela i smanjene pokretljivosti te je
utjecala na razvoj srca, jetre, Zivaca i
drugih organa, a dovela je i do povisene
razine ROS-a i smanjenog antioksidacijskog
kapaciteta, odnosno smanjene regulacije
ekspresije antioksidacijskih gena (nrf2,
gclc, gclm, ho-1i nqol)

Testirane . . . L Autori
. .. Modelni organizam Toksic¢an ucinak Zakljucci R
nanocestice istraZivanja
nano TiN zametci ribe zebre e Razvojna toksi¢nost IzloZenost je dovela do skracene duljine Wang i sur.®

nim okolnostima u kojima se narusava sigurnost
titanija te o sinergistickom djelovanju s drugim
metalima i tvarima. Stoga je vazno i dalje provo-
diti procjenu biokompatibilnosti titanija kako bi
se mogli odrediti uvjeti uporabe ovisno o vreme-
nu izloZzenosti, vrsti upotrijebljene legure i zdrav-
lju pacijenata.
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