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1.1. Biokompatibilnost dentalnih materijala

Biokompatibilnost je opisana kao sposobnost materijala da postigne odgovarajuci
odgovor domaéina u odnosu na konkretnu svrhu. Racionalno je da je klju¢ni problem
testiranje bioloskog potencijala novih dentalnih materijala prije njihove upotrebe u kontaktu s
tijelom (1). Idealno, dentalni materijal koji ¢e se koristiti u usnoj Supljini, trebao bi biti
bezopasan za sva oralna tkiva, gingivu, oralnu sluznicu, pulpu i kost. Nadalje, ne bi trebao
sadrzavati toksi¢ne, topive i rasprsive tvari koje mogu biti apsorbirane u krvozilni sustav,
uzrokuju¢i sustavni odgovor, uklju¢ujuci teratogene ili kancerogene efekte. Materijal bi
takoder, trebao biti bez agensa koji mogu izazvati senzibilizaciju ili alergijski odgovor kod
senzibiliziranog pacijenta (2). Testovi za potvrdu biokompatibilnosti slijede ISO standard i
odvijaju se u 3 glavne skupine: (a) primarni test (citotoksi¢nost, sustavna toksi¢nost,
mutagenost); (b) sekundarni test (senzibilizacija, test implantacije, iritacija oralne sluznice);

(c) pretklini¢ki test (3).

Primarni in vitro testovi ocjenjuju svojstva materijal direktno u kulturi stanica koje
reagiraju na ucinke eksperimentalnih materijala, dok oni sekundarni izvode se in vivo te se
temelje na implantaciji materijala u potkozna ili intramuskularna podrucja u Stakora i/ili
kunica 1 ostalih Zivotinja pri ¢emu se procjenjuje tkivni odgovor na implantirani materijal
nakon odredenog razdoblja. Nakon Sto je materijal uspjesno prosao gore navedene testove,
trebao bi biti testiran na ljudima gdje se procjenjuje njegova ucinkovitost te povoljne ili

nepovoljne reakcije koje se mogu pojaviti u normalnim klinickim uvjetima (4).

Biokompatibilnost  materijala  oCituje se kroz parametre citotoksi¢nosti,

genotoksicnosti, kancerogenosti, mutagenosti i imunogenosti.

Citotoksi¢nost se odnosi na oStec¢enje pojedine stanice, primjerice u kulturama stanica
te predstavlja odrzivost stani¢nog Zivota. RazliCite metode i parametri koji se koriste u
odredivanju citotoksiCnosti mogu se svrstati u sljedeCe kategorije ocjenjivanja: (a)
ocjenjivanje oSteenja stanica po morfoloskim osobinama, (b) mjerenje oSteenja stanica, (c)

mjerenje rasta stanica i (d) mjerenje specifi¢nih aspekata stanicnog metabolizma (4-6).

Genotoksi¢nost se opisuje kao Stetni ucinak na genomski materijal, a moZe biti
izazvana oSte¢enjem DNK bez direktnog dokaza za mutacije (7). Prijenos genetske Stete na
sljedece generacije stanica moze se izbje¢i programiranom smrti stanice (apoptoza). U slu¢aju

da je doslo do prijelaza genetske ozljede na sljedecu generaciju govorimo o mutagenosti.
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Mutagenost nam sluzi kao pokazatelj "moguée" kancerogenosti tvari koja je oStetila DNK.
Nekoliko mutacija moze dovesti do kancerogenosti, dok pojam imunogenost oznacava

sposobnost tvari da izazove imunoloski odgovor (8).
1.2.  Test za procjenu biokompatibilnosti - Mikronukleus test

Mikronukleus test je test koji otkriva gubitak kromosoma ili oSte¢enje diobenog
vretena uzrokovanih aneugenim mehanizmima (9). Ova metoda se temelji na sljede¢im
principima 1 zapazanjima: u anafazi acentri¢na kromatida 1 kromosomski fragmenti poc¢inju
zaostajati kada se centriCni elementi kre¢u prema polovima vretena. Nakon telofaze
neoSteCeni kromosomi, kao 1 centrini fragmenti, dovode do redovne kceri nukleusa.
Zaostajuci su elementi, takoder, uklju€eni u stanice kceri, ali znacajan se udio transformira u
jednog ili nekoliko sekundarnih nukleusa, koji su, u pravilu, znatno manji od glavnog
nukleusa i stoga se nazivaju mikronukleusi (10). Dakle, mikronukleusi su fragmenti ili cijeli
kromosomi koji nisu dosegli polove diobenog vretena tijekom mitoze i ostali su inkapsulirani

u telofazi u odvojenom nukleusu (9).

Bukalne stanice ¢ine prvu barijeru za inhalacijski i ingestijski put 1 sposobne su
metabolizirati najblize kancerogene i reaktivne produkte. Oko 92 % ljudskih novotvorina su
dobivene iz vanjskog i unutarnjeg epitela, odnosno koze, bronhalnog epitela i epitela kojim je
oblozen probavni kanal. Dakle, moglo bi se tvrditi da oralne epitelne stanice predstavljaju
ciljno mjesto za prijevremene genotoksicne dogadaje izazvane kancerogenim agensima koji

ulaze u tijelo disanjem ili ingestijom (9).

Oralni se epitel sastoji od 4 sloja strukturne, progenitorske i maturacijske populacije
stanica - bazalnog sloja (stratum germinativum), trnastog sloja (stratum spinosum), zrnatog
sloja (stratum granulosum) i Keratiniziranog sloja na povrsini (stratum corneum) (Slika 1.).
Niz prstolikih struktura, nazvanih ,,zupci pile®, projiciraju se iz lamine proprie u epidermalni
sloj i tvore valoviti efekt bazalnog sloja. Oralni se epitel odrzava kontinuiranom obnovom
stanica, ¢ime nove stanice, proizvedene u bazalnom sloju pomocu mitoze, migriraju na
povrSinu i zamjenjuju one koje su odbacene. Bazalni sloj sadrzi maticne stanice koje mogu
izraziti genetska oStecenja (gubitak ili lom kromosoma) kao mikronukleuse tijekom podjele
nukleusa. Stanice kéeri, koje mogu i ne moraju sadrZavati mikronukleuse, na kraju se
diferenciraju u trnasti sloj stanica i keratinizirani povr$inski sloj i zatim se odljuSte u usnu

Supljinu (9).
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Slika 1. Prikaz poprecnog presjeka slojeva u kojima se nalaze bukalne stanice. Preuzeto iz:

9.

Neke se od tih stanica mogu preobraziti u:

stanice s kondenziranim kromatinom koje predstavljaju fazu apoptoze, u kojoj se
dogada brza proteoliza proteina nuklearnog matriksa,

stanice s fragmentiranim nukleusom (karioreksne stanice) koje su tipi¢ne u kasnoj fazi
apopotoze,

stanice sa malim ili skupljenim nukleusom s dijametrom otprilike 1/3 normalne stanice
(piknoticke stanice),

stanice koje su kompletno izgubile nukleusni materijal (karioliticke stanice), koje se
nalaze u uznapredovaloj fazi nekroze i apoptoze,

stanice koje su blokirane u binuklearnoj fazi u kojima imamo prisutnost dva nukleusa
slicne veliCine, intenziteta bojenja i nalaze se u neposrednoj blizini ili se dodiruju,
stanice koje mogu pokazivati nuklearne pupove (poznate kao ,slomljena jaja“ u
bukalnim stanicama) koji su biomarkeri amplifikacije gena te su iste teksture i
intenziteta bojenja kao glavni nukleus i spojeni su s njim nukleoplazmi¢no vezom, ali

imaju manji dijametar od glavnog nukleusa (9).
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Ovi biomarkeri genomskog ostec¢enja (npr. mikronukleusi, nuklearni pupovi) i stanic¢ne
smrti (npr. apoptoza, karioliza) mogu se uociti kako u limfocitima, tako i u sustavu bukalnih
stanica, te na taj na¢in pruziti bolju sveobuhvatnu procjenu genomskog ostecenja u odnosu na

mikronukleuse u kontekstu citotoksi¢nog i citostaticnog efekta (Slika 2.) (9, 11).

Nomalni genom .

e diferencirana
) Gubitak kromosoma
e ili lom R .
‘. -\\\-\.
{programirana "\ R TIERRY
"~.x -\ * Poremecaji H“x\
! \, \ u citokinezi~, T
A \ “n x,\h‘ .'-
% x\\ nekroza \'u\
'-._‘ \.\‘ h‘._ , . PU.'P
kondenziram - . “w u
M. @)
@ @)
kariohektiéna  piknotiéna kanolititna binuldeamna

Slika 2. Prikaz razli¢itih tipova stanica koje se mjere u mikronukleus testu. Preuzeto iz: (12).

Nekoliko ¢imbenika koji utjeCu na mikronukleuse u bukalnim stanicama ukljucuju
razlike u zbirci stanica (vrijeme i sredstva koja se koriste), tehnike fiksiranja i bojenja, odabir
i broj stanica, kriterij bodovanja i ostale anomalije nukleusa u normalnim i promijenjenim
stanicama. CitoloSke su se Cetkice pokazale kao najucinkovitije za prikupljanje stanica.
KoriStene su brojne metode bojenja, medu njima je preferirana DNK specificna boja za
bojenje nukleusa, mikronukleusa i ostalih anomalija nukleusa u odljustenim bukalnim
stanicama. Feulgen—Fast Green bojenje omiljeno je od strane mnogih istrazivaca zbog svoje
DNK specifi¢nosti 1 jasnog transparentnog izgleda citoplazme, §to omogucava jednostavnu
identifikaciju mikronukleusa. Ostale boje ukljucuju fluorescentne boje, diamidino2-fenilindol
DAPI, akridin narancaste, Hoechst, propidij jodid i May—Grunwald Giemsa (Giemsa) boje
(Slika 3.) (9).
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Slika 3. Fotomikrografija koja prikazuje mikronukleus s May-Grunwald Giemsinom

(Giemsinom) bojom. Preuzeto iz: (9).

Formacija stanica s karioreksom, kariolizom, binukleusima i kondenziranim
kromatinom teSka je za interpretaciju i moze se klasificirati kao mikronukleusi s
nespecificnom bojom. Drugi je moguéi zbunjujuéi faktor u studiji mikronukleusa formacija

granula keratina koja se nalaze u promijenjenim stanicama s anomalijama nukleusa (9).

Tolbert i suradnici (9) razvili su kriterije za odabir stanica i oni se najéeS¢e primjenjuju.

Sastoje se od sljede¢ih parametara:

1. netaknuta citoplazma i relativno ravan polozaj stanica na stakalcu,
2. malo ili bez preklapanja sa susjednim stanicama,

3. s malo ili bez debrisa,
4

. nukleus normalan i netaknut, nuklearan obujam gladak i izrazit.

Predlozeni su kriteriji za identifikaciju mikronukleusa kako slijedi: (a) zaobljen, gladak
obujam koji ukazuje na membranu; (b) manje od jedne tre¢ine promjera pripadajuceg
nukleusa, ali dovoljno velik da se razlu¢i oblik 1 boja; (c) Feulgen pozitivan, odnosno
ruziasto osvjetljenje Sirokog polja; (d) intenzitet bojanja sliCan onom od nukleusa; (e)
tekstura slicna onoj od nukleusa; (f) ista ZariSna ravnina kao od nukleusa; (g) odsutnost
preklapanja s nukleusom. Takoder su preporucili bodovanje od najmanje 1000 stanica, s
povecanjem na 2000-3000, ako je manje od 5 mikronuklearnih stanica zabiljeZzeno nakon

prebrojavanja navedenih 1000 stanica (9).
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1.3.  Zubne paste

Zubne su paste proizvodi za dnevnu brigu o oralnoj higijeni, kemijskog sastava koji se
stalno mijenja zahvaljuju¢i nadmetanju proizvodaca. Prepoznate su po najboljem izvoru
fluorida, koji najefektivnije Stiti mlijecne i trajne zube od karijesa. Medutim, fluorid nije
jedini aktivni sastojak zubnih pasta. Jednako je vazna sposobnost ¢iS¢enja zubnim pastama
koja je osigurana razli¢itim abrazivima. Antibakterijski u¢inak se postize razli¢itim tvarima sa
sposobnostima za inhibiranje rasta bakterija u usnoj Supljini, kao i brojnim sastojcima sa
specifitnom svrhom za rjesavanje specifiénih problema. Siroka selekcija zubnih pasta i

razliCiti sastojci stvaraju poteSkoce pacijentima za odabir primjerene zubne paste i

kompliciraju kupnju zubnih proizvoda i za profesionalce (13).

Zubne paste sadrzavaju Cvrste abrazivne materijale za ¢iScenje, tvar za zadrzavanje
vlage za otapanje drugih sastojaka 1 sprjeCavanje isuSivanja pripravka, sredstvo za
zgus$njavanje radi definiranja reoloSkih svojstava pripravka, surfaktant za generiranje pjene,
aktivne tvari kao Sto su fluorid, tvari za okus, zasladivac, sredstva za zamucivanje, boju za

karakteristican okus 1 izgled, pufere i konzervanse za odrzavanje stabilnosti pripravka (14).

Osnovna klasifikacija zubnih pasti se temelji na svojstvima aktivnih sastojaka. Tako

razlikujemo:
1. zubne paste za tretman i prevenciju karijesa,
2. zubne paste za tretman i prevenciju parodontalnih bolesti,
3. zubne paste za tretman osjetljivih zuba,
4. zubne paste za izbjeljivanje zuba,
5. zubne paste sa specificnom svrhom (13).

1.3.1. Zubne paste za tretman i prevenciju karijesa

Zubne paste koristene kao lokalni izvor fluorida imaju najbolju sposobnost inhibiranja
razvoja karijesa (19-27 % redukcija karijesa), omogucavaju¢i remineralizaciju cakline. Rana
demineralizacija cakline nije vidljiva ni klini¢kim ni radioloskim pregledom. Medutim, na
kemijskoj razini propadanje zapoc€inje kada se poremeti normalna izmjena minerala i u veéini
se slucajeva tada pojavi proces demineralizacije. U lijecenju takvog ranog propadanja vazno
je pratiti dva principa: 1) smanjiti etimoloski faktor: zubni plak i1 bakterijski biofilm od kojeg

je sastavljen i 2) povecati koli¢inu remineralizacijske tvari — koncentraciju fluorida. Oba se
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principa mogu posti¢i ¢iS¢enjem zubi zubnim pastama koje sadrze fluorid. Primjena fluorida
pokazala se kao najucinkovitija u posljednjih 20 godina. Medutim, redovita upotreba fluorida
u ranom djetinjstvu povezana je s razvojem fluoroze. Stoga postoje zubne paste s razli¢itom

koncentracijom fluorida i dijele se na:
1. zubne paste s koncentracijom do 1000 ppm fluorida

Starija su istrazivanja (80.—tih godina proslog stoljec¢a) dokazala kako djeca u dobi od 2-5
godina progutaju 30-50 % zubne paste koja je aplicirana na cCetkicu za zube. U tim
istrazivanjima gledana je i korelacija izmedu koncentracije fluorida u zubnim pastama i
pojavnosti fluoroze na trajnim zubima. Kao rezultat, uslijed rizika od fluoroze, preporuceno je

koriStenje zubne paste od 500-550 ppm fluorida za djecu.
2. zubne paste s koncentracijom 1000-1500 ppm fluorida

Ove paste su prepoznate kao najefikasniji izvor fluorida. Prema najnovijim istraZzivanjima
djeca u dobi od 2-3 godine progutaju 48 % zubne paste, a djeca u dobi od 6-7 godina
progutaju 25 % zubne paste. Kako bi se smanjio rizik nastanka fluoroze, kod najpodloznije
skupine (4-6 godina) preporuca se ingestija manja od 0,1 mg (sigurnije je ako je manja od
0,05 mg) F po 1 kg tjelesne mase po danu (Slika 4.). Budu¢i da je dokazano kako je najvazniji
direktan kontakt fluorida s caklinom tijekom cetkanja zuba i njegova koncentracija tijekom
tog kontakta, preporuceno je da mlada djeca koriste zubne paste s koncentracijom fluorida od

1000 ppm, naravno, uzimajuéi u obzir koli¢inu prikladnu njihovim godinama.

"tanki premaz" (0.125g) "mali grafak" (0.25g)

"pola glave" (0.5g) "puna glava' (1lg)

Slika 4. Prikaz koliko grama F sadrZi zubna pasta uzimajuci u obzir koli¢inu nanesenu na

Cetkicu za zube. Preuzeto iz: (13).
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3. zubne paste s koncentracijom 2500-5000 ppm fluorida

Velike koncentracije fluorida u zubnim pastama mogu posti¢i smanjenje karijesa do 36 %. In
vitro istrazivanja pokazuju kako zubne paste s poviSenom koncentracijom imaju vecu

sposobnost remineralizacije cakline i dentina od onih s normalnom koncentracijom (13).
1.3.2. Zubne paste za tretman i prevenciju parodontalnih bolesti

Uzrok gingivitisa i parodontitisa su bakterije u zubnom plaku. Stoga postoje dva
glavna pravila za prevenciju ovih bolesti: 1. redovno uklanjanje plaka, ¢ime preveniramo rast
bakterija u biofilmu i1 2. prevencija rasta bakterija, ¢ime inhibiramo formaciju plaka. Prvo
pravilo je osigurano mehani¢kim c¢iS¢enjem zuba, ali kako bi prevenirali rast bakterija,
proizvodaci su dodali razli¢ite antiseptiCke 1 antibakterijske tvari u zubne paste poput
triklosana, klorheksidina, hidrogen peroksida, sode bikarbone, povidon jodida, cink citrata i
ostalih. Ova skupina zubnih pasta moze sadrzavati ili sinteticke antiseptiCke i antibakterijske
tvari (triklosan, klorheksidin) ili prirodne ekstrakte biljaka, esencijalna ulja, enzime i
vitamine, koji pokazuju slican antibakterijski efekt kao kod onih zubnih pasta koje sadrze

klorheksidin (13).
1.3.3. Zubne paste za tretman osjetljivih zuba
Ove zubne paste se dijele na:

1. zubne paste s analgetikom koje sadrze kalijeve soli koje odrzavaju visoku razinu
ekstracelularnog K+, ¢ime se prevenira repolarizacija zivéane membrane stanice i inhibira
transmisija impulsa, bez promjena na pulpi. Zubne paste koje sadrze 5 % ili 10 % kalij nitrata

mogu smanjiti osjetljivost zuba kroz 4 tjedna, te

2. zubne paste koje blokiraju dentinske tubuluse, a koje sadrze spojeve fluorida, koji
omogucavaju remineralizaciju te povecavaju otpornost dentina na kiseline. Stvoreno taloZenje
spojeva fluorida blokira dentinske tubuluse. Kositreni fluorid posjeduje sposobnost blokiranja
tubulusa, stvaraju¢i SnF, i CaF, i sposobnost formiranja protektivnog sloja na povr$ini zuba
pomoéu reakcije Sn*? iona sa natrijevim, kalcijevim i fosfatnim spojevima, stvaraju¢i Sn — Na
heksametafosfat. Dokazano je kako se povecanjem koncentracije fluoridnih iona u caklini
povecava mikrotvrdoc¢a cakline. Dodavanjem kalcijevih i fosfatnih iona dolazi do spajanja s
fluoridnim ionima na povrsini cakline i stvara se amorfni kalcijev fosfat, koji, uz blokiranje

tubulusa, zagladuje povrSinu zuba. Time se postiZe jo§ efikasnija redukcija osjetljivosti (13).
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1.3.4. Zubne paste za izbjeljivanje

Proizvodaci proizvoda za oralnu higijenu svjesni su nezadovoljstva potrosaca bojom
njihovih zuba te su kao odgovor razvili velik izbor suvremenih zubnih pasta za rjesavanje tog
problema. Glavna uloga ovih zubnih pasta i dalje ostaje uklanjanje plaka, bilo mehanicki ili
kemijski, zbog Cega se velina sastoji od istih osnovnih funkcionalnih sastojaka. Opcenito,
zubne paste koje su specificno formulirane za izbjeljivanje zuba, pruzaju pogodnost
uklanjanja i prevencije stvaranja vanjskih pigmentacija (13, 14). Vanjske se pigmentacije
mogu smanjiti dodavanjem raznih kemikalija u zubne paste. Ve¢ina molekula pigmentacije
ukljuc¢ena je u pelikulu koja sadrzi protein. Zbog toga enzimi, poput proteaze i papaina,
stvaraju efekt izbjeljivanja. Ovo utjeCe na sve povrSine zuba na koje dopire zubna pasta,
ukljucujuéi aproksimalne povrSine zuba 1 one u blizini gingive do kojih je teSko doprijeti
cetkicom za zube. Kako bi se povecala djelotvornost ¢iS€enja i izbjeljivanja zuba, zubne paste
znaju sadrzavati: vodikov peroksid, karbamid-peroksid, natrijev bikarbonat, hidratizirani
silicijev dioksid, aluminijev oksid, citrat, heksametafosfat te pirofosfat (natrij pirofosfat, natrij
tripolifosfat), koji se povezuju s caklinom, dentinom i upijaju molekule pigmentacije,

stvarajuci efekt izbjeljivanja (6, 13).

Osim tvari za izbjeljivanje, abrazivi, prisutni u zubnim pastama, takoder mogu
promovirati izbjeljivanje. Abrazivi su jedan od glavnih funkcionalnih sastojaka zubnih pasta
za izbjeljivanje. Opcenito, abrazivi promicu efektivno uklanjanje vanjskih pigmentacija
(pigmentacija od kave, cigareta 1 ostalog) 1 pomazu prevenciji nastajanja novih pigmentacija
na povrsini zuba (6). Medutim, proces ¢iS¢enja imat ¢e utjecaja ovisno o tvrdoci, veliCini,
obliku, koncentraciji Cestica i pritisku koriStenom prilikom Cetkanja zuba. Uobicajeno, takve
zubne paste imaju srednju (RDA 60-100) ili visoku (RDA >100) abrazivnost. Najcesce
koristeni abrazivi su: silicij dioksid, kalcij karbonat, kalcij fosfat di-hidrat, kalcij pirofosfat,
aluminij oksid, perlit (70-75 % silicij dioksid) i natrij bikarbonat, koji, zajedno sa ¢ekinjama
zubne cetkice, uklanjaju vanjski obojeni plak, ali ne mjenjaju boju zuba. Problem je Sto su
abrazivne tvari efikasne samo na mjestima gdje ¢ekinje zubne Cetkice mogu doprijeti. Zbog
toga je efekt vrlo blag na aproksimalnim povrSinama zuba i1 u blizini gingive, kao 1 kod

zbijenih zuba (13).

Ove zubne paste mogu ispolirati strukturu zuba umjesto promoviranja dubokog
izbjeljivanja, poput onoga koje se postize postupcima koje obavljaju doktori dentalne

medicine. Prema tome, vjeruje se da takve zubne paste mogu proizvesti promjene u
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topografiji cakline zuba zbog povecane abrazivnosti, uzrokujuéi Stetu za tvrda i meka tkiva.
Te se paste ucestalo koriste u svakodnevnom zivotu. Buduéi da dolaze u kontakt s oralnim
tkivima tijekom cetkanja, evaluacija biokompatibilnosti tih zubnih pasta od osobite je

vaznosti (6).
1.3.5. Zubne paste sa specificnom svrhom

Neki proizvodaci tvrde da su proizveli zubne paste za tretman specificnih stanja i takvi
proizvodi ne spadaju u prethodno spomenute klasifikacijske skupine. Zubne paste koje sadrze
maslinovo ulje, betain i ksilitol mogu stimulirati sekreciju sline u mirovanju, povecavajuci
tako osnovnu brzinu sekrecije sline. U sluCaju kserostomije, mukozna membrana je
osjetljivija i ranjivija, stoga bi se trebale izbjegavati iritiraju¢e zubne paste, poput onih koje
sadrze snazna esencijalna ulja 1 pjenuSave tvari. Antioksidansi i enzimi poput
laktoperoksidaze, lizozima, laktoferina i glikosiloksidaze preporucljivi su. Oni osiguravaju
funkciju zlijezda slinovnica. Drugi primjer zubnih pasta koje rjeSavaju specificne probleme su
antivirusni proizvodi. Dokazano je kako larifan moZe pokrenuti prirodni imunoloski odgovor
tijela, pruzaju¢i antivirusnu i1 imunomodulatorsku aktivnost te inhibirati proboj i rast
patogenih bakterija. Budu¢i da je oralna mukoza podlozna infekcijama, redovita uporaba
zubnih pasta koje sadrzavaju larifan moze sprijeciti stvaranje 1 progresiju upale uzrokovane
virusima i bakterijama. Ovo moZze biti efikasna prevencija i lijeCenje stomatitisa (osobito

herpeti¢nog), gingivitisa i parodontitisa (13).
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Istrazivanje je bilo usmjereno na ispitivanje utjecaja Siroko dostupnih zubnih pasta s

hrvatskog trzista na stanice usne Supljine.

Glavna svrha ovog istrazivanja bila je procjena u kojoj su mjeri zubne paste bez i s
ucinkom izbjeljivanja biokompatibilne i sigurne za svakodnevno koriStenje kroz parametre
citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti. Primjenom mikronukleus testa pratio se utjecaj zubnih pasta

na stanicama bukalne sluznice ovisno o vremenu koje je proslo od pocetka koristenja.
Radne hipoteze:

1. zubne paste bez ucinka izbjeljivanja (konvencionalne zubne paste) nece
pokazati citotoksiCan 1 genotoksi¢an ucinak na stanicama bukalne sluznice, neovisno o

vremenu proteklom od pocetka koristenja,

2. zubne paste s u¢inkom izbjeljivanja pokazat ¢e veci citotoksi¢an i genotoksi¢an
u¢inak na stanicama bukalne sluznice u odnosu na konvencionalne zubne paste istog

proizvodaca,

3. genotoksian 1 citotoksi¢an ucinak zubnih pasta za izbjeljivanje c¢e rasti

sukladno vremenu proteklom od pocetka koristenja istih.
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Ovo je istrazivanje bilo usmjereno na ispitivanje citotoksi¢nog i genotoksi¢nog ucinka
konvencionalnih zubnih pasta 1 pasta za izbjeljivanje u in vivo uvjetima. Primjenom
mikronukleus testa pratio se utjecaj zubnih pasta na humanim bukalnim stanicama, ovisno o

vremenu koje je proslo od pocetka primjene istih.

Istrazivanje se provodilo na Katedri za Restaurativnu dentalnu medicinu i endodonciju
integriranog studija Dentalne medicine Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu.
Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta (Klasa: 003-08/16-
03/0001; Ur. br.: 2181-198-03-04-16-0007).

3.1. Materijali

U istrazivanju se koristilo Sest zubnih pasta, tri konvencionalne zubne paste bez u¢inka
izbjeljivanja Kalodont Pro Care Extra Clean (Saponia d. d., HR), Sensodyne® Fluoride
(GlaxoSmithKline, UK) i Colgate® Cavity Protection (Colgate - Palmolive Company, SAD)
te tri paste s ufinkom izbjeljivanja Kalodont Pro Care Whitening (Saponia d. d., HR),
Sensodyne® Whitening (GlaxoSmithKline, UK) i Colgate® Whitening (Colgate - Palmolive
Company, SAD). Svojstva su zubnih pasta i njihov sastav kako je navedeno od strane

proizvodaca prikazana u Tablicama 1, 2 1 3.

Tablica 1. Sastav zubnih pasta Sensodyne® Fluoride i Sensodyne® Whitening prema

proizvodacu.
ZUBNA | AKTIVNI INAKTIVNI
PASTA | PROIZVODAC | o\ orojcr SASTOJCI Sl

Voda, Sorbitol, Glicerin,
Kalijev nitrat,

Sensodyne® GlaxoSmithKline, | Natrij fluorid Cocamidopropyl betain, ‘}'Il'qratlz‘l ram
Fluoride UK 1450 ppm Arom'a., Ksaqtan guma, SII%CIJ v d.IOkS.ld’
Natrij saharin, Natrij Titanij dioksid
hidroksid, Sukraloza,
Limonen
Voda, Sorbitol, Glicerin,
Kalijev nitrat,
Cocamidopropyl betain, S
Sensodyne® GlaxoSmithKline, | Natrij fluorid | Aroma, Ksantan guma, SﬂI;ICI SZtlgil(r)irsl; d
Whitening UK 1400 ppm Natrij saharin, ’

Pentanatrij trifosfat, Titanij dioksid
PEG-6, Natrij metil

cocoyl taurat
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Tablica 2. Sastav zubnih pasta Colgate® Cavity Protection i Colgate® Whitening prema

proizvodacu.
ZUBNA ~ AKTIVNI INAKTIVNI
pasTA | PROIZVODPAC | g\ sro)cr SASTOJCI ABRAZIV
Dikalcij fosfat dihidrat,
Colgate® Colgate - Natrij Voda, Sorbitol,
Cavit Palmolive monofluorfosf Glicerin, Natrij lauril
Pro t:c ti);)n Company. SAD at sulfat, Celulozna guma,
pany, 1000 ppm Aroma, Tetrakalij
pirofosfat, Natrij saharin
Kalcij karbonat,
Voda, Sorbitol, Natrij Hidratizirani
Coleate - Natrij lauril sulfat, Aroma, silicijev dioksid,
Colgate® Pal n%olive monofluorfosf | Celulozna guma, Benzil Magnezij
Whitening Company. SAD at alkohol, Natrij saharin, | aluminij silikat,
pany, 1450 ppm Cinnamal, Eugenol, Natrij karbonat,
Limonen Natrij
bikarbonat

Tablica 3. Sastav zubnih pasta Kalodont Pro Care Extra Clean i Kalodont Pro Care Whitening

prema proizvodacu.

ZUBNA v AKTIVNI INAKTIVNI
PASTA | PROIZVODAC | ¢\ orojcr SASTOJCI L% vAL
Voda, Sorbitol, Dikalcij
fosfat, Glicerin, PEG-8,
Kalodont Pro Natrij Natrij lauril sulfat, o
. monofluorfosf | Aroma, Ksantan guma, Hidratizirani
Care Extra Saponia d.d., HR . . e e
Cl at Cocamidopropyl betain, | silicijev dioksid
can 1000 ppm Natrij saharin, DMDM
hidantoin, Limonen,
Eugenol, C1 77891
Voda, Sorbitol, Dikalcij
fosfat, Glicerin, PEG-8,
Pentanatrij trifosfat,
Natri Aroma, Natrij lauril
Kalodont Pro T sulfat, Dinatrij . .
. monofluorfosf . Hidratizirani
Care Saponia d.d., HR pirofosfat, Ksantan .. s
Whitening al guma, Cocamidopropyl silicijev dioksid
1000 ppm s

betain, Natrij saharin,
Natrij metilparaben,
Limonen, Eugenol, Cl
77891
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3.2. Ispitanici

Svaki je ispitanik prije potpisivanja informiranog pristanka i suglasnosti u potpunosti
bio upoznat sa svrhom rada. Istrazivanje je provedeno na 30 pacijenata, 15 muskaraca i 15
zena, starih izmedu 21-26 godina (srednja dob 23,27 + 1,21). Ispitanici su nasumicno
podijeljeni u tri broj¢ano iste skupine (10 svaka), ovisno o koriStenim zubnim pastama. U
prvoj grupi su se koristile zubne paste Kalodont Pro Care Extra Clean i Kalodont Pro Care
Whitening (Saponia d. d., HR), u drugoj su se skupini koristile Sensodyne® Fluoride i
Sensodyne® Whitening (GlaxoSmithKline, UK), dok su se u trecoj skupini koristile
Colgate® Cavity Protection i Colgate® Whitening (Colgate - Palmolive Company, SAD). Isti
ispitanici koristili su kroz period od Cetiri mjeseca dvije razli¢ite zubne paste, svaku u trajanju
od dva mjeseca. Prva su dva mjeseca koristili pastu bez ucinka izbjeljivanja, a nakon toga
iduc¢a dva mjeseca onu s ucinkom izbjeljivanja istog proizvodaca i slicnog sastava. Paste su se

koristile minimalno 2 puta dnevno, ujutro i navecer, u trajanju od 2-3 minute.

Od svakog ispitanika je uzeta detaljna medicinska anamneza. U strukturirani upitnik,
predviden za ovo istrazivanje, svi su ispitanici unijeli odgovore na pitanja vezana uz
demografske ¢imbenike (dob, spol itd.), zivotne navike (pusenje, konzumacija alkohola itd.),
osobne ¢imbenike (zdravstveno stanje, uporaba lijekova, izlozenost zraenju) i prehrambene
navike. Pojedinci koji su pusili tri ili viSe cigareta dnevno najmanje godinu dana smatrani su
pusacima. Pojedinci koji su trosili dvije ili vise jedinica alkohola, tri ili viSe puta tjedno nisu
ukljuceni u studiju, kao 1 pacijenti s oralnim lezijama, povijes¢u malignog oboljenja te oni
koji su bili izloZeni materijalima koji se koriste u ortodonciji i/ili u mobilnoj i fiksnoj

protetici. Kriteriji ukljucenja su zdravi studenti bez sistemskih oboljenja.
3.3. Uzorkovanje stanica

Uzorci epitelnih stanica skupljeni su kod svakog ispitanika tehnikom cetkanja
neposredno prije nego su poceli koristiti ispitivane zubne paste te 30, 60, 90 1 120 dana od
pocetka koriStenja kombinacije testiranih zubnih pasta (TO — kontrola prije koristenja
ispitivanih zubnih pasta, T1 — mjesec dana od pocetka koriStenja zubne paste bez uc¢inka za
izbjeljivanje, T2 — dva mjeseca od pocetka koriStenja zubne paste bez ucinka za izbjeljivanje,
T3 — mjesec dana od pocetka koriStenja zubne paste s u¢inkom za izbjeljivanje i T4 — dva

mjeseca od pocetka koriStenja zubne paste s u¢inkom za izbjeljivanje).
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Sudionike istrazivanja zamolili smo da se jedan sat prije uzorkovanja suzdrze od pusenja, jela
te konzumacija alkoholnih pica. Prije uzorkovanja svi su ispitanici tri puta isprali usnu
Supljinu  vodovodnom vodom, kako bi odstranili odljuStene mrtve stanice. Primjenom
citoloSke cetkice (Cytobrush Plus, GmbH, Dietramszell-Linden, Njemacka), njeznim
cetkanjem bukalne sluznice obostrano, uzet je bris bukalnih stanica, nakon ¢ega su stanice

razmazane preko predmetnog stakalca.
3.4. Mikronukleus test

Stanice na predmetnom stakalcu su fiksirane metanolom (80 % v/v) i stakalca su
ostavljena da se osuSe, nakon Cega su obojana s 5% otopinom Giemsa-e u trajanju od 10
minuta, isprana destiliranom vodom i osuSena na zraku. Obrada se provela svjetlosnim
mikroskopom Olympus CX 40 (Olympus, Tokyo, Japan) pod 400x povecanjem, s time da su
svaki mikronukleus i ostale nuklearne anomalije dodatno provjereni pod povecanjem od
1000x. Za svakog ispitanika je analizirano 1000 epitelnih stanica za svako vrijeme
uzorkovanja. Ucestalost pojavljivanja nuklearnih abnormalnosti, poput binuklearnih stanica,
kariolize, kariorekse, mostova i jezgrinih pupoljaka, procijenjena je i kvalificirana prema
Tolbert i sur. (9). Da bi se mikronukleus ra¢unao kao takav morao je ispuniti sljedece uvijete:
a) morao se sastojati od nuklearnog materijala, b) morao je biti potpuno odvojen od mati¢ne
jezgre, ¢) morao je biti manji od 1/3 promjera glavne jezgre, d) morao je biti glatkog, ovalnog
ili okruglog oblika, e) morao je biti u istoj ravnini fokusa i f) morao je biti iste boje, teksture i
refrakcije kao i glavna jezgra. Stanice s dvije jezgre su smatrane binuklearnim. Nuklearne
anomalije, kao Sto su karioreksa (nuklearni raspad), karioliza (otapanje jezgre), jezgrini
pupoljci (prethodnici mikronukleusa) i nukleoplazmatski mostovi (jezgre medusobno spojene

mostom) biljezile su se odvojeno (Slika 5.).
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Slika 5. Odljustene bukalne epitelne stanice pokazuju razlic¢ite anomalije nukleusa na 1000x
(A) normalna stanica; (B) mikronukleus; (C) 5 mikronukleusa; (D) binuklearna stanica; (E)

»slomljeno jaje*; (F) karioreksija; (G) karioliza; (H) piknoza. Preuzeto iz: (11).
3.5. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koristen je programski paket STATISTICA 13 (Dell
Software, Kalifornija, SAD) i Excel, dio programskog paketa Microsoft Office (Microsoft,
Redmond, Washington, SAD). Deskriptivna je statistika koriStena za odredivanje osnovnih
statistickih parametara (srednje vrijednosti, standardne pogreske, standardne devijacije,
medijana te minimalne i maksimalne vrijednosti). Analizom varijance i Student-Newman-
Keuls testom utvrdeno je postojanje/nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu srednjih
vrijednosti za svaki mjereni parametar (mikronukleus, binuklearna stanica, stanica s
kondenziranim kromatinom, piknoza, karioliza, karioreksa, pup, most) za pojedine parove
testiranih skupina. Doprinos prediktorskih varijabli zavisnim varijablama (mjereni parametri)
koriSten je napredni regresijski model te viSestruka regresijska analiza. U svim je testovima

koriStena statisticka znacajnost p<0,05.
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U istrazivanju je sudjelovalo 30 ispitanika, od kojih 15 muskaraca i 15 Zena (Slika 6.) u

dobi od 21-26 godina (Slika 7.).

Spol

Slika 6. Prikaz broja ispitanika po spolu.

Dob

M 21 godina ®22godine m23godine M24godine 26 godina

Slika 7. Prikaz ispitanika (n=30) po dobnim skupinama u postotcima.
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Pomoc¢u strukturiranog upitnika predvidenog za ovo istraZivanje uzeti su podaci o

ucestalosti (Cesto, umjereno, nikad) zivotnih navika u ispitanika (n=30), kao $to su pusenje,

konzumiranje alkohola, prehrambene navike (suhomesnati proizvodi, meso, voce, povrce,

kava, C€aj) i tjelesna aktivnost (Slika 8.). Osim navedenih podataka, medu ispitanicima njih se

93,3 % nije podvrglo RTG snimanjima Sest mjeseci prije uzorkovanja stanica bukalne

sluznice niti koristilo lijekove (Slika 9.).
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Slika 8. Prikaz zivotnih navika ispitanika (n=30) u postotcima.
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Slika 9. Prikaz ucestalosti RTG pretrage i uzimanja lijekova kod ispitanika (n=30).
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Ovisnost mikronukleus testa o svim prediktorskim varijablama prikazana je u Tablici
4. Kao Sto vidimo u tablici, statisticki znacajan utjecaj ima tjelesna aktivnosti na pojavnost
mikronukelusa (p=0,041), konzumacija voéa na pojavnost kondenziranog kromatina
(p=0,001), konzumacija alkohola na pojavnost pupa (p=0,005) te pusenje na pojavnost mosta

(p=0,027) 1 binuklearnih stanica (p=0,003).

Tablica 4. Prikaz utjecaja spola, dobi, lijekova, RTG-a, zivotnih navika (pusenje,
konzumiranje alkohola, prehrambene navike 1 tjelesna aktivnost) na parametre mikronukleus

testa. *Statisticka znacajnost (p<0,05).

Konden- Pikno- Binuklea

MN Karioliza zirani Karioreksa Pup Most -rna

kromatin 7 stanica
Spol 0,848 0,272 0,171 0,804 0,608 0,800 0,405 0,331
Dob 0,354 0,703 0,928 0,962 0,701 0,159 0,576 0,821
Lijekovi 0,878 0,758 0,521 0,947 0,956 0,148 0,101 0,373
RTG 0,818 0,838 0,057 0,947 0,378 0,684 0,101 0,290

PuSenje 0,614 0,767 0,295 0,829 0,106 0,327 | 0,027% 0,003*
Alkohol 0,365 0,408 0,375 0,327 0,180 | 0,005* | 0,587 0,694
Meso 0,681 0,715 0,425 0,333 0,867 0,836 0,055 0,885
Suhomesnato | 0,572 0,819 0,071 0,733 0,997 0,562 0,952 0,408
Povrce 0,339 0,578 0,460 0,973 0,777 0,645 0,081 0,062
Voée 0,919 0,440 0,001* 0,369 0,508 0,294 0,218 0,294
Kava 0,463 0,357 0,802 0,051 0,954 0,962 0,160 0,684
Caj 0,056 0,584 0,557 0,774 0,755 0,797 0,719 0,948
Tj. aktivnost | 0,041* 0,950 0,996 0,418 0,607 0,718 0,739 0,481

Osnovni statisti¢ki parametri za zubnu pastu Colgate® prikazani su u Tablici 5. Po
parametru srednje vrijednosti razlika izmedu kontrole (0 dana) i nakon 30 dana u kojima je
koriStena zubna pasta Colgate® Cavity Protection za vrijednosti mikronukleusa imamo
povecanje od 6,25 %, dok se nakon 60 dana koriStenje iste paste vrijednost mikronukleusa
spustila za 23,53 %. Nakon toga pocinje koriStenje paste Colgate® Whitening nakon Cijeg se
koristenja u trajanju od 30 dana (ukupni 90. dan od kontrole) vrijednost mikronukleusa u
odnosu na 60. dan povecala za 92,3 %, a nakon 60 dana koriStenja nastavljeno je povecanje za
24 %. Medutim, nakon analize varijance i1 Student-Newman-Keuls testa te vrijednosti nemaju

statistickog znacaja *p<0,05.

Tablica 5. Deskriptivna statistika Colgate®. Osnovni statisticki parametri za parametre
mikronukleus testa prije izloZenosti ispitanika zubnim pastama Colgate®, nakon izloZenosti
ispitanika zubnoj pasti Colgate® Cavity Protection (30 i 60 dana) te nakon toga izloZenost
ispitanika zubnoj pasti Colgate® Whitening (90 1 120 dana). MN - mikronukleus, BN —
binuklearna stanica, X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija, SP - standardna

pogreska, M — medijan.
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Vrijeme  Statisticki Parametar mikronukleus testa

izloZenosti parametar NN Karioliza Kondenzirani Karioreksa Piknoza Pup Most BN

kromatin

X 1,60 0,30 0,50 0,30 0,90 0,30 0,10 3,90

SD 0,70 0,67 0,53 0,67 0,74 048 0,32 0,74

SP 022 021 0,17 0,21 023 0,15 0,10 0,23

0 dana M 1,50 0,00 0,50 0,00 1,00 0,00 0,00 4,00
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
Maksimum 3,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00 5,00

X 1,70 0,90 0,30 0,40 0,50 020 0,00 2,60

SD 0,48 1,20 0,48 0,52 0,53 042 0,00 0,84

SP 0,15 0,38 0,15 0,16 0,17 0,13 0,00 027

30 dana M 2,00 0,50 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 2,00
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00
Maksimum 2,00 3,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 4,00

X 1,30 0,70 0,30 0,10 0,30 0,10 0,20 2,70

SD 0,82 1,25 0,67 0,32 0,67 032 042 1,42

SP 0,26 0,40 0,21 0,10 021 0,10 0,13 045

60 dana M 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,50
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 3,00 4,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00 5,00

X 2,50 0,60 0,40 0,30 0,50 0,10 0,10 2,90

SD 1,35 0,84 0,70 0,48 0,85 032 0,32 1,20

SP 0,43 027 0,22 0,15 0,27 0,10 0,10 0,38

90 dana M 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
Maksimum 5,00 2,00 2,00 1,00 2,00 1,00 1,00 5,00

X 3,10 0,60 0,20 0,30 0,40 0,00 0,20 2,40

SD 1,60 0,70 0,42 0,48 0,52 0,00 042 1,17

Sp 0,50 0,22 0,13 0,15 0,16 0,00 0,13 0,37

120 dana M 3,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,50
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
Maksimum 7,00 2,00 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 4,00
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Slika 10. Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara mikronukleus testa s obzirom

na vrijeme izloZenosti ispitanika zubnoj pasti Colgate® ( TO — 0 dana, T1 — 30 dana, T2 — 60

dana, T3 — 90 dana, T4 — 120 dana od pocetka koristenja zubnih pasta).
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Osnovni statisticki parametri za zubnu pastu Kalodont prikazani su u Tablici 6. Po
parametru srednje vrijednosti razlika izmedu kontrole (0 dana) i nakon 30 dana u kojima je
koriStena zubna pasta Kalodont Pro Care Extra Clean za vrijednosti mikronukleusa imamo
povecanje od 64,29 %, dok je nakon 60 dana koriStenje iste paste vrijednost mikronukleusa
porasla za jo$ 4,34 %. Nakon toga pocinje koriStenje paste Kalodont Pro Care Whitening,
nakon ¢ijeg se koriStenja u trajanju od 30 dana (ukupni 90. dan od kontrole) vrijednost
mikronukleusa u odnosu na 60. dan povecala za 8,33 %, a nakon 60 dana koriStenja pala je
za 23,07 %. Medutim, nakon analize varijance i Student-Newman-Keuls testa te vrijednosti

nemaju statistickog znacaja *p<0,05.

Tablica 6. Deskriptivna statistika Kalodont. Osnovni statisticki parametri za parametre
mikronukleus testa prije izloZenosti ispitanika zubnim pastama Kalodont, nakon izloZenosti
ispitanika zubnoj pasti Kalodont Pro Care Extra Clean (30 i 60 dana) te nakon toga
izloZzenost ispitanika zubnoj pasti Kalodont Pro Care Whitening (90 i 120 dana). MN -
mikronukleus, X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija, SP - standardna pogreska,

M — medijan.
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Vrijeme  Statisticki Parametar mikronukleus testa

izloZenosti parametar NN Karioliza Kondenzirani Karioreksa Piknoza Pup Most BN

kromatin

X 1,40 0,40 0,20 0,00 0,40 0,50 0,00 3,30

SD 0,97 0,52 0,63 0,00 0,52 0,53 0,00 1,70

SP 0,31 0,16 0,20 0,00 0,16 0,17 0,00 0,54

0 dana M 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 3,50
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
Maksimum 3,00 1,00 2,00 0,00 1,00 1,00 0,00 7,00

X 2,30 0,40 0,00 0,00 0,40 0,10 0,10 3,00

SD 1,16 0,52 0,00 0,00 0,52 032 0,32 1,63

SP 0,37 0,16 0,00 0,00 0,16 0,10 0,10 0,52

30 dana M 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,50
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
Maksimum 4,00 1,00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00 5,00

X 2,40 0,40 0,00 0,10 0,40 0,10 0,00 2,90

SD 1,58 0,70 0,00 0,32 0,52 0,32 0,00 1,29

SP 0,50 0,22 0,00 0,10 0,16 0,10 0,00 041

60 dana M 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
Maksimum 5,00 2,00 0,00 1,00 1,00 1,00 0,00 5,00

X 2,60 1,10 0,10 0,10 0,80 0,20 0,00 3,50

SD 1,90 0,74 0,32 0,32 0,79 0,42 0,00 1,78

SP 0,60 0,23 0,10 0,10 0,25 0,13 0,00 0,56

90 dana M 2,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 4,00
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 6,00 2,00 1,00 1,00 2,00 1,00 0,00 6,00

X 2,00 0,60 0,00 0,00 0,80 0,00 0,20 3,70

SD 1,56 0,84 0,00 0,00 0,92 0,00 042 1,57

Sp 0,49 0,27 0,00 0,00 029 0,00 0,13 0,50

120 dana M 2,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 3,50
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
Maksimum 6,00 2,00 0,00 0,00 2,00 0,00 1,00 7,00
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Slika 11. Srednje vrijednosti 1 standardne devijacije parametara mikronukleus testa s obzirom
na vrijeme izloZenosti ispitanika zubnoj pasti Kalodont ( TO — O dana, T1 — 30 dana, T2 — 60

dana, T3 — 90 dana, T4 — 120 dana od pocetka koriStenja zubnih pasta).
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Osnovni statisticki parametri za zubnu pastu Sensodyne® prikazani su u Tablici 7. Po
parametru srednje vrijednosti razlika izmedu kontrole (0 dana) i nakon 30 dana u kojima je
koriStena zubna pasta Sensodyne® Fluoride za vrijednosti mikronukleusa imamo povecanje
od 5, 88 %, a nakon 60 dana koristenje iste paste vrijednost mikronukleusa je narasla jo§ 11,
11 %. Nakon toga pocCinje koristenje paste Sensodyne® Whitening nakon ¢ijeg se koristenja
u trajanju od 30 dana (ukupni 90. dan od kontrole) vrijednost mikronukleusa u odnosu na 60.
dan povecala za 40 %, a nakon 60 dana koriStenja je vrijednost pala za 28, 57%. Medutim,
nakon analize varijance i Student-Newman-Keuls testa te vrijednosti nemaju statistickog

znacaja *p<0,05.

Tablica 7. Deskriptivna statistika Sensodyne®. Osnovni statisticki parametri za parametre
mikronukleus testa prije izloZenosti ispitanika zubnim pastama Sensodyne®, nakon
izloZenosti ispitanika zubnoj pasti Sensodyne® Fluoride (30 i 60 dana) te nakon toga
izloZzenost ispitanika zubnoj pasti Sensodyne® Whitening (90 1 120 dana). MN -
mikronukleus, X - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija, SP - standardna pogreska,

M — medijan.
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Vrijeme  Statisticki Parametar mikronukleus testa

izloZenosti Parametar NN Karioliza Kondenzirani Karioreksa Piknoza Pup Most BN

kromatin

X 1,70 0,40 0,30 0,50 0,30 0,30 0,00 3,60

SD 0,67 0,52 0,67 0,85 0,67 0,48 0,00 1,83

SP 021 0,16 0,21 0,27 0,21 0,15 0,00 0,58

0 dana M 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00
Maksimum 3,00 1,00 2,00 2,00 2,00 1,00 0,00 7,00

X 1,80 0,70 0,10 0,30 0,50 0,00 0,10 3,00

SD 0,79 0,82 0,32 0,48 0,53 0,00 0,32 1,70

SP 025 026 0,10 0,15 0,17 0,00 0,10 0,54

30 dana M 2,00 0,50 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 2,50
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00
Maksimum 3,00 2,00 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 6,00

X 2,00 0,70 0,10 0,40 0,40 0,10 0,30 3,30

SD 1,49 1,25 0,32 0,84 0,70 0,32 0,48 142

SP 0,47 0,40 0,10 0,27 0,22 0,10 0,15 045

60 dana M 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00
Maksimum 5,00 4,00 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00 7,00

X 2,80 0,80 0,20 0,20 0,60 0,00 0,30 3,20

SD 1,23 0,79 0,42 0,42 0,84 0,00 0,67 1,87

SP 0,39 0,25 0,13 0,13 0,27 0,00 0,21 0,59

90 dana M 2,50 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 5,00 2,00 1,00 1,00 2,00 0,00 2,00 6,00

X 2,00 0,70 0,20 0,20 0,50 0,10 0,00 3,80

SD 0,94 0,67 0,42 0,63 0,71 0,32 0,00 2,04

Sp 0,30 0,21 0,13 0,20 022 0,10 0,00 0,65

120 dana M 2,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,00
Minimum 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maksimum 4,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 0,00 7,00
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Slika 12. Srednje vrijednosti i standardne devijacije parametara mikronukleus testa s obzirom
na vrijeme izlozenosti ispitanika zubnoj pasti Sensodyne® ( TO — 0 dana, T1 — 30 dana, T2 —

60 dana, T3 — 90 dana, T4 — 120 dana od pocetka koriStenja zubnih pasta).
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Tablica 8. Rezultati analize varijance za parametar mikronukleus testa prije i nakon
izloZenosti ispitanika zubnim pastama. SS - suma kvadrata, D.F. - stupnjevi slobode, MS -

varijanca. * Statisti¢ki znacajno razli¢it u odnosu na kontrolnu vrijednost (p<0,05).

Izvor Izmedu Unutar
co ee . . Ukupno F p
varijacije skupina skupina
SS 0,47 16,9 17,37
Mikronukleus
To0 D.F. 2 27 29 0,37 0,69
MS 0,23 0,63
SS 2,07 19,8 21,87
Mikronukleus
1 D.F. 2 27 29 1,41 0,26
MS 1,03 0,73
SS 6,2 48.5 54,7
Mikronukleus
D.F. 2 27 29 1,73 0,2
T2
MS 3,1 1,8
SS 0,47 62,5 62,97
Mikronukleus
D.F. 2 27 29 0,1 0,9
T3
MS 0,23 2,31
SS 8,07 52,9 60,97
Mikronukleus
D.F. 2 27 29 2,06 0,15
T4
MS 4,03 1,96
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Tablica 9. Rezultati Student-Newman-Keuls testa za parametar mikronukleus testa prije i
nakon izloZenosti ispitanika zubnim pastama. Grupirajuca varijabla — proizvodaci pasta: 1 —

Colgate®, 2 — Kalodont, 3 — Sensodyne®. *Statisticka znacajnost postavljena na p<0,05.

MNO
(1) Colgate® (2) Kalodont (3) Sensodyne®
(1) Colgate® 0,576691 0,779736
(2) Kalodont 0,576691 0,677092
(3) Sensodyne® 0,779736 0,677092
MN1
(1) Colgate® 0,277118 0,796098
(2) Kalodont 0,277118 0,202837
(3) Sensodyne® 0,796098 0,202837
MN2
(1) Colgate® 0,177509 0,253186
(2) Kalodont 0,177509 0,510349
(3) Sensodyne® 0,253186 0,510349
MN3
(1) Colgate® 0,884348 0,898854
(2) Kalodont 0,884348 0,771180
(3) Sensodyne® 0,898854 0,771180
MN4
(1) Colgate® 0,203142 0,090341
(2) Kalodont 0,203142 1,000000
(3) Sensodyne® 0,090341 1,000000

33



Diplomski rad

Ana Zeravica

Tablica 10. Rezultati analize varijance za parametar mikronukleus testa za vrijeme 4 razdoblja

izloZenosti ispitanika zubnim pastama. SS - suma kvadrata, D.F. - stupnjevi slobode, MS -

varijanca. * Statisti¢ki znacajno razli¢it u odnosu na kontrolnu vrijednost (p<0,05).

Izvor Izmedu Unutar
co ee . . Ukupno F p
varijacije skupina skupina
SS 21,17 217,87 239,04
Razdoblja D.F. 4 145 149 3,52 0,008
MS 5,29 1,5025

Tablica 11. Rezultati Student-Newman-Keuls testa za parametar mikronukleus testa za

vrijeme 4 razdoblja izlozenosti ispitanika zubnim pastama. *StatistiCcka znacajnost postavljena

na p<0,05.
Razdoblja Colgate® Kalodont Sensodyne®
0 0,569010 0,478112 0,292250
1 0,478112 0,087512 0,916139
2 0,292250 0,916130 0,320415
3 0,005748* 0,069199 0,094136
4 0,055750 0,170954 0,303233
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Cilj je ovog istrazivanja procjena biokompatibilnosti zubnih pasti s ucinkom
izbjeljivanja na stanicama oralne sluznice. Genotoksi¢nost i citotoksicnost su procijenjene
mikronukleus testom. Opsezna je vremenska klini¢ka studija provedena u razdoblju od Cetiri
mjeseca. Tri su grupe pacijenata koristile dvije razli¢ite zubne paste istih proizvodaca, svaku
dva mjeseca (konvencionalnu bez u¢inka za izbjeljivanje i onu s u¢inkom izbjeljivanja) te je
procijenjena toksicnost svake paste nakon razdoblja od mjesec, odnosno dva mjeseca od
pocetka upotrebe. Prema naSim saznanjima, ovo je prva uzduzna in vivo studija koja

procjenjuje biokompatibilnost razli¢itih zubnih pasti izravno na pacijentima.

Zubne paste sadrze kemikalije koje mogu imati nepovoljne u€inke na oralno tkivo
ljudi. Gotovo svi su sastojci potencijalno Stetni, a rizik Stetnih efekata ovisi o koncentraciji
istih. S obzirom na njihov ucestali doticaj s oralnom sluznicom, svi Stetni efekti takvih
sastojaka moraju biti provjereni. Mikronukleus test koriSten u ovoj studiji potpuno je
neinvazivna 1 pouzdana metoda prikladna za utvrdivanje Stete na kromosomima usne Supljine.
Bazalni sloj oralne sluznice sadrzi mati¢ne stanice koje mogu iskazati genetsko oStecenje
(gubitak ili lom kromosoma) kao mikronukleus tijekom diobe stanica. Bukalne stanice se
samoodrzavaju konstantnom stanicnom obnovom, u kojoj nove stanice nastale mitozom u
bazalnom sloju migriraju na povrSinu i zamjenjuju oSte¢ene (15). Optimalno je tempiranje
izmedu 7 i1 21 dana nakon izlaganja jer vrS$no iskazivanje oSte¢enja moze varirati ovisno o
efektima odredenog ostecenja DNK, odnosno o promjenjivoj izlozenosti kromosoma bazalnih
stanica (16). Bukalne stanice imaju ograni¢ene mogucnosti regeneracije DNK, zbog cega su
podloznije razvijanju genetske nestabilnosti u usporedbi sa stanicama koje efikasnije

obnavljaju ostec¢enja DNK (17).

Takoder, nuzno je naglasiti da je usna Supljina multifaktorijalno okruzenje te, obzirom
da svaki pacijent ima vlastite specificne bioloSke varijacije, in vivo studije ne mogu biti
standardizirane. Kako bi se eliminirala pojedinacna odstupanja, napredak svakog ispitanika je
redovito vremenski pracen. Ispitanici su posluzili kao vlastita kontrola te su bioloske

raznolikosti bile zanemarive u kona¢noj procjeni (18).

Mikronukleus test na oljustenim stanicama bukalne sluznice je in vivo ispitivanje koje
omogucava pojasSnjenje ucinaka genotoksi¢nih tvari direktno na ciljanom tkivu. Sve tri
testirane konvencionalne zubne paste bez ucinka za izbjeljivanje nisu dovele do znacajnog
povecanja broja mikronukleusa u odnosu na kontrolni bris uzet neposredno prije pocetka

koriStenja testiranih zubnih pasta. Broj je stanica sa mikronukleusima u ovom istraZivanju bio
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najveci trideset dana od pocetka koriStenja zubnih pasti s u¢inkom za izbjeljivanje (T3) za sve
tri zubne paste u odnosu na kontrolu (TO), ali statisticki znaCajan porast je bio samo kod
zubne paste Colgate® (p=0,0057; T3) te se spustio na kontrolirane vrijednost nakon 60 dana
od pocetka koristenja (p=0,055; T4). Usporedbom konvencionalnih zubnih pasti bez ucinka
izbjeljivanja s onima s ucinkom izbjeljivanja primje¢en je porast broja stanica s
mikronukleusom, ali se nije pokazalo statisticki znaCajnim. Kad smo usporedivali
konvencionalne zubne paste medusobno, nismo naisli na razlike medu njima u parametrima

cito 1 genotoksi¢nosti. Isto se potvrdilo i u usporedbi zubnih pasti s u¢inkom za izbjeljivanje.

Ovi rezultati su u skladu s onima preuzetim iz Camargo 1 suradnici (6), koji pokazuju
kako su paste s u¢inkom izbjeljivanja bile in vitro viSe genotoksicne od uobicajenih. U tom
istrazivanju sve su testirane zubne paste uspjele dovesti prezivljavanje stanica na istu razinu.
Oral-B Whitening paste za zube smanjile su prezivljavanje stanica na prosje¢no manje od 40
%, te su dovele do stvaranja 3 puta viSe mikronukleusa nego kod netretirane skupine. S druge
strane, Colgate® Whitening pokazuje postotak stanica sposobnih za zZivot manji od 5 %, te je
ta zubna pasta povecala broj mikronukleusa na tretiranim stanicama za otprilike dvostruko u
odnosu na rezultate kod netretirane skupine. Ako procjenjujemo u odnosu na konvencionalne
Colgate® zubne paste, Colgate® Whitening zubna pasta je dovela do jednostrukog povecanja

broja mikronukleusa.

S druge strane, Torrado i suradnici (19) su na misjim fibroblastima L1929 in vitro
testirali citotoksi¢nost Crest Extra-Whitening zubne paste. Njihovi rezultati su pokazali da
nije bilo inhibicije vece od 50 % te nisu primijetili povecanja citotoksi¢nosti u odnosu na
vrijeme inkubacije. Ghapanachi i suradnici (20) su takoder in vitro istrazivali citotoksi¢nost
16 komercijalnih zubnih pasti na osnovnim epitelnim stanicama usne Supljine i HeLa
stanicama, te su pokazali da sve testirane paste imaju odredeni stupanj toksi¢nosti. Stovise, u
usporedbi s kontrolnim skupinama, citotoksi¢nost zubnih pasti je znaCajno porasla i
uzrokovala odumiranje stanica nakon povecanog vremena izloZenosti, od 1 do 5 minuta.
Citotoksi¢nost su zubnih pasti, takoder, in vitro dokazali Bruno i suradnici (21) na ljudskim
gingivnim fibroblastima. Sve testirane zubne paste su pokazale postotak stanica sposobnih za
zivot izmedu 16 1 21 %, te su smatrane izrazito toksi¢nima. Postotak je stanica sposobnih za
zivot bio sli¢an kod svih testiranih zubnih pasti (Colgate® Total 12 Clean Mint, Colgate®
Luminous White, Oral B Limpeza i Closeup Ag¢ao Profunda). Sli¢no je istraZivanje provela
jo§ jedna brazilska skupina autora (22). Oni su procjenjivali citotoksi¢nost Siroko dostupnih

konvencionalnih zubnih pasti na ljudske gingivne fibroblaste putem MTT testa. Sensodyne®
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skupina pasti pokazala je postotak stanica sposobnih za zivot sli¢an onom kod kontrolne
skupine (destilirana voda), a bio je izmedu 60 i 68 %. Sve su druge zubne paste, medu njima i
Colgate® Total 12, pokazale visoku razinu citotoksicnosti, s brojem stanica manjim od 50 %

u odnosu na kontrolnu skupinu (22).

Ovaj pad broja stanica sposobnih za Zivot moze biti pripisan u¢inku razli¢itih sastojaka
zubnih pasti, samih ili u kombinacijama (21). Neka su istrazivanja pokazala da su odredeni
sastojci zubnih pasti odgovorni za kulturno odumiranje stanica (21, 23, 24). Razlike izmedu
sastava testiranih zubnih pasti mogu biti odgovorne za spomenute ucinke. Medutim,

proizvodaci ne objavljuju detaljan sastav.

.....

koriSten kao deterdzent 1 sastojak kozmetickih preparata. Ucestala upotreba ovog sastojka
vodi do viSestrukih alergijskih reakcija i trovanja. Sustavni unos spojeva SLS-a moZe imati
kancerogeni ucinak (25). Istrazivanje koje su proveli Gerckens i suradnici (26, 27) pokazalo je
epitela. Neppelberg i suradnici (28) utvrdili su direktnu vezu izmedu SLS-a i odumiranja
epitelnih stanica. Treba napomenuti da je svih 6 testiranih zubnih pasti sadrzavalo SLS, ali te
zubne paste su vjerojatno imale manju koncentraciju ovog sastojka, tako da ucinak SLS na

parametre citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti u in vivo uvjetima nije bio uocljiv.

Jos jedan sastojak koji je povezivan s citotoksi¢nos¢u oralne sluznice je triklosan. To
je aktivni sastojak koji sprjecava bakterijsku aktivnost i nastanak plaka (22, 29). In vitro,
triklosan oStecuje integritet plazmatske membrane i1 uzrokuje odumiranje stanica apoptozom
(30). Triklosan moze smanyjiti iritaciju uzrokovanu SLS-om dok kombinacija triklosana sa

NaF ili Zn citratom povecava citotoksi¢ni potencijal triklosana (30, 31).

Ostali sastojci, ukljuujuci natrijev monofluorofosfat, silicijev dioksid, hidratizirani
silicij, natrijev benzoat, konzervanse, boje, okuse 1 baze, mogu takoder imati toksi¢an utjecaj
(20, 32). Unato¢ ucestaloj klini¢koj upotrebi, NaF moZe inhibirati rast stanica, kao i sintezu
DNK i proteina, citotoksican je za nekoliko tipova stanica. Jeng i suradnici (33) su zakljucili
kako je NaF toksi¢an za fibroblaste oralne sluznice, tako da smanjuje sintezu proteina,
stani¢nu ATP razinu i mitohondrijsku funkcionalnost, ovisno o doziranju. Medutim, u¢inci su
NaF na stanice ovisili o koli¢ini, frekvenciji i trajanju izloZenosti. Utvrdili su kako NaF ne

uzrokuje zna€ajniju inhibiciju na koncentracijama manjim od 2 mmol/L (40 ppm).
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In vitro istrazivanja mogu se razlikovati od naseg in vivo, obzirom da je tesko utvrditi
koncentraciju zubne paste te uvjetovano vrijeme. Nasi se rezultati vjerojatno razlikuju od onih
in vitro zbog Cinjenice da razliciti faktori poput sline, sloja sluzi, razine kreatina, cirkulacije i

oralne flore mogu utjecati na zastitu oralne Supljine od $tetnih tvari (21).

Brojni bioloski, ekoloski i demografski faktori mogu ometati in vivo istrazivanja.
Uglavnom, to su faktori domacina (dob, spol), zivotni stil (pusenje, alkohol, zanimanje, folna
kiselina i unos vitamina) te podloznost bolestima (karcinom i sl.) (34). U naSem istrazivanju
na oSte¢enja DNK najveéi je utjecaj promatran s obzirom na vrijeme proteklo od pocetka
koriStenja zubnih pasti. Dob 1 spol su najvaznije demografske varijable koje utjecu na indeks
mikronukleusa. U nasem istrazivanju nismo uocili razlike izmedu spolnih i dobnih skupina. U
brojnim je istrazivanjima dokazano kako osobe Zenskog spola imaju veci broj mikronukleusa
zbog hormonskih promjena. Za oba je spola ucestalost mikronukleusa znacajno i pozitivno
povezana s dobi ispitanika (35). Medu faktorima Zivotnog stila puSenje 1 konzumacija
alkohola pokazali su najvec¢i utjecaj na oStecenje DNK (pup i most) i pojavu binuklearnih
stanica. Nasa promatranja, temeljena na rezultatima viSestruke regresijske analize 1 s obzirom
na utjecaj puSenja i konzumacije alkohola na ostecenje DNK i frekventnost mikronukleusa, u
skladu su s onima koje su objavili Lima i suradnici (36), koji nisu otkrili znacajan efekt
pusenja i alkohola na pojavu mikronukleusa u stanicama oralne sluznice kod osoba koje

zloupotrebljavaju alkohol, duhan i droge.

Rezultati provedenog istrazivanja pokazuju kako paste za izbjeljivanje mogu
prouzroCiti genotoksi¢an efekt na stanice bukalnog epitela u prvom mjesecu upotrebe.
Takoder, nakon dva mjeseca upotrebe broj mikronukleusa vratio se na bazalnu razinu,
pokazuju¢i odsustvo dugorocnih efekata na genetsku stabilnost. Prema naSim rezultatima
mozemo zakljuciti kako je promatrano povecanje osteenja DNK privremenog karaktera i ne
mora imati bioloSkog znac¢aja. Bilo bi pozZeljno da farmaceutske tvrtke bolje prate nezeljene
efekte te izbace dokazane Stetne tvari iz sastava zubnih pasti. Stovise, buduéa su istraZivanja i
uzduzno pracenje nuzni kako bi se otkrile bilo kakve nuspojave prilikom koristenja proizvoda

za oralnu higijenu.
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Iz navedenih rezultata dolazimo do sljede¢ih zakljucaka:

1. Nema razlike u parametrima citotoksi¢nosti i genotoksicnosti na stanicama bukalne
sluznice dobivenih mikronukleus testom kod zubnih pasta bez ucinka izbjeljivanja
(konvencionalne zubne paste), neovisno o vremenu proteklom od pocetka koristenja.

2. Zubne paste s uc¢inkom izbjeljivanja pokazale su porast parametara citotoksi¢nosti i
genotoksi¢nosti na stanicama bukalne sluznice u odnosu na konvencionalne zubne
paste istog proizvodaca, no to nije bilo statisticki znacajno.

3. Zubne paste s uCinkom izbjeljivanja pokazale su porast parametara citotoksi¢nosti i
genotoksicnosti na stanicama bukalne sluznice u odnosu na kontrolni bris uzet prije
pocetka koriStenja testiranih zubnih pasta.

4. GenotoksiCan 1 citotoksi¢an u€inak zubnih pasta za izbjeljivanje nije rastao sukladno
vremenu proteklom od pocetka koriStenja istih. Najveci je porast primijeen u prvom
mjesecu koriStenja.

5. Genotoksi¢ni uc¢inak zubnih pasta s ufinkom izbjeljivanja in vivo prolaznog je
karaktera te nema biolosku vaznost.

6. Zubne paste su najcesce koristeno sredstvo u oralnoj higijeni, a proizvodaci na trziste
proizvoda za oralnu higijenu svakodnevno izbacuju veliki broj proizvoda s novim
inovativnim sastojcima upitne biokompatibilnosti, stoga su nuzna redovita istrazivanja

moguce toksi¢nosti istih u in vivo uvjetima.
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Naslov diplomskog rada: Procjena citotoksicnog i genotoksi¢nog ucinka pasta za

izbjeljivanje na stanicama oralne sluznice

Cilj istrazivanja: Ispitati postoji li razlika u ucestalosti mikronukleusa i drugih jezgrinih

anomalija kod ispitanika pri koriStenju zubnih pasta bez i s u¢inkom izbjeljivanja.

Materijali i metode: Istrazivanje je provedeno na Medicinskom fakultetu u Splitu u trajanju
od Cetiri mjeseca. Sudjelovalo je 30 zdravih studenata Medicinskog fakulteta u Splitu, koji su
potpisali suglasnost za sudjelovanje. Svakom je ispitaniku uzet bris oralne sluznice
citoloSkom Cetkicom neposredno prije koriStenja zubnih pasti te nakon 30, 60, 90 1 120 dana.
Ispitanici su koristili dva mjeseca zubnu pastu bez ucinka izbjeljivanja, a zatim dva mjeseca
zubnu pastu s ucinkom za izbjeljivanje. Uzeti bris se nanosio na predmetno stakalce te se
uzorak adekvatno pripremio za analiziranje mjera genotoksi¢nosti 1 citotoksi¢nosti u
stanicama u kojima je utvrden broj mikronukleusa 1 drugih morfoloskih promjena jezgre

(mikronukleus test) na svjetlosnom mikroskopu.

Rezultati: Rezultati su pokazali znacajno veci broj stanica s mikronukleusom u periodu od 90
dana, ¢ije su se vrijednosti vratile na kontrolne poslije 120 dana (prijasnju upotrebu testiranih
pasti). Rezultati nisu otkrili razlike izmedu koristenja razli¢itih zubnih pasti za vrijeme istog

perioda koristenja.

Zakljucak: Na osnovu rezultata mozemo zakljuciti kako uporaba pasti za zube sa u¢inkom
izbjeljivanja, u usporedbi s konvencionalnim pastama, uzrokuje odredena stani¢na oStecenja

ali ne kroz duze vrijeme. Promatrani efekti nisu indicirani kao bioloski znacajni.

Kljucne rijeci: biokompatibilnost, DNK oste¢enja, mikronukleus test, stanice oralne sluznice,

paste za izbjeljivanje
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Diploma Thesis Title: Assessment of cytotoxic and genotoxic effects of whitening

toothpastes on oral mucosa cells

Objectives: To examine whether there is a difference in the frequency of micronuclei and

other nuclear anomalies in the subjects that are using conventional and whitening toothpastes.

Material and Methods: The study was conducted at the School of Medicine in Split, and
lasted for 4 months. The study included 30 healthy medical students from University of Split
who signed the agreement to participate. Each subject's oral mucosa was wiped with cytology
brush directly before using the toothpastes, and after 30, 60, 90 and 120 days. Subjects used
conventional toothpaste for 2 months and then whitening toothpaste for other 2 months.
Wiped cells were inflicted on a glass slide and then the sample was adequately prepared for
analysis of genotoxicity and cytotoxicity measures in the cells in which the number of
micronuclei and other morphological changes of the nucleus (micronucleus assay) is

established. It was done with luminous microscope.

Results: The results showed significantly higher number of cells with micronuclei within
period of 90 days, who returned to control values after 120 days (prior use of tested
toothpastes) . Results did not reveal any difference between different toothpaste for the same

duration of use.

Conclusion: Based on the results, we can conclude that the use of whitening toothpastes
causes certain cellular damage compared to conventional toothpastes, but not for long time.

Observed effects could not be indicated as biologically relevant.

Keywords: biocompatibility, DNA damage, micronucleus assay, oral epithelial cells,

whitening toothpaste
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