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1.1. Zubne paste

Zubne paste su pomoc¢no sredstvo u obliku paste ili gela koje se koristi zajedno s
¢etkicom za zube u svrhu odrzavanja i poboljSanja oralnog zdravlja i estetike. Pasta za zube
ima 1 kozmetski - higijenski uc¢inak (otklanja zadah iz usta) i pomaZze u prevenciji karijesa
(prvenstveno zahvalju¢i fluoridima). One su mozda jedan od najsloZenijih medicinsko —
zdravstvenih proizvoda, a sastoje se od abraziva ili njihove smjese suspendiranih u vodenoj
vlaznoj fazi pomocu hidrokoloida. Zubne paste dodatno sadrze surfaktante, aktivne

terapeutske sastojke, zasladivace, boje, konzervanse i brojne druge sastojke (1, 2).

1.1.1. Aktivni sastojci zubnih pasta

Fluoridi

Ovisno o specificnom zakonodavstvu zemlje ili regije, moze se koristiti nekoliko
fluoridnih spojeva u razli¢itim koncentracijama. U EU su fluoridni spojevi regulirani kao
kozmeticki te je dostupno ukupno 20 razli¢itih spojeva i njihovih mjeSavina. U SAD-u se
fluoridi reguliraju kao lijek 1 dopuStena su samo tri spoja (natrijev fluorid, natrijev
monofluorofosfat i kositreni fluorid). Smjese razlicitih fluoridnih spojeva nisu dopustene, a
za razliku od EU zubne paste moraju sadrzavati odredenu razinu (bio) dostupnih fluorida. U
gotovo svim ostalim dijelovima svijeta moguce je nac¢i samo osnovna tri fluoridna spoja -
NaF, Na;POsF ili SnF> - vjerojatno zbog toga S§to na vecini trZiSta dominiraju iste tvrtke
poput onih u EU 1 SAD-u.

Postoje 1 zakonodavne razlike izmedu maksimalnih dopustenih koncentracija fluorida
u zubnim pastama. Tako u EU mogu sadrzavati maksimalno do 1500 ppm fluorida, a
koncentracije znatno variraju izmedu pojedinih vrsta zubnih pasti (250 - 1500 ppm fluorida)
namijenjenih djeci u dobi od 6 i visSe godina. S druge strane, u SAD-u najveca dopustena
koncentracija fluorida za dob od 2 godine i vise iznosi 1150 ppm, a varijacije u
koncentracijama unutar zubnih pasti su male (850 — 1150 ppm) zbog statusa lijeka kojeg

fluoridni spojevi imaju u toj zemlji (2).

Nefluoridni antikarijesni sastojci
Nefluoridni antikarijesni sastojci ukljucuju kalcij, fosfat, metale i neke antimikrobne

spojeve (1). Idealni remineralizacijski spoj bi trebao difundirati ili dostavljati kalcij i fosfat

2
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unutar povrSinske lezije ili pojacati remineralizacijske sposobnosti sline i oralnih rezervoara
bez povecanja rizika od nastanka kamenca. CPP-ACP spojevi pruzaju bioloski dostupne
kalcijeve 1 fosfatne ione koji na zubnoj povrSini inhibiraju demineralizaciju te poticu
remineralizaciju. Ostali ¢imbenici sa sliénim uc¢inkom su trikalcij fosfat, nanohidroksiapatit i

arginin bikarbonat (2).

Sastojci koji djeluju protiv gingivitisa

Uzrok gingivitisa i parodontitisa su bakterije u dentalnom plaku tako da ga je za
prevenciju ovih bolesti potrebno redovito uklanjati, uklanjaju¢i time i1 mikroorganizme.
Takoder je potrebno sprijeciti rast bakterija, ¢ime se inhibira nastanak novog plaka i1 kamenca
(3). Vecina antiplaknih sastojaka u oralnoj upotrebi su antiseptici ili antimikrobna sredstva
koja preveniraju prianjanje plaka, usporavaju proliferaciju bakterija ili uklanjaju postojeci
plak. Takvi sastojci moraju imati sposobnost produljenog zadrzavanja na oralnim povrSinama
1 polaganog otpusStanja (supstantivnost). Isto tako, trebaju imati Sirok antimikrobni spektar s
niskom toksi¢noséu i visokom kompatibilnos¢u s ostalim komponentama zubne paste.
Najces¢e primjenjivani su triklosan, klorheksidin, kositreni klorid/fluorid 1 cinkov

citrat/klorid (2).

Sastojci protiv zadaha

Pasta koja sadrzi triklosan/kopolimer/natrijev fluorid je ucinkovita u reduciranju
oralnih bakterija, kao i sumpornih spojeva uklju€enih u zadah. U tu svrhu, najcesce se koriste
koriste soli cinka jer cink ne posjeduje samo antimikrobna svojstva, nego 1 reagira s
hlapljivim spojevima sumpora i pretvara ih u nestabilne cinkove soli (cinkov sulfid je jedan

od najmanje topljivih spojeva) (2).

Sastojci protiv stvaranja kamenca
Supragingivni kamenac je mineralizirani plak, a moze se kontrolirati inhibiranjem
mineralizacije razli¢itim ¢imbenicima koji sprje€avaju rast kristala. Takvi inhibitori ukljucuju

pirofosfate, fosfonate, cinkove soli te kopolimer metil vinil etera i malei¢nog anhidrida (2).

Sastojci koji pomazu izbjeljivanju
Abrazivi su glavni sastojci zubnih pasta koji sluze za uklanjanje zubnih obojenja.
Neke paste sadrze dodatne kemijske spojeve koji mogu pojacavati abrazivno ¢iscenje, a to su

enzimi, peroksidi, surfaktanti, citrati, pirofosfati i heksametafosfati (2).
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Sastojci za olaksavanje dentalne preosjetljivosti

Eksponirane povrsine korijena, nastale kao posljedica gingivalne recesije, glavni su
predisponirajuéi ¢imbenici za dentinsku preosjetljivost korijena zuba. U lijeCenju se mogu
koristiti dvije grupe proizvoda: (a) oni koji interferiraju s provodenjem ziv¢anih impulsa i (b)
oni koji okludiraju dentinske tubuluse. Za okluziju tubula koriste se stroncijeve soli (acetat,
klorid), kositar fluorid, kalcij natrij fosfosilikat ("bioglas") i arginin bikarbonat u kombinaciji
s kalcijevim karbonatom. Desenzibilizacija zivaca moze se posti¢i i solima kalija, poput
citrata 1 nitrata. Ove se soli obi¢no upotrebljavaju u relativno visokim koncentracijama (oko

5% w/w), §to negativno utjece na okus zubnih pasti (gorc¢ina) (2).

Sastojci za sprecavanje dentalne erozije
Tek odnedavno su na trziSte uvedene zubne paste za koje se tvrdi da se bore protiv

dentalne erozija, a naj¢esSc¢e koriSteni sastojak jest natrijev ili kositreni fluorid (2).

1.1.2. Pomoc¢ne tvari u zubnim pastama

Abrazivi

Abrazivi su najces¢i pomocni sastojci koji sluZe za ciS€enje i zagladivanje povrSine
zuba. Buduc¢i da su te Cestice tvrde od mrlja, ali mekSe od cakline, mrlje se mogu ukloniti bez
nanoSenja znacajnih oStecenja povrSini zuba. Abrazivi koji se koriste u zubnim pastama su
hidratirani silicijev dioksid, kalcijev karbonat, dikalcijev fosfat dihidrat, kalcijev pirofosfat,
natrijev metafosfat, aluminij, perlit, nano-hidroksiapatit 1 natrijev bikarbonat. Na abrazivni
postupak ciS¢enja utjeCu razliCiti ¢imbenici kao Sto su tvrdoca cCestica, oblik, veliina,

raspodjela veli¢ine, koncentracija 1 primijenjena sila tijekom cetkanja zuba (2).

Povrsinski aktivne tvari

Surfaktanti (deterdzenti) nisu samo odgovorni za pjenjenje zubnih pasti, ve¢ i pomazu
intraoralnoj disperziji pasta i u micelizaciji njezinih hidrofobnih sastojaka (spojevi za
pojacavanje okusa 1 sastojci protiv plaka). Ovisno o prirodi hidrofilnog dijela povrSinski
aktivne molekule, mogu se klasificirati kao anionski, kationski, neionski ili amfoterni.

Surfaktanti se upotrebljavaju u koncentracijama u rasponu od 0,5 do 2,5% w/w. Najcesce
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koristeni surfaktant je SLS (natrijev dodecil sulfat) koji pripada skupini anionskih

surfaktanata, a naj¢es¢i amfoterni surfaktant je kokamidopropil betain (2).

Modifikatori viskoznosti i reologije

Primarna funkcija modifikatora viskoznosti i reoloskih osobina je proizvodnja gel-faze
koja sadrzi homogenu raspodjelu svih sastojaka zubne paste te sprjeCava razdvajanje
komponenata tijekom dugih razdoblja skladistenja. Najces¢i modifikatori viskoznosti i
reologije su karboksimetilceluloza, hidroksietilceluloza, karagenan, ksantanska guma,
celuloza guma i umrezeni poliakrilati, a koriste se pri koncentracijama u rasponu od 0,5 do

2,0% w/w (2).

Sredstva za zadrzavanje viage
Humektanti se koriste kako bi se izbjeglo odvajanje vode i isparavanje, te kako bi se
dobio glatki, sjajni 1 homogeni izgled zubne paste. Glicerin 1 sorbitol su najcesce koristeni u

tu svrhu jer su kompatibilni s ostalim sastojcima, a ujedno su i najjeftiniji (2).

Okusi

Okusi se prvenstveno dodaju zbog kozmeti¢ko/okusnih razloga. Oni prikrivaju cesto
neugodan okus surfaktanata, osvjezavaju dah 1 imaju sposobnost izazivati senzorne znakove
poput hladenja, zagrijavanja ili trnaca. NajceS¢e se upotrebljavaju okusi mente, cimeta,
limuna 1 razli¢iti biljni okusi. Okusi su najskuplji 1 najnestabilniji sastojak, a koriste se u

koncentracijama izmedu 0,3 i 2,0% w/w (2).

Zasladivaci

Zasladivaci se dodaju u zubne paste zbog poboljSanja okusa. Svi zasladivaci su umjetni,
a najceSce se koristi natrijev saharin ili, iako rijetko, sukraloza. Uobicajeno, zasladivaci se
koriste pri koncentracijama ispod 0,5% w/w. Xylitol (obi¢no se koristi pri priblizno 10%
w/w) se takoder moZe smatrati zasladivacem, iako je njegova primarna uloga u prevenciji

karijesa (2).

Bojila
Boja pasta od velikog je znaCaja za svakog potroSaca. Vecina proizvodaca Zeli bijelo

tijesto paste koje se kombinira s razli¢ito obojenim prugama. Bjelina se postize dodavanjem
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titanovog dioksida (priblizno 1% w/w) dok se umjetne boje (otprilike 0,1% w/w) dodaju u

svrhu dobivanja obojenih traka ili obojene jezgre (2).

Konzervansi
Zubne paste koje ne sadrze ionski surfaktant ¢esto se kombiniraju s konzervansima (oko
0,2% w/w) kako bi se sprijecio rast bakterija tijekom dugotrajne pohrane. NajceSc¢e koristeni

konzervansi su natrijev benzoat, etil i metil paraben (2).

Voda

Najjeftiniji sastojak koji proizvodaci nastoje maksimizirati u formulaciji zubnih pasti
jest voda. Ona je vazno otapalo za anorganske aktivne sastojke i fluoride. Kako bi se uklonili
elementi kalcija koji bi mogli smanjiti stabilnost i bioraspolozivost aktivnih sastojaka, voda
mora biti proCiS¢ena. Nedostatak nevodenih formulacija jest taj da se anorganski aktivni
sastojci prisutni u krutom stanju moraju solubilizirati pomocu sline, prije nego Sto stupe u

interakciju sa svojim ciljnim tkivom (2).

1.1.3. Sigurnosna pitanja vezana uz sastojke zubnih pasti

Najvecu zabrinutost zbog fluoridiranih zubnih pasti poti¢e toksi¢nost, izazvana
fluorom kroz slu¢ajnu ili namjernu ingestiju. Toksi¢na doza je 5 mg/kg tjelesne teZine. To bi
iznosilo 33,3 g 1500 ppm zubne paste s fluorom (otprilike 1/3 tube od 75 ml) za dijete s
tjelesnom masom od 10 kg. S druge strane, treba uzeti u obzir 1 gornju granicu unosa fluorida
kod djece gdje dolazi do sluajnog/namjernog gutanja pasta za zube tijekom trajanja Cetkanja.
Americka akademija za pedijatriju odredila je dnevnu dozu fluorida od 0,05 do 0,07 mg
fluorida/kg tjelesne teZine dnevno kao gornju granicu, koja je jednaka 0,3 g 1500 ppm zubne
paste s fluorom, ne uzimajuci u obzir druge izvore unosa fluora. U odrasloj dobi preporucena
tolerantna gornja razina unosa fluorida na dnevnoj bazi je 10 mg (6,6 g 1500 ppm fluoridne
pasta za zube) (2).

Sljedeci toksi¢ni sastojak koji se Cesto koristi jest SLS koji je povezan s pojavom
aftoznih ulkusa. Vode¢i proizvodaci pasta za zube koriste SLS zbog njegove sposobnosti
pjenjenja, prihvatljivog okusa 1 niskih troskova u odnosu na druge povrSinski aktivne tvari.
Malo zubnih pasti s danasnjeg trzista sadrze surfaktant koji nije SLS (2).

Visoki pH pasta za izbjeljivanje moze takoder iritirati oralnu sluznicu (2).
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Triklosan, prema nekim izvjeStajima, ima sposobnost da u reakciji s vodom proizvodi
kloroform koji, ako se udiSe u velikim koli¢inama, moze uzrokovati depresiju, jetrene
probleme i1 karcinom. Reakcije mekih tkiva nastaju i kao odgovor na esencijalna ulja, dodatke
za okus, itd., a manifestiraju se kao direktni iritans ili alergijska reakcija u ustima, a na

usnama kao kontaktni heilitis (1).

1.14. Zubne paste s fluorom

Najbolji trenutak za cetkanje zubi jest kada imate vremena to uciniti paZzljivo.
Preporucuje se Cetkanje dvaput dnevno, bez obilnog ispiranja. Kako se protok sline smanjuje
za vrijeme spavanja, §to usporava brzinu otpustanja fluorida, ocekivano je najbolje vrijeme
prije odlaska u krevet. Nakon Cetkanja ne preporuca se uzimanje hrane, pi¢a ili medicinskih
sirupa (2).

Fluoridirane zubne paste trebaju imati sposobnost isporuciti slobodni ili topljivi fluorid.
One mogu sadrzavati fluorid u razli¢itim kemijskim oblicima uglavnom kao NaF (natrijev
fluorid), NaFPO0s3 (natrijev monofluorfosfat), C27HsoF2N203 (olaflur), SnF» (kositreni fluorid)
ili njithove kombinacije (2).

Cetkanje pastama s fluorom uzrokuje prolazno poveéanje koncentracije fluora u slini
koje traje nekoliko sati. Takoder, koncentracija fluora u ranoj fazi formiranja biofilma se
moze odrzati u ve¢im koncentracijama duZe vrijeme, zbog smanjenog klirensa na oc¢etkanim
mjestima. Tako fluor pospjeSuje remineralizaciju na d¢istim povrSinama dok na onima
pokrivenima biofilmom reducira demineralizaciju. Zbog visokih koncentracija fluora u
pastama (1000 — 1500 ppm) ocekivano je da se stvori rezervoar CaF> koji se otpusta izmedu
kontroli dentinskog karijesa, nego caklinskog. Zbog toga, zubne paste s viSim
koncentracijama fluora (npr. 5000 ppm) pokazale su se ucinkovitijima u kontroli karijesa
korijena od onih koje imaju uobicajenu koncentraciju (4). In vitro istrazivanja su pokazala da
aminofluorid ima najve¢i kapacitet remineralizacije cakline, pra¢en natrijevim fluoridom i

natrijevim monofluorfosfatom (2).

Koncentracija fluora do 1000 ppm
Opcenito se ne preporuca koriStenje paste koja sadrzi manje od 1000 ppm fluora te je

dokazano da paste od 450 — 500 ppm fluora nemaju razliku u ucinku od placebo paste.
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Takoder, postoje dokazi o tome da ne postoji razlika u pojavnosti fluoroze izmedu paste s
400 ppm 1 1450 ppm F nakon prve godine Zivota, ako se koristi u veli¢ini zrna graska (3).
Klinicka efikasnost paste s 500 ppm fluora je slicna onoj s 1100 ppm u djece koja nemaju

karijes dok su kod djece s karijesom, paste s niskim koncentracijama fluora manje u¢inkovite

.

Koncentracija fluora 1000 — 1500 ppm

Paste s koncentracijom fluora 1000 — 1500 ppm su se pokazale kao najuc¢inkovitiji izvor
fluora. Prema posljednjim istrazivanjima djeca od 2 do 3 godine progutaju 48% paste dok
djeca od 6 do 7 godina progutaju 25%. Kako bi se umanjio rizik od dentalne fluoroze u
najrizi¢nijoj skupini (4 — 6 godina) preporuceno je da ne ingestiraju vise od 0,1 mg F po
kilogramu na dan. S obzirom da je dokazano da su u prevenciji karijesa najvazniji direktni
kontakt fluora s caklinom i koncentracija fluora, preporuca se da djeca koriste paste s

koncentracijom od 1000 ppm fluora u adekvatnoj koli¢ini prema njihovoj dobi (1, 2, 4).

Koncentracija fluora 2500-5000

Vise koncentracije fluora u zubnim pastama mogu reducirati karijes do 36%. In vitro
istrazivanja su pokazala da paste s viSim koncentracijama fluora imaju vecu sposobnost
remineralizacije cakline 1 dentina od onih uobicajene koncentracije 1 placebo zubnih pasta
(3). Takve paste se izdaju na recept te je kod djece mlade od 6 godina potrebna temeljita
procjena rizika u slucajevima onih kod kojih je morbiditet uzrokovan karijesom ve¢i od rizika

estetski vidljive fluoroze (5).

1.2. Fluoridi — koriStenje i u¢inak na zdravlje

Najucinkovitiji nacin za spreCavanje karijesa je koriStenje fluoridiranih zubnih
proizvoda. Fluor ulazi u tijelo s hranom, disanjem i proizvodima koji sadrze fluorid. Fluor je
dio prirodnog okoliSa te je sukladno tome prisutan u zivotu ljudi. Medutim, koncentracija
fluorida moze varirati od jedne do druge regije. S kemijske tocke gledista, to je najviSe
elektronegativan 1 reaktivan element. Budu¢i da je vrlo reaktivan, obi¢no je vezan kao
anorganski fluorid i nije pronaden u osnovnom stanju. Fluor je prisutan u litosferi, atmosferi,
hidrosferi i biosferi. Velika koli¢ina fluora moZe se naéi u stijenama vulkanskog porijekla.

Moze u¢i u okoli§ kroz vulkanske erupcije, razgradnju stijena 1 brojne ljudske aktivnosti
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(gorenje ugljena, obrada rude, proizvodnja i uporaba gnojiva i industrijskih postrojenja).
Fluor se nalazi u svim prirodnim vodama. Morska voda sadrzi 1,2 — 1,5 ppm fluorida.
Slatkovodne koncentracije su obi¢no nize u rasponu od 0,01 do 0,3 ppm. Visoke
koncentracije fluorida u vodi mogu biti prisutne u blizini vrucih izvora vulkanskog podrijetla.
Uobicajena akumulacija fluorida iz tla je niska. Flora koja raste u kiselom tlu ima tendenciju
akumulirati viSe fluorida. Postoje neke biljke koje mogu akumulirati nekoliko stotina ppm
fluorida (biljke ¢aja) (6).

Iako je fluorid opéenito prisutan u naSem svakodnevnom zivotu, konzumira ga se u
malim koli¢inama. Opcenito, moze se na¢i u mesu, ribi i zitaricama. U veéim
koncentracijama se moze nac¢i u konzerviranim in¢unima, konzerviranom vocu, mljevenim
pile¢éim mesnim proizvodima (s veéim postotkom kostiju), cokoladnom mlijeku i nekim
dodatcima za bebe. U nekim zemljama preventivne metode ukljucuju i fluoridirano mlijeko i
sol. Danas se 30 do 80% trzisne soli fluorizira. Sol obi¢no sadrzi 250 ppm fluorida dok
mlijeko sadrzi 2,5 ppm ili najviSe 5 ppm fluorida. Proizvodi koji se koriste za oralnu higijenu
takoder su vazan nacin sustavnog unosa fluorida.

Oko 90% fluorida apsorbira se u gastrointestinalnom traktu nakon unosenja (do 25%
u Zelucu 1 oko 77% u proksimalnom dijelu tankog crijeva). Preostalih 10% izlucuje se u
izmetu. Nakon apsorpcije fluorid se prenosi u krvotok i distribuira kroz organizam. U plazmi,
fluoridni ioni vezani su na proteine plazme. Koncentracija rijetko prelazi 0,06 ppm. Odrasli
zadrzavaju oko 36% fluorida dok djeca zadrzavaju oko 50% fluorida, 99% je sadrzano u
mineraliziranim tkivima (kosti i zubi), a 1% se moZe na¢i u mekom tkivu. Preostali dio
apsorbiranog fluorida izlucuje se kroz bubrege u urin, a izlu€ivanje kroz slinu i znoj je

zanemarivo (6).

1.2.1. Primjena fluorida u dentalnoj medicini i toksikologija

Fluor je prepoznat kao glavni ¢imbenik u prevenciji zubnog karijesa, bolesti koja ima
velike zdravstvene, ekonomske i socijalne utjecaje diljem svijeta. Laboratorijska istrazivanja
su pokazala kako je fluor najdjelotvorniji u prevenciji karijesa kada se dugotrajno odrzava
njegova niska koncentracija u usnoj Supljini (7, 8).
prisutne u ustima, na nacin da se fluor inkorporira u povrSinu zubi €ine¢i ih otpornijima na

karijes. Topikalna fluoridacija ukljucuje zubne paste, vodice za ispiranje usta te gelove 1
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lakove. Sistemski fluoridi su oni koji se nakon ingestije ugraduju u strukturu zuba. Kada se
primjenjuju tijekom faze formiranja zubi, odlazu se kroz cijelu zubnu povrSinu i omogucuju
dugotrajniju zastitu. Zbog svoje prisutnosti u slini, takoder mogu osigurati topikalnu zastitu.
Fluor se ugraduje u plak te na taj nacin omogucuje remineralizaciju. Izvori sistemskog fluora
su voda, sol, mlijeko, dodatci prehrani poput tableta, kapi 1 pastila te fluor u hrani 1 pi¢ima (7-
10).

Koncentracija fluora u svim proizvodima za oralnu higijenu trebala bi biti poznata
korisniku. Najcesce koristeni proizvodi su vodice za ispiranje usne Supljine, zubne paste,
topikalni fluoridi, tablete i1 lakovi. Vodice za ispiranje s 0,2% NaF 1 0,4% SnF» sadrze 1 mg
fluora/ml. Zubne paste otprilike sadrze 1000 ppm F, $to je 1 mg F/g. Tablete s fluorom ili
kapi sluze kao nadopuna fluoru koji se unosi prehranom, a najcesce se pripisuju djeci od
rodenja do 13 godina. Americ¢ko dentalno udruzenje preporucuje koli¢inu od maksimalno 264
mg NaF (120 mg F) kako bi se sprijecili fatalni ishodi i ozbiljne toksi¢ne reakcije. Vazno
mjesto za razvoj toksicne reakcije jest zeludac, buduci da fluor uslijed gutanja reagira s HCl
zelucanog soka, pri cemu se pretvara u jaki iritans (6-10).

Nezeljene nuspojave u primjeni fluora mogu se ispoljiti i u obliku kroni¢ne i akutne
fluoroze. Kroni¢ne nuspojave se o€ituju na mineraliziranim tkivima pa dovode do dentalne ili
skeletalne fluoroze, ovisno o dozi. Akutne posljedice variraju od gastrointestinalnih
simptoma do smrti. Fluoridi mogu biti smrtonosni u dozi koja prelazi 15 mg/kg tjelesne
tezine. Zbog svoje reaktivnosti fluor moze uzrokovati smrt stanica inaktiviranjem stani¢nih
enzima (7, 9, 10). Takoder, visoke doze povezuju se 1 s promjenama na §titnjaci, zaostatkom
u rastu, bubreZznim promjenama i urolitijazom. Starije osobe, ljudi s deficijencijom kalcija,

na djelovanje fluora (9, 10).

Akutna toksicnost

Do akutne toksi¢nosti dolazi nakon jednokratnog unosa velike koli¢ine fluora. Koli¢ina
koja se smatra smrtonosnom, a uzeta je oralno, jest 35 — 70 mg F/kg. To je jednako 5 — 10 g
NaF za odraslu osobu tesku 70 kg ili 1 — 2 g NaF za dijete tesko 15 kg. Prvi simptomi koje
osoba dozivljava najces¢e uklju¢uju mucéninu, povracanje te zarece ili gréevite abdominalne
bolove. Moze se pojaviti ekscesivna salivacija i suzenje, mukozni iscjedak iz nosa 1 usta,
generalizirana slabost, paraliza miSi¢a za gutanje, karpopedalni spazam ili spazam
ekstremiteta, tetanija i generalizirane konvulzije. Puls moZze biti slab ili pak nezamjetljiv.

Krvni tlak ¢esto padne do opasno niskih vrijednosti. Budu¢i da je respiracija suprimirana,
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dolazi do respiratorne acidoze. Brze mjere za smanjivanje apsorpcije fluora ukljucuju
poticanje povracanja i unosenje velike kolic¢ine kalcija u obliku otopine Ca(OH) ili mlijeka.
Takoder, moze biti korisno poticanje diureze u svrhu eliminacije fluora. Razli¢ite kemijske
forme fluora mogu varirati u svom toksi¢nom potencijalu jer se razliito apsorbiraju unutar
gastrointestinalnog trakta. Stoga, zbog svoje vece topljivosti, fluor iz natrijevog ili kalijevog

.....

magnezij ili aluminij (7, 10).

Kronicna toksicnost

Kroni¢na toksi¢nost je uzrokovana dugotrajnim unosom malih koli¢ina fluora. Koli¢ina
fluora od 2 do 8 mg dnevno tijekom niza godina moze uzrokovati skeletalnu fluorozu.
Gustocéa kosti se smanjuje, zglobovi se ukrucuju i postaju bolni. Koli¢ina fluora koja se
odlozi u kosti ovisi o dobi osobe. Vise ga se retinira u mladim kostima, nego u kostima

starijih osoba (7, 10).

Dentalna fluoroza

Dentalna fluoroza moze se opisati kao difuzni simetriéni hipomineralizacijski
poremecaj ameloblasta. Fluoroza je ireverzibilna i dogada se samo prilikom izlaganja fluoru
dok je caklina u razvoju. Sto je vise fluora ingestirano tijekom formiranja i mineralizacije
zuba, veci je rizik od ozbiljne manifestacije dentalne fluoroze. Mogu se razdvojiti tri faze
unosa fluora: (1) faza formacije, (2) faza mineralizacije 1 (3) faza nakon zavrSetka
mineralizacije. U prvoj fazi se prima uniformno kroz tkivo, u drugoj je unos najveéi na
mjestima odvijanja mineralizacije, a u trecoj je unos ograni¢en na rubne dijelove cakline i
dentina. Toksi¢ni ucinak visokih doza fluora je pretezno ograni¢en na zube 1 skelet sa
sekundarnom zahvaéenoséu ziv€anog sustava. Umjesto kremasto bijele boje, caklina je
porozna 1 opakna (refrakternost svjetla znatno je reducirana zbog defektne strukture
caklinskih prizama). Oblacno isprugana caklina s bijelim mrljama, "pokrivena snijegom',
zutosmedim toCkama ili smedim jamicama karakteristika je fluoroze. U ozbiljnijoj formi
caklina je strukturno slaba i sklona erozijama i lomu, osobito prilikom preparacije i punjenja.
Cak i u blazim oblicima postoji poja¢ana atricija. Lezije se mikroskopski mogu ¢ak vidjeti i u
dentinu. Takoder dolazi do odlaganja materijala slicnog kosti i na unutrasnjosti pulpne
komorice §to smanjuje njenu veli¢inu i interferira s prehranom zuba (7, 10-13).

Otrovanje fluorom 1 bioloski odgovor, koji dovodi do loSih ucinaka, ovisi 0 mnogo

faktora — koncentraciji fluora u vodi za pice, niskim koncentracijama kalcija i visokoj
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alkalnosti vode za pice, ukupnom dnevnom unosu fluora, duljini izlozenosti fluoru, dobi i
nutricijskoj deficijenciji. Tijekom razvoja zuba stanice zubnog tkiva, posebno ameloblasti,
jako su osjetljivi na fluor. Pri relativno niskim dozama (npr. 2 ppm F u vodi) dolazi do pojave
malih tocki ili pjega koje variraju u boji od bijele do tamnosmede. Pri viSim dozama zubna
struktura je vidljivo promijenjena tako da normalno glatka povrSina zuba pokazuje

hipoplasticne nabore (11-13).

Genotoksicnost fluora

Ne postoje istrazivanja koja dokazuju genotoksi¢ne ucinke fluorida u ljudi, ali su brojne
provedene na miSevima. Ta istrazivanja nisu nasla dokaze o u€inku fluora na kromosome u
kosStanoj srzi i spolnim stanicama, ¢ak ni pri razinama stoput vi§ima od onih u fluoridiranoj
vodi. Takoder, grupa istrazivata nije dokazala oSteenja na ljudskim bijelim krvnim
stanicama, koje su posebno osjetljive na agense koji uzrokuju genetske mutacije. Ne samo da
ih fluor nije oStetio, nego ih je i zastitio od poznatog mutagena. Pojavljuju se pitanja o uc¢inku
fluora na ljudsku reprodukciju, plodnost i stope nataliteta. Vrlo visoke razine fluora su bile
povezane sa Stetnim u¢incima na reproduktivne ishode u mnogih zivotinja. Te koncentracije
su bile daleko viSe (100 — 200 ppm) od onih kojima su ljudi izloZeni. Nacionalno vijece za
istrazivanje pri Nacionalnoj akademiji znanosti podrZava zakljuak da konzumiranje
optimalno fluoridirane vode nije genetska opasnost. U izjavi navode da je genotoksi¢nost
fluora ograni¢ena na doze puno viSe od onih kojima su ljudi izloZeni, ali ¢ak 1 kod visokih
doza genotoksi¢ni ucinci nisu uvijek vidljivi, a izloZenost genotoksicnim ucincima je

vjerojatno od nikakvog ili zanemarivog geneti¢kog znacenja (7).

1.3. Mikronukleus test

Bukalni mikronukleus test jest citogenetska metoda za mjerenje genetskih oStecenja,
proliferacije stanica, diferencijacije stanica i stani¢ne smrti u deskvaminiranim bukalnim
stanicama (14). Test ukljucuje pregled stanica s ciljem otkrivanja ucestalosti stanica s
mikronukleusima, ekstranuklearnih tjeleSaca koja se sastoje od cijelih kromosoma ili
kromosomskih fragmenata koji se nisu uspjeli uklopiti u stanice kéeri tijekom mitoze. Svako
tkivo koje sadrzi stanice koje se dijele, kao Sto su epitel cerviksa, jednjaka, mjehura, nosa,
bronha i bukalna mukoza, moZze biti upotrijebljeno za procjenu. Ipak, bukalna mukoza ima

prednost s obzirom da je prva u doticaju sa Stetnim tvarima (15). Kako je 90% karcinoma
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epitelnog podrijetla, bukalna mukoza moze posluziti kao pokazatelj ranih genotoksi¢nih
dogadaja koji su rezultat potencijalnih karcinogena koji ulaze u tijelo probavnim putem ili
inhalacijom (15).

Mikronukleusi u odljustenim epitelnim stanicama pokazuju genotoksi¢ne dogadaje
koji su se dogodili u mitoticki aktivnom bazalnom sloju 1 — 3 tjedna ranije. Frekventnost
pojave mikronukleusa je mjera pucanja kromosoma u ranim stadijima dijeljenja stanica i
njihov broj se povecava uz karcinogene stimuluse puno prije pojave klinickih simptoma.
Ovaj test se koristi za mjerenje biomarkera oSte¢enja DNK (mikronukleusi i/ili nuklearni
pupoljci), citokinetskih defekata (binuklearne stanice), proliferativnog potencijala (ucestalost
bazalnih stanica) i smrti stanica (kondenzirani kromatin, karioreksa, piknoti¢ne i karioliticke
stanice). Potrebno je ustanoviti normalni raspon vrijednosti za razli¢ite biomarkere za zdravu
kontrolnu skupinu koja nije bila izlozena abnormalnim dozama genotoksina i citotoksina. To
dopusta ispitivacu identificiranje kljuénih varijabli koje utje€u na ucestalost biomarkera kao
Sto su godine, spol, vitamini B, genotip i1 puSenje. Takoder, potrebno je imati informacije o
genotoksicnom izlaganju (vrsta toksina, trajanje izlozenosti, vrijeme pocetka izlaganja i
vrijeme sakupljanja uzorka, itd.) kako bi se rezultati mogli pravilno interpretirati (15, 16).

Bukalni epitel se sastoji od Cetiri razli¢ita sloja. Stratum corneum ili roZnati sloj
oblaZe sluznicu, a sadrZi stanice koje se konstantno ljuste zbog habanja povrSinskog tkiva.
Ispod ovog sloja leze stratum granulosum ili granulozni sloj 1 stratum spinosum ili trnasti sloj
koji sadrZi populacije diferenciranih, apoptoti¢nih 1 nekroti¢nih stanica. Ispod tih slojeva se
nalazi stratum germinativum koji sadrZi bazalne stanice u aktivnoj diobi i bazalne mati¢ne
stanice koje proizvode potomstvo koje odrzava profil, strukturu i integritet epitela. Kako je
vrijeme obnove bukalnih stanica od 7 do 21 dana, teoretski je moguce promatrati
genotoksicne ucinke akutnog izlaganja u tom razdoblju (14). Idealno bi bilo uzimati uzorak
svakih 7 dana, a nakon akutnog izlaganja tijekom 28 dana i viSe kako bi se kinetika i
opseznost indukcije biomarkera mogla temeljito istraziti. Kod kroni¢nog izlaganja preporuca
se uzimanje uzorka barem jednom u tri mjeseca (15).

Vise ¢imbenika utjeCe na brojnost mikronukleusa u oralnim epitelnim stanicama: (a)
vrijeme prikupljanja uzorka, (b) metoda prikupljanja uzorka, (c) metoda fiksacije i bojanja
uzorka, (d) veli¢ina i izbor uzorka stanica, (¢) nacin analize preparata i (f) druge anomalije
jezgre u normalnim i promijenjenim stanicama. Uzorak bukalne sluznice moze se uzeti
drvenom Spatulom, metalnom Spatulom, cackalicama, cetkicama za zube 1 citoloSkim
Cetkicama ovlazenima vodom ili puferom s unutra$njosti jednog ili oba obraza. Citoloske

Cetkice su se pokazale najefektivnijima u prikupljanju velikog broja stanica. Stanice se
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fiksiraju na predmetnom stakalcu, a nakon fiksacije boje se specificnim bojama za DNK (15-
17).

Parametri za biranje stanica su: intaktna citoplazma i relativno ravan polozaj stanice
na stakalcu, malo ili nikakvo preklapanje susjednih stanica, uz malu koli¢inu ili bez debrisa te
normalna i intaktna jezgra, a njen opseg gladak i izraZzen. Tolbert i suradnici (17) preporucuju
pregled barem 1000 stanica, a ako je medu njima pronadeno manje od pet stanica s

mikronukleusima treba povisiti broj do 2000 — 3000.

Stanica s mikronukleusom

Preporuceni kriteriji za identificiranje mikronukleusa su: (a) mora biti manji od
tre¢ine promjera jezgre, ali dovoljno velikog i raspoznatljivog oblika, (b) boja mikronukleusa
mora intenzitetom odgovarati jezgri, (c) tekstura mikronukleusa mora biti slicna jezgri, (d)
mikronukleusna tvorba mora biti na istoj zariSnoj ravnini kao jezgra i (e) mikronukleusna
tvorba ne smije se preklapati s jezgrom. Ucestalost mikronukleusa u stanicama bukalne
mukoze je najces¢e od 0,5 — 2,5 mikronukleusa/1000 stanica. Stanice s multiplim
mikronukleusima su rijetkost, a ¢es¢e se pojavljuju u osoba izlozenima zracenju ili drugim

genotoksi¢nim agensima (Slika 1) (14, 17).

Binuklearna stanica

Stvaranje binuklearnih stanica se povezuje s neuspjehom citokineze koja nastaje zbog
pogreske u stvaranju mikrofilamentnog prstena ili zbog zaustavljanja stani¢nog ciklusa kao
rezultata aneuploidije ili razdvajanja telomera. Da bi se stanica smatrala binuklearnom, treba
zadovoljiti sljedece kriterije: (a) prisutne su dvije jezgre unutar stanice, (b) jezgre su slicne
veli€ine 1 intezinteta obojenja, (c) jezgre mogu biti vrlo blizu ili se dodirivati. (Slika 1) (14,

17).

Stanica s nuklearnim pupoljkom (pup)

Nuklearni pupoljci predstavljaju amplifikaciju DNK. Najvjerojatniji mehanizam
nastanka je eliminacija amplificirane DNK, kompleksa popravka DNK 1 dodatnih
kromosoma aneuploidnih stanica. Stanice s nuklearnim pupoljcima imaju sljedece
karakteristike: (a) glavna jezgra ima oStro suZenje na jednom kraju formirajuci pupoljak
nuklearnog materijala, (b) pupoljci imaju istu teksturu, ZariSnu ravninu 1 intenzitet obojenja
kao 1 glavni nukleus, (c) pupoljci su povezani s glavnim nukleusom s uskom ili Sirokom

nukleoplazmatskom vrpcom, (d) nuklearni pupoljci imaju promjer koji je 1/3 do 1/16 glavnog
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nukleusa, ali u rijetkim sluajevima moze biti iste veli¢ine ili ¢ak 1 vec¢i od glavnog nukleusa

(Slika 1) (14, 17).

Stanica s kariolizom

Karioliza predstavlja napredni stadij nekroze i apoptoze. Da bi se stanica smatrala
karioliticnom treba zadovoljiti sljedece kriterije: (a) angularnog je i1 plosnatog oblika s
citoplazmom koja je veli¢ine zavr$no diferencirane stanice, (b) stanica ima razgradenu jezgru
i (c) nemaju jezgru koja sadrzi DNK niti druge strukture koje se mogu obojiti (Slika 1) (14,
17).

Stanica s karioreksom

Karioreksa je tipi¢ni kasniji stadij apoptoze. Kriteriji koji odreduju takvu stanicu su:
(a) stanica nema integritet jezgre, (b) jezgra sadrzi gusée agregirani kromatin od onoga u
stanicama s kondenziranim kromatinom 1 (c) jezgra moze takoder pokazivati ekstenzivnu

fragmentiranost §to ukazuje na uznapredovalu nuklearnu fragmentaciju (Slika 1) (14, 17).

Stanica s piknoticnom jezgrom

Piknoti¢ne stanice su terminalno diferencirane stanice koje imaju sitan, skupljen,
intenzivno obojen nukleus. Promjer mu je obi¢no jednu do dvije tre€ine jezgre u normalnim
terminalno diferenciranim stanicama. Nacin na koji one nastaju nije potpuno razjasnjen, ali
njihova ucestalost je u pozitivnoj korelaciji s ucestalosti stanica s karioreksom 1 s
kondenziranim kromatinom S$to upucuje na to da su to stanice u procesu umiranja. Kriteriji za
potvrdivanje ovih stanica su: (a) stanica je angularna i1 plosnata s citoplazmom koja je
veli€ine zavr$no diferencirane stanice, (b) nukleus je malen 1 skupljen s promjerom 1/3 do 2/3
potpuno diferencirane zivuce stanice i (c) nukleus je ujednaceno intenzivno obojen. (Slika 1)

(14, 17).

Stanica s kondenziranim kromatinom

Kondenzirani kromatin predstavlja stadij apoptoze koji se dogada zbog brze
proteolize nuklearnih matriksnih proteina. Karakteristike ovih stanica su: (a) angularne su 1
plosnate s citoplazmom koja je veli¢ine zavrSno diferencirane stanice, (b) nukleusi pokazuju
prugasti uzorak paralelnih traktova kondenziranog kromatina i (c) izraZena mjesta

kondenziranog kromatina imaju intenzivniju boju od ostatka nukleusa (Slika 1) (14, 17).
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Slika 1. Odljustene oralne stanice epitela pokazuju razliCite nuklearne anomalije na 1000x

povecanju: (a) Diferencirana stanica, (b) Stanica s mikronukleusom, (c¢) Binuklearna stanica,

(d) Stanica s kariolizom, (e) Stanica s karioreksom, (f) Stanica s kondeziranim kromatinom,

(g) Stanica s piknotickom jezgrom, (h) Stanica s pupom i (i) Stanica s mostom.

Preuzeto 1 prilagodeno iz: Bolognesi C, Knasmueller S, Nersesyan A, Thomas P, Fenech M.

The HUMNXI scoring criteria for different cell types and nuclear anomalies in the buccal

micronucleus cytome assay - an update and expanded photogallery. Mutat Rres

2013;753(2):100-1.
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Posljednjih se godina, osim o korisnim ucincima fluorida, pocelo uvelike pricati i o
mogu¢im nuspojavama. Primjena fluora u relativno niskim koncentracijama sprjecava razvoj
karijesa dok njegova primjena u visokim koncentracijama moze dovesti do zubne fluoroze.
Dosad su provedena brojna in vitro istrazivanja o utjecaja fluorida na ljudske 1 druge stanice,
medutim nema provedenih in vivo istrazivanja na ljudima o njihovoj biokompatibilnosti,
posebno u vezanom obliku unutar formulacije zubne paste.

Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti pojavnost broja stanica s mikronukleusom,
nuklearnim pupom, nuklearnim mostom, binuklearnih stanica, stanica s karioreksom,
kondenziranim kromatinom, piknoti¢kom jezgrom i kariolizom kod ispitanika koji su koristili
komercijalno Siroko dostupne zubne paste s fluorom i bez fluora istog proizvodaca i slicnog
sastava. Dakle, glavni cilj ovog istrazivanja bio je ustanoviti postoji li razlika u ucestalosti
mikronukleusa 1 drugih jezgrinih anomalija kod ispitanika pri koriStenju zubnih pasta s

fluorom 1 bez fluora.
Hipoteza:

e zubne paste s fluorom imaju veéi genotoksiCan i citotoksi¢an uc¢inak na stanicama

bukalne sluznice u odnosu na zubne paste bez fluora.
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Ova in vivo longitudinalna istrazivanja bila su usmjerena prema procjeni pojavnosti
mikronukleusa i ostalih jezgrinih anomalija (karioreksa, karioliza, piknoza, kondenzirani
kromatin, most, pup, binuklearne stanice) kod ispitanika koji su koristili komercijalno Siroko
dostupne zubne pasta bez 1 s fluorom istog proizvodaca i slicnog sastava. Primjenom
mikronukleus testa pratio se utjecaj zubnih pasta na ljudskim bukalnim stanicama, ovisno o
vremenu koje je proslo od pocetka primjene istih.

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

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na 40 ispitanika, studenata Studija dentalne medicine
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu. Ukupno je bilo 12 muskaraca i 28 Zena, starih
izmedu 20 1 26 godina (srednja dob 23.18 + 1.48). Ispitanici su bili podijeljeni u dvije
brojcano jednake skupine (po 20 osoba) ovisno o kombinaciji koriStenih zubnih pasta. U
prvoj skupini su se koristile zubne paste Sensodyne Classic (GlaxoSmithKline, UK) i
Sensodyne Fluor (GlaxoSmithKline, UK), a u drugoj Plidenta 15 sekundi (Neva d.o.o., HR) i
Plidenta Sensitiv (Neva d.o.o., HR). Dodijeljene zubne paste ispitanici su koristili ukupno
cetiri mjeseca. Prva dva mjeseca su koristili pastu bez fluora, a nakon toga, iduca dva
mjeseca onu s fluorom istog proizvodaca i sli€nog sastava. Paste su se koristile minimalno
dvaput dnevno, ujutro i navecer, u trajanju 2 — 3 minute. U isto vrijeme, ispitanici nisu
koristili pomo¢na sredstva za oralnu higijenu, kao Sto je tekucina za ispiranje usne Supljine ili
topikalnu fluoridaciju.

Od svakog ispitanika je uzeta detaljna medicinska 1 dentalna anamneza. U
strukturirani upitnik, prilagoden ovom istraZivanju, svi su ispitanici unijeli odgovore na
pitanja vezana uz demografske ¢imbenike (dob, spol), osobne ¢imbenike (zdravstveno stanje,
uporaba lijekova, izloZenost zraCenju), zivotne navike (puSenje, konzumacija alkohola),
prehrambene navike i oralno higijenske navike. Pojedinci koji su pusili tri ili viSe cigareta
dnevno, najmanje godinu dana, smatrani su puSac¢ima. Oni koji su konzumirali dvije ili viSe

jedinica alkohola, tri ili viSe puta tjedno, nisu ukljuceni u studiju kao ni pacijenti s oralnim
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lezijama, povijeS¢u malignog oboljenja te oni izloZeni materijalima koji se koriste u
ortodonciji i/ili u mobilnoj 1 fiksnoj protetici. Kriterij prema kojem su se birali ispitanici koji
su sudjelovali u istrazivanju bio je da budu potpuno zdravi, bez sistemskih oboljenja. U
istrazivanje su bili ukljuceni samo punoljetni pacijenti koji su dobrovoljno pristali na
sudjelovanje u istrazivanju, s naglaskom na ¢injenicu da je svaki ispitanik prije potpisivanja

informiranog pristanka i suglasnosti, u potpunosti bio upoznat sa svrhom rada.

3.2. Materijali

U istrazivanju su se koristile Cetiri zubne paste, dvije vrste bez fluora Sensodyne
Classic (GlaxoSmithKline, UK) i Plidenta 15 sekundi (Neva d.o.o., HR) te dvije s fluorom
Sensodyne Fluor (GlaxoSmithKline, UK) i Plidenta Sensitiv (Neva d.o.o., HR). Svojstva
zubnih pasti i njihov sastav, kako je navedeno od strane proizvodaca, prikazani su u

Tablicama 11 2.

Tablica 1. Sastav zubnih pasta Sensodyne Classic i Sensodyne Fluor koriStenih u istrazivanju

prema proizvodacu.

Zubna pasta Proizvodac Fluor Glavni sastojci

Voda, Glicerin, Sorbitol,

Stroncijev klorid
heksahidrat, Kalcijev

Sensodyne Classic GalaxoSmithKline, UK Ne sadrzi fluor karbonat, Silica,
Hidroksimetilceluloza,
Natrij metil cocoyl taurat,
Aroma, PEG.49, Stearat,
Natrij saharin, Cinamal,
Limonen, CI 77891, CI
45430

Voda, Sorbitol, Glicerin,
Kalijev nitrat,
Cocamidopropyl betain,
Sensodyne Fluor GalaxoSmithKline, UK  Natrij fluorid Aroma, Ksantan guma,
1440 ppm Natrij saharin, Pentanatrij
trifosfat, PEG-6, Natrij

metil cocoyl taurat
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Tablica 2. Sastav zubnih pasta Plidenta 15 sekundi i Plidenta Sensitiv koriStenih u

istrazivanju prema proizvodacu.

Zubna pasta Proizvodac Fluor Glavni sastojci

Voda, Hidrirana silika,
Sorbitol; Glicerin,
Pentanatrij trifosfat,
Natrij C14-16 Olefin
sulfonat, Celulozna
guma, Aroma,
Lactobacillus, Natrijev
sulfat, Titanijev
dioksid, Propilen
glikol, Saharin,
Humulus lupulus
cvjetni ekstrakt,
Limunska kiselina,
Natrijev hidroksid, Cl
42090, Limonen

Plidenta 15 sekundi Neva d.o.o., HR Nema fluora

Voda, Hidrirana silica,
Sorbitol, Glicerin,
Kalijev nitrat, Natrij
Cl14-16, Olefin
sulfonat, Propilen
. . .. . glikol, Aroma,
Plidenta Sensitiv Neva d.o.0., HR Natrijev fluorid
Celulozna guma,
Arginin, Titanijev
dioksid, Saharin,
Eugenia Caryophyllus
cvijetni ekstrakt, CI
45430

1310 ppm

3.3. Uzorkovanje stanica

Uzorci epitelnih stanica uzeti su kod svakog ispitanika tehnikom ¢etkanja neposredno
prije nego su poceli koristiti ispitivane zubne paste te 30, 60, 90 i 120 dana od pocetka
koriStenja (TO — kontrola prije koriStenja ispitivanih zubnih pasta, T1 — mjesec dana od
pocetka koriStenja zubne paste bez fluora, T2 — dva mjeseca od pocetka koriStenja zubne
paste bez fluora, T3 — mjesec dana od pocetka koristenja zubne paste s fluorom i T4 — dva
mjeseca od pocetka koriStenja zubne paste s fluorom).

Od svih sudionika istrazivanja zatraZzeno je da se jedan sat prije uzorkovanja suzdrze

od puSenja, jela te konzumacije alkoholnih pic¢a. Takoder, neposredno prije uzimanja uzorka,
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svi su ispitanici triput isprali usnu Supljinu vodovodnom vodom da bi se odstranile odljustene
mrtve stanice. Primjenom citoloske Cetkice (Cytobrush Plus, GmbH, Dietramszell-Linden,
Njemacka), njeznim c¢etkanjem 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) te su stakalca
ostavljena da se osuSe, nakon Cega su obojana s 5% otopinom Giemsa u trajanju od 10
minuta, isprana destiliranom vodom 1 osuSena na zraku. Obrada se provela svjetlosnim
mikroskopom Olympus CX 40 (Olympus, Tokio, Japan) pod 400x povecanjem, s tim 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 u duplikatu. Ucestalost pojavljivanja nuklearnih abnormalnosti, poput
binuklearnih stanica, kariolize, kariorekse, mostova i jezgrinih pupoljaka, procijenjena je i
kvalificirana prema Tolbert i sur. (17). Da bi se mikronukleus racunao kao takav, trebao je
ispuniti sljedece uvjete: a) da se sastoji od nuklearnog materijala, b) da je potpuno odvojen od
maticne jezgre, c¢) da je manji od 1/3 promjera glavne jezgre, d) da je glatkog, ovalnog ili
okruglog oblika, e) da je u istoj ravnini fokusa i f) da je iste boje, teksture i refrakcije kao 1
glavna jezgra. Stanice s dvije jezgre su smatrane binuklearnim. Nuklearne anomalije kao Sto
su: karioreksa (nuklearni raspad), karioliza (otapanje jezgre), kondenzirani kromatin, piknoza
(mala jezgra), jezgrini pupoljci (prethodnici mikronukleusa) i nukleoplazmatski mostovi

(jezgre medusobno spojene mostom) biljezile su se odvojeno.

3.4. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koriSten je programski paket Statistica 13 (Dell
Software, Kalifornija, SAD). Za odredivanje osnovnih statistickih parametara (srednje
vrijednosti, standardne pogreske, standardne devijacije 1 relativne standardne devijacije,
medijana te minimalne 1 maksimalne vrijednosti) koriStena je metoda deskriptivne statistike.
Uz pomo¢ analize varijance 1 post hoc Studentovog t-testa, utvrdene su razlike u broju
mikronukleusa i ostalih jezgrinih anomalija unutar grupe i izmedu pojedinih grupa ispitanika.
Op¢i regresijski model iz lineranog/nelinearnog regresijskog modela i kanonska korelacijska
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analiza su koriStene za procjenu utjecaja prediktorskih varijabli (dob, spol, zdravstveno
stanje, koriStenje lijekova, izlozenost rendgenskom zracenju, prehrambene navike, dentalni
status, osobne navike) na zavisne varijable (mikronukleus, binuklearne stanice,
nukleoplazmatski mostovi, nuklearni pupovi, piknoza, kondenzirani kromatin, karioliza i
karioreksa). Za opis populacije te racunanje Parsonovih koleracijskih koeficijenata koriStena
je metoda osnovne statistike. Za utvrdivanje odnosa izmedu pojedinih varijabli koristeni su
napredni regresijski modeli, a rezultati su prikazani u obliku Pareto dijagrama. U svim

testovima koriStena je razina znacajnosti P < 0,05.
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Ovo istrazivanje je ukljucivalo 40 sudionika, 28 zena 1 12 muskaraca u rasponu od 20 do
26 godina (23,18 + 1,48). Sudionici su bili podijeljeni u dvije jednake skupine. Prva skupina
se sastojala od 20 ispitanika (14 Zena i 6 muSkaraca), raspona godina od 21 do 26 godina
(srednja dob 23 + 1,54 godine). Druga skupina se takoder sastojala od 20 ispitanika (14 zena i
6 muskaraca), raspona godina od 20 do 24 (srednja dob 22,75 + 1,33 godine). Prva skupina je
koristila zubne paste robne marke Sensodyne (Sensodyne Classic i Sensodyne Fluor), a druga

zubne paste robne marke Plidenta (Plidenta 15 sekundi i Plidenta Sensitiv).

Osnovni statisticki parametri koriSteni za dobivanje rezultata mikronukleus testa u
bukalnim stanicama prije i nakon upotrebe testiranih pasta, prikazani su u Tablicama 3 i1 4 te

na Slikama 2 1 3.

Tablica 3. Osnovni statisti¢ki parametri za ispitivane varijable mikronukleus testa prije 1
nakon izlozenosti ispitanika zubnim pastama robne marke Sensodyne, na 1000 prebrojanih

bukalnih stanica.

Parametri mikronukleus Sensodyne Classic Sensodyne Fluor
testa
TO T1 T2 T3 T4

Mikronukleus X 085 0,60 0,60 0,65 0,50
(SD)  (0,745) (0,598) (0,598) (0,598) (0,513)

Nukleoplazmatski X 0,65 0,25 0,45 0,35 0,45
pup (SD) (0,813) (0,444) (0,605) (0,587) (0,510)

Nukleoplazmatski X 0,25 0,20 0,30 0,85 0,45
most (SD) (0,444  (0,410)° (0,923)¢ (0,671)>P¢  (0,686)

Binuklearna X 220 3,65 2,25 2.80 3,30
stanica (SD) (1,240  (1,387)%¢  (1,803)¢ (1,508) (1,729)

Karioreksa X 065 0,55 0,40 0,30 0,85
(SD)  (1,268) (0,686) (0,681) (0,571)f (0,933)f

Kondenzirani X 0,70 0,45 0,10 0,40 0,20
kromatin (SD) (0,733)¢  (0,759) (0,308)¥"  (0,503)" (0,523)

Piknoza X 0,10 0,00 0,05 0,02 0,00
(SD)  (0,308) (0,000)" (0,224) (0,410)n1 (0,000)f

Karioliza X 025 0,45 0,05 0,05 0,35
(SD)  (0,444) (0,686) (0,224) (0,224) (0,671)

*Unutar istog reda, isto slovo oznaCuje statistiCki znaCajnu razliku medu testiranim grupama (P <
0,05); X — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, TO — kontrola prije koriStenja ispitivanih
zubnih pasta, T1 — mjesec dana od pocetka koristenja zubne paste bez fluora, T2 — dva mjeseca od
pocetka koriStenja zubne paste bez fluora, T3 — mjesec dana od pocetka koriStenja zubne paste s
fluorom i T4 — dva mjeseca od pocetka koristenja zubne paste s fluorom.
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Tablica 4. Osnovni statisticki parametri za ispitivane varijable mikronukleus testa prije 1
nakon izlozenosti ispitanika zubnim pastama robne marke Plidenta, na 1000 prebrojanih

bukalnih stanica.

Parametri mikronukleus Plidenta 15 sekundi Plidenta Sensitiv
testa
TO T1 T2 T3 T4
Mikronukleus X 095 0,70 0,55 1,15 0,95
(SD)  (0,745) (0,657) (0,510)* (0,875)* (0,945)
Nukleoplazmatski X 0,20 0,10 0,05 0,25 0,10
pup (SD)  (0,366)" (0,366)  (0,410)%* (0,444)>9  (0,447)"
Nukleoplazmatski X 0,30 0,05 0,00 0,00 0,20
most (SD)  (0,470)%%2 (0,224)°  (0,000)"" (0,000)% (0,410)
Binuklearna X 3,80 4,50 4,10 4,75 4,75
stanica (SD)  (3,220) (3,364) (2,511) (2,511) (2,049)
Karioreksa X 0,50 0,15 0,00 0,30 0,25
(SD) (0,745  (0,657))  (0,520)%:™  (0,875)™ (0,945)!
Kondenzirani X 0,30 0,30 0,50 0,20 0,20
Kkromatin (SD)  (0,470)" (0,733) (0,761)" (0,410) (0,410)
Piknoza X 0,15 0,15 0,20 0,25 0,10
(SD)  (0,366) (0,366) (0,410) (0,444) (0,447)
Karioliza X 024 0,55 0,25 0,75 0,55

(SD)  (0,437)° (0,759)  (0,555) (0,910)>P (0,759)

*Unutar istog reda, isto slovo oznaCuje statistiCki znaCajnu razliku medu testiranim grupama (P <
0,05); X — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, TO — kontrola prije koriStenja ispitivanih
zubnih pasta, T1 — mjesec dana od pocetka koriStenja zubne paste bez fluora, T2 — dva mjeseca od
pocetka koriStenja zubne paste bez fluora, T3 — mjesec dana od pocetka koriStenja zubne paste s
fluorom i T4 — dva mjeseca od pocetka koristenja zubne paste s fluorom.

Analiza varijance potvrdila je statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih skupina
koje su dalje bile podijeljene prema duljini izloZenosti i prema koriStenim zubnim pastama te
su testirane za sljedeCe parametre: broj stanica s mikronukleusom i binuklearne stanice,
stanica s mostovima, pupovima, piknozom, kondenziranim kromatinom, karioreksom 1
kariolizom. Razlike za parametre mironukleus testa prije i nakon koriStenja testiranih zubnih
pasta, s obzirom na vrijeme proteklo od pocetka koriStenja istih, dodatno su potvrdene

Studentovim t-testom.

Kod grupe ispitanika koja je koristila paste robne marke Sensodyne, nakon prvih 30

dana koriStenja paste koja nije imala fluor uocen je znacajan porast broja binuklearnih stanica
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u odnosu na pocetne vrijednosti (P = 0,001). Nakon 60 dana od pocetka koriStenja testirane
paste, broj binuklearnih stanica znacajno je pao u odnosu na povecanje koje je uslijedilo
nakon 30 dana koristenja (P = 0,009) te se priblizio vrijednostima na pocetku istrazivanja.
Nakon 60 dana koristenja zubne paste bez fluora doslo je i do povecanja broja stanica s
kondenziranim kromatinom u odnosu na pocetne vrijednosti (P = 0,002). Potom je
ispitanicima dana na koriStenje zubna pasta istog proizvodaca, ali s fluorom. Nakon 30 dana
koriStenja te paste uoceno je znacajno povecanje broja stanica s mostom u odnosu na pocetne
vrijednosti (P = 0,002) kao i u odnosu na vrijednosti paste bez fluora nakon 30 i 60 dana
koristenja (P = 0,001 i P = 0,038). Vazno je spomenuti da je, nakon pocetka koriStenja paste s
fluorom, uocen 1 porast piknoticnih stanica u odnosu na vrijeme kad je ispitanik koristio pastu
bez fluora 30 dana (P = 0,042), te porast broja stanica s kondenziranim kromatinom u odnosu
na 60 dana koriStenja zubne paste bez fluora (P = 0,30). Nastavkom koriStenja paste s
fluorom kroz sljedec¢ih 30 dana (60 od pocetka koriStenja) broj piknoti¢nih stanica se smanjio
(P = 0,042), a broj stanica s karioreksom se znacajno povecao (P = 0,032) u odnosu na

vrijednost 30 dana koriStenja iste paste.

Kod druge grupe ispitanika, koji su koristili paste robne marke Plidenta, nakon prvih
30 dana koriStenja zubne paste bez fluora uoceno je znacajno smanjenje broja stanica s
karioreksom (P = 0,018) 1 mostom (P = 0,041) u odnosu na pocetne vrijednosti. Nakon 60
dana koriStenja iste paste bez fluora, broj stanica s karioreksom 1 mostom je u padu i
vrijednosti su statisti¢ki znacajno smanjene u odnosu na pocetne vrijednosti (P = 0,000 1 P =
0,010), ali je doSlo do povecanja broja stanica s kondenziranim kromatinom (P = 0,002)
prema pocetnim vrijednostima. U nastavku istraZivanja, ispitanicima su dane na koriStenje
zubne paste iste robne marke, ali s fluorom. Nakon 30 dana koriStenja, uoceno je znacajno
smanjenje broja stanica mosta (P = 0,010) dok je broj stanica s pupom bio poveéan (P =
0,036) u odnosu na pocetne vrijednosti, ali 1 na vrijednosti kada su ispitanici koristili paste
bez fluora 30 i 60 dana (P = 0,006 1 P = 0,006). Povecao se 1 broj stanica s kariolizom u
odnosu na pocetne vrijednosti (P = 0,033) kao 1 u odnosu na 60-dnevno koristenje paste bez
fluora (P = 0,044). Ovdje je vazno uociti kako je, nakon ukljucenja paste s fluorom, znacajno
porastao i broj stanica s mikronukleusom (P = 0,013) i karioreksom (P = 0,010) u odnosu na
60 dana koriStenja paste bez fluora. Nakon daljnjeg nastavka koristenja paste s fluorom, broj
stanica s pupom, mostom 1 karioreksom se pove¢ao u odnosu na isto vrijeme koristenja pasta
bez fluora (P = 0,019, P =0,042 1 P = 0,021; redom), kao 1 broj stanica mosta u odnosu na 30-
dnevno koristenje iste paste (P = 0,042).
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Slika 2. Srednje vrijednosti i1 standardne devijacije parametara mikronukleus testa
(mikronukleus, most, pup, binuklearna stanica) prije i nakon izloZenosti ispitanika testiranim

zubnim pastama robnih marki Sensodyne i Plidenta, na 1000 prebrojanih bukalnih stanica.
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Slika 3. Srednje vrijednosti 1 standardne devijacije parametara mikronukleus testa
(karioreksa, karioliza, kondenzirani kromatin 1 piknoza) prije i nakon izloZenosti ispitanika
testiranim zubnim pastama robnih marki Sensodyne i Plidenta, na 1000 prebrojanih bukalnih

stanica.

4.1. Usporedba tretmana

Student T test, prema vremenu izloZenosti i vrsti koriStene zubne paste, pokazao je
statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih skupina za parametre kariorekse kod koristenja
zubnih pasta bez fluora nakon 30 dana (P = 0,029) (Slika 4a); kariorekse, kondenziranog
kromatina i nuklearnih pupova za paste bez fluora nakon 60 dana koristenja (P = 0,007, P =
0,333 i P = 0,001; redom) (Slika 4b); mikronukleusa, nukelarnih mostova, kariolize i
binuklearnih stanica za paste s fluorom nakon 30 dana koristenja (P = 0,027, P = 0,000, P =
0,003 i P = 0,000; redom) (Slika 4c) te karioreksu medu pastama s fluorom nakon 60 dana
koristenja (P = 0,015) (Slika 4d).
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a) T1 - mjesec dana od pofetka koristenja zubne paste bez fluora
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Slika 4. Srednje vrijednosti i1 standardne devijacije parametara mikronukleus testa prema

vremenu izlozenosti 1 vrsti koriStene zubne paste, na 1000 prebrojanih bukalnih stanica.

*P <0,05.

4.2. ViSestruka regresijska analiza

Ovisnost parametara mikronukleus testa o svim prediktorskim varijablama u ukupnoj

ispitnoj skupini, utvrdena je generalnim regresijskim modelom 1 prikazana u obliku Pareto

dijagrama (Slika 5 1 6).

Utjecaj na incidenciju broja stanica s mikronukleusom, od ispitivanih prediktorskih

varijabli, jedino ima puSenje (B = 0,765; P = 0,018) (Slika 5a). Dob ispitanika, broj

kompozitnih ispuna (B = - 0,040; P = 0,016), ucestalost konzumacije voca (f = - 0,210; P =

0,000) te bruksizam (f = - 0,732; P = 0,001) utjeCu na pojavnost stanica s nuklearnim
mostom (Slika 5b). Nadalje, dob (B = 0,375; P = 0,011), ucestalost konzumacije voca (p = -
0,386; P =0,001), vjezbanje (f = 0,515; P = 0,009) i koriStenje zvaka¢ih guma (f = 0,018; P

= 0,018) imaju utjecaj na pojavnost stanica s nuklearnim pupom (Slika 5c). Statisticki je

potvrdeno da znacajan ucinak na pojavu binuklearnih stanica imaju sljedece varijable: dob (3
= 1,839; P = 0,000), broj kompozitnih ispuna (B = 0,205; P = 0,008), ucestalost konzumacije
mesa (f = - 6,409; P = 0,000), voca (B = 0,632; P = 0,013), caja (B =3,199; P = 0,000),
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zvakac¢ih guma (B = - 2,837; P = 0,000), kave (f = 1,164; P = 0,007), alkohola (B = - 0,653; P
=0,019), puSenje (B = - 2,218; P = 0,000) te bruksizam (B = - 2,304; P = 0,023) (Slika 5d).
Karioliza je u ovisnosti s dobi ispitanika (B = - 0,173; P = 0,019), brojem kompozitnih ispuna
(B =-0,040; P = 0,036), konzumacijom caja (B = - 0,310 ; P = 0,024) i kave ( = 0,250; P =
0,009), ucestalosti vjezbanja (B = 0,236; P = 0,037) te bruksizma (B = 0,968; P = 0,000)
(Slika 6a). Na pojavnost kariorekse utjee upotreba zvakacih guma (f = - 0,788; P = 0,047)
(Slika 6b), na piknozu ucestalost konzumacije povréa (B = - 0,007; P = 0,007) (Slika 6¢), a
na pojavnost stanica s kondenziranim kromatinom konzumacija voca ( = - 0,252; P = 0,019)
1 povréa (B = 0,327; P = 0,015), uzivanje u kavi (p = - 0,369; P = 0,037) te bruksizam ( =
1,426; P = 0,002) (Slika 6d).
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Slika 5. Pareto dijagram povezanosti pojave stanica s mikronukleusom, nuklearnim mostom,

nuklearnim pupom 1 binuklearnih stanica s prediktorskim varijablama.
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Slika 6. Pareto dijagram povezanosti pojave stanica s kariolizom, Kkarioreksom,

kondenziranim kromatinom i piknoti¢kom jezgrom s prediktorskim varijablama.
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Ovo istrazivanje je bilo usmjereno na procjenu mogu¢ih DNK oSte¢enja u stanicama
bukalne sluznice u ispitanika izlozenih zubnim pastama s fluorom, uzimajuc¢i u obzir u¢inak
onih bez fluora. Ispitanici su bili odabrani medu studentima dentalne medicine i podijeljeni u
dvije skupine. Svaka skupina je koristila pastu bez fluora prva dva mjeseca, potom pastu s
fluorom istog proizvodaca sljede¢a dva mjeseca. Oralne epitelne stanice sakupljane su prije
pocetka koristenja te 30, 60, 90 1 120 dana nakon pocetka koriStenja testiranih zubnih pasta.
Genotoksicnost i citotoksicnost je bila procijenjena mikronukleus testom. Nulta hipoteza
djelomicno je potvrdena; zubne paste s fluorom, u 30-om danu korisStenja, pokazale su
znacajno vecu pojavnost vecine ispitivanih parametara DNK oste¢enja u odnosu na vrijeme
koriStenja zubnih pasta bez fluora.

Sredstva za oralnu higijenu su klasificirana kao kozmeticki proizvodi koji ne moraju
proci rigorozne kontrole kao lijekovi. Zubne paste sadrze mnoge potencijalno Stetne sastojke,
ukljucujuéi neke koji mogu dovesti do ozbiljnih, dugoro¢nih zdravstvenih problema (18).
Budu¢i da se svakodnevna upotreba proizvoda za oralno zdravlje povecala, sukladno tome se
povecala i potreba za informiranjem zdravstvenih djelatnika i potrosaa o potencijalnim
koristima i rizicima povezanih s ovim proizvodima. Stanice oralne sluznice su prva zapreka
potencijalno toksi¢nim tvarima iz sredstava za oralnu higijenu te su sposobne metabolizirati
neposredne karcinogene u reaktivne produkte (19). Sloj bazalnih stanica oralnog epitela moze
sadrzavati maticne stanice koje mogu izraziti genetsko oSteCenje u obliku mikronukleusa
tijekom diobe jezgre. Brza obnova epitelnog tkiva dovodi stanice na povrsinu gdje dolazi do
ljustenja. Ovi mali jezgrini ogranci, ako se pravilno identificiraju, mogu biti vazni biomarkeri
genotoksi¢nosti s visokim potencijalom za probir, ali i okoliSne izloZenosti karcinogenima.
Mikronukleus test je jednostavna, brza 1 relativno lako izvodiva metoda koja se Siroko koristi
za procjenu genotoksina u in vivo 1 in vitro uvjetima (20-22).

U naSem istraZivanju, obje testirane zubne paste s fluorom u 30-om danu koriStenja
pokazale su povecane parametre genotoksi¢nosti i citotoksi¢nosti u odnosu na vrijeme kada
su se koristile zubne paste bez fluora. Tako je kod grupe ispitanika koji su koristili zubnu
pastu proizvodaca Sensodyne uoceno statisticki znacajno povecanje broja stanica mosta (0,85
+ 0,671) u odnosu na 30 i 60 dana koriStenja zubne paste bez fluora (0,20 = 0,410 1 0,20 +
0,923, P = 0,001 i P = 0,038; redom), broj stanica s piknozom (0,02 £ 0,410) u odnosu na
vrijednosti dobivene 30-og dana koriStenja paste bez fluora (0,00 £ 0,000 1 P = 0,042) te broja
stanica s kondenziranim kromatinom (0,40 £+ 0,503) u odnosu na vrijeme od 60 dana
koristenja paste bez fluora (0,10 + 0,308 i P = 0,030). S druge strane, kod ispitanika koji su

koristili Plidenta zubnu pastu s fluorom doslo je do povecanja broja mikronukleusa (1,15 +
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0,875) u odnosu na 60 dana koriStenja paste bez fluora (0,55 = 0,510 1 P = 0,013), broja
stanica s pupom (0,25 £ 0,444) u odnosu na 30 i 60-dnevno koriStenje paste bez fluora (0,10
+ 0,366 1 0,05 = 0,410, P = 0,014 i P = 0,006; redom), broja stanica s karioreksom (0,30 +
0,875) u odnosu na 60 dana koriStenja zubne paste bez fluora (0,00 £ 0,520, P = 0,044) te
broja stanica s kariolizom (0,75 = 0,910) u odnosu na 60-ti dan koriStenja zubne paste bez
fluora (0,25 £ 0,555 1 P = 0,044). Ove povecane parametre genotoksicnosti i citotoksi¢nosti
mozemo dovesti u korelaciju s fluorom jer smo u istrazivanju upotrijebili paste iste robne
marke, najsli¢nije po sastavu, s bitnom razlikom da jedna u sebi sadrzi fluor, a druga ne.
Djelotvornost fluorida u sprjecavanju karijesa je nesporna dok su rasprave o
genotoksi¢nom potencijalu ¢esto kontradiktorne. Dokazano je da se fluor moZze apsorbirati u
oralnu sluznicu (23) te kako upotreba sredstava za oralnu higijenu koja sadrze 1500 ppm F,
tijekom 4 mjeseca moze povecati razinu fluora u oralnoj sluznici (24). Ponavljana i
rasprostranjena upotreba razli¢itih dentalnih proizvoda moze dovesti do nakupljanja fluorida
u usnoj Supljini (25), a ondje viSak fluorida moze uzrokovati oSte¢enje DNK, potaknuti
apoptozu i promijeniti stani¢ni ciklus (26). Poznato je da su mukozne abnormalnosti Cesto
popratna pojava skeletalne fluoroze. Vise koncentracije fluora utjecu na sintezu kolagena,
inhibiraju enzime koji su dio puta pentoze fosfata, antioksidativni obrambeni mehanizam te
put temozin ATPaze. Opcenito, male doze nekog toksina mogu uzrokovati reverzibilna
oStecenja dok vise koncentracije istog toksina mogu dovesti do trenutne smrti stanice ili
sporih procesa koji dovode do staniéne smrti. Sto ¢e se dogoditi, ovisi o tipu stanice na koju
djeluje 1 njenoj prilagodljivosti. U brisu bukalne sluznice Stakora nakon sistemske primjene
fluora pokazalo se kako su stani¢ne promjene poput oksidativnog stresa, oSte¢enja DNK,
apoptoze i1 promjene stanicnog ciklusa bile usko povezane s jac¢inom fluoroze (27). Nadalje,
dokazano je da kod ljudi s fluorozom dolazi do promjena unutar stanica bukalnih sluznica u
vidu povecanja veli¢ine jezgre i smanjenja veliine stanice. To je uzrokovano fluorom
induciranim oksidativnim stresom, DNK oste¢enjem i apoptozom (28). Jeng i sur. (25) su na
ljudskim oralnim fibroblastima ustanovili kako je natrijev fluorid toksi¢an in vitro zbog
inhibicije sinteze proteina, ometanja funkcije mitohondrija i osiromasivanja stanicnog ATP —
a. MoZe se nagadati kako je ta inhibicija sekundarni u¢inak na DNK jer ne postoji ociti
mehanizam kojim bi fluor izazvao genotoksi¢ne ucinke izravnom interakcijom s DNK (29).
Citotoksi¢an ucinak na ljudske fibroblaste gingive 1 mukoze te na stanice pulpe, ovisi o dozi 1
vremenu (25, 32). Obje naSe ispitivane zubne paste s fluorom sadrzavale su natrij fluorid za
koji je in vitro dokazano kako inhibira rast ljudskih diploidnih stanica u kulturi i izaziva

kromosomske aberacije (30, 31). Nasuprot gore navedenim podatcima koji govore u prilog
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toksi¢nosti fluora, jedna studija provedena na ljudima je za dugotrajnu izlozenost fluoridima
u vodi za pice Cak 1 na poviSenoj razini, dokazala kako, neovisno o prehrambenim navikama,
fluor ne uzrokuje kromosomska osSte¢enja na ljudskim limfocitima (33). Isto tako, in vitro
ispitivanje utjecaja koncentracija NaF 0, 7, 28, 56 i 100 ppm putem komet-testa na oralnu
sluznicu Stakora, ukljucujuéi i bukalnu sluznicu, nisu pokazala genotoksi¢ne promjene na
keratinocitima, s ili bez lize citoplazme (34).

Osim fluora kao toksi¢ne tvari, Cesto se spominje natrij lauril sulfat koji je sastavnica
velikog broja zubnih pasta. Dokazana je njegova toksicnost na stanicama mukoze gdje
izaziva deskvamaciju epitela (35). Nijedna od nasih ispitivanih pasta nije sadrzavala taj
sastojak, tako da se njihova genotoksi¢nost 1 citotoksi¢nost ne moze povezati s njim. Ostali
sastojci, ukljucujuéi silicij dioksid, hidratizirani silicijev dioksid, natrij benzoat, konzervanse,
boje, okusi i esencije, takoder mogu imati toksi¢ni ucinak (35).

Vecina ispitivanih parametara se nakon 60 dana koriStenja pasta s fluorom smanjila i nije
ostala statisticki znacajna u odnosu na vrijeme kada su se koristile paste bez fluora te vrijeme
od trideset dana koriStenja pasta s fluorom. Ovo se vjerojatno moze pripisati razli¢itim
adaptivnim mehanizmima unutar stanica ili zaStitnim faktorima unutar okruzenja usne
Supljine poput sline, sluzi, razine kreatinina, cirkulacije i oralne fluore (36, 37). Satoh i sur.
(37) su u in vitro uvjetima na tri ljudske oralne stani¢ne linije (fibroblasti gingive, fibroblasti
parodonta 1 stanice pulpe) dokazali porast otpornosti na NaF sa starenjem. Razlog tome moZze
biti povecanje stani¢nog 1 nuklearnog volumena i/ili stani¢nog proteinskog sadrzaja koje
moze dovesti do razrijedenja NaF blizu ciljnog mjesta. NaF nije izazvao apoptozu §to moze
biti posljedica ograni¢enog stupnja aktivacije kaspaze.

Kada smo promatrali vrijeme izloZenosti i usporedivali medusobno dva koriStena brenda
zubnih pasta, uo€ene su neke razlike medu njima. Tako je Sensodyne zubna pasta bez fluora
u odnosu na Plidentinu dovela do znacajnog povecanja broja stanica s kariolizom nakon 30
dana koriStenja (P = 0,029) te kariorekse i nuklearnih pupova nakon 60 dana (P = 0,007 i P =
0,001; redom). Sensodyne zubna pasta s fluorom je nakon 30 dana koriStenja, u odnosu na
Plidentinu, imala znacajno viSe stanica s nuklearnim mostovima (P = 0,000), a Plidentine
vedi broj stanica s mikronukleusom, kariolizom 1 binuklearnih stanica (P = 0,027, P = 0,003 i
P = 0,000; redom). Iz ovoga se da zakljuciti kako je Sensodyne zubna pasta bez fluora vise
citotoksi¢na od Plidenta zubne paste dok je u usporedbi pasta s fluorom nesto citotoksi¢nija
bila ona Plidentina. Navedene razlike u broj¢anim vrijednostima su minimalne, a kada se
pogledaju u odnosu na kontrolni bris uzet prije koriStenja ispitivanih zubnih pasta, razlika

neéma.
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Brojni bioloski, ekoloski i demografski ¢imbenici mogu ometati in vivo istraZivanje. Isto
tako je usna Supljina multifaktorijalno okruzenje te s obzirom da svaki pacijent ima vlastite
specificne bioloske varijacije, in vivo istrazivanja nije moguce standardizirati. Kako bi se
eliminirala pojedinacna odstupanja, napredak svakog ispitanika je redovito vremenski pracen.
Ispitanici su posluzili kao vlastita kontrola te su njihove bioloske raznolikosti bile zanemarive
u konac¢noj procjeni (21). Na pojavnost razlicitih jezgrinih anomalija utjecale su razlicite
prediktorske varijable. Tako je dob imala utjecaja na pojavnost najveceg broja anomalija i to
stanica s jezgrinim mostom (3 = 0,152; P = 0,038), jezgrinim pupom (f = 0,375; P =0,011) i
binuklarnih stanica (f = 1,839; P = 0,000). Spol nije imao utjecaja na nijedno dok je puSenje
imalo utjecaj samo na broj stanica s mikronukleusom (B = 0,765; P = 0,018) i binuklearnih
stanica (B = - 2,218; P =0,000).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da zubne paste s fluorom mogu izazvati
genotoksican 1 citotoksi¢an ucinak na stanicama bukalne sluznice. lako statisticka analiza
pokazuje znacajnu ucestalost razliitih jezgrinih anomalija nakon trideset dana koriStenja
zubnih pasti s fluorom, individualni parametri medu ispitanicima pokazuju visoku
varijabilnost unutar istth vremena wuzorkovanja. Veéina se ispitivanih parametara
mikronukleus testa, kod obje ispitivane zubne paste s fluorom, smanjila nakon 60 dana
koriStenja u odnosu na 30-i dan koriStenja istih te u odnosu na vrijednosti dobivene za
vrijeme koriStenja zubnih pasta bez fluora. Na temelju ovoga mozemo zakljuciti da je
genotoksican potencijal pasta s fluorom u in vivo uvjetima prolazan 1 ograni€en te dugoro€no
bioloski beznacajan.

S obzirom da zubne paste sadrze veliki broj sastojaka, tesko je sa sigurno$¢u razluciti koji
je od njih ili koja je kombinacija sastojaka dovela do promjena na stanicama. Prema tome,
trebalo bi ispitati paste identicnog sastava s 1 bez fluora, ali i razliCitih koncentracija fluora
kako bi se moglo ustanoviti koja je najviSa sigurna za upotrebu. Takoder, utjecaj bi se trebao
promatrati kroz dulje vrijeme te bi bilo dobro ispitati utjecaj i ostalih spojeva fluora, ne samo
NaF.

U ovom trenutku nema objektivnog i mjerljivog dokaza o genotoksicnom ucinku fluora iz
oralno — higijenskih i ostalih dentalnih preparata na oralnim stanicama u in vivo uvjetima.
Medutim, dokle god je javnost posebno zainteresirana za sigurnost i toksikologiju fluora,
zasigurno je potrebno provoditi kontrolirana klinicka ispitivanja kako bi se potvrdila njihova

biokompatibilnost i sigurna primjena.
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Iz navedenih rezultata dolazimo do sljedecih zakljucaka:

1.

4,

Kod ispitanika koji su koristili zubne paste bez fluora i s fluorom uocene su statisticki
znacajne razlike u ispitivanim parametrima citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti.

Kod ispitanika koji su koristili zubnu pastu Sensodyne s fluorom uoceno je statisticki
znacajno povecanje broja stanica s mostom, piknozom i kondenziranim kromatinom u
odnosu na vrijeme kada su koristili zubnu pastu istog proizvodaca, ali bez fluora.

Kod ispitanika koji su koristili zubnu pastu Plidentu s fluorom uoceno je statisticki
znacajno povecanje broja stanica s mikronukleusom, mostom, pupom, kariolizom 1i
karioreksom u odnosu na vrijeme kada su koristili zubnu pastu istog proizvodaca, ali
bez fluora.

Vecina se ispitivanih parametara mikronukleus testa, kod obje ispitivane zubne paste s
fluorom, smanjila nakon 60 dana koriStenja u odnosu na 30—i dan koriStenja istih te u
odnosu na vrijednosti dobivene za vrijeme koriStenja zubnih pasta bez fluora. Na
temelju ovoga mozemo zakljuciti da je genotoksican potencijal pasta s fluorom u in

vivo uvjetima prolazan i nema veliku biolosku vaznost.
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Naziv diplomskog rada: Citotoksi¢ni i genotoksi¢ni ucinak zubnih pasta s fluorom 1 bez

fluora na stanicama bukalne sluznice

Cilj istrazivanja: Paste za zube sadrze mnoge potencijalno Stetne sastojke, ukljucujuéi neke
koje mogu dovesti do ozbiljnih dugoro¢nih zdravstvenih problema. Svakodnevna upotreba
proizvoda za oralnu zdravstvenu zastitu je velika Sto naglaSava potrebu da zdravstveni
djelatnici i potrosaci budu informirani o potencijalnim prednostima i rizicima povezanim s
tim proizvodima. Ovo istrazivanje bilo je usmjereno na procjenu moguc¢ih DNK oste¢enja u
oralnim epitelnim stanicama kod sudionika koji su bili izloZeni zubnim pastama s fluorom u
usporedbi s onima bez fluora.

Materijali i metode: Cetrdeset volontera izabrano je medu studentima dentalne medicine i
podijeljeno u dvije eksperimentalne skupine. Svaka grupa koristila je prvo zubnu pastu bez
fluora kroz prva dva mjeseca, nakon cega je slijedila uporaba fluoridiranih vrsta istog
proizvodaca kroz isto vrijeme koriStenja. Oralne epitelne stanice su uzorkovane na pocetku te
30, 60, 90 i 120 dana od pocetka uporabe ispitanih vrsta zubnih pasta. Kromosomska
ostec¢enja analizirana su mikronukleus testom.

Rezultati: Obje testirane zubne paste s fluorom pokazale su poveane parametre
genotoksicnosti 1 citotoksi¢nosti nakon trideset dana koriStenja. Vecina ispitivanih
parametara se smanjila se nakon 60 dana 1 nisu se znac¢ajno razlikovali od rezultata dobivenih
u vrijeme kada su se koristilezubne paste bez fluorida.

Zakljucak: Na temelju rezultata moze se zakljuciti kako uporaba pasta za zube s fluorom

moze izazvati prolaznu 1 ogranic¢enu toksi¢nost, medutim dugoro¢no bioloski beznacajnu.

Kljuéne rijeci: fluoridirane zubne paste, citogenetsko oStecenje, oljuStene bukalne stanice,

mikronukleus test
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Diploma thesis title: Cytotoxic and genotoxic effects of different kinds of toothpaste with

and without fluoride on oral mucosa cells

Aim: Toothpastes contain many potentially harmful ingredients, including some that can lead
to serious long-term health problems. Everyday use of oral health care products has
increased, highlighting a need for healthcare clinicians and consumers alike to be informed of
the potential benefits and risks associated with these products. This study aimed to evaluate
possible DNA damage to oral epithelial cells in participants exposed to fluoride kinds of
toothpaste considering the effect of non-fluoride kinds of toothpaste.

Materials and methods: Forty volunteers were found among students of dental medicine
and assigned into two experimental groups. Each group used regular toothpaste without
fluoride for initial two months, followed by the use of fluoride kinds of toothpaste of the
same brand for the next two months. The oral epithelial cells were sampled at baseline and
30, 60, 90 and 120 days after the beginning of the use of tested types of toothpaste.
Chromosomal damage was analysed by micronucleus assay.

Results: Both tested fluoride kinds of toothpaste showed increased parameters of
genotoxicity and cytotoxicity after thirty days of use. Most of the studied parameters
decreased after 60 days of use and were not significantly different from the results obtained at
the time when the participants used toothpaste without fluoride.

Conclusion: Based on the results, we can conclude that the use of toothpaste with fluoride

may cause transient limited toxicity, long-term biologically insignificant.

Key words: fluoride toothpaste, cytogenetic damage, exfoliated buccal cells, micronucleus

assay
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