In vitro ispitivanje potencijalne toksicnosti oralno tkivnih kondicionera
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Izvod

Oralno tkivni kondicioneri predstavljaju materijale koji se povremeno aplikuju na gingivalnu
povrsinu plocaste zubne proteze, a radi eliminacije mehanickih iritacija i ozdravljenja oste-
¢ene i inflamirane sluzokoZe. Po hemijskom sastavu mogu se podeliti na metakrilatne i
silikonske kondicionere. Cilj istraZivanja bio je ispitivanje potencijalne toksi¢nosti jedno-
dnevnih, sedmnodnevnih i tridesetodnevnih ekstrakata oralno tkivnih kondicionera razli¢itih
koncentracija. U istrazivanju su koris¢eni ekstrakti dva silikonska i cetiri metakrilatna
materijala razli¢itih efektivnih koncentracija (5, 12,5, 25 i 50%). Koli¢ina toksi¢nih supstanci i
dinamika njihovog oslobadanja iz metakrilatnih kondicionera praceni su tecnom hromatogra-
fijom pod visokim pritiskom (HPLC). Ova analiza nije mogla da se primeni na silikonske
kondicionere jer se oni sastoje od polimernih i neorganskih supstanci. Ocena proliferativnosti
Celijske kulture, kao parametara citotoksicnosti, vrsena je Mosmann-ovim MTT testom, koji
se zasniva na redukciji Zute tetrazolijumove soli (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetra-
zolium bromid — MTT) mitohondrijalnom sukcinat dehidrogenazom metabolicki aktivnih
Celija, pri ¢emu nastaje plavi formazan. Sa porastom duzine ekstrakcionog perioda raste i
koli¢ina oslobodenih potencijalno toksi¢nih supstanci iz uzoraka metakrilatnih kondicionera.
Citotoksi¢nost ispitivanih materijala znacajno raste sa porastom koncentracije ispitivanih
ekstrakata, kao i sa povec¢anjem duZine trajanja ekstrakcionog perioda. S ciliem poboljsanja
bioloskih karakteristika plocastih zubnih proteza podlozenih mekim materijalima preporucuje
se njihovo potapanje u vodu dan pre predaje pacijentu. Silikonski kondicioneri su pokazali
manju citotoksi¢nost u odnosu na metakrilatne kondicionere, Sto ih preporucuje za primenu
u svakodnevnoj stomatoloskoj praksi.
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Oralno tkivni kondicioneri pripadaju grupi mekih
materijala za podlaganje koji se povremeno aplikuju na
gingivalnu povrsinu plocaste zubne proteze, s ciljem eli-
mininacije mehanickih iritacija i ozdravljenja ostecene
ili inflamirane sluzokozZe [1]. Reakcija vezivanja oralnih
kondicionera odvija se u ustima pacijenta. Nakon poli-
merizacije ostaju ugibljivi, rezilijentni, nekoliko dana do
nekoliko nedelja. Zahvaljujuéi svojim viskoelasti¢nim
svojstvima, ovi materijali omogucavaju podjednaku ras-
podelu mastikatornih sila na potporna tkiva, te na taj
nacin uklanjaju bol i razne tegobe kod nosioca zubnih
proteza sa veoma redukovanim, ostrim ili podminira-
nim alveolarnim grebenima [2,3].

Oralno tkivni kondicioneri se po svom hemijskom
sastavu mogu podeliti na metakrilatne i silikonske kon-
dicionere.

Osnovni polimer (prah) metakrilatnih kondicionera
obi¢no je poli(etilmetakrilat) (PEMA), a rede poli(metil-
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metakrilat) (PMMA). Tecni metakrilni monomer naj-
CeSce se moze naci u smesi sa estarskim plastifikato-
rima (ftalati, najcesce di-n-butil-ftalat) i etanolom [4,5].
Etanol se iz materijala u usnu duplju oslobada u toku
prvih 24 Casa, te se moZe ocekivati njegovo iritirajuce
dejstvo na vec traumatizovanu sluzokozu [3]. Osloba-
danje plastifikatora je sporije, a kao posledica njegovog
gubitka materijal vremenom postaje Cvrst i neupotreb-
ljiv, pa ga je potrebno zameniti [1,6].

Silikoni su najces¢e u osnovi hidroksilovani poli(di-
metilsiloksani) i poli(vinilsiloksilani). Silikonski kondicio-
neri sadrze do 40% silikatnih punila Sto im povedava
otpornost na dejstvo razlicitih sila [7]. Karakteristika si-
likonskih kondicionera je rastvorljivost punila u oralnim
tecnostima [2].

Postoje brojni dokazi da pojedine komponente me-
takrilatnih materijala mogu delovati Stetno na organi-
zam i izazvati promene na lokalnom, a rede na sistem-
skom nivou [8,9]. Smatra se da ¢ak 17% korisnika plo-
Castih zubnih proteza pokazuje preosetljivost na meta-
krilate [10]. Potencijalno toksi¢no dejstvo metakrilatnih
kondicionera pripisuje se tzv. rezidualnim monome-
rima, posledici nepotpune polimerizacije materijala
[11-13]. Dosadasnja in vitro istrazivanja pokazala su
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citotoksi¢an i kancerogeni efekat ftalatnih plastifikatora
i inicijatora polimerizacije, benzoil peroksida [14-19].

Cilj istrazivanja bio je ispitivanje potencijalne tok-
sicnosti jednodnevnih, sedmodnevnih i tridesetodnev-
nih ekstrakata oralno tkivnih kondicionera razli¢itih
koncentracija. Pomoc¢u HPLC analize izvrSena je identi-
fikacija potencijalno toksi¢nih niskomolekularnih sup-
stanci iz metakrilatnih kondicionera, dok kod silikonskih
HPLC analiza ne bi bila pouzdana, jer se silikonski kon-
dicioneri sastoje, uglavnom, od polimernih i neorgan-
skih supstanci.

MATERIAL | METODE

Reagensi

— Metilmetakrilat, MMA, CH,=C(CH3)COOCH;, M =
= 100,12 g/mol, 98,5%, Aldrich, Milwaukee, Wisconsin,
SAD.

— n-Butilmetaklrilat, BuMA, CH,=C(CH3)COQC,Hq, M =
= 142,20 g/mol, 99%, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Nemacka.

— Etilmetakrilat, EMA, CH,=C(CH;)COOC,H;, M =
= 114,14 g/mol, 99%, Aldrich, Milwaukee, Wisconsin,
SAD.

— Etilenglikol-dimetakrilat, EGDM,

CH,=C(CH3)COO(CH,),0COC(CH3)=CH,,

M = 198,22 g/mol, 98%, Fluka Chemie GmbH, Stein-
heim, Nemacka.

— Benzoil-peroksid, BP, (CsHs;CO),0,, M = 242,23
g/mol, 99%, Fluka Chemie GmbH, Steinheim, Nemacka.

— Dibutil-ftalat, dBuFt, C¢H,-1,2-[CO,(CH,)3CHs),, M =
= 278,34 g/mol 99%, Aldrich, Milwaukee, Wisconsin,
SAD.

— Metanol, CH3;0H, M = 32,04 g/mol, Chromasolv
99,9%, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Nemacka.

Materijali
Ispitivani materijali prikazani su u tabeli 1.
Koris¢enjem kalupa od kondenzacionih silikona (Op-
tosil, Heraeus, Nemacka) napravljeni su uzorci ispiti-
vanih materijala jednakih dimenzija (15 mmx10 mmx2
mm) i polimerizovani u inkubatoru (Binder, Nemacka)

na temperaturi tela (371 °C).
Ekstrakti su dobijeni inkubacijom uzoraka materijala

Tabela 1. Ispitivani materijali
Table 1. Tested materials

u vestackoj pljuvacci (tabela 2) (0,1 g materijala : 1 cm®
ekstrakcionog rastvaraca, 1ISO 0993-12), u zatvorenim
plasti¢nim epruvetama na temperaturi od 37+1 °Ci u
vodenom kupatilu (GFL, Nemacka). Duzina ekstrakcio-
nog perioda iznosila je jedan, sedam i trideset dana.

Tabela 2. Koris¢éni model vestacke pljuvacke [20]
Table 2. Used artificial saliva model [20]

g Komponente/dm?

Komponente dejonizovane vode
Natrijum-hidrogen-karbonat 4,2
Natrijum-hlorid 0,5
Kalijum-karbonat 0,2

Tecna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC)

Radi kvalitativnog i kvantitativnog odredivanja koli-
¢ine potencijalno toksi¢nih supstanci u ekstraktima me-
takrilnih materijala nakon svih predvidenih ekstrakcio-
nih perioda koris¢ena je HPLC analiza. Uzorci ekstrakata
su filtrirani na ekono-filteru pre¢nika pora 0,45 um,
nakon &ega je po 0,02 cm’ injektirano u HPLC uredaj
Agilent 1100 Series (SAD), sa DAD 1200 detektorom i
analitickom kolonom Supelco Discovery HS C18 250
mmx4,6 mm, 5 um (Sigma-Aldrich, SAD). Mobilna faza
bila je metanol a njen protok iznosio je 1 cm®/min.
Termostatiranje kolone obavljeno je na 25 °C.

Detektovane supstance i reagensi koriS¢eni za iz-
radu kalibracionih kriva prikazani su u tabeli 3. Kalibra-
cione krive su izradivane od serije rastvora svake od
ispitivanih supstanci u metanolu. Pocetna koncentracija
ispitivanog jedinjenja bila je oko 1 mg/cm’, od koje je,
zatim, razblaZivanjem metanolom pravljena serija ras-
tvora manjih koncentracija. Iz dobijenih hromatograma
ocCitavani su potrebni podaci: retenciono vreme svakog
jedinjenja, R i povrsina pika, A. Uredaj ocitava UV/Vis
spektar u svakoj tacki pika na hromatogramu, tako da
se iz spektara moZe odrediti i vrednost A, tj. talasna
duZina na kojoj jedinjenje ima maksimalnu apsorbancu
(tabela 3). Kako sva ispitivana jedinjenja imaju maksi-
mum apsorbance oko 205 nm, ova talasna duzina je
izabrana za izradu kalibracionih kriva i za kasnija ispi-
tivanja uzoraka. U tabeli 3 su prikazani jos i koeficijenti
linearne zavisnosti povrsine pika i koncentracije ispiti-
vanog jedinjenja prema jednacini (1):

Materijal Proizvodac

Sastav

GC Reline Soft

Ufigel P Voco, Cuxhaven, Nemacka

Lang Flexacryl
Lang Immediate
Vertex Soft
Bosworth Trusoft

GC Reline Products Corp. Japan

Lang Dental Manufacturing Co, SAD

Silikonski kondicioneri

Metakrilatni kondicioneri

Vertex-Dental B.V., Holandija
Bosworth Company, SAD
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Tabela 3. Vrednosti retencionih vremena, maksimalnih apsorbanci, opsega koncentracija za koje postoji linearna zavisnost povrsina
pikova i koncentracija i koeficijenti linearne korelacije, R, detektovanih supstanci

Table 3. Values of retention time, maximal absorbances, concentration range for which linear dependence of peak surface exists and
concentration and coefficients of linear correlation, R, for determined compounds

Potencijalno toksi¢na supstanca R,/ min  Am./nm Linearna zavisnost za koncentracije C(mg/cms) a b R
MMA 2,637 207 0do 0,14 660,8 74193,8 0,988
BuMA 2,946 208 0do 0,10 255,6 60871,9 0,999
EMA 2,289 207 0do 0,14 690,5 77532,5 0,991
BP 3,332 204236 0do0,12 418,9 43996,2 0,998
dBuFt 3,514 2051225 0do 0,10 1046,1 56541,8 0,996
EGDM 3,049 208 0do 0,10 789,5 67892,5 0,995
A=a+bC (1) nm na viSekanalnom fotometru (Multiskan Ascent N

gde je A - povrsina pika, mAU*s, C - koncentracija ispi-
tivanog jedinjenja, mg/cm3.

Mosmann-ov MTT test

Materijali su ispitivani na permanentnoj humanoj
¢elijskoj liniji Hela. Celije su gajene u DMEM-u (Dul-
becco’s Modified Eagle’s Minimal Essential Medium,
PAA Laboratories GmbH) sa dodatkom L-glutamina, 100
IU/cm?® penicilina, 100 GU/cm” streptomicina i 10% fe-
talnog govedeg seruma (Foetal Calf Serum, Gibco, Ve-
lika Britanija). Rad u celijskoj kulturi obavljan je u ver-
tikalnoj sterilnoj komori (Bioair Instruments, Italija). Ce-
lijska kultura odrzavana je u inkubatoru, u atmosferi za-
si¢enoj vodenom parom, sa 5% CO, na 37 °C.

Celije su zasadene u tri sterilne ploce za kultivaciju
Celija sa 96 mesta, za svaki od ekstrakcionih perioda. U
svakom od pojedina¢nih mesta zasadeno je po 10" ¢e-
lija u 0,1 cm® medijuma, nakon &ega je sledila prekulti-
vacija kulture u trajanju od 24 casa. Nakon tog perioda
u svako od pojedina¢nih mesta dodato je jo 0,1 cm’
ekstrakata kondicionera razlicitih koncentracija. Kon-
trola je sadrzala 10° ¢elija u 0,2 cm’® medijuma. Test je
raden u tetraplikatu.

Za ispitivanje dejstva materijala na celijsku kulturu
napravljene su 10, 25, 50 i 100% koncentracije ekstra-
kata. Efektivne koncentracije ekstrakata su bile dvo-
struko manje jer su ekstrakti dodavani na isti volumen
medijuma sa celijama. Svi ekstrakti sterilisani su filtra-
cijom kroz 0,2 um filter.

Nakon inkubacije od 72 sata uraden je MTT test,
zasnovan na redukciji Zute tetrazolijumove soli (3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolium bromid — MTT)
mitohondrijalnom sukcinat dehidrogenazom metabo-
licki aktivnih ¢elija, pri cemu nastaje plavi formazan.

Medijum u kome su inkubirane ¢elije izvucen je, ce-
lije su isprane sa 0,1 cm’ PBS-a (fosfatna puferisana so),
nakon &ega je dodato je 0,02 cm® MTT-a (Sigma, SAD).
Posle Cetvorosatne inkubacije na 37 °C, nastali kristali
formazana rastvoreni su dodatkom 0,1 cm® kiselog izo-
propanola (0,04 mol HCl/dm? izopropanola). Spektrofo-
tometrijsko merenje redukcije MTT-a vrseno je na 540

354, Thermo Labsystems, Finska). Postoji direktna pro-
porcionalnost izmedu rasta ¢elijske kulture i intenziteta
plave boje utvrdenim spektrofotometrijskim merenjem
apsorbance rastvora.

Eksperiment je ponovljen tri puta. Rezultati su pred-
stavljeni kao intenzitet redukcije MTT-a u odnosu na
kontrolu. Sa smanjenjem intenziteta redukovanog MTT-a
raste citotoksi¢nost ispitivanih materijala. Razlika u ni-
vou citotoksi¢nog efekta posmatrana je u odnosu na
vrstu materijala, duzinu ekstrakcionog perioda i kon-
centraciju ekstrakata. Statisticka obrada rezultata vrse-
na je analizom varijanse (ANOVA) i Post Hoc analizom
(paket SPSS 15.0).

REZULTATI

Smanjenjem koli¢ine svih merenih toksi¢nih sup-
stanci u ¢vrstim uzorcima oralno tkivnih kondicionera
srazmerno se povecava njihova koncentracija u dobi-
jenim ekstraktima. Sa porastom duzine ekstrakcije po-
vecava se i koli¢ina detektovanih supstanci u ispitiva-
nim ekstraktima. Vrednosti koli¢ine i dinamike prome-
ne toksicnih komponenti oralnih kondicionera u ras-
tvoru vestacke pljuvacke prikazane su u tabelama 4-6.
Gubitak plastifikatora doveo je do ocvrs¢avanja uzoraka
metakrilatnih kondicionera.

Na slikama 1-3 prikazane su srednje vrednosti in-
tenziteta redukovanog MTT-a, u zavisnosti od vrste i
efektivne koncentracije ekstrakata silikonskih kondicio-
nera u odnosu na kontrolu, nakon ekstrakcionog pe-
rioda od jednog, sedam i trideset dana.

lako ANOVA analizom nije utvrdena statisticki zna-
Cajna povezanost pada intenziteta redukcije MTT-a, sa
porastom koncentracije ekstrakata silikona, bez obzira
na duzinu ekstrakcionog perioda, ocigledno je da ta
povezanost postoji.

Na osnovu podataka iz tabele 7, ANOVA analizom
utvrdeno je da intenzitet redukcije MTT-a, a stoga i Ce-
lijska vijabilnost i proliferativnost opadaju sa vreme-
nom, pri ¢emu statisticka znacajnost postoji jedino u
slucaju 25% ekstrakata Ufigel P (p < 0,05).
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Tabela 4. Srednje vrednosti i standardne devijacije koli¢ine ekstrahovanih rezidualnih monomera iz uzoraka metakrilatnih

kondicionera

Table 4. Average values and standard deviations of the extracted residual monomers of methacrylic conditioners

Koncentracija jedinjenja u vestackoj pljuvacci, ug/cm3

Ispitivani materijal Rezidualni monomer

1dan 7 dana 30 dana
Lang Flexacryl EMA 29,64+1,79 51,71+3,40 86,2914,64
BuMA 1,14+0,09 7,3940,45 30,65%1,75
Lang Immediate MMA 48,32+3,18 75,8514,02 119,78+7,15
EMA 16,43+0,56 21,9941,85 32,6543,35
Vertex Soft MMA 46,4013,56 73,80%4,62 116,44+6,55
EGDM 1,245+0,121 1,65810,133 2,137+1,254
Bosworth Trusoft EMA 7,06+0,49 29,28+1,41 49,38+92,12

Tabela 5. Srednje vrednosti i standardne devijacije koli¢ine ekstrahovanog benzoil peroksida iz uzoraka metakrilatnih kondicionera
Table 5. Average values and standard deviations of the extracted benzoyl peroxide of methacrylic conditioners

Koncentracija BP u vestackoj pljuvacci, ug/cm3

Ispitivani materijal

1dan 7 dana 30 dana
Lang Flexacryl 0,44+0,05 3,69+0,39 10,17+0,76
Lang Immediate 0,46+0,07 3,11+0,30 11,25+0,84

Tabela 6. Srednje vrednosti i standardne devijacije koli¢ine ekstrahovanog plastifikatora iz uzoraka metakrilatnih kondicionera
Table 6. Average values and standard deviations of the extracted plasticizer of methacrylic conditioners

Koncentracija dBuFt u vestackoj pljuvacci, p.g/cm3

Ispitivani materijal

1dan 7 dana 30 dana
Lang Flexacryl 1,30+0,09 2,15+0,20 11,64+0,85
Lang Immediate 1,98+0,11 5,7310,24 7,5310,62
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Slika 1. Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon jednodnevne ekstrakcije silikonskih kondicionera.
Figure 1. Average values of MTT reduction intensity after one day extraction period of silicon conditioners.

Naknadnom Post Hoc analizom utvrdene su statis-
ticki znacajno nize prosecne vrednosti intenziteta re-
dukcije MTT-a tridesetog u odnosu na prvi dan eks-
trakcije pri upotrebi ekstrakta Ufigel P koncentracije
12,5% (p < 0,01) i 25% (p < 0,05).

Srednje vrednosti intenziteta redukovanog MTT-a u
zavisnosti od vrste i efektivne koncentracije ekstrakata

700

metakrilatnih kondicionera u odnosu na kontrolu, na-
kon razlicitih ekstrakcionih perioda prikazane su na
slikama 4—-6. Evidentno je smanjenje intenziteta reduk-
cije MTT-a sa porastom koncentracija, iako ANOVA
analizom nije utvrdena statisticki znacajna povezanost,
osim u slucaju primene tridestodnevnih ekstrakata
Lang Immediate (p < 0,05).
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Slika 2. Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon sedmodnevne ekstrakcije silikonskih kondicionera.
Figure 2. Average values of MTT reduction intensity after seven day extraction period of silicon condjtioners.

8

Vradnost u 6dnasu na kontrolu (96)
Control percentage (%)

o

288888388
"
'

—— U Helne Solt
-=-m--- Uhigel P

5% 12.5%

25% 50%

Koncentraciia/ Concentration

Slika 3. Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon tridesetodnevne ekstrakcife silikonskih kondicionera.
Figure 3. Average values of MTT reduction intensily after one thirty extraction period of silicon condlitioners.

Iz tabele 8 moZe se uoditi da intenzitet redukcije
MTT-a opada sa vremenom za sve ispitivane koncen-
tracije ekstrakata, a ANOVA analizom utvrdeno je da
statisticka znacajnost postoji kod 5 i 12,5% ekstrakta
metakrilata tipa Lang Flexacryl i Vertex Soft (p < 0,05).

Sledstvenom Post Hoc analizom utvrdene su statis-
ticki znacajno nize prosecne vrednosti intenziteta re-
dukcije MTT-a tridesetog u odnosu na prvi dan ekstrak-
cije pri koris¢enju oba navedena tipa metakrilata kon-
centracije 5 i 12,5% (p < 0,05). Post Hoc analizom do-
bijena je statisticki znacajno visa prose¢na vrednost in-
tenziteta redukcije MTT-a prvog u odnosu na trideseti
dan ekstrakcije i u sluéaju 5% koncentracije ekstrakta
Bosworth Trusoft metakrilata (p < 0,01).

DISKUSUJA

Ispitivanje kolicine komponenti oslobodenih iz pro-
tetskih nadoknada u pljuvacku znacajno je kako zbog
njenog lokalnog dejstva na oralnu sluzokozu, tako i sa
aspekta njenog sistemskog dejstva, jer u njoj rastvo-
rene supstance gutanjem dospevaju u sistem organa za
varenje. Oralno tkivni kondicioneri su u kontaktu sa tki-
vom ushe duplje posredstvom pljuvacke. U istraZivanju
je, dakle, bilo neophodno ostvariti uslove koji uspesno
kombinuju delimi¢no oslobadanje toksi¢nih supstanci i
indirektni kontakt materijala i tkiva, kako bi se sto
vernije simulirali uslovi u usnoj duplji [21]. In vitro ispi-
tivanja mogu se sprovoditi koris¢enjem prirodne ali su
mnogo Cesca sa vesStackom pljuvackom, zbog ujednaca-
vanja uslova eksperimenata i zbog sprecavanja konta-
minacije uzoraka. Predvideni su ekstrakcioni periodi od
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Slika 4. Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon jednodnevne ekstrakcije metakriltnih kondicionera.
Figure 4. Average values of MTT reduction intensity after one day extraction period of methacrylic conditioners.
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Slika 5. Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon sedmodnevne ekstrakcije metakrilatnih kondicionera.
Figure 5. Average values of MTT reduction intensity after seven days exiraction period of methacrylic conditioners.

jednog, sedam i trideset dana, a s ciljem sagledavanja
ritma oslobadanja i koli¢ine potencijalno toksi¢nih ma-
terija iz materijala u pljuvacku u jasno ogranicenom
vremenskom intervalu njihove klinicke upotrebljivosti.
Vezivanje ispitivanih materijala obavljeno je na tem-
peraturi tela (37+1 °C). Manja koncentracija rezidual-
nog monomera u slucaju ekstrakcije materijala na bazi
PEMA posledica je nize vrednosti tacke ostakljivanja
PEMA (7, = 65 °C) u odnosu na PMMA (T; = 115 °C)
[22,23]. Najveca koli¢ina nevezanih monomera oslobo-
dena je u toku prvog dana ekstrakcije. Dobijeni rezultati
u saglasnosti su sa nalazima Bayaktar i sar. i Baker i sar.
[24,25]. Nasuprot tome, najveéi pad BUMA u uzorcima
ispitivanih metakrilata zabelezen je nakon sedmodnev-
ne ekstrakcije. Sa produzenjem trajanja ekstrakcionog
perioda, povecava se i koli¢ina ekstrahovanih neizre-
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agovalih monomera iz svih ispitivanih metakrilatnih ma-
terijala.

Rezultati su pokazali da se koli¢ina benzoil-perok-
sida u polimerizovanim materijalima neznatno smanju-
je potapanjem u rastvor vestacke pljuvacke sa vreme-
nom, $to je u korelaciji sa istraZzivanjem Haustein i sar.
[26]. Naime, povecéanje koncentracije BP u vestackoj
pljuvacci za 30 dana je veli¢ine od 10 do 11 ug/cm?’.
Cabe i Basker preporucuju potapanje u destilovanu
vodu kao efikasan nacin smanjenja koli¢ine BP u plo-
Castim zubnim protezama [27,28]. Nasuprot rezulta-
tima ove studije, Boeckler i sar. ne nalaze smanjenje BP
nakon potapanja u rastvor vestacke pljuvacke tempe-
rature tela u trajanju od 192 h, ni za jednu od ispiti-
vanih vrsta metakrilata. Prema njihovim saznanjima,
koli¢éina BP moZe se redukovati iskljucivo toplom post-
polimerizacijom [28].
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Slika 6. Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon tridesetodnevne ekstrakcije metakrilatnih kondicionera.
Figure 6. Average values of MTT reduction intensity after thirty days exiraction period of methacrylic conditioners.

Tabela 7. Rezultati poredenja statisticke znacajnosti, p, u smanjenju intenziteta redukcije MTT-a ANOVA analizom za razlicite
koncentracije ekstrakte silikonskih kondicionera nakon ekstrakcionoh perioda od jednog, sedam i trideset dana

Table 7. Results of comparison of statistical significance, p, of MTT reduction intensity decreasing using ANOVA analysis for different
concentrations of silicon conditioner extracts after extraction periods of one, seven and thirty days

Koncentracija ekstrakta, % GC Reline Soft Ufigel P
5 0,6178 0,0973
12,5 0,9375 0,0607
25 0,6325 0,0345
50 0,7017 0,1771

Tabela 8. Rezultati poredenja statisticke znacajnosti, p, u smanjenju intenziteta redukcije MTT-a ANOVA analizom za razlicite
koncentracije ekstrakte metakrilatnih kondicionera nakon razlicitih ekstrakcionog perioda od jednog, sedam i trideset dana

Table 8. Results of comparison of statistical significance of MTT reduction intensity decreasing using ANOVA analysis for different
concentrations of methacrylic conditioner extracts after extraction periods of one, seven and thirty days

Koncentracija ekstrakta, % Lang Flexacryl Lang Immediate Vertex Soft Bosworth Trusoft
5 0,0401 0,5849 0,0300 0,0756
12,5 0,0127 0,2636 0,0413 0,3172
25 0,4387 0,0507 0,2609 0,1274
50 0,0593 0,0982 0,2386 0,2366

Hashimoto i sar. u uslovima in vitro dokazali su
toksi¢an efekat plastifikatora iz grupe ftalata [3]. Sa
povecanjem koncentracije ftalata u vestackoj pljuvacci
metakrilatni kondicioneri su postali Cvrsti i neupotreb-
ljivi.

Upotreba MTT testa indikovana je u slucaju ispiti-
vanja materijala koji sadrzi potencijalno toksi¢ne sup-
stance rastvorljive u fizioloskim tecnostima, Sto pred-
stavlja indirektni, Sire upotrebljavan nacin utvrdivanja
njihove potencijalne toksi¢nosti. Radi bioloSkog oce-
njivanja stomatoloskih materijala, koriste se brze, efi-
kasne i ne tako skupe in vitro metode koje daju vazne
informacije o njihovoj citotoksi¢nosti [29-31]. Sa stano-
vista interpretacije rezultata, analize testova koji proce-
njuju stomatoloske materijale pokazale su da vecina

ovih testova samo delimi¢no imitira klinicku situaciju, s
obzirom na to da ne sagledava protok pljuvacke i njen
puferski kapacitet.

U trazenju korelacije izmedu uslova koji postoje u
usnoj duplji i in vitro istrazivanja postoji problem rele-
vantne koncentracije primenjenog materijala. Ispiti-
vane su razli¢ite koncentracije dobijenih ekstrakata, s
obzirom na heterogenu strukturu i razli¢itu rastvorlji-
vost potencijalno toksi¢nih sastojaka tkivnih kondicio-
nera [32]. Rezultati dobijeni MTT testom ukazuju na
najveci pad celijske proliferativnosti nakon prvog dana
ekstrakcije kod obe ispitivane vrste oralno tkivnih kon-
dicionera.

Sa porastom duzine ekstrakcionog perioda i koncen-
tracije ekstrakata raste i citotoksicni efekat ispitivanih
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oralnih kondicionera, sto je u saglasnosti sa nalazima
drugih autora [4,31,33]. Rezultati istrazivanja su ukazali
da se toksi¢ne supstance kontinuirano oslobadaju u
okolni medijum i da, na taj nacin, njihova koncentracija
u vestackoj pljuvacci raste. Okita i sar. pokazuju vecu
toksicnost metakrilatnih kondicionera u odnosu na
hladnopolimerizuju¢e metakrilate za podlaganje zubnih
proteza [4]. Rezultati ove studije pokazali su manju ci-
totoksi¢nost silikonskih u odnosu na metakrilatne kon-
dicionere. Medu ispitivananim metakrilatnim kondicio-
nerima, Lang Immediate je pokazao najmanju toksic-
nost.

Nije mogucde precizno odrediti standardne vrednosti
minimalnih koli¢ina analiziranih hemijskih komponenti
materijala koje bi mogle dovesti do toksicne reakcije ili
senzibilizacije tkiva. Kako je njihovo Stetno delovanje
vec dokazano, treba teziti njihovom maksimalnom sma-
njenju strogim postovanjem odnosa praha i tecnosti,
polimerizacionog postupka propisanog od strane proiz-
vodaca i potapanjem nadoknada podloZenih oralnim kon-
dicionerima u vodu jedan dan pre predaje pacijentu.

ZAKLJUCAK

Oslobadanje toksi¢nih supstanci iz uzoraka oralno
tkivnih metakrilatnih kondicionera praéeno je pomocu
HPLC metode i srazmerno je sa duZinom ekstrakcionog
perioda. Najveca koli¢ina oslobodena je u toku prvog
dana ekstrakcije, $to je pra¢eno najmanjom prolifera-
cijom celijske kulture u prisustvu ekstrakata materijala.
Sa porastom duZine ekstrakcionog perioda i koncen-
tracije ekstrakata ispitivanih oralno tkivnih kondicio-
nera raste i njihov toksi¢ni efekat na ¢elijsku kulturu. Pri
tom, manja je koli¢ina oslobodenog rezidualnog mono-
mera etilmetakrilata iz uzoraka oralno tkivnih metakri-
latnih kondicionera u odnosu na metilmetakrilat, Sto
daje prednost poli(etilmetakrilatnim) materijalima za
ovu svrhu iz grupe metakrilatnih kondicionera.

Sa druge strane, silikonski kondicioneri su pokazali
manju citotoksi¢nost u odnosu na metakrilatne kondi-
cionere, $to ih preporucuje u svakodnevnoj stomato-
loskoj praksi.
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SUMMARY

IN VITRO EXAMINATION OF ORAL TISSUE CONDITIONERS POTENTIAL TOXICITY

Nebojsa Kruniél, Ljubisa NikoIiéZ, Milena Kostic’a, Stevo Najman4, Vesna NikoIic'z, Jelena Najdanovié4

“Clinic of Dentistry, Faculty of Medicine, University of Nis, Ni$, Serbia
zFacu/ty of Technology, University of Nis, Leskovac, Serbia

3Department of Prosthodontics, Clinic of Dentistry, Faculty of Medicine, University of Nis, Nis, Serbia
*Institute of Biomedical Researches, Faculty of Medicine, University of Nis, Nis, Serbia

(Professional paper)

Oral tissue conditioners are applied temporarily to the gingival surface of a
denture for the purpose of reconditioning the abused denture supporting tissues,
allowing them to return to a normal, healthy state. According to chemical com-
position they can be classified into methacrylic and silicon conditioners. The ob-
jective of this research was to examine the potential toxicity of one, seven and
thirty day extracts of different concentrations. Different effective concentrations
(5, 12.5, 25 and 50%) of two silicone and four methacrylic conditioners extracts
were used after extraction period of one, seven and thirty days. Amount of toxic
substances and dynamics of their release were monitored by high-pressure liquid
chromatography (HPLC). HPLC analysis could not be applied to the silicone condi-
tioners because they consist of polymeric and inorganic substances. Evaluation of
cell proliferation, as cytotoxic parameters, was done by Mosmann’s MTT assay
based on reduction of yellow tetrazole (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide — MTT) to purple formazan by mitochondrial succinate de-
hydrogenase of metabolic active cells. With increasing of extraction period, the
amount of released potential toxic substances increased. The cytotoxicity of tested
materials significantly increased with extract concentration increase and duration
of extraction period. To improve the biological characteristics of mobile dentures
relined by soft materials, soaking in water the day before insertion into patient’s
mouth was recommended. Silicone conditioners showed less cytotoxicity com-
pared to the methacrylic conditioners, so they are more appropriate for daily den-
tal practice.
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