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KRATAK SADRZAJ

EFEKTI PRIMENE SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU GINGIVE NA
EKSPERIMENTALNIM MODELIMA

Kratak sadrzaj

Prilikom izrade fiksnih protetickih radova neophodno je postovati integritet struktura
parodonta i osigurati maksimalno mogucu preciznost na prelazu vesStacke krune u biolosko
tkivo. Da bi podrucje granice preparacije, u slu¢aju kad da je ona smestena u nivou ili ispod
ruba gingive, bilo dostupno otisnom materijalu potrebno je reverzibilnim privremenim
pomeranjem marginalne gingive u apikalnom smeru prikazati demarkacionu liniju i u€initi
je dostupnom. Najéesce koris¢ena sredstva za retrakciju gingive su adstrigensi (soli metala)
i vazokonstriktori (adrenalin). Ona se aplikuju u gingivalni sulkus brusenog zuba, dilatiraju
ga 1 isuSuju stvarajuéi optimalne uslove za uzimanje otiska za indirektne stomatoloske
restauracije. Obzirom da su sredstva za retrakciju u neposrednom kontaktu sa gingivalnim
tkivom njihova biokompatibilnost je od primarnog znacaja.

Biokompatibilnost stomatoloskih materijala definise se kao njihov kvalitet da nakon
primene u usnoj duplji obavljaju odredenu funkciju i pri tome ne uzrokuju nezeljene efekte.
Medutim, dokazano je da sredstva za retrakciju mogu imati jatrogeno dejstvo na tkiva
gingive, posebno ukoliko je pacijent ve¢ oboleo od parodontalnog oboljenja ili ima sklonost
ka njihovoj pojavi. Upoteba adrenalina moze uzrokovati sistemske reakcije organizma.

U istrazivanju se poSlo od pretpostavke da komercijalno dostupna sredstva za
retrakciju gingive ispoljavaju izvestan toksi¢ni efekat na tkiva sa kojima dolaze u kontakt, a
stepen oStec¢enja je razliCit 1 zavisi od vrste, koncentracije i duZine njihovog delovanja.
Bioloski prihvatljivija sredstva za retrakciju gingive od preparata na bazi aluminijum hlorida
i adrenalin a treba traziti medu simpatomimetskim vazokonstriktorima (tetrahidrozolin).

Cilj istraZivanja bio je uporedna analiza potencijalno toksi¢nog efekta sredstava
za retrakciju gingive i tetrahidrozolina u uslovima in vitro i in vivo.

Ispitivani materijal je obuhvatio tri sredstva koji u stomatoloskoj praksi koriste za
retrakciju gingive: dva materijala na bazi aluminijum hlorida (10% i 25% rastvor), 8%
adrenalin i 0,05% rastvor tetrahidrozolina.

Biokompatibilnost sredstava za retrakciju gingive ispitivana je u uslovima in vitro
na MDCK (Madin-Darby canine kidney) kontinuiranoj ¢elijskoj liniji i u in vivo
uslovima na eksperimentalnim zivotinjama. MDCK c¢elije se mogu smatrati analozima
epitelnih ¢elija gingive, dok je struktura gingivalnog tkiva i dubina gingivalnog sulkusa

kuni¢a gotovo identi¢na humanoj.
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KRATAK SADRZAJ

Efekat retrakcionih sredstava i tetrahidrozolina na vijabilnost i oporavak MDCK
¢elijske linije prati¢en je vitalnim bojenjem tripan plavim i nestandardnim MTT testom.
Kori$¢eni su rastvori ispitivanih retrakcionih materijala dobijeni njihovim razblazenjem
u Ringerovom rastvoru u slede¢im koncentracijama: 5%, 10%, 25% i 50%. Merenja
intenziteta redukcije MTT-a vrSena su neposredno nakon dejstava materijala u trajanju
od tri, Sest i deset minuta kako bi odredila vijabilnost, odnosno nakon perioda jedno-
dnevnog oporavka ¢elija u hranjivom medijumu u cilju odredivanja stepena oporavka
¢elija. Vrednosti dobijene u in vitro uslovima bile su osnov za statisticku analizu i obra-
deni su programom SPSS 15.0. Kori$¢ena je analiza varijanse (ANOVA) sa sledstve-
nom Post-Hoc analizom, a za statisti¢ki zna¢ajne smatrani su nivoi od p<0,05. Kvanti-
tativne promene u vijabilnosti ¢elija predstavljene su i opisno.

In vivo istrazivanje je obuhvatilo dejstvo retrakcionih sredstava i tetrahidrozolina na
gingivano tkivo eksperimentalnih kunica. Postupak i vreme aplikacije od sedam minuta
odgovarali su klinickim uslovima. Predvidene su negativna kontrola (odsustvo intervencije)
i lazni tretman (aplikacija retrakcionog konca bez ispitivanog sredstva). Biopsija tretiranog
gingivalnog tkiva i kontrole sprovedena je nakon opservacionih perioda od jednog sata,
jednog, sedam i trideset dana. Preparati su bojeni klasiécnom metodom — Hematoksilin &
Eozin i analizirani su patohistoloski. Zastupljenost kolagenih vlakana analizirana je pod
polarizacionim svetlom. Ocena rezultata izvrSena je semikvantitativno, na osnovu prisustva
inflamatorne reakcije i fibroze tkiva, kao i eventualnih destruktivno-nekroti¢nih promena

U in vitro istrazivanju je potvrdena pretpostavka da vijabilnost i oporavak celijske
kulture zavise od koncentracije ispitivanih rastvora, duZine njihovog dejstva, kao 1 od tipa
primenjenog materijala. Sa porastom koncentracije 1 duZine dejstva ispitivanih rastvora
sredstava za retrakciju gingive vijabilnost Celija statistic¢ki je znacajno opadala, Sto govori u
prilog potencijalne toksi¢nosti ispitivanih materijala. Rastvori komercijalno dostupnih
retrakcionih sredstava pokazali su se ne do blago citotoksi¢nim pri najmanjim koncentra-
cijama (5% i 10%) i nakon opservacionih perioda od tri i Sest minuta. Sa druge strane,
ozbiljan citotoksicni efeket primecen je nakon desetominutnog dejstva visih koncentracija
(25% i 50%) rastvora materijala na bazi aluminijum hlorida. Rezultati studije dokazali su
najmanji citotoksicni efekat alternativnog sredstva za retrakciju gingive na bazi tetrahidro-
zolina. I kod ove vrste materijala uocen je pad vijabilnosti ¢elija sa porastom duzine dejstva
i koncentracije rastvora.

Komparativna analiza pokazala je statisticko znacajno vise vrednosti intenziteta re-

dukcije MTT-a neposredno nakon dejstava retrakcionih sredstava u odnosu na rezultate

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija  vii



KRATAK SADRZAJ

dobijene nakon oporavka celija. Uzevsi u obzir nizak citotoksi¢ni efekat tetrahidrozolina,
rezultati oporavka ¢elija u kulturi bili su o¢ekivano pozitivni. Nasuprot tome, signifikantno
viSe vrednosti Celijske vijabilnosti neposredno posle dejstava komercijalnih sredstava u
odnosu na vrednosti nakon dodatne inkubacije Celija govore o prolongiranom Stetnom
uticaju preparata aluminijum hlorida i 0 moguénosti pokretanja sekundarnog inflamatornog
odgovora.

Rezultati in vivo istraZivanja ukazali su na reverzibilno oSte¢enje gingivalnog tkiva
posle lokalne aplikacije materijala na bazi aluminijum hlorida i adrenalina. Znacajnijih pro-
mena u strukturi tkiva jedan sat nakon uklanjanja nije bilo. Medutim, njihova upotreba do-
vela je do akutnog inflamatornog odgovora nakon opservacionog perioda od jednog i se-
dam dana. Posle trideset dana uocena je reparacija oSte¢enog tkiva. Inflamatorne promene
nastale aplikacijom tetrahidrozolina bile su znacajno slabijeg intenziteta u odnosu na alu-
minijum hlorid i adrenalin i rezultovale su uznapredovalim ozdravljenjem nakon sedmo-
dnevnog i potpunom reparacijom tkiva nakon tridesetodnevnog opservacionog perioda.
sredstva.

Preparat na bazi tetrahidrozolina pokazao je veci stepen biokompatibilnosti u uslovima
in vitro i in vivo, §to ga preporucuje za upotrebu u svakodnevnoj stomatoloskoj praksi. U cilju
prevencije ostecenja gingivalnog tkiva neophodno je smanjenje koncentracije upotrebljenog
sredstva za retrakciju gingive ispiranjem gingivalnog sulkusa fizioloskim rastvorom ili vode-
nim sprejom, smanjenje trajanja retrakcione procedure na tri do Sest minuta, kao i kontro-

lisano brusenje zuba sa §to manjim ostecenjem tkiva.

Kljuéne reéi: gingiva, retrakciona procedura, aluminijum hlorid, adrenalin,
tetrahidrozolin

Naucna oblast: Stomatologija

UZa naucna oblast: Bazi¢na stomatologija

UDK: 616.311.2
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APPLICATION EFFECTS OF GINGIVAL RETRACTION AGENTS ON
EXPERIMENTAL MODELS

Summary

When creating fixed prosthetic devices it is necessary to respect the integrity of the
periodontal structures and ensure maximum possible accuracy at the junction site of
artificial crown and biological tissue. When the preparation border area is situated at the
level or below the gingival margin, demarcation line should be made by reversible
temporary shift in apical direction to enable access of impression material. The most
commonly used gingival retraction agents are astringents (metal salts) and vasoconstrictors
(adrenalin). They are applied in the gingival sulcus of prepared tooth, thus dilating and
drying it out and creating optimal conditions for impression taking in indirect dental
restoration. Given that the retraction agents are in direct contact with the gingival tissue
their biocompatibility is of primary importance.

Biocompatibility of dental materials implies the capability of performing a
specific function in the oral cavity without causing side effects. However, it was
established that the retraction agents might have iatrogenic effect on gingival tissue,
especially if the patient had already had periodontal disease or was prone to such
problems. The use of adrenalin may cause systemic reactions of the organism.

The study was based on the assumption that commercially available gingival
retraction agents exhibit some toxic effect on the surrounding tissues, and the degree of
damage varies depending on the type, concentration and the effect duration. Biologically
acceptable gingival retraction agents based on aluminum chloride and adrenalin should
be sought among sympathomimetic vasoconstrictors (tetrahydrozoline).

The aim of the study was comparison analysis of potentially toxic effects of
gingival retraction agents and tetrahydrozoline in vitro and in vivo conditions.

The tested material included three agents used for gingival retraction in dental
practice: two materials based on aluminum chloride (10% and 25% solution), 8%
adrenalin and 0.05% tetrahydrozoline solution.

Biocompatibility of gingival retraction agents was examined under in vitro
conditions on MDCK (Madin-Darby canine kidney) continuous cell line and under in
vivo conditions on experimental animals. MDCK cells may be considered analogous to
gingival epithelial cells, and the structure of gingival tissue and the depth of gingival

sulcus of the rabbit is almost identical to that in humans.
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SUMMARY

The effect of retraction agents and tetrahydrozoline on the viability and recovery
of MDCK cell line was observed using vital staining with trypan blue and non-standard
MTT assay. The solutions of the examined retraction materials obtained by dilution in
Ringer solution in 5%, 10%, 25% and 50% concentrations were used. Measurements of
the intensity of MTT reduction were performed immediately after a three, six and ten
minute effect period of materials to determine the viability, or after a period of one day
of cell recovery in a nutritious medium to determine the degree of recovery of cells.
The values obtained in in vitro conditions represented the basis for the statistical analysis
and were analyzed by SPSS 15.0. The analysis of variance (ANOVA) was used followed
by Post-Hoc analysis, and the levels of p <0.05 were considered statistically significant.
Quantitative changes in cell viability were presented descriptively as well.

In vivo research included the effect of retraction agents and tetrahydrozoline on
gingival tissue of experimental rabbits. The procedure and the seven minute application
period were identical to clinical setting. The negative control (absence of intervention)
and a false treatment (application of retraction floss without test agent) were predicted.
The biopsy of gingival tissues and control was carried out after the observational period
of one hour, one, seven and thirty days. The preparations were stained by means of
traditional method — Hematoxylin & Eosin and analyzed histologically. The distribution
of collagen fibers was determined under polarizing light. Evaluation of the results was
performed semiquantitatively, based on the presence of inflammatory reaction and
fibrosis tissue, as well as destructive-necrotic changes

In an in vitro study the hypothesis was proved that the viability and recovery of
the cell culture depended on the concentrations of the examined solution, the effect
duration, as well as the type of the applied material. As the concentration and duration
of action of the tested solutions of gingival retraction agents increased the cell viability
statistically significantly decreased, indicating the potential toxicity of tested materials.
Solutions of commercially available retraction agents proved to have no cytotoxic or
slightly cytotoxic effect at the lowest concentrations (5% and 10%) and upon the
observational period of three and six minutes. On the other hand, serious cytotoxic
effect was observed after a ten-minute period at higher solution concentrations (25%
and 50%) based on aluminum chloride. The results of the study proved the lowest
cytotoxic effect of alternative gingival retraction agents based on tetrahydrozoline. In
this type of material, decline of cell viability with an increase of effect duration and

solution concentration was noticed as well.
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SUMMARY

Comparison analysis showed statistically significant higher values of intensity
reduction of MTT immediately after effects of retraction agents compared to the results
obtained after the cell recovery. Taking into account the fact that cytotoxic effect of
tetrahydrozoline was low, the results of cell recovery in culture were expectedly
positive. In contrast, significantly higher values of cell viability immediately after the
effects of commercial agents in relation to the values after further incubation of cells
indicated the prolonged harmful effects of aluminum chloride and the possibility of
initiating a secondary inflammatory response.

The results of in vivo research pointed to the reversible damage of gingival tissue
after local application of materials based on aluminum chloride and adrenalin. An hour
after the removal no significant changes in the tissue structure were found. However, their
use resulted in an acute inflammatory response after the observation period of one and
seven days. After thirty days reparation of the damaged tissue was observed. Inflammatory
changes due to tetrahydrozoline application were of significantly lower intensity compared
to aluminum chloride and adrenalin and resulted in advanced healing after seven day
obsevation period and full tissue reparation tissue after thirty day observation period.
Tetrahydrozoline proved to be biologically more acceptable in relation to the retraction
agents tested.

The preparation based on tetrahydrozoline showed a higher degree of biocompatibility
in vitro and in vivo conditions, and is therefore recommended for everyday use in dental
practice. In order to prevent damage to the gingival tissue it is necessary to decrease the
concentration of the agent used for gingival retraction by rinsing gingival sulcus with saline
or water spray, reduce the duration of the retraction procedure to three to six minutes, as

well as controlled teeth preparing with minimal tissue damage.

Key words: gingiva, retraction procedure, aluminijum chloride, adrenalin,
tetrahydrozolin

The scientific field: Dentistry

Special topics: Basic Dentistry

UDC: 616.311.2
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1. UVODNE NAPOMENE

Parodont ¢ini nekoliko razli¢itih tkiva koja okruzuju zub i pruzaju mu potporu, ¢ime
omogucuju njegovu funkciju. Sastavljen je od gingive, periodoncijuma, cementa i alveolarne
kosti (Zeli¢ 2006, Chandra 2007). Njegove fizioloske uloge su: potporna (preko njega se ostva-
ruje bioloska i mehanicka veza sa alveolom), formativna (koju obavljaju Celije osteoblasti, fi-
broblasti i cementoblasti omogucavajuci visok reparatorni potencijal potpornih struktura), nu-
tritivna (arterijskim krvnim sudovima), neurosenzorna i zastitna uloga (prihvata i amortizuje
razliCite sile koje deluju na zub) (Paji¢ 1990). Oboljenja ovih tkiva su parodontalna oboljenja
(Kaufman 2001, Weinmann 2011). U njihovoj etiopatogenezi najces¢e se pominje infekcija,
ali se, svakako, ne mogu zanemariti i drugi moguci uzro¢nici poput traume, hemijskih ili
termickih oStecenja (Ranney 1993, Armitage 1999, Lamster 2001, Kawar 2011). S obzirom
da je dejstvu nepozeljnih faktora zbog svoje pozicije prvenstveno izlozena gingiva, Sva paro-
dontalna oboljenja inicijalno nastaju kao upala desni ili gingivitis. Ukoliko se na vreme ne sa-
nira gingivitis konsekutivno vodi u parodontopatiju (Kaufman 2001, Immamura 2003,
Weinmann 2011).

Da bi se sprecila dublja oStecenja parodonta zuba posebnu paZnju treba usmeriti ka
ocuvanju zdravlja gingive u toku stomatoloskih intervencija. Istrazivanja brojnih autora uka-
zuju da retrakciona procedura koja je uobicajena kod uzimanja otiska za indirektne proteticke
restauracije (veStacke krunice i mostove) moze da dovede do osteenja tkiva gingive (Azzi
1983, Nemetz 1984, Weir 1984, Benson 1986, de Gennaro 1987, Kopa¢ 2002, Akca 2006,
Kumbuloglu 2007, Al Hamad 2008). U savremenoj stomatoloskoj praksi kao sredstva za re-
trakciju gingive koriste se adstrigensi (soli aluminijuma) i epinefrin (de Gennaro 1982,
Woody 1993, Nowakowska 2007). Svrha ovog istrazivanja bila je uporedna analiza njihovog
potencijalno toksi¢nog dejstva na in vitro i in vivo eksperimentalnim modelima, kao i kompa-
racija njihovog dejstva sa alternativnim sredstvom za retrakciju gingive, tetrahidrozolinom.
Rezultati istrazivanja doprinose u odabiru optimalnog sredstva za retrakciju gingive koje ¢e

uz maksimalan klini¢ki efekat pokazati minimalna nezeljena dejstva.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. OPSTE KARAKTERISTIKE GINGIVALNOG TKIVA
2.1.1. Anatomija i histologija gingive

Gingiva ili desni je deo mastikatorne sluzo-
koze koja prekriva alveolarne nastavke gornje i

donije vilice i cement korena zuba (Obradovi¢ 2005). :;;z‘d:n“t‘"'

Deli se na slobodnu (marginalnu), interdentalnu i
pripojnu gingivu (slika 1) (Zeli¢ 2006, Orlov 2007) .

Slobodna gingiva nije pripojena za podlogu Cement

: \/ Gingiva
/
7]
8 Alveolarna
/ _:;f/ kost
g\

Slika 1. Anatomo-histoloska grada

% |
by |
”ls ’

i

£/

i ona poput kragne obavija vrat zuba. Svetloru- 54

zicaste je boje, talasasta i visoka oko 0,5-2 mm

(Obradovi¢ 2005). Sa vestibularne i oralne strane

zuba u koronarnom smeru zavrsava se ivicom de- gingivalnog tkiva

sni, dok se apikalno pruza do nivoa dna gingi-

valnog sulkusa, gde se nastavlja pripojnom gingivom. Na aproksimalnim povrsinama
slobodna gingiva prelazi u interdentalnu papilu. Povrsina slobodne gingive okrenuta prema
usnoj duplji (oralna povrsina) prekrivena je oralnim epitelom dok je povrsina okrenuta prema
zubu unutra$nja i pokrivena je sulkusnim epitelom (Shoeder 1997, Dale 2002).

Prostor izmedu unutrasnje povrSine
gingive i zuba otvoren prema usnoj duplji 5
naziva se gingivalni sulkus (slika 2). Njego-
va dubina odgovara Sirini slobodne gingive
(do 2 mm). To je plitak kapilarni prostor
¢iji spoljasnji zid gradi slobodna gingiva, a
unutrasnji zid ¢ini gled zuba. Gingivalni

sulkus pocinje od ivice slobodne gingive i

ide u apikalnom smeru do koronarnog kraja
pripojnog epitela (Prassana 2013). Slika 2. Gingivalni sulkus
Iz tkiva slobodne gingive u gingivalni sulkus luéi se te¢nost nazvana gingivalni fluid,

¢ija je uloga, pre svega, odbrambena (Uitto 2003). Naime, gingivalni fluid mehanicki ispira
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gingivalni sulkus, odstranjuje mikroorganizme i strana tela (Wostmann 2008). Kako sadrzi
antitela, neke aminokiseline i proteine, to mu se pripisuje i humoralna odbrambena funkcija.
Gingivalni fluid, zahvaljujuéi tome Sto sadrzi neke lepljive proteine, moze u izvesnoj meri da
pomogne adheziju sulkusnog epitela za povrSinu zuba, spre¢avajuéi infekciju i traumatska
oStec¢enja mekih tkiva (Sanders 2009).

Sa druge strane, prisustvo gingivalnog fluida moze imati i neka nezeljena dejstva kao
Sto su stvaranje uslova za razvoj mikroorganizama u sulkusu. Kalcijumove soli gingivalnog
sulkusa dovode do kalcifikacije dentalnog plaka i stvaranja zubnog kamenca i konkremenata
(Zeli¢ 2006, Prassana 2013).

Deo slobodne gingive koji popunjava trouglaste prostore izmedu dva susedna zuba
naziva se interdentalna ili gingivalna papila (Paji¢ 1990).

Pripojna (fiksirana) gingiva ¢vrsto je pripojena za podlogu (cement zuba i alveolarnu
kost), tako da je potpuno nepokretna. Granicu izmedu pripojne i slobodne gingive ¢ini
zamiSljena ravan koja prolazi kroz dno gingivalnog sulkusa. Spolja pripojna gingiva prelazi u
sluzokozu usana i obraza, a njena unutrasnja strana se nastavlja na sluzokozu nepca i
podjezi¢nu regiju (Paji¢ 1990, Zeli¢ 2006).

Gingiva se histoloski sastoji iz epitela i krzna (Kuburovi¢ 2003, Lackovi¢ 2012).

Epitel gingive je ploCastoslojevit. U zavisnosti od funkcija pojedinih delova gingive
razlikuju se tri vrste epitela (Paji¢ 1990):

1. oralni epitel gingive koji prekriva pripojnu gingivu do slobodne ivice gingive

2. sulkusni epitel na spoljasnjem zidu gingivalnog sulkusa

3. pripojni epitel koji se u vidu prstena pruza ¢vrsto pripojen oko celog vrata zuba u vi-

sini od 0,25 do 1,35 mm. Vezu pripojnog epitela i zuba ¢ini specijalizovana mem-

brana i hemodezmozomi (Hormia 2001, Chandra 2006).

S obzirom da je u toku zvakanja izloZen pritisku i1 trenju hrane oralni epitel gingive
orozava, a papile krzna su izraZenije te je prelaz epitela u vezivno tkivo (bazalna membrana)
talasast. Sulkusni i pripojni epitel ne pokazuju znake keratinizacije.

Krzno gingive je vezivno tkivo izmedu epitela i periosta alveolarne kosti podeljeno u
dva sloja papilarni i retikularni. Papilarni sloj smeSten je neposredno ispod bazalne membra-
ne 1 u vidu ispupcenja prodire u epitelni omotac. Retikularni sloj krzna kompaktniji je 1 boga-
tiji vlaknima grupisanim u snopove koji se pruzaju u svim pravcima i razli¢itim ¢éelijskim ele-
mentima. Osnovu krzna gingive ¢ine kolagena vlakna (do 60%), dok su retikulinska, elasti¢na i

oksitalanska manje zastupljena (Zappa 1995). Retikulinska vlakna smeStena su ispod bazalne
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membrane i predstavljaju mlada kolagena vlakna. Elasti¢na vlakna se nalaze uz krvne sudo-
ve, mnogobrojna su i ne obrazuju snopove. Oksitalanska vlakna pruzaju potporu krvnim su-
dovima gingive.

Fibroblasti su zvezdaste ¢elije rasporedene uz snopove kolagenih vlakana i ¢ine 65%
¢elijske populacije krzna gingive (Zappa 1995). Ukoliko je gingiva Klini¢ki zdrava u tkivu se
nalazi malo inflamatornog infiltrata (neutrofilnih leukocita i mastocita) prevashodno smeste-
nog u zoni pripojnog epitela u vidu prve linije odbrane (Schoeder 1997, Oksonen 2001). U
gingivalnom tkivu se mogu nacéi i mali limfociti, prvenstveno T tipa (Zappa 1995).

Gingiva je bogato vaskularizovana i inervisana (Dannen 2003).

2.1.2. OStecenja tkiva parodonta

Ostecenja desni dovode do zapaljenskih promena koje se oznacavaju kao gingivitis
(Page 1986, Hughfield 2009). Ako se na vreme ne sanira naizgled beznacajna upala desni
prelazi u hroni¢nu inflamaciju (gingivitis chronica), koja dovodi do atrofije desni i ogoljava-
nja vrata zuba (Robinson 1995, Fenesy 1998). Ovo je ozbiljan estetski, ali i zdravstveni problem,
s obzirom da je to pogodno mesto za razvoj karijesa. Takvi zubi izgledaju duzi i gube svoju
osnovnu anatomsku formu. Dalja destrukcija parodonta dovodi do formiranja parodontalnih
dzepova (Page 1997). Parodontalni dZzepovi nastaju kidanjem periodontalnih vlakana koja
spajaju koren zuba i kost vilice i mesto su ¢este infekcije jer se u njima se zadrzava hrana.
Kao rezultat neleCenih oboljenja parodonta nastaju komplikacije, jako bolni parodontalni
apscesi, pa je Cesto neophodna i ekstrakcija zuba (Lamster 2001, Kawar 2011, Weinmann
2011).0Oboljenja parodonta, na kraju, rezultiraju klacenjem, migracijom i ispadanjem zuba.

Pripojni epitel predstavlja najinteresantniju strukturu gingivalnog tkiva gledano sa sta-
novista razvoja parodontalnih bolesti (Bosshardt 2005). On je smeSten na samoj granici me-
kih 1 mineralizovanih tkiva parodonta, $to ukazuje na njegovu neospornu ulogu u tkivnoj ho-
meostazi i odbrani od mikroorganizama i njihovih produkata (Saito 1981, Senevirante 2011).
Svako njegovo ostecenje infekcijom, hemijskim, termickim ili mehani¢kim putem, predstavlja
transformaciju gingivalnog sulkusa u parodontalni dzep (Ranney 1993, Dale 2002, Hughfield
2009).
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2.2. UZIMANJE OTISKA GRANICE PREPARACIJE ZUBA

Uzimanje kvalitetnog otiska za fiksne stomatoloske radove (krunice i mostove) podra-
Zumeva precizno otiskivanje predela demarkacione linije, ¢ime je obezbedeno besprekorno
naleganje marginalne ivice veStacke krune na strukture zube i maksimalno smanjena mo-
guénost postojanja marginalne pukotine (Ackerman 1997, Donovan 2004, Beier 2009). Odsu-
stvo diskrepance izmedu proteticke nadoknade i1 bruSenog zuba neophodna je sa kako sa
terapijskog stanovista fiksnim zubnim protezama, tako i u cilju prevencije eventualnih, bu-
ducih ostecenja tvrdih zubnih tkivan (Shannon 2002, Al Ani 2010). Spoj izmedu cementirane
fiksne nadoknade i zuba uvek je potencijalno mesto za razvoj sekundarnog karijesa zbog
rastvaranja cementnog filma. Nadoknada neprecizno adaptirana prema strukturama zuba uz-
rok je nastanka parodontalnih oboljenja (Trifunovic 1998, Goldberg 2001).

Ukoliko se pravilno koriste, savremeni otisni materijali pokazuju izuzetnu preciznost
¢ime je nastanak marginalne pukotine sveden na najmanji nivo (Bennani 2008). To se, pre
svega, odnosi na grupu elastomera (polisulfidi, silikoni i polietri), ali i na nesto stariju grupu re-
verzibilnih hidrokoloida (Rubel 2007, Hamalian 2011). Otiskivanje povr$ina bruSenih zuba ela-
stomernim materijalima izvodi se metodom dvostrukog otiska u standardnoj kasici ili jedno-
faznog otiska uz primenu individualne kasike (Hamalian 2011).

Zdravlje parodontalnih tkiva blisko je povezano sa kvalitetom marginalnog naleganja
fiksne nadoknade, $to sa druge strane, zavisi od tehnike uzimanja otiska (\WWostmann 2008).
Kvalitet otiska direktno zavisi od klini¢kih parametara kao §to su lokacija demarkacione lini-
je, zdravlje potpornog aparata zuba, kao i krvavljenje iz gingivalnog sulkusa za vreme uzima-
nja otiska (Ackerman 1997, Radlovi¢ 1998,). Na pravilno otiskivanje podruc¢ja demarkacione
linije lokalizovane subgingivalno treba obratiti posebnu paznju (Goldberg 2001, Wostmann
2008). Uzimaju¢i u obzir sve prednosti supragingivalne preparacije demarkacione linije
(lakse formiranje i uzimanje otiska, manje ostec¢enje okolnih mekih tkiva i bolja kontrola rub-
nog zatvaranja nadoknade), subgingivalna preparacija neophodna je ¢ak u 50% slucajeva
(Trifunovi¢ 1998). Razlozi koji uslovljavaju subgingivalnu lokalizaciju preparacije jesu: kari-
jes u predelu vrata zuba, prethodne nadoknade sa subgingivalnim rubom, pobosanje retencije
i rezistencije nadoknade, subgingivalna fraktura zuba, hipersenzitivnost vratnog dela zuba i
bolji estetski efekat (Radlovi¢ 1998).

Za adekvatno otiskivanje predela demarkacione linije brusenog zuba, smestene u ili
ispod nivoa gingivalne ivice neophodna je dilatacija gingivalnog sulkusa i njegovo isuSivanje

(Igraham 1981, Wostmann 2008). Naime, da bi se obezbedila dimenzionalna stabilnost i maksi-

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija 5



PREGLED LITERATURE

malna preciznost otiska reverzibilnim hidrokoloidima i elastomernim materijalima potrebno je
osloboditi predeo oko vrata zuba kako bi se otisnom materijalu dozvolio prodor u prostor izme-
du brusenog dentina, odnosno cementa zuba i zida gingivalnog sulkusa (Jokstad 1999, Shannon
2002). Otisnim materijalom tkiva se nezno i atraumatski potisnu, da bi se nakon retrakcione
procedure i uzimanja otiska vratila u prvobitni polozaj (Goldberg 2001).

Cilj reverzibilnog otvaranja gingivalnog sulkusa je (Laufer 1997, Bowley 1998):

1. Precizno otiskivanje predela demarkacine linije ukoliko je ona smeStena u nivou
gingive ili u subgingivalnom prostoru.

2. Obezbedivanje prostora za smeStanje dovoljne debljine elasti¢nog materijala izmedu
zuba i zida gingivalnog sulkusa. Optimalna debljina i krutost otisnog materijala bitno ne
remeti kapilarni prostor gingivalnog sulkusa, uz izbegavanje cepanja i deformacije
materijala nakon vadenja iz podminiranih prostora. Prasad i sar. (2011) navode da je
za preciznost silikonskih elastomera neophodna horizontalna dilatacija gingivalnog
sulkusa od 0,2 mm.

3. Elasomeri su hidrofobni materijali, tako da je neophodno isusivanje povrsine zuba

od krvi i gingivalne te¢nosti za vreme uzimanja otiska.

U cilju ekspozicije cervikalnog predela brusenog zuba koristile su se razlicite tehnike
(Azzi 1983, Donovan 2004, Beter 2009). Izbor retrakcione tehnike zavisi od klinickog slucaja
(Pergola 1983, Nemetz 1990). Osamdesetih godina prosloga veka Benson je retrakcione tehni-
ke podelio na mehani¢ku i mehani¢ko-hemijsku, elektrohirursku i gingivalnu kiretazu. Gingi-
valna kiretaza 1 elektrohirurgija nisu naisle na Siru prakti¢énu primenu zbog agresivnijeg pri-
stupa i komplikovanosti zahvata (Tosches 2009).

Danas najéescée koris¢ena tehnika retrakcije gingive jeste mehanic¢ko-hemijska (Albaker
2010, Al-Ani 2010). Mehanicka komponenta
podrazumeva kori$¢enje retrakcionog konca,
kako bi se obezbedila kompresija tkiva i jedna-
ka koncentracija retrakcionog sredstva (RS) u
svim delovima gingivalnog sulkusa (slika 3).
Debljina retrakcionog konca u funkciji je dubi-

ne gingivalnog sulkusa, $to zavisi od paro-

dontalnog statusa pacijenta (Abadziev 2009).
Na trziStu se nalaze retrakcioni konci razli- Slika 3. Potiskivanje retrakcionog konca

¢itih debljina (000, 00, 0, 1,2). Duzina upo- u gingivalni sulkus plasti¢nim instrumentom
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trebljenog konca odgovara obimu vrata zuba,
a one se u vidu om¢e u sulkus plasira poseb-
nim instrumentom ili Hajdemanovom $patu-
lom. Uloga retrakcionih sredstava (RS) je pri-
vremeno Vvertikalno i lateralno potiskivanje

gingivalnog tkiva, kao i kontrola krvarenja i

protoka fluida u gingivalnom sulkusu) (Jokstad
1999, Shannon 2002, Abadziev 2009) (slika 4). Slika 4. Mehanicko-hemijska metoda

U tu svrhu danas se koriste vazokonstriktori retrakcije gingive

(adrenalin) i adstrigensi (aluminijum hlorid, aluminijum sulfat, cink hlorid). Njihovo dejstvo
ograni¢eno je na tri do deset minuta (Nementz 1984, Nowakowska 2006). Od upotrebljenog RS
ocekuje se maksimalna efikasnost, bez ireverzibilnih ostecenja lokalnog tkiva i nezeljenih si-
stemskih efekata (Benson 1986).

Koris¢enje retrakcionog konca bez impregnacionog sredstva (mehanic¢ka retrakcija)
pokazuje manji terapijski efekat (Kumbuloglu 2007, Beler 2009). Retrakcioni konac je izu-
zetno tanak (0,3-0,4mm) i isklju¢ivo mehanicki pomera marginalnu gingivu. Aplikacija re-
trakcionog konca ni u kom sluc¢aju ne sme ugroziti integritet ,,bioloske Sirine*, odnosno pro-
stora koji tkivo gingive zauzima iznad alveolarne kosti (Gargiulo 1961). Nedostatak ove me-
tode je brzo zatvaranje (kolabiranje) gingivalnog sulkusa, odsustvo hemostaze i opasnost od
infekcije (Prasad 2011). Preporucuje se u slucaju plitkog gingivalnog sulkusa, ili u modifika-
cijama otisnih postupaka kada konac zaostaje u sulkusu za vreme otiskivanja (Uha¢ 2004).

Elektrohirurska retrakcija gingive podrazumeva primenu visokofrekventne struje (1-4
MHz), koja izaziva efekat dijatermije, tj. poviSenje unutraSnje temperature uz koagulaciju Ce-
lija i bez dubljih oSte¢enja tkiva (Bowley 1998, Uha¢ 2004). S obzirom da predstavlja jako
agresivnu metodu, elektrohirurska retrakcija moze trajno da oSteti tkiva parodonta (Phatale
2010).

Najnovija hemijska retrakciona metoda se zasniva na koris¢enju retrakcionih pasti i
gelova, ¢ime se postizu zadovoljavajuci rezultati bez mehanic¢ke traumatizacije gingive (Be-
ler, 2009). Potiskivanje marginalne gingive ostvaruje se selektivnim pritiskom mase odredene
viskoznosti i volumena u spomenuto podrucje. Osnovu retrakcijske mase ¢ini kaolin ili sitne
vlaknaste strukture, koji svojom konzistenciom izaziva mehanicki efekat, dok je aktivna
komponenta je aluminijum hlorid (Poss 2002, Phatale 2010). Materijal se u prostor gingival-
nog sulkusa aplikuje brizgalicom sa posebnim nastavkom. Nedostatak aplikacije hemijskog

sredstva bez mehani¢ke potpore jeste manja efikasnost za gingivalne dzepove dublje od
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2 mm (Beler 2009). Istrazivanja Manolakis i sar. (2004) ukazuju na znacajano manje subjek-
tivnih tegoba pacijenata (neugodnost, neprijatan miris i bol) kod primene paste u odnosu na
retrakcioni konac. Wostmann i sar. (2004) isticu manji protok gingivalnog fluida nakon

tretmana retrakcionom pastom u odnosu na ostale metode retrakcije gingive.

2.3. SREDSTVA ZA RETRAKCIJU GINGIVE

2.3.1. Uloga sredstava za retrakciju gingive

Uloga RS jeste privremeno potiskivanje gingivalnog tkiva, kao i kontrola hemoragije i
protoka gingivalnog fluida, ¢iji je balans uvek poremecen nakon marginalne preparacije zuba
(Bowels 1991, Polat 2007). RS se koriste za eksopziciju gingivalne demarkacione linije pri
upotrebi konvencionalnih materijala ili CAD/CAM digitalno-optickih tehnika, za fiksne pro-
tetske restauracije ili za adhezivne metode koje su jako popularne u estetskoj stomatologiji
(Bennani 2008, Nowakowska 2010). Retrakcija perimplantantnog tkiva pozeljna je i kod uzi-
manja otiska za izradu suprastruktura na implantatima (Bennani 2008). Da bi se smatralo opti-
malnim, RS treba da zadovolji sledeée kriterijume (Donovan 1985, Kosti¢ 2012, Tarighi 2014):

1. Efikasnost, odnosno omogucavanje znatnog lateralnog i vertikalnog pomeranja

gingivalnog tkiva, kontrolu hemoragije, kao i protoka gingivalne tecnosti.

2. Upotreba RS ne sme da znacajno i trajno ostetiti okolno tkivo. Svaka manipulacija
tkivom kao i njegov hemijski tretman rezultuju izvesnim osStecenjem tkiva. Medu-
tim, to oStecenje treba da je reverzibilno, §to znaci da sledi potpuno histolosko 1 kli-
nicko ozdravljenje, u roku od 2 nedelje. Dozvoljeno definitivno apikalno pomeranje
gingive, nakon mehani¢ko-hemijskog retrakcionog tretmana, ne sme biti vece
0,2+0,1mm (Phatale 2010).

3. Odsustvo sistemskih efekata, kao rezultata resorpcije RS u okolno tkivo. Koli¢ina
resorbovanog materijala zavisi od vrste upotrebljenog materijala, maceracije gingi-
valnog tkiva i broja brusenih zuba.

Dejstvo konvencionalnih RS je adstrigensno i vazokonstriktorno (Woody 1993, de

Nowakowska 2007).
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2.3.2. Adstrigensna retrakciona sredstva

Adstrigensi su soli metala koje izazivaju gingivalnu retrakciju precipitacijom proteina i
inhibicijom transkapilarnog kretanja plazma proteina (Fazekas 2002, Thomas 2011). Deluju
tako Sto smanjuju ¢elijsku permeabilnost i isuSuju okolno tkivo, dovode¢i da njegove rever-
zibilne recesije. Precipitacija proteina u fizioloskim uslovima deluje antihemoragijski, tako da
se adstrigensi koriste kao hemostatici. Medutim, denaturisani proteini mogu dovesti do lokal-
nog oSte¢enja tkiva (Bowels 1991, Cowan 1992, Polat 2007). Sistemski efekti adstrigenasa
nisu dokazani (Polat 2007).

RS na bazi aluminijuma imaju ulogu adstrigensa, smatraju se bezbednim i umereno efi-
kasnim u potiskivanju gingivalnog tkiva. Najc¢esée se koriste aluminijum hlorid, aluminijum
sulfat i alum (kalijum aluminijum sulfat ili aluminijum amonijum sulfat) (Poss 2002). Kon-
centracije preparata razli¢ite su i zavise od proizvodaca. Istrazivanja pokazuju potencijalnu
toksi¢nost adstrigensnih soli aluminijuma u koncentracijama ve¢im od 10% (Jokstad 1991,
Kopac 2002).

Rede upotrebljavani adstrigens je cink hlorid. On je, takode, kausti¢an, tako da se nje-
gova upotreba koncentracijama ve¢im od 20%, ne preporucuje (Bowels 1991).

Za razliku od preparata na bazi aluminijuma, ranije koriS¢eni ferisulfat ne daje Zeljene
klinicke rezultate. Ferisulfat koaguli$e krv, ali se ¢esto hemoragija nakon uklanjanja konca
ponovo javlja, stepen potiskivanja tkiva je nedovoljan, a produbljivanje sulkusa zanemaruju-
¢e (Baharav 1997). Nedostaci su mu obojenost tkiva i hemijska reakcija sa polietrima i sili-
konskim elastomerima (Wassell 2002, Csempesz 2003). Ferisulfat ima jako iritativno dejstvo
kako na gingivalno tkivo, tako i na tkivo dentina koje, takode, prebojava (Laud 1994, Con-
card 2009). Nije dozvoljena upotreba ovog sredstva u koncentraciji vecoj od 20% (Cowan
1992), a ostecenja tkiva njegovom upotrebom su znacajno veéa u uporedenju sa aluminijum
hloridom (Akca 2006). Zastupljenost ferisulfata u dana$njoj stomatoloSkoj praksi veoma je
mala (Nowakowska 2010).

Kako delovanje adstrigensnih RS traje nekoliko sati, nije dopusteno ponavljanje pos-
tupka u istoj poseti (Del Rocio 2001, Fayekas 2002).

2.3.3. Vazokonstriktorna retrakciona sredstva

Jedno od, do sada, naj¢eS¢e upotrebljavanih RS je adrenalin (Harrison 1961, Fazekas
2002). Podaci Hansen i sar. ukazuju da je adrenalin drugoj polovini dvadesetog veka bio RS
izbora vecine americkih stomatologa (55-79%) (Hansen 1999). Adrenalin pokazuje lokalne
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hemodinamicke efekte i veoma je efikasan vazokonstriktor koji aktivira simpatomimeticke
al receptore na perifernim krvnim sudovima izazivajuéi ishemijsku reakciju tkiva (Baab
1986, Matheny 1993, Uitto 2003). Lokalna vazokonstrikcija za posledicu ima i privremeno
povlacenje, odnosno recesiju gingive (Felpel 1997, Patino-Marin 2005, Thomas 2011). lako
je jako RS jako efikasan, adrenalin kod mnogih pacijenata moze dovesti do brojnih nezeljenih
efekata Sto znatno suzava njegovo indikaciono porucje.

Maksimalno preporucena doza epinerfina za sréane bolesnike iznosi 0,04 mg, §to je ko-
li¢ina koja se prose¢no nalazi u 2 karpule lokalnog anestetika sa vazokonstriktorom, razblaze-
nja 1:100000. Za zdrave pacijente maksimalna dozvoljena doza adrenalina iznosi 0,2mg (Dono-
van 1985, Csillag 2007). Resorpcija adrenalina je razli¢ita u zavisnosti od intaktnosti gingivalnog
epitela. Madrid i sar. (2003) su pokazali da je intaktan cervikalni gingivalni epitel efikasna barije-
ra za adrenalin vezan za proteine plazme. Svaki konac impregniran ADERENALINom sadrzi
0,2 do 1 mg adrenalina, u zavisnosti od dijametra i proizvodaca. To je 2,5 puta veca doza
ovog vazokonstriktora preporucena za zdrave pacijente, a 12 puta veca za sréane bolesnike, te
prilikom upotrebe adrenalina kao RS postoji velika mogucnost predoziranja (Polat 2007).
Kellam i sar. su zakljucili da se 64 do 94% adrenalina iz retrakcionog konca apsorbuje u gin-
givu (Kellam 1992). Stepen resorpcije retrakcionog sredstva ve¢i je ukoliko je gingiva mace-
rirana u toku brusenja zuba (Felpel 1997).

Upotreba adrenalina predstavlja rizik za pacijente na terapiji beta-blokatorima i antihi-
pertenzivima (Hilley 1984). Kao rezultat njegove sistemske resorpcije moguca je tahikardija,
ubrzano disanje, hipertenzija, nervoza, osecaj slabosti u ekstremitetima i depresija (Hilley
1984, Bader 2002). Kao miokardijalni stimulator adrenalin ubzava rad srca, podize krvni pri-
tisak (pre svega sistolni) i brzinu pulsa. Predoziranje epinefinom vodi ka ventrikularnoj tahi-
kardiji i potencijalnoj fibrilaciji, anginalnim napadima, miokardijalnom i cerebrovaskularnom
infrakatu (Donovan 1985, Csillag 2007).

Adrenalin u svrhu retrakcije gingive nije preporucljiv ni za pacijente sa hipertiro-
idizmom, kao ni za pacijente koji se lece od depresije inhibitorima monoamin oksidaze (tri-
cikli¢ni antidepresivi) (Hilley 1984). Kod obolelih od Sec¢erne bolesti resorbovani adrenalin
povecava nivo glikoze u krvi (Donovan 1985, Donaldson 2011). Ukoliko se saniranje Citave
usne duplje vrsi u totalnoj anesteziji, uz upotrebu anestetika na bazi fluorinated-hydrocarbon-
cijenta (Hilley 1984). Upotreba adrenalina kao RS u takvim slu¢ajevima je kontraindikovana
(Bowels 1981, Hilley 1984). S obzirom na veliki stresogeni efekat stomatoloskih intervencija,

moze se ocekivati nagli porast nivoa adrenalina u krvi ¢ak i kod zdravih pacijenata (Shaw
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1987, Borea 1989, Hansen 1999). Ukoliko se retrakciona procedura izvodi nakon davanja lo-
kalne anestezije kombinovane sa vazokonstriktorom na bazi adrenalina, rizik od SteCenja or-
gana RS na bazi adrenalina raste.

Iscrpna anamneza i poznavanje farmakoloSkog statusa pacijenta jedini su nacin da se
sprece nezeljeni sistemski efekti RS na bazi adrenalina (Kesi¢ 2009). S obzirom na rizik ku-
mulativnog dejstva ovog vazokonstriktora i na ¢injenicu da se u svakodnevnoj stomatoloskoj
praksi slabo zna o opStem zdravlju pacijenata, kao i da sami pacijenti ¢esto nisu upoznati sa
svojim kardiovaskularnim statusom, ovu vrstu RS treba nacelno izbegavati. Tome u prilog
ide i ¢injenica da je efekat gotovo identi¢an prilikom korisé¢enja adrenalina ili aluminijum
hlorida i aluminijum sulfata u svrhu recesije gingive (Touti 1983, Weir 1984, Bowels 1991,
Feng 2011). Jedina prednost adrenalina u odnosu na preparate na bazi aluminijuma jeste bolja
kontrola krvarenja (Fazekas 2002, Bowels 1991, Csillag 2007).

Retrakcija gingive adstrigensnim sredstvima i adrenalinom moze dovesti do oSteéenja
tkiva parodonta (Benson 1986, Liu 2004, Al Hamad 2008, Nowakowska 2012). Dosadasnja
istrazivanja pokazala su da RS oSte¢uju pripojni epitel, epitel sulkusa, kao i vezivno tkivo u
uslovima in vitro i in vivo (Jokstad 1991, Kallem 1992, Kopac 2001, Kopa¢ 2002, Liu 2004,
Akca 2006, Polat 2007). Promene na parodontalnom tkivu mogu biti posledica mehani¢kog
ostecenja pripojnog epitela tokom aplikacije retrakcionog konca, ali su ¢eS¢e vezane za dej-
stvo primenjenog RS (Loe 1963, Woysheshin 1964, Clarke 1981, Donaldson 2011). Retrakci-
ja gingive treba da je reverzibilan proces koji ne predstavlja pocetak gingivita Koji progresiv-

no vodi u ozbiljnija oboljenja parodonta.

2.3.4. Alternativna retrakciona sredstva

U cilju nalazenja prihvatljivijeg RS treba sagledati mogucnost upotrebe simpatomime-
tickih vazokonstriktora za koje se pretpostavlja se da poseduju zeljenu efikasnost, bez neze-
ljenih lokalnih i sistemskih efekata (Kopa¢ 2001). Tetrahidrozolin i oksimetazolin spadaju u
grupu simpatomimetskih vazokonstriktora, odnosno o agonista i komercijalno su dostupni u
vidu nazalnih dekongestiva i kapi za oci. Sistemske reakcije na upotrebu ovih proizvoda jako
su retke, a s obzirom da su maksimalne preporucene doze znacajno vece od potrebnih za efi-
kasnu retrakciju gingive (Tardy 1990, Bowels 1991, Lev 1995). Pretpostavka je da tetrahidro-

zolin predstavlja bioloski prihvatljivije RS od komercijalno dostupnih preparata.
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2.4. BIOKOMPATIBILNOST SREDSTAVA
ZA RETRAKCIJU GINGIVE

2.4.1. Savremeni koncept ispitivanja biokompatibilnosti stomatoloSkih materijala

Biokompatibilnost materijala i sredstava koja se koriste u stomatoloskoj praksi moze se
definisati kao njihova sposobnost da obavljaju svoju funkciju bez lokalnog ili sistemskog
odgovora tkiva i organizma domacina (Williams 1987). Biokompatibilnost, samim tim, po-
drazumeva udruzenu interakciju tkiva domacina, primenjenog materijala i njegove predvide-
ne funkcije, pri ¢emu reakcija tkiva domacina ostaje u granicama tolerancije (Moharamyadeh
2009) (slika 5). Implementacija materijala ili upotreba odredenog hemijskog sredstva moze
dovesti do nezeljenih reakcija kako na lokalnom, tako i na sistemskom nivou koje, ponekad,
mogu ugroziti i zivot pacijenta. lako su ove reakcije retke, velika ucestalost svakodnevnih
stomatoloskih intervencija &ini broj ugrozenih pojedinaca alarmantnim (Zivkovi¢ 1995, Mar-

kovic¢ 1998, Lygre 2002).

tkivo
omacina

( BIOKOMPATIBILNOST )

Slika 5. Biokompatibilnost postoji samo u slu¢aju harmoni¢nog odnosa tkiva domacina,

primenjenog materijala i funkcije koju on obavlja u organizmu.

Savremeni pristup istrazivanja biokompatibilnosti stomatoloSkih materijala obuhvata
njihovu evaluaciju kroz tri koraka predvidenih ISO standardom (ISO 7504/ 1994), koje je
preporucila Medunarodna organizacija za utvrdivanje standard (International Organization
for Standardization).

1. Inicijalni testovi: citotoksi¢nost, sistemska toksi¢nost, mutagenost

2. Sekundarni testovi: senzitivnost, implantacioni testovi, mukozna iritacija

3. Testovi primene

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija 12



PREGLED LITERATURE

Istrazivanje biokompatibilnosti stomatoloskih materijala i medicinskih sredstava moze
se sagledati i kroz koncept specifi¢nosti primenjenih testova (Markovi¢ 2002, Kosti¢ 2010):
1. Nespecifi¢na toksi¢nost (¢elijske kulture i male laboratorijske Zivotinje)
2. Specifi¢na toksi¢nost (testovi primene npr. kod subhumanih primata)

3. Klinic¢ko testiranje na ljudima

Termin nespecificno ispitivanje biokompatibilnosti odnosi se na Cinjenicu da test si-
stemi u potpunosti ne reflektuju situaciju koja postoji u ustima pacijenta. U specifiénom vidu
ispitivanja koriste se bioloski modeli koji simuliraju aktuelnu klini¢ku upotrebu materijala.

U oba koncepta ispitivanja biokompatibilnosti stomatoloski materijali se postupno ana-
liziraju kroz tri predvidena koraka, pocevsi od jednostavnijih do komplikovanijih test metoda,
od in vitro i testova na Zivotinjama, do pretklinickog i klinickog testiranja na ljudima. Pristup
visem nivou podrazumeva dokazanu biokompatiobilnost na nizem nivou ispitivanja (slika 6).
Medutim, postoje stomatoloski materijali koji se koriste u praksi a pokazuju ozbiljnu
toksi¢nost u in vitro testovima kao $to su zink oksid i eugenol, §to se objasnjava interakcijom
izmedu dentina i supstanci koje se oslobadaju iz materijala. Takav materijal po navedenim
konceptima istrazivanja ne bi se smatrao zadovoljavaju¢im za dalje ispitivanje, pa vredan

materijal ne bi ni doao do stomatologa (Coli¢ 2007).

Slika 6. Savremeni koncept ispitivanja materijala u stomatologiji.

Ispitivanje biokompatibilnosti ne moZe se svesti samo na jednostavno testiranje, ve¢ se
mora zasnovati na planiranom i strukturalnom istraZivanju. Kori§¢enje standarda je opste pri-
hvaceno nacelo kako bi se dobijeni rezultati mogli komparirati. Ispitivanje biokompatibilnosti
medicinskih sredstava koja se koriste u stomatologiji definisano je 1SO standardom 10993
(1994) Bioloska evaluacija medicinskih sredstava (tabela 1). Takode se moze Koristiti i druga

prednost standarda jeste reproduktivnost i to $to su dobra baza za komparaciju podataka dobi-
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jenih u razlicitim laboratorijama. Standardne metode koriste se svuda gde je to moguce, a ne-

standardni testovi za reavanje specifi¢nih problema (Colic 2007).

Tabela 1. ISO standard 10993-Bioloska evaluacija medicinskih sredstava

ISO (International Standard Organization)10993, Zeneva, Svajcarska
Bioloska evaluacija medicinskih sredstava

ISO 10993-1 Evaluacija i testiranje

ISO 10993-2  Pravilno postupanje sa eksperimentalnim zivotinjama

ISO 10993-3  Testiranje genotoksic¢nosti, karcinogenosti i reproduktivne toksi¢nosti
ISO 10993-4  Odabir testova za interakciju sa krvlju

ISO 10993-5 Testovi citotoksi¢nosti: In vitro metode

ISO 10993-6  Testovi lokalnog efekta implantacije

ISO 10993-9 Identifikacija i kvantifikacija potencijalnih degradacionih produkata

Danasnji nau¢ni koncepti testiranja biokompatibilnosti bazirani su na potrebi za brzom i
jeftinom metodom, izbegavajuci testove na Zivotinjama gde god je to moguée. Kako in vitro
eksperimenti ne mogu u potpunosti imitirati klinicke uslove u kojima ¢e ispitivani materijal
biti koris¢en, savremeni koncepti nastoje simulirati vazne parametre klinike situacije $to je
moguce preciznije. In vitro metode se usavrSavaju uvodenjem odgovarajucih barijera izmedu
materijala 1 ciljnih ¢elija (target ¢elija), biranjem klinicki relevantnih markera za merenje bio-
loskih efekata ispitivanog materijala i uvodenjem 3D modela ¢elijskih kultura (St John 2004).
Pomenute metode ¢e ommoguciti bolje razumevanje mehanizama bioloskih reakcija stomato-

loSkih materijala.

2.4.2. In vitro ispitivanje biokompatibilnosti materijala u stomatologiji

In vitro metode istrazivanja relevantne su za testiranje stomatoloSkih materijala i medi-
cinskih sredstava na ¢elijskom i molekularnom nivou. One precizno utvrduju kako i zasto
odredeni faktor izaziva ili doprinosi nastanku ili suprotno, spre¢ava razvoj odredene bolesti.
Cilj in vitro testiranja je simulacija bioloskih reakcija na material koji dolazi u kontakt sa tki-
vom organizma (Zivkovi¢ 1997, Tang 1999, Rakovi¢ 2010).

U eksperimentalnim studijama u in vitro uslovima moze se pratiti lanac dogadaja koji
se odvija pod dejstvom odredenog faktora (ispitivanog materijala ili medicinskog sredstva) na
¢elije ili organe u strogo kontrolisanim uslovima (Dahl 2006, Jorge 2007). Studije in vitro su
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fokusirane i kontrolisu odabrane faktore (varijable). Podaci iz in vitro testova mogu dati in-

formaciju o osnovnim bioloskim osobinama, kao §to je, na primer, toksi¢nost komponenti

materijala i uticaj razlicitih uslova na njih. Ukoliko se u in vitro studiji utvrdi da je odredeni

materijal na bilo koji nacin Stetan za organizam on se dalje ispituje na animalnim eksperi-

mentalnim modelima (Dee 2002).

Osnovne prednosti in vitro metoda (Watacha 2001):

kontrolisani uslovi ispitivanja

odsustvo sistemskih efekata

kontrolisanost ispitivanih varijabila

testiranje je brzo i ekonomicno

moguénost ponavljanja pod identi¢nim uslovima

potrebna je mala koli¢ina materijala za testiranje

ogranicen je toksi¢ni efekat

mogu se koristiti humane ¢elije i tkiva

mogu se koristiti transgenicne Celije koje nose humane gene

smanjuje se potreba za ispitivanjem na eksperimentalnim Zivotinjama.

Nedostaci in vitro metoda (Nakamura 1984, Tsuchiya 1994, Hanks 1996):

ne moze se ispitati opsti toksi¢ni efekat

ne moze Se dobiti dozno zavistan odgovor (radi procene rizika za humanu populaciju)
ne mogu biti procenjeni sistemski efekti ispitivanog materijala

ne mogu biti testirane interakcije izmedu tkiva i organa

ne moze biti ispitana farmakokinetika ispitanog medicinskog sredstva

ne moze biti procenjena osetljivost pojedinih organa na sastojke materijala
vremenska ograni¢enost (ne mogu biti ispitani hroni¢ni efekti testiranog materijala)
fenomen koji je uoCen u uslovima in vitro moze biti razli¢it od odgovora ¢elija u
organizovanom tkivu u kome postoje kompenzatorni i adaptivni mehanizmi

ako je neki fenomen zapazen u in vitro uslovima, neophodno je da se ispita da li on
vodi nastanku odredene promene (poremecaju grade ili funkcije, nastanku bolesti ili

sprecavanju njenog nastanka) u in vivo uslovima.
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In vitro testovi izvode se na kulturama ¢elija i tkiva, organima i specijalno dizajniranim
modelima. Takode, ovi testovi podrazumevaju i analizu interakcije testiranog materijala i mi-
kroorganizama (Dee 2002, Taylor 2008).

Kultura tkiva ili organa predstavlja odrzavanje celih organa ili fragmenata tkiva u in vi-
tro uslovima, uz o¢uvanje meducelijskih veza kakve postoje U uslovima in vivo. Sa druge
strane, kultura ¢elija je gajenje odredenog tipa ¢elija izolovanih iz odgovaraju¢eg organa ili
tkiva u laboratorijskim uslovima.

Najces¢i su in vitro testovi na izolovanim, adherentnim kulturama ¢elija, kako bi se iz-
merila citotoksi¢nost i bioloska prihvatljivost materijala ili medicinskog sredstva (Dee 2001,
Rakovi¢ 2010). Njihovom primenom dobijaju se odgovori na niz postavljenih pitanja o utica-
ju primenjenog materijala ili medicinskog sredstva na mehanizam, aktivaciju i inhibiciju spe-
cifi¢nih celularnih funkcija, na sintezu DNK, ¢elijsku proliferaciju i tip njene smrti (apoptoza
i nekroza tkiva) (Cimpan 2000, Gough 2001).

Citotoksicnost je izazivanje posledica toksi¢nog dejstva ispitivanog materijala ili me-
dicinskog sredstva u laboratorijskim uslovima (Williams 1987, Schmaiz 1994). Toksi¢nim se
proglasava materijal koji ispusta ili medicinsko sredstvo koje sadrzi dovoljnu koli¢inu hemij-
skih supstanci da inhibira kljucne celularne metabolicke tokove i ubije celiju. Pri tom, broj
ugrozenih ¢elija zavisi od koli¢ine i ja¢ine prisutnog toksina, kao i od trajanja perioda izlaga-
nja. Testovi citotoksi¢nosti se u novije vreme dopunjuju ispitivanjem genotoksi¢nosti materi-

jala, odnosno detekcijom DNK ostecenja i hromozomskih aberacija (Bakopoulou 2009).

Kulture ¢elija (¢elijske linije) mogu se podeliti na (Polyzois 1994, Tang 1999):

1. Primarne kulture celija koje se dobijaju direktno od organa ili tkiva. Mogu se
pasazirati 2-3 puta (sekundarne kulture Celija).

2. Diploidne koje sadrze jedan tip celija sa diploidnim brojem hromozoma i pasaziraju
se 50-100 puta.

3. Kontinuirane (inmortalne, permanentne) koje sadrze samo jedan tip ¢elija i mogu se

pasazirati beskonacno.

Prednosti 1 nedostaci ispitivanja citotoksic¢nosti na celijskom kulturama prikazani su u

tabeli 2.
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Tabela 2. Prednosti i nedostaci ¢elijskih kultura

Prednosti celijskih kultura Nedostaci ¢elijskih kultura
homogenost ¢elijske linije su transformisane, da bi

mogle da rastu u uslovima in vitro
konzistentnost i reproducibilnost rezultata teSkoce u postavljanju optimalnih uslova za
laboratorijsko odrzavanje ¢elijske kulture
mogucénost proucavanja direktnih efekatana  |moguée su razlike u izlozenosti dejstvu leka
¢elijskoj populaciji (vezivanje za proteine, distribucija leka nije
uzeta u obzir...)

pogodan model u toksikoloskim nakon izvesnog vremena menjaju se
istrazivanjima (efekat pojedinih jedinjenja na |karakteristike ¢elija u kulturi (promene u
specifican tip Celija; niska cena testova enzimskoj aktivnosti, favorizovano
toksi¢nosti u odnosu na eksperimente in vivo) |prezivljavanje ¢elija koje brze rastu...)

broj parametara koji uticu na ispitivani proces
sveden na minimum

iskljuen uticaj drugih organa, cirkulatornog i

imunog sistema

Primarne ¢elijske kulture Celije se izoluju direktno iz Zivotinje, i gaje u medijumu (sli-
ka 7) (Murray 2007, Watacha 2006). Dobijaju se presovanjem tkiva kroz filtere i njegovom
enzimskom disagregacijom do pojedina¢nih Celija za Sta se koriste proteoliticki enzimi, npr.

tripsin ili kolagenaza.

Slika 7. Procedura dobijanja primarne ¢elijske kulture.

Po zavrsetku inkubacionog vremena (perfuzije), reakcija se prekida dodavanjem hlad-
nog medijuma. Cilj postupka jeste dobijanje Sto Cistijeg preparata, tj. sa §to manjim brojem

drugih celija Sto se postize centrifugiranjem na gradijentu ili selektivnim gajenjem (odgova-
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raju¢im sastavom medijuma). Potreban period za oporavak celija od izolacije i prijanjanje za
podlogu je 2-24 sati. Primarne Celijske kulture imaju ograni¢en zivotni vek trajanja koji se
meri se danima ili nedeljama (Hanks 1996, Schlamz 1997).

Kontinuirane ¢elijske linije dobijaju se transformacijom celija in vitro (tretman celija
mutagenima, virusima ili onkogenima; infekcija retrovirusima) ili su poreklom od tumorskih
¢elija (na pr. Hela ¢elije tumora grli¢a materice, Namalwa ¢elije tumora limfnih Zlezda i dr.).
razliCite 1 jasno definisane ¢elijske linije Cuvaju se u bankama celija, a Suspenzija zeljenih Ce-
lija se doprema poruciocu u zamrznutom stanju (na suvom ledu). Po potrebi ¢elije se odmrza-
vaju i pocinje njihova kultivacija. Prednost ove vrste ¢elijskih linija je trajnost, one zadrzava-
ju svoje genetske i morfoloske karakteristike tokom velikog dela svog zivota (Huang 2002,
Jurisi¢ 2008).

Prilikom odabira ¢elijskih linija pozeljnija je upotreba su kontinuiranih jer pospesuju
reproduktivnost ogleda i smanjuju varijabilnost rezultata dobijenih u razli¢itim laboratorija-

ma (Schmaiz 1994, Dee 2002).

(a) (b)

Slika 8. Kultivacija ¢elijskih linija u hranjivom medijumu

(a) ploca za kultivaciju sa bunarima, (b) flask.

Celijske linije kultivi$u se u specijalnom medijumu, kompleksnom rastvoru koji sadrzi
razli¢ite komponente potrebne za normalan rast i metaboli¢ku aktivnost ¢elija (slika 8). Vrsta
medijuma koja se koristi specifi¢na je za svaku ¢elijsku liniju Na trzi$tu se nalaze tecni medi-
jumi ili medijumi u prahu. Standardnim komponentama medijuma (ugljeni hidrati, aminoki-
seline, soli, vitamin i hormoni) dodaju se puferi (bikarbonati, fenol red) i serum koji sadrzi fa-
ktore rasta, neophodne za bolji rast i proliferaciju ¢elija u kulturi (fetal calf/bovine serum —
FCS, FBS, fetal horse serum), kao i antibiotici i antimikotici (penicilin, streptomicin i amfo-

tericin).
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Materijal za testiranje ili medicinsko sredstvo se moze direktno aplikovati na Celijsku
kulturu (testovi direktnog kontakta) ili ekstrahovati u odredenom rastvoru (Celijski medijum,
fizioloski rastvor, vestacka pljuvacka i dr.) (Kosti¢ 2010, Kosti¢ 2012). Razli¢ita koncentraci-
ja ekstrakta ispitivanog materijala dobijenog pod precizno definisanim uslovima dodaje se ¢e-
lijskoj kulturi (testovi indirektnog kontakta) (Polyzois 1994, Scweikl 1996). Izbor metode
ispitivanja zavisi od svojstava ispitivanog materijala, cilja istraZivanja i upotrebe podataka za
procenjivanje biokompatibilnosti. U cilju standardizacije in vitro istrazivanja, kao i lakseg
uporedivanja dobijenih rezultata, veoma je znacajno pratiti: tip i broj ¢elija, faze njihovog ra-
sta (period ucestale replikacije ¢elija), opservacioni period, veli¢inu i povr$inu uzorka materi-

jala ili koncentraciju ispitivanog medicinskog sredstva (Tang 1999).

Podela najéesce korisc¢enih in vitro tesova (Vermes 2000, Cipman 2000, Jorge 2006,
Jurisi¢ 2008):

1. Testovi vijabilnosti i proliferacije
= Kolorimetrijski testovi: MTT (promena aktivnosti mitohondrijalne dehidrogena-
ze), LDH (promena aktivnosti laktat dehidrogenaze), Almar plavo (hemijska re-
dukcija hranjivog medijuma), bojenja mrtvih ¢elija neutral crvenim, tripan pla-
vim, propidijum jodidom.
= Testovi inkorporacije radioizotopa u DNK, RNK i proteine: BrdU, *H-timidin
= Merenja koli¢ine intracelularnih supstanci (proteina, DNK)
2. Testovi celularnih funkcija:
= Markeri inflamacije
= Indikatori toksi¢nosti: determinacija glutationa (GSH)
» Indikatori ¢elijskog stresa (HSP- Heat-Shock protein)

= Tip ¢elijske smrti (specifi¢ni indikator apoptoze odnosno nekroze).

MTT test celijske vijabilnosti i proliferacije (Mosmann 1983,Vega-Avila 2011)

Jedan od Siroko upotrebljavanih nestandardnih testova jestre MTT test (metil-tetrazolijum
test) (slika 9), ¢ija je prednost ispitivanje na mikronivou i ekonomi¢nost. Radi se o jako osetlji-
vom kvantitativnom testu celijske vijabilnosti i proliferacije (Lefebre 1994, Tang 1999). Indiko-

van je za ispitivanje citotoksicnosti tecnih materijala ili ekstrakata materijala u ¢vrstom stanju.
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Vijabilna
celija

MTT

Slika 9. Princip MTT testa.

MTT test spada u grupu metabolic¢kih testova kojji se baziraju na promeni odredenog
supstrata od strane normalno prisutnih enzima u metabolizmu ¢elija. Sastavni deo mitohon-
drijalnog respiratornog lanca vijabilnih ¢elija je enzim sukcinat-dehidrogenaza, koji redukuje
zutu tetrazolijumovu so MTT (3-(4,5-dimetiltiazoil-2)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) do for-

mazana, jedinjenja plave boje koje se u vidu kristala talozi u ¢elijama (slika 10).
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Slika 10. Sematski prikaz hemijske reakcije MTT redukcije

Najnovija ispitivanja, medutim, osporavaju dominantnu ulogu mitohondrijalnog tran-
sporta elektrona u celularnoj redukciji MTT-a. Obzirom da se veliki broj ovih reduktivnih
procesa odvija u citoplazmi, uz uceS¢e kofaktora NADH 1 NADPH, MTT test se ne moze
striktno nazvati mitohondrijalnim.

Liziranjem membrane odgovaraju¢im supstancama, kao $to je izopropanol, formazan se
rastvara i dobija se obojeni rastvor ¢ija se apsorbanca ocitava na talasnoj duzini od 540 nm na
visekanalnom spektrofotometru (ELISA plate reader). Spektrofotometar je povezan sa kompju-
terom, radi brzog 1 automatskog dobijanja zeljenih podataka. Samo vijabilne ¢elije poseduju
opisani reduktivni potencijal, te stoga postoji direktna srazmernost izmerene apsorbance i
broja zivih ¢elija. Toksi¢no dejstvo testiranih materijala smanjuje aktivnost celularnih enzi-

ma, pa samim tim i redukciju MTT.
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2.4.3. In vivo ispitivanje biokompatibilnosti materijala u stomatologiji

In vivo testiranje materijala podrazumeva utvrdivanje njihove biokompatibilnosti na ek-
sperimentalnim zivotinjama, a rede i na ljudima koji su dobrovoljno pristali na tu saradnju
(Browne 1994) .

lako in vitro sistemi pruZaju vazne fundamentalne informacije o odredenim elementima
¢elijskih i molekularnih interakcija testiranog materijala, oni ne mogu zameniti ispitivanja na
zivotinjama. Animalni modeli se koriste za proveru nau¢nih hipoteza, prikupljanje informaci-
ja, izolovanje ili ispitivanje supstanci ili razjasnjenje efekata nekog postupka, kao i njihovo
korisc¢enje u bihejvioralnim eksperimentima. Eksperimentalne zivotinje su model sredine ana-
logan humanom, te efikasnost in vivo istrazivanja znatno prelazi razmere testiranja na cCelij-
skim kulturama. Sa druge strane, postoji Sirok opseg anatomohistoloskih, fizioloskih i biohe-
mijskih razlika izmedu svojstava tkiva ljudi i Zivotinja, pa se svi dobijeni rezultati mogu sma-
trati relevantnim tek nakon testova primene (Browne 1994, Rakovi¢ 2010). Najbolji modeli su
nehumani primati, ali se oni i najrede koriste u istrazivanjima (Schou 1993, Schmalz 1997).

Postupanje sa eksperimentalnim zivotinjama jasno je definisano Pravilnikom za rad sa
eksperimentalnim zivotinjama. Principi eksperimentalnog rada na Zivotinjama:

= Ne raditi eksperiment ako se podaci mogu dobiti na drugi nacin

= Ciljevi eksperimenta su definisani i dostizni

* Informacije o prethodnim istraZivanjima — izbe¢i ponavljanje

= Patnja treba da je svedena na minimum

= Sto jasniji ciljevi istraZivanja, tako da je potreban broj Zivotinja najmanji mogu¢.

Najces¢i eksperimenti na animalnim modelima jesu testovi implantacije (subkutana i
intramuskularna), iritacije tkiva, sistemske reakcije (akutna i hroni¢na toksi¢nost materijala) i
alergijski testovi.

Metoda procene reakcije tkiva sastavni je deo eksperimentalnog plana i zavisi od vrste i
namene ispitivanog materijala. Lokalne reakcije tkiva kvalitativno i kvantitativno se proce-
njuju uz pomo¢ histologije i histohemije, skenirajuce i transmisione elektronske mikrosko-
pije, u zavisnosti od svrhe eksperimenta. Osnovu vecine in Vvivo procedura ¢ini kvalitativno
odredivanje relativnog broja razli¢itih celijskih tipova i koli¢ine komponenti vancelularnog
matriksa. Sistemske reakcije su, isto tako, veoma bitne za proucavanje kompatibilnosti mate-
rijala u uslovima in vivo (Rakovi¢ 2010).

Sem animalnih moguce su i humane studije koje nisu invazivne i bave se problemima

ve¢ definisanih bolesti, ustanovljenim metodama lecenja 1 razlikama medu individuama koje
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¢ine grupu ispitanika. Studije na zivotinjama, a posebno one na ljudima, podlezu strogim
moralnim nacelima i ne mogu se vrsiti bez odobrenja ovlas¢enog Etickog Komiteta.

Testovi primene su najrelevantniji testovi biokompatibilnosti materijala i medicinskih
sredstava, jer se nijedan materijal ne moze smatrati relevantnim bez klinicke primene. Izvode
se na volonterima, skupi su, vremenski ograniceni, teski za kontrolu i interpretiranje rezultata,
a pravno i eticki vrlo slozeni.

Ispitivanje biokompatibilnosti materijala imperativ je prilikom njegovog uvodenja u
klini¢ku praksu. Ipak, upotreba materijala u klini¢koj praksi je presudan korak da laboratorij-

sko ispitivanje dobije smisao i postane svakodnevna praksa.

2.4.4. Interakcije tkiva sa ispitivanim materijalom (Coli¢ 2007, Rakovi¢ 2010)

Interakcije oralnih tkiva sa materijalima i medicinskim sredstvima koja se koriste u sto-
matologiji mogu se podeliti na:

= Jokalne interakcije (tabela 3)

= sistemske interakcije

» pridruZene komplikacije

Tabela 3. Lokalne interakcije na mestu kontakta tkiva sa materijalima

Efekti materijala na tkiva domacina  |Efekti tkiva na materijal

krv-materijal interakcije fiziko-mehanicke efekti:

toksi¢nost materijala habanje, zamor, korozija, stres-korozivno lomljenje
promene u zarastanju rane bioloske efekte:

tumorogeneza apsorpcija tkivnih komponenata enzimska

razgradnja, kalcifikacija

Sistemske interakcije odnose se na opste reakcije organizma na prisustvo i dejstvo ma-
terijala. One obuhvataju veliki broj reakcija, od kojih su najvaznije alergijske ili reakcije hi-
persenzibiliteta.

Pridruzene komplikacije prateci su elementi upotrebe materijala i predstavljaju mesavi-
nu lokalnih 1 sistemskih reakcija, koje se mogu pazljivom pripremom i odgovaraju¢im pre-
ventivnim merama svesti na minimum (neadekvatno zarastanje rana, infekcija i dr.).

Odgovor organizma na prisustvo materijala je dinami¢an proces, obzirom da se telo

menja starenjem ili pod uticajem bolesti (Huang 2002).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Uporedna analiza citotoksicnog efekta sredstava za retrakciju gingive u uslovima in
vitro.
2. Uporedna analiza potencijalno toksi¢nog efekta sredstava za retrakciju gingive na

gingivalno tkivo u uslovima in vivo.
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4. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Komercijalno dostupna sredstva za retrakciju gingive ispoljavaju izvestan toksi¢ni efe-
kat na tkiva sa kojima dolaze u kontakt prilikom uzimanja otiska za fiksne stomatoloske na-
doknade, a stepen ostecenja gingivalnog tkiva je razlicit i zavisi od vrste, koncentracije i du-
zine delovanja retrakcionih sredstava. U ovom istrazivanju se poslo od pretpostavke da se
mogu naci bioloski prihvatljivija sredstva za retrakciju gingive od komercijalno dostupnih
preparata na bazi aluminijum hlorida i adrenalina, te da ista treba traziti medu simpatomimet-

skim vazokonstriktorima.
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5. MATERIJAL | METODE

5.1. ISPITIVANJE DEJSTVA SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU
GINGIVE NA IN VITRO EKSPRERIMENTALNIM MODELIMA

In vitro ispitivanja citotoksi¢nosti sredstava za retrakciju gingive obavljena su u Labo-

ratoriji za ¢elijsku kulturu Medicinskog fakulteta u Nisu.

5.1.1. Ispitivani materijal

5.1.1.1. Ispitivana sredstva za retrakciju gingive

Ispitivanje je obuhvatilo dva komercijalno dostupna RS, kao i preparat na bazi

tetrahidrozolina (tabela 4).

Tabela 4. Materijali kori$¢eni u in vitro ispitivanju

Ime preparata Hemijski sastav Proizvodacd

Retrargin (R) 25% aluminijum hlorid Galenika, Srbija
heksahidrat, pH=0,8

Gingiva Liquid (GL) 10% aluminijum hlorid Roeko, Italija
heksahidrat, pH=1,8

Visine Original (V) 0,05% tetrahidrozolin Pfizer, SAD
hidrohlorid, pH=5,6

Za ispitivanje efekta na vijabilnost ¢éelija koris¢eni su rastvori ispitivanih RS dobijeni
njihovim razblazenjem u Ringerovom rastvoru (Ringer rastvor, Actavis, Srbija) u slede¢im
koncentracijama: 5%, 10%, 25% i 50%. Rastvori RS pripremani su neposredno pre upotrebe i

sterilisani metodom filtracije primenom filtera sa porama veli¢ine 0,2 pum.

5.1.1.2. Celijska kultura
Karakteristike MDCK éelijske linije

MDCK (Madin-Darby canine kidney) kontinuirana celijska linija ustanovljena je od

strane Madin i Darby Sestdesetih godina dvadesetog veka. Celije su poreklom iz bubreznog
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tkiva odraslog psa Zzenskog pola. MDCK pred-
stavljaju najc¢esce koriSéene Celije epitelnog tipa
u laboratorijskim ispitivanjima (Abdoli 2013,
Seitz 2010). S obzirom na njihovu morfolosku i
funkcionalnu sli¢nost sa epitelom oralne sluzoko-

ze, MDCK (elije izabrane su za in vitro istra-

zivanje uticaja RS na gingivalno tkivo (slika 11).

Slika 11. MDCK ¢elijska linija.

OdrZavanje MDCK Celijske kulture

Za potrebe odrzavanja MDCK Celijske linije koris¢en je hranljivi medijum DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle's Minimal Essential Medium, PAA Laboratories GmbH, Austria)
kome su dodati L1-glutamin (PAA Laboratories GmbH, Austria), antibiotik-antimikotik rastvor
(PAA Laboratories GmbH, Austria) i 10% fetalni govedi serum (FBS, PAA Laboratories GmbH,
Austria). Rad sa ¢elijama obavljan je u sterilnim uslovima u vertikalnoj laminarnoj komori.
Celijska kultura odrzavana je u inkubatoru (Jouan EG 110 IR), u atmosferi zasi¢enoj vlaznoséu, u
prisustvu 5% CO,, na temperaturi od 37°C.

Kontinuirana proliferacija MDCK ¢elija obezbedena je zamenom hranljivog medijuma i
njihovim presadivanjem (pasazom). Pasaza ¢elija podrezumeva uklanjanje hranjivog mediju-
ma iz posude u kojoj se gaje ¢elije i odvajanje Celija od podloge procesom tripsinizacije. Tripsi-
nizacija se vrsi inkubacijom MDCK ¢elija sa 3 ml rastvora Tripsin-EDTA u trajanju od 10
minuta, u inkubatoru na 37°C, u atmosferi zasi¢enoj vlaznos¢u, u prisustvu 5% CO- i prekida se
dodavanjem 5 ml hranljivog medijuma. Celije koje su odvojene od dna kultivacione posude se
resuspenduju i suspenzija Celija se zatim prebacuje u sterilnu epruvetu i centrifugira 10 minuta
na 4°C i 1200 obrt/min (Hettich Zentrifugen Unnersal 320R, Nemacka).

Broj ¢elija i potrebna gustina odreduju se bojanjem c¢elija tripan plavim. Tripan plavo
selektivno boji mrtve Celije, dok Zive ostaju neobojene zahvaljujué¢i ofuvanom integritetu
¢elijske membrane.

Brojanje zivih ¢elija vrsi se u Malasezovoj hemocitometarskoj komori, u koju se stavlja
smesa suspenzije ¢elija i boje tripan plavo u odnosu 1:1, a zatim se ¢elije posmatraju pod
svetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss Jena Laboval 4, Nemacka). Brojanje se vrsi u 10 polja

komore, a broj ¢elija dobija se po formuli:

broj celija u 10polja x 10 x 2 x 10° = broj celija u I ml
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x 10 je potrebno da se dobije broj ¢elija na ukupnu povrsinu komore, jer je ukupan broj
polja u komori 100;

x 2 je potrebno zbog dvostrukog razblazenja bojom;

x 10% je potrebno zbog pretvaranja 1 pl u 1 ml

Odgovaraju¢im razblazivanjem hranljivim me-
dijumom dobija se Zeljena gustina celija za eksperi-
mentalni rad.

Celije se zatim sade u specijalne posude za
gajenje (flaskove), sa 5 ml hranljivog medijuma
(slika 12).

Slika 12. Flaskovi za kultivaciju ¢elija

5.1.2. Metode ispitivanja

MTT test

U vijabilnim ¢elijama aktivan je enzim sukcinat-dehidrogenaza koji je sastavni deo mito-
hondrijalnog respiratornog lanca i koji redukuje Zzutu tetrazolijumovu so- MTT do formazana,
jedinjenja plave boje koje se u vidu kristala talozi u ¢elijama. Medijum u kome su inkubirane ¢e-
lije je uklonjen, ¢elije su isprane sa 100 ul PBS-a (fosfatna puferisana so) i dodato im je po 100 pl
MTT-a koncentracije 1 mg/ml. Nakon 3 h inkubacije na 37°C, nastali kristali formazana rastvore-
ni su sa 100 pl izopropanola. Spektrofotometrijsko merenje intenziteta redukcije MTT-a vrSeno je
na talasnoj duzini od 540 nm, na viSekanalnom fotometru (Multiskan Ascent N°354, Thermo

Labsystems, Finska) (slika 13). Spektrofotometar je povezan sa kompjuterom radi brzog i

e |
LRl .
;l';&

Slika 13. Visekanalni spektrofotometar Multiskan Ascent No354, Thermo Labsystems, Finska
Institut za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Nisu.
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automatskog dobijanja Zeljenih podataka. Sposobnost redukcije MTT-a pokazuju samo vijabilne
¢elije, te je izmerena apsorbanca direktno srazmerna broju zivih ¢elija. Eventualna citotoksi¢nost

materijala smanjuje aktivnost mitohondrijalnih enzima, a samim tim i redukciju MTT.

5.1.3. Eksperimentalni dizajn

5.1.3.1. Ispitivanje citotoksi¢nog efekta sredstava za retrakciju gingive

Za ispitivanje citotoksi¢nog efekta koriS¢ena su razblazenja RS u Ringerovom rastvoru.

Rad sa c¢elijama obavljan je u sterilnim uslovima, u vertikalnoj laminarnoj komori.
Nakon pasaziranja ¢elije su posadene u sterilne ploce za kultivaciju ¢elija sa 96 mesta. Broj
éelija po pojedinaénom mestu iznosio je 5x10* éelija u 100 ul medijuma. Ploge za kultivaciju
¢elija odlozene su u inkubator (u atmosferi zasi¢enoj vlaznoscu, u prisustvu 5% CO, i na
temperaturi od 37°C) u trajanju od 24 Casa, kako bi se ¢elije zalepile za podlogu i adaptirale
na uslove istrazivanja.

Nakon 24 ¢asa hranjivi medijum je uklonjen i ¢elijama je dodato po 50 pl rastvora RS
razlicitih koncentracija (5%, 10%, 25% 1 50%). Trajanje inkubacije celijskih kultura u
ispitivanim rastvorima RS iznosilo je tri, Sest ili deset minuta. Celije su inkubirane sa
rastvorima RS u standardnim uslovima.

Rastvori RS su nakon perioda inkubacije uklonjeni, ¢elije su isprane fosfatnim puferom
(PBS), a nakon toga je uraden MTT-test. Svaka koncentracija RS ispitivana je u tetraplikatu.

Kontrolnoj grupi ¢elija je umesto rastvora RS dodato 50 pl Ringerovog rastvora. Nakon
inkubacije u trajanju od tri, Sest ili deset minuta, Ringerov rastvor je uklonjen, celije su
isprane PBS-om i uraden je MTT-test.

Ceo postupak je ponovljen tri puta.

5.1.3.2. Ispitivanje sposobnosti ¢elija da se oporave od delovanja

sredstava za retrakciju gingive

Za ispitivanje sposobnosti ¢elija da se oporave od delovanja RS, koris¢ena su razlicita
razblazenja RS u Ringerovom rastvoru.

Rad sa ¢elijama obavljan je u sterilnim uslovima, u vertikalnoj laminarnoj komori.
Nakon pasaziranja ¢elije su posadene u sterilne ploce za kultivaciju ¢elija sa 96 bunara. Broj
¢elija po pojedinaénom bunaru iznosio je 5x10* ¢elija u 100 ul medijuma. Plo¢e za

kultivaciju ¢elija odloZene su u inkubator sa zasi¢enom vlazno$¢u, u prisustvu 5% CO3, na
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temperaturu od 37°C u trajanju od 24 ¢asa, kako bi se ¢elije zalepile za podlogu i adaptirale
na uslove kultivacije. Nakon 24 ¢asa hranjivi medijum je uklonjen i ¢elijama je dodato po 50
ul rastvora RS razli¢itih koncentracija. Duzina trajanja kontakta rastvora ispitivanih RS sa
éelijskom kulturom izmosila je tri, Sest ili deset minuta. Celije su inkubirane sa rastvorima RS
u standardnim uslovima.

Rastvori RS su nakon perioda inkubacije uklonjeni, a ¢elije su isprane u PBS-u. U svaki
bunar je stavljeno 100 ul hranjivog medijuma i nastavljena je kultivacija ¢elija u standardnim
uslovima. Nakon perioda od 24 ¢asa uraden je MTT-test kako bi se izmerila vijabilnost ¢elija.
Svaka koncentracija RS ispitivana je u tetraplikatu.

Kontrolnoj grupi ¢elija je umesto rastvora RS dodato 50 pl Ringerovog rastvora. Nakon
inkubacije u trajanju od tri, Sest ili deset minuta, Ringerov rastvor je uklonjen, a ¢éelije su
isprane PBS-om. U svaki bunar kultivacione ploce stavljeno je 100 pl hranjivog medijuma i
nakon jednodnevne inkubacije u standardnim uslovima na 37°C uraden je MTT-test.

Ceo postupak je ponovljen tri puta.

5.1.4. Tumacenje dobijenih rezultata

Dobijene vrednosti izmerenih parametara bile su osnov za statisticku analizu citoto-
ksi¢nosti ispitivanih materijala u poredenju sa kontrolnim testiranjem i uzorcima medusobno.
Dobijeni podaci su statisticki obradeni u programu SPSS 15.0. Kori$¢ena je analiza varijanse
(ANOVA), sa sledstvenom Post-Hoc analizom, a za statisticki zna¢ajne vrednosti smatrani su
nivoi od p<0,05.

Intenzitet redukcije MTT-a srazmeran je broju vijabilnih ¢elija. Kontrolnu grupu su
predstavljale celije koje su inkubirane samo sa Ringerovim rastvorom bez prisustva RS.
Rezultati su predstavljeni kao procenat vijabilnih ¢elija u prisustvu rastvora ispitivanih RS u
odnosu na kontrolu.

Kvantitativne promene u vijabilnosti ¢elija predstavljene su i opisno (Dahl 2006):

1. necitotoksicni: >90% vijabilnih ¢elija,

2. blago citotoksi¢ni: 60-90% vijabilnih ¢elija,

3. umereno citotoksi¢ni: 30-59% vijabilnih ¢éelija, i

4. ozbiljno citotoksi¢ni: <30% vijabilnih ¢elija.

Vijabilnost ¢elija kontrolne grupe predstavljena je kao 100%.
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5.2. ISPITIVANJE DEJSTVA SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU
GINGIVE NA IN VIVO EKSPRERIMENTALNIM MODELIMA

In vivo istrazivanja obavljena su u skladu sa Pravilnikom o postupanju sa eksperi-
mentalnim zivotinjama i sa HelsinSkom deklaracijom (Odobrenje Etickog Komiteta Medicin-
skog fakulteta u Nisu, broj 01-2066-2) na Institutu za biomedicinska istrazivanja Medicinskog

fakulteta u NiSu.

5.2.1. Ispitivani materijal

5.2.1.1. Ispitivana sredstva za retrakciju gingive

Ispitivanje je obuhvatilo tri komercijalno dostupna RS, kao i preparat na bazi

tetrahidrozolina (tabela 5).

Tabela 5. Materijali kori$éeni u in vivo ispitivanju

Ime preparata Hemijski sastav Proizvodacd

Retrargin 25% aluminijum hlorid Galenika, Srbija
heksahidrat, pH=0,8

Gingiva Liquid 10% aluminijum hlorid Roeko, Italija

heksahidrat, pH= 1,8
Surgident Solution Retraction |8% epinefrin-HCI, pH=2,5 |Sigma Dental Systems
Emasdi GmbIH, Nemacka
Visine Original 0,05% tetrahidrozolin Pfizer, SAD

hidrohlorid, pH=5,6

5.2.1.2. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentu je kori§¢eno 32 eksperimentalna kuni¢a, muskog pola, uzrasta 8 nedelja
itezine 1,8-2,2 kg.

Zivotinje su bile zdrave i aklimatizovane na laboratorijsku sredinu i standardnu labora-
torijsku ishranu i ¢uvane u plastiénim kavezima. Tokom eksperimenta pracene su eventualne
promene ponaSanja, pojave bolesti ili gubitka telesne tezine, da se pojava neke nepravilnosti
ne bi odrazila na verodostojnost dobijenih rezultata.

Zivotinje su bile podeljene u &etiri eksperimentalne grupe, po 8 kuniéa.
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5.2.2. Metode ispitivanja

Svetlosna mikroskopija

Uzorci gingivalnog tkiva su nakon biopsije fiksirani u 10%-om formalinu. Materijal je,
tokom dalje obrade, podvrgnut dehidrataciji u rastu¢im koncentracijama etanola (50%-tni do
apsolutnog). Prosvetljavanje materijala vrSeno je u ksilolu nakon cega je ukalupljen u
parafinske kalupe. Tkivni blokovi sedeni su na mikrotomu (LKB Broma, Svedska) (1,5 pum) i
bojeni klasicnom metodom—Hematoksilin & Eozin (HE). Bojeni preparati analizirani su
patohistoloski na sistemu za analizu slika Lucia 3,2 G (Laboratory Imaging, Ceska) na mikro-
skopu NU-2 (Carl Zeiss, Nemacka).

Zastupljenost kolagenih vlakana analizirana je pod polarizacionim svetlom.

5.2.3. Eksperimentalni dizajn

5.2.3.1. Aplikacija ispitivanog materijala

Svaka intervencija na zivotinjama izvodena je u opstoj anesteziji u operacionoj sali za
eksperimentalne Zivotinje, pod sterilnim uslovima.

Zivotinja je pre svakog predvidenog tretmana uvodena u anesteziju intramuskularnom
aplikacijom Zoletil (Virbac), u dozi od 10 mg/kg telesne tezine. Anestezija je trajala 15 do 30
minuta. Anestezirane zivotinje postavljene su u leze¢em polozaju na ledima.

Eksperimentalno istraZivanje obavljeno je na sva cCetiri sekuti¢a kuni¢a. Gingivalno
tkivo kunica bilo je klini¢ki zdravo, pripojeno uz vrat zuba u vidu kragne formiraju¢i gingi-

valni sulkus prose¢ne dubine 0,5 mm (slika 14).

Slika 14. Gingivalni sulkus centralnih sekuti¢a kunica.
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Aplikacija RS vrSena je u gingivalni sulkus levih seku-

tica kuni¢a gornje 1 donje vilice (slika 14). U cilju podrske 1

ravnomerne raspodele RS kori§¢en je neimpregnirani retrakci- e,
_ p je neimpreg oo 4 .
oni konac Roeko Comprecord (Coltene Whale Dent AG, Ne- \\Q‘“

macka) (slika 15).
Nakon potapanja u RS konac je pazljivo postavljan celim Slika 15. Retrakcioni konac

obimom zuba plasti¢nim instrumentom i stomatoloSkom pin-  kori$éen u eksperimentu.

cetom (slika 16).

Slika 16. Aplikacija RS u gingivalni sulkus kunica.

Dejstvo RS u gingivalnom sulkusu kunica trajalo je 7 minuta, §to je analogno duzini
pripreme sulkusa pacijenata pri uzimanju sekundarnog otiska za fiksne nadoknade (5 do 10
minuta) (Trifunovi¢ 1998).

Sekuti¢i desnih kvadranata sluzili su kao kontrola:

= Gornji — negativna kontrola (odsustvo intervencije) i

= Donji — lazni tretman-aplikacija retrakcionog konca bez RS.

DuzZina trajanja opservacionih perioda, nakon kojih je usledila biopsija tretiranog tkiva,
iznosila je jedan sat, jedan, sedam i trideset dana.

Plan aplikacije, kao i duzina opservacionog perioda za svaki od ispitivanih RS prikazan

je u tabeli 6.
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Tabela 6. Plan eksperimenta

prvi kuni¢ drugi kunic¢ tre¢i kuni¢ cetvrti kunié
1 dan 1dan 1 sat 1 sat 1 dan 1 dan 1sat 1sat
NK IM NK IM NK IM NK IM
LT IM LT IM LT IM LT IM
1sat 1 sat 1 dan 1 dan 1 sat 1 sat 1 dan 1 dan
peti kunié Sesti kuni¢ sedmi kuni¢ osmi kuni¢

30dana 30dana | 7dana 7dana | 30dana 30dana | 7dana 7 dana
NK IM NK IM NK IM NK IM
LT IM LT IM LT IM LT IM

7dana 7dana 30dana  30dana 7dana 7dana 30dana  30dana

*Aplikacija ispitivanih materijala —IM; negativna kontrola (intaktna gingiva)-NK; lazan tretman (aplikacija

retrakcionih konaca bez ispitivanog materijala)-LT; opservacioni period- jedan sat, jedan, sedam i trideset dana.

5.2.3.2. Biopsija treriranog tkiva

Nakon predvidenih opservacionih perioda isecak gingivalnog tkiva uzet je biopsijom.
Biopsijom tkiva nije doslo do povrede sekuti¢a kunica i susednog gingivalnog sulkusa.

Skalpelom su nacinjene dve vertikalne incizije na labijalnoj gingivi i jedna horizontalan
u visini alveolatnog grebena. Uzorci tkiva veli¢ine 2x2mm pazljivo su odvojeni u
vertikalnom smeru raspatorijumom (slika 17 i 18). Tkivo je isprano povidon jodidom. Isecci

tkiva analizirani su patohistoloski pod svetlosnim mikroskopom.

Slika 17. Biopsija tretiranog gingivalnog tkiva kunica.
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o

Slika 18. Izgled tkiva gingive kunic¢a nakon biopsije tretiranog tkiva.

Nakon biopsija tkiva praceno je zdravstveno stanje kuniéa i eventualna pojava infekcije.

Nije bilo potrebe za upotrebom antibiotika. Nacin ishrane bio je prilagoden rani u ustima.

Zarastanje rana odvijalo se uobi¢ajenim tokom, bez komplikacija.

5.2.4. Tumacenje dobijenih rezultata

Ocena rezultata svetlosno mikroskopske analize biopsiranog tkiva izvrSena je semi-

kvantitativno, na osnovu prisustva inflamatorne reakcije i fibroze tkiva, kao i eventualnih

destruktivno-nekroti¢nih promena (tabela 7).

Tabela 7. Ocena stepena inflamatorne reakcije (Zmener 2004)

Inflamatorna reakcija

Promene u tkivu

nema reakcije
blaga reakcija
umerena reakcija

intenzivna reakcija

formiranje fibrozne kapsule 1 odsustvo inflamatornih celija.
prisustvo fibrozne kapsule sa manjim brojem limfocita i plazmocita.
formiranje fibrozne kapsule sa prisustvom makrofaga,

polimorfonukleara, limfocita i plazmocita.

prisustvo obimne akumulacije polimorfonukleara, limfocita,
plazmocita, makrofaga, dZzinovskih ¢elija tipa stranog tela i kapilara

sa izrazenom kongestijom.

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija 34



6. REZULTATI

6.1. REZULTATI ISPITIVANJA CITOTOKSICNOG DEJSTVA
SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU GINGIVE NA IN VITRO
EKSPERIMENTALNIM MODELIMA

6.1.1. Rezultati ispitivanja intenziteta redukcije MTT-a u zavisnosti od

koncentracije rastvora sredstava za retrakciju gingive

6.1.1.1.Redukcija MTT-a u zavisnosti od koncentracije

rastvora RS za period inkubacije od tri minuta

Sposobnost redukcije MTT-a pokazuju samo vijabilne ¢elije, te je izmereni intenzitet
redukcije MTT-a direktno srazmeran broju zivih ¢elija. Deskriptivni parametri intenziteta re-
dukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije rastvora RS nakon njegovog trominutnog dejstva na
kulturu ¢elija, prikazani su u tabelama 8-10. ANOVA analiza je pokazala statisticku zavisnost
intenziteta redukcije MTT-a u odnosu na koncentraciju rastvora kod svih ispitivanih materijala
(p<0,001), a Post Hoc analiza je utvrdila statisticki znacajne razlike izmedu razli¢itih koncen-
tracija date u tabelama. Generalno, vijabilnost ¢elija opada sa porastom koncentracije rastvora

materijala (grafikon 1).

Tabela 8. Vijabilnost ¢elija nakon trominutnog dejstva rastvora Visine u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X +SD % SE 95% ClI Min | Max | Cv
506 12[10584+ 893 © 3,65|96,46 — 11521 94,57(114,60| 8,44
10%  [12] 99,65+ 11,44 4,04190,09 - 109,21 | 90,12 (121,47 | 11,48
25%  |12| 96,02+ 10,20 © 3,60 | 87,50 — 104,55 | 82,45 (115,58 | 10,62
50%  |12| 80,74+ 6,74 2,55 (7451 86,97 |68,96| 89,33| 8,34

ANOVA: F = 8,30, p = 0,0005 < 0,001
d — vs 50%; * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001

* N- broj ponavljanja X- srednja vrednost

SD- standardna devijacija Cv- koeficijent varijacije

SE- standardna greska 95% CI- interval pouzdanosti
Min- najniZa vrednost Max- najvisa vrednost
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Tabela 9. Vijabilnost ¢elija nakon trominutnog dejstva rastvora Retrargin

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
5% 12| 80,76+ 6,69 < 2736|7517 8635|7195 90,88| 828
10% 12| 8244+ 471" 1677850~ 86,38 75,01| 88,09 572
25% 12| 1279+ 093 0,33|12,01— 1356|1140/ 1431| 7.26
50% 12| 11,03+ 0,60 0,21/1052~ 1154|10,00| 11,85| 548

ANOVA: F = 760,77, p = 0,0000 < 0,001
¢ — vs 25%, d — vs 50%; ** — p<0,01, *** — p<0,001

Tabela 10. Vijabilnost ¢elija nakon trominutnog dejstva rastvora Gingiva Liquid

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv

5% 12| 83,74+ 12,70 4497312— 94736 69,66 98,63/ 15,17
10% 12| 83,11+ 927 328|7536— 9086|7139 9316|1115
25% 12| 20,87+ 8,76 3,10|13,55—~ 2819|1235/ 32.42| 4196

50% 12| 11,75+ 054 0,1911,29- 12,20| 11,00| 12,50 | 4,63
ANOVA: F = 149,55, p = 0,0000 < 0,001
¢ — Vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001
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Grafikon 1. Vijabilnost ¢elija nakon trominutnog dejstva rastvora ispitivanih materijala

razli¢itih koncentracija.
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6.1.1.2. Redukcija MTT-a u zavisnosti od koncentracije rastvora RS

za period inkubacije od $est minuta

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije rastvora
RS, za Sestominutni period dejstva ispitivanih materijala prikazani su u tabelama 11-12. ANOVA
analizom potvrdena je statisticka zavisnost intenziteta redukcije MTT-a u odnosu na kon-
centraciju rastvora kod svih ispitivanih materijala (p<0,001), a rezultati Post Hoc analize i
statisticki znacCajne razlike izmedu razlicitih koncentracija dati su tabelama 11-13. Vijabilnost

¢elija opada sa porastom koncentracije materijala (grafikon 2).

Tabela 11. Vijabilnost ¢éelija nakon Sestominutnog dejstva rastvora Visine

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv

5% 12| 9540+ 1220 4,31|85,20 — 105,60 | 77,77 |117,78 | 12,79
10% 12| 96,27+ 12,12 4,28 (86,14 - 10641 | 81,21 113,74 | 12,59
25% 12| 82,87+ 7.06 250|7697 - 8877|7243| 9258 852

50% 12| 69,41+ 8,85 3,13|62,01- 76,81|49,75| 77,17 | 12,75
ANOVA: F = 12,05, p = 0,0000 < 0,001
d — vs 50%; *** — p<0,001

Tabela 12. Vijabilnost ¢elija nakon Sestominutnog dejstva rastvora Retrargin

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv

5% 12| 97,89+ 816 ™ [289]91,07— 10472|8751112,34| 834
10% 12| 81,81+ 879 7 3,11|74,46— 8916 66,51| 91,02 | 10,75
25% 12| 11,40+ 348 123| 8,49— 1431| 7,76| 15.13| 30,53

50% 12| 10,73+ 3,63 1,28| 7,70— 13,76 | 6,93 | 14,23 33,81
ANOVA: F = 399,50, p = 0,0000 < 0,001
b —vs 10%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001
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Tabela 13. Vijabilnost ¢elija nakon Sestominutnog dejstva rastvora Gingival Liquid

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
5% 12| 10441+ 758 °  [2,68]98,07— 110,74 93,30 |118,05| 7,26
10%  |12| 103,69+ 835 *  |295(96,72— 110,67 | 90,41 |118,05| 8,05
25%  |12| 14,16+ 4,00 1,41(10,82— 17,50| 9,77 | 22,40 28,23
50%  |12| 12,08+ 3,00 1,06| 957— 1458| 855/ 16,05| 24,83

ANOVA: F = 579,96, p = 0,0000 < 0,001
€ — Vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001
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Grafikon 2. Vijabilnost ¢elija nakon Sestominutnog dejstva rastvora ispitivanih materijala

razli¢itih koncentracija
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6.1.1.3. Redukcija MTT-a u zavisnosti od koncentracije rastvora RS

za period dejstva od deset minuta

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije
rastvora, za desetominutni period dejstva, za ispitivane materijale dati su u tabelama 14-16 i
na grafikonu 3. Statisticka zavisnost intenziteta redukcije ¢elija u odnosu na koncentraciju
kod svih ispitivanih materijala potvrdena je ANOVOM (p<0,001). Statisticki znacajne razlike
izmedu vijabilnosti razli¢itih koncentracija utvrdene Post Hoc analizom prikazane su u

tabelama.

Tabela 14. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva rastvora Visine

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv

5% 12| 9588+ 683 " |241]90,18- 101,59 |86,61(10548| 7,12
10% 12| 86,60+ 287 ¢ 1,02 (84,19~ 89,00|82.27| 91.63| 332
25% 12| 79,50+ 552 1957489~ 8412|72,06| 9111| 6,94

50% 12| 44,62+ 11,01 3,89 3542 - 53,83|30,49| 59,41 | 24,67
ANOVA: F=77,61, p=0,0000 < 0,001
b —vs 10%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%; * — p<0,05, *** — p<0,001

d***

Tabela 15. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva rastvora Retrargin

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv

caxx*

5% 12| 8862+ 362 1288559~ 9165|8294| 9405| 4,09
10% 12| 70,96 + 26,23 0,28|49,03— 9289 |4351| 97,02 36,97
25% 12| 11,77+ 2.72 096| 949- 1404| 908| 1548|2311

50% 12| 11,41+ 1,96 0,69| 9,77—- 1305| 9,39| 13,89| 17,18
ANOVA: F =71,96, p = 0,0000 < 0,001
¢ — Vs 25%, d — vs 50%; ** — p<0,01, *** — p<0,001
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Tabela 16. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva rastvora Gingival Liquid

u odnosu na kontrolu

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv

5% 12| 96,40+ 11,82 4,18 86,52 — 106,28 | 80,73 111,42 | 12,26
10% 12| 8549+ 2318 8,19 | 66,12 — 104,87 | 60,00|110,72 | 27,11
25% 12| 12,86+ 4,43 157| 9,16— 16,56| 8,18| 20,05| 34,44

50% 12| 12,14+ 3,69 1,30 9,06 - 1522| 8,47| 16,08 | 30,36
ANOVA: F = 93,46, p = 0,0000 < 0,001
€ — Vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001
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Grafikon 3. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva rastvora ispitivanih materijala

razli¢itih koncentracija.

Analizom rezultata u tabelama 8-16 uocava se ravnomerno smanjenje vijabilnosti ¢elija
sa porastima koncentracija rastvora materijala Visine, dok je smanjenje vijabilnosti za kon-
centracije 25 1 50% visestruko nizi u odnosu na koncentracije 5 i 10% kod rastvora Retrargin

i Gingival Liquid.
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6.1.2. Rezultati ispitivanja uticaja duzine dejtva rastvora za retrakciju gingive

na intenzitet redukcije MTT-a

Ispitivan je uticaj duzine dejstva razli¢itih koncentacija rastvora RS na redukciju inten-

ziteta MTT-a.

6.1.2.1.Redukcija MTT-a u zavisnosti od duZine dejstva razli¢itih koncentracija

rastvora Visine

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za razli¢ite koncentracije rastvora
Visine u odnosu duzinu dejstva na Celijsku kulturu prikazani su u tabelama 17-20 i na
grafikonu 4. ANOVA analiza je utvrdila statisticku zavisnost intenziteta redukcije MTT-a u
odnosu na period dejstva na ¢elijsku kulturu kod materijala Visine za koncentracije rastvora
10% (p<0,05), a jo§ izrazeniju pri koncentracijama 25 i 50% (p<0,001). Post Hoc analiza je
utvrdila znacajno viSu vrednost vijabilnosti ¢elija nakon perioda dejstva od tri minuta

rastvora, a nivo statisticke znacajnosti raste sa porastom koncentracije.

Tabela 17. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 5% rastvora Visine

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3 min 12| 105,84+ 8,93 3,65|96,46 — 115,21 | 94,57 114,60 | 8,44
6 min 12| 95,40+ 12,20 4,31|85,20 - 105,60 | 77,77 |117,78 | 12,79
10 min 12| 95,88+ 6,83 2,41190,18 - 101,59 86,61 105,48 | 7,12

ANOVA: F =244, p=0,1137

Tabela 18. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 10% rastvora Visine

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12| 99,65+ 11,44 . 4,04 190,09 - 109,21|90,12|121,47| 11,48
6min 12| 96,27 £ 12,12 4,28 | 86,14 — 106,41 | 81,21 (113,74 | 12,59
10min 12| 86,60+ 2,87 1,02 84,19—- 89,00 82,27 | 91,63 | 3,32

ANOVA: F = 3,85, p = 0,0376<0,05
¢ — vs 10 min; * — p<0,05
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Tabela 19. Vijabilnost ¢elija nakon razli¢ite duzine dejstva 25% rastvora Visine

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv

3min 12| 96,02 + 10,20 ™ 3,60 | 87,50 — 104,55 | 82,45 (115,58 | 10,62
6min 12| 82,87+ 7.06 2501|7697~ 8877|7243| 9258 852

10min 12| 79,50+ 5,52 1957489~ 84,12|72,06| 91,11| 6,94
ANOVA: F =9,93, p =0,0009<0,001

b —vs 6 min, ¢ — vs 10 min; ** — p<0,01

Tabela 20. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 50% rastvora Visine

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv

3min 12| 80,74+ 6,74 ¢ 255|7451— 86,97 |68,96| 89,33| 8,34
6min 12| 69,41+ 885 3,13|62,01— 7681|49.75| 7717|1275

10min 12| 44,62+ 11,01 3,89|3542~ 53,83|30,49| 59,41 | 24,67
ANOVA: F = 31,13, p = 0,0000<0,001

¢ —vs 10 min; *** — p<0,001
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Grafikon 4. Vijabilnost ¢elija nakon razli¢ite duzine dejstva razli¢itih koncentracija

rastvora Visine.
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6.1.2.2. Redukcija MTT-a u zavisnosti od duzine dejstva razli¢itih koncentracija

rastvora Retrargin

U tabelama 21-24 i na grafikonu 5 prikazani su deskriptivni parametri intenziteta
redukcije MTT-a za razlicite koncentracije Retrargin u odnosu na duzinu trajanja dejstva na
¢elijsku kulturu. ANOVA analiza je utvrdila statisticku zavisnost intenziteta redukcije MTT-a
u odnosu na duzinu dejstva za ispitivani materijal samo pri koncentraciji od 5% (p<0,001),
pri ¢emu je najveca vijabilnost ¢elija uocena nakon Sestominutnog dejstva rastvora. Post Hoc
analizom je, takode, potvrdeno da je vijabilnost ¢elija statisticki veéa pri Sestominutnom

dejstvu u odnosu na desetominutno (p<0,05), odnosno trominutno dejstvo (p<0,001).

Tabela 21. Vijabilnost ¢éelija nakon razli¢ite duzine dejstva 5% rastvora Retrargin

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min  [12| 80,76+ 6,69 2,36|7517- 86,35|71,95| 90,88 | 8,28
6min  [12| 97,89+ 816 * ¢ |2,89(91,07- 104,72 87,51 |112,34| 8,34
10min  [12| 8862+ 3,62 1,28(8559— 9165|8294 | 94,05 4,09

ANOVA: F =14,19, p = 0,0001<0,001
a—vs 3M, ¢ —vs 10M; * — p<0,05, *** — p<0,001

Tabela 22. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 10% rastvora Retrargin

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12| 82,44+ 4,71 1,67|7850—- 86,38| 75,01 | 88,09| 5,72
émin 12| 81,81+ 879 3,11|74,46 - 89,16 | 66,51 | 91,02 | 10,75
10min 12| 70,96 + 26,23 9,2849,03—- 92,89 |4351| 97,02| 36,97

ANOVA: F=1,27,p=0,3015
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Tabela 23. Vijabilnost ¢elija nakon razli¢ite duzine dejstva 25% rastvora Retrargin

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12 12,79 £0,93 0,3312,01 - 1356|11,40| 14,31| 7,26
6min 12 11,40 £3,48 1,23| 849—- 1431 7,76 | 15,13 30,53
10min 12 11,77 £2,72 096 | 9,49- 1404| 9,08| 15,48 23,11

ANOVA: F=0,61, p=0,5536

Tabela 24. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 50% rastvora Retrargin

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12| 11,03+ 0,60 0,21/10,52—- 11,54|10,00| 11,85| 5,48
émin 12| 10,73+ 3,63 1,28| 7,70- 13,76| 6,93 | 14,23 | 33,81
10min 12| 11,41+ 1,96 0,69| 9,77- 13,05| 9,39| 13,89 17,18

ANOVA: F =0,16, p = 0,8528
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Grafikon 5. Vijabilnost ¢elija nakon razli¢ite duzine dejstva razli¢itih koncentracija

rastvora Retrargin.

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija 44



REZULTATI

6.1.2.3. Redukcija MTT-a u zavisnosti od duzine dejstva razli¢itih koncentracija

rastvora Gingival Liquid

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za razliite koncentracije materijala
Gingival Liquid u odnosu na period dejstva na ¢elijsku kulturu prikazani su u tabelama 25-28
i na grafikonu 6. Izuzev pri najviSoj koncentraciji (50%) ANOVA analiza je utvrdila stati-
sticku zavisnost intenziteta redukcije MTT-a u odnosu na duzinu dejstva za sve ostale kon-
centracije i to na nivou statistiCke znacajnosti p<0,01 za koncentraciju 10%, odnosno p<0,05
za koncentracije 10 i 25%. Interesantno je da je najvecéa vijabilnost prikazana pri koncentra-
cijama 5 i 10%, nakon Sestominutnog dejstva. Post Hoc analizom utvrdeno je da je statisticki

znacajno veca no pri tromiutnom dejstvu (p<0,01).

Tabela 25. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 5% rastvora Gingival Liquid

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min  [12| 83,74+ 12,70 4497312 94,36 69,66 | 98,63 | 15,17
6min 12| 10441+ 758 * 2,68|98,07 — 110,74 | 93,80 |118,05| 7,26
10min  [12| 96,40 + 11,82 4,18 86,52 — 106,28 | 80,73 111,42 | 12,26

ANOVA: F =7,27, p = 0,0040<0,01
a—vs 3M; ** —p<0,01

Tabela 26. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 10% rastvora Gingival Liquid

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% CiI Min | Max | Cv
3min 12| 8311+ 9,27 3,28(7536— 90,86] 71,39 | 93,16 | 11,15
6min 12| 103,69+ 835 % 2,95|96,72— 110,67 | 90,41 118,05 8,05
10min  [12| 85,49 + 23,18 8,19 66,12~ 104,87 | 60,00 |110,72 | 27,11

ANOVA: F = 4,39, p = 0,0255<0,05
a—vs 3M; ** —p<0,01
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Tabela 27. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 25% rastvora Gingival Liquid

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12| 20,87+ 8,76 3,10|13,55—- 28,19 12,35| 32,42 | 41,96
6min 12| 14,16+ 4,00 1,41110,82- 17,50 | 9,77 | 22,40 28,23
10min 12| 12,86+ 4,43 157| 9,16 - 16,56| 8,18| 20,05| 34,44

ANOVA: F = 3,95, p = 0,0350<0,05

Tabela 28. Vijabilnost ¢elija nakon razlicite duzine dejstva 50% rastvora Gingival Liquid

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12| 11,75+ 0,54 0,19(11,29- 12,20|11,00| 12,50 | 4,63
6min 12| 12,08+ 3,00 1,06 957—- 1458| 8,555| 16,05| 24,83
10min 12| 12,14+ 3,69 1,30| 9,06- 15,22| 8,47 | 16,08 | 30,36

ANOVA: F = 0,05, p = 0,9544
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Grafikon 6. Vijabilnost ¢elija nakon razli¢ite duzine dejstva razli¢itih koncentracija

rastvora Gingival Liquid.
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6.1.3. Rezultati ispitivanja uticaja vrste rastvora za retrakciju gingive na

intenzitet redukcije MTT-a

Ispitivan je uticaj vrste materijala na intenzitet redukcije MTT-a, odnosno vijabilnost ¢elija.

6.1.3.1. Redukcija MTT-a u prisustvu 5% rastvora razli¢itih RS

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za 5% koncentraciju rastvora

ispitivanih materijala i zadate periode dejstva na ¢elijsku kulturu, prikazani su u tabelama 29-

31 na grafikonu 7. ANOVA analiza je utvrdila statisticku zavisnost vijabilnosti ¢elija u

odnosu na tip testiranog materijala samo za trominutni period dejstva (p<0,001), a Post Hoc

analiza je utvrdila znaajno viSu vijabilnost pri dejstvu Visine u odnosu na Retrargin

(p<0,001), kao i Gingival Liquid (p<0,01).

Tabela 29. Vijabilnost ¢elija nakon trominutnog dejstva 5% rastvora RS u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
V 12| 10584+ 893 ° © |3,65|96,46— 11521|94,57(114,60| 8,44
R 12| 80,76+ 6,69 2,36|7517— 86,35| 71,95| 90,88 | 8,28
GL 12| 83,74+ 12,70 449 73,12 94,36 69,66 | 98,63 | 15,17

ANOVA: F=12,71, p = 0,0003 < 0,001
b-vsR, c—vsGL; ** —p<0,01, *** — p<0,001

Tabela 30. Vijabilnost ¢elija nakon Sestominutnog dejstva 5% rastvora RS u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
Vv 12| 95,40+ 12,20 4,3185,20 - 105,60 77,77 |117,78 | 12,79
R 12| 97,89+ 8,16 2,89|91,07 - 104,72 |87,51|112,34| 8,34
GL 12| 104,41+ 7,58 2,68 98,07 - 110,74 |93,80|118,05| 7,26

ANOVA: F=1,90,p=0,1745
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Tabela 31. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva 5% rastvora RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
\Y 12| 95,88+ 6,83 2,41190,18 - 101,59 | 86,61 [105,48 | 7,12
R 12| 88,62+ 3,62 1,28 8559~ 91,65|82,94| 94,05| 4,09
GL 12| 96,40+ 11,82 4,18 | 86,52 — 106,28 | 80,73 |111,42 | 12,26

ANOVA: F=2,28,p=0,1272
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Grafikon 7. Vijabilnost ¢elija nakon dejstva 5% rastvora razli¢itih RS.

6.1.3.2. Redukcija MTT-a u prisustvu 10% rastvora razli¢itih RS

U tabelama 32-34 dati su deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za 10%
koncentracije ispitivanih materijala i razliite periode dejstva na celijsku kulturu. ANOVA
analiza je utvrdila statistiCku zavisnost intenziteta redukcije MTT-a u odnosu na tip materijala
kod trominutnog (p<0,01) 1 Sestominutnog dejstva na ¢elije (p<0,001). Post Hoc analiza je u
oba slucaja utvrdila statistiCki znacajne razlike izmedu razli¢itih tipova upotrebljenih
materijala, date u tabelama. Za sve duzine dejstva RS na ¢elije njihova vijabilnost je najniza

nakon upotrebe rastvora Retrargin (grafikon 8).
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Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 99,65+ 11,44 % |4,04|90,09— 109,21 90,12 121,47 | 11,48
R 12| 82,44+ 4,71 1,67 |7850—- 86,38 | 75,01 | 88,09| 5,72
GL 12| 83,11+ 9,27 3,28 7536- 90,86|71,39| 93,16 | 11,15

ANOVA: F = 9,54, p = 0,0011 < 0,01
b-vsR,c-vsGL;**-p<0,01
Tabela 33. Vijabilnost ¢elija nakon Sestominutnog dejstva 10% rastvora RS
u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
v 12| 96,27+1212 "~ 4,28(86,14 — 106,41 | 81,21 |113,74 | 12,59
R 12| 81,81+ 8,79 3,11| 74,46 — 89,16 | 66,51 | 91,02 | 10,75
GL 12| 103,69+ 835"  |295(96,72— 110,67|90,41|118,05| 8,05

ANOVA: F = 10,11, p = 0,0008 < 0,001
a-vsV,b-vsR,c-vsGL;*-p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
Tabela 34. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva 10% rastvora RS
u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
V 12| 86,60+ 2,87 1,02 84,19- 89,00 82,27 | 91,63| 3,32
R 12| 70,96 + 26,23 9,2849,03- 92,89 |4351| 97,02| 36,97
GL 12| 85,49+ 23,18 8,19 66,12 - 104,87 | 60,00 |110,72| 27,11

ANOVA: F =1,48, p = 0,2500
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Grafikon 8. Vijabilnost ¢elija nakon dejstva 10% rastvora razli¢itih RS.

6.1.3.3. Redukcija MTT-a u prisustvu 25% rastvora razli¢itih RS

U tabelama 35-37 dati su deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za 25%
koncentraciju rastvora ispitivanih materijala i zadate periode dejstva na celijsku kulturu.
ANOVA analiza je utvrdila maksimalnu statisticku zavisnost intenziteta redukcije vijabilnosti
¢elija u odnosu na tip materijala za sve duzine dejstva (p<0,001), a Post Hoc analiza
viSestruko viSu i statisticki znacajno veéu vijabilnost ¢éelija pri dejstvu Visine u odnosu na

materijale Retrargin i Gingival Liquid (p<0,001) (grafikon 9).

Tabela 35. Vijabilnost ¢elija nakon trominutnog dejstva 25% rastvora RS

u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
Y, 12| 96,02+ 10,20 |3,60|87,50— 104,55 | 82,45 |115,58| 10,62
R 12| 12,79+ 0,93 033/12,01— 13,56 |11,40| 14,31| 7,26
GL 12| 2087+ 8,76 3,10|1355— 28,19 |12,35| 32,42 | 41,96

ANOVA: F = 278,59, p = 0,0000 < 0,001
b-vsR, c—-vsGL; *** - p<0,001
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Tabela 36. Vijabilnost ¢elija nakon Sestominutnog dejstva 25% rastvora RS

u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 8287+ 7,06 °  [250[7697— 88,77]|72,43| 9258] 8,52
R 12| 11,40+ 3,48 1,23| 849- 1431| 7,76| 15,13 | 30,53
GL 12| 14,16+ 4,00 1,41]10,82— 17,50| 9,77| 22,40 | 28,23

ANOVA: F = 505,15, p = 0,0000 < 0,001
b-vsR,c-vsGL; *** - p<0,001

Tabela 37. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva 25% rastvora RS

u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
Y, 12| 7950+ 552 ™ 1095|7489 84,12]72,06| 91,11] 6,94
R 12| 11,77+ 2,72 096| 949- 14,04| 9,08| 1548|2311
GL 12| 12,86+ 4,43 157| 9,16— 16,56| 8,18 20,05| 34,44

ANOVA: F = 628,80, p = 0,0000 < 0,001
b-vsR,c-vsGL; *** - p<0,001
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Grafikon 9. Vijabilnost ¢elija nakon dejstva 25% rastvora razlicitih RS.
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6.1.3.4. Redukcija MTT-a u prisustvu 50% rastvora razli¢itih RS

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije ¢elija za 50% koncentraciju ispitivanih
materijala i zadate periode dejstva na ¢elijsku kulturu dati su u tabelama 38-40. Kao i pri kon-
centraciji materijala od 25%, ANOVA analiza je i pri maksimalno ispitivanoj koncentraciji
od 50% utvrdila 1 maksimalnu statisti€¢ku zavisnost intenziteta redukcije broja ¢elija u odnosu
na tip materijala za sve periode dejstva na Celijsku kulturu (p<0,001) (grafikon 10). Post Hoc
analiza potvrdila je visSestruko viSu i statisticki znacajno veéu vijabilnost pri dejstvu mate-

rijala Visine u odnosu na Retrargin i Gingival Liquid (p<0,001).

Tabela 38. Vijabilnost ¢elija nakon trominutnog dejstva 50% rastvora RS

u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 80,74+ 674 ™ |255|7451— 86,97 |68,96| 89,33| 834
R 12| 11,03+ 0,60 021/1052— 11,54|10,00| 11,85| 548
GL 12| 11,75+ 0,54 0,19(11,29— 12,20 11,00| 12,50| 4,63

ANOVA: F = 845,94, p = 0,0000 < 0,001
b-vsR,c-vsGL; *** - p<0,001

Tabela 39. Vijabilnost ¢elija nakon $estominutnog dejstva 50% rastvora RS

u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 6941+ 885>  [313|62,01— 76,81]49,75| 77,17 12,75
R 12| 10,73+ 3,63 128| 7,70— 1376| 6,93 | 14,23| 33,81
GL 12| 12,08+ 3,00 1,06| 957— 1458| 855/ 16,05| 24,83

ANOVA: F = 267,96, p = 0,0000 < 0,001
b-vsR, c—-vsGL; *** - p<0,001
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Tabela 40. Vijabilnost ¢elija nakon desetominutnog dejstva 50% rastvora RS

u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 4462+11,01 °  |3,89|3542—- 5383|3049 59,41 24,67
R 12| 1141+ 1,96 069| 9,77— 13,05| 9,39| 13,89 17,18
GL 12| 12,14+ 3,69 1,30| 9,06— 1522| 8,47| 16,08 | 30,36

ANOVA: F = 62,29, p = 0,0000 < 0,001
b-vsR,c-vsGL; *** - p<0,001
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Grafikon 10. Vijabilnost ¢elija nakon dejstva 50% rastvora razli¢itih RS.

Analizom rezultata pri viSim koncentracijama rastvora RS (25 1 50%) uocava se izrazito
veca vijabilnost Celija nakon dejstva materijala Visine u odnosu na materijale Retrargin i

Gingival Liquid, bez obzira na period dejstva na ¢elijsku kulturu.

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija 53



REZULTATI

6.2. OPORAVAK CELIJA PRACEN 24 CASA NAKON
DELOVANJA SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU GINGIVE

6.2.1. Rezultati ispitivanja sposobnosti ¢elija da se oporave

nakon delovanja sredstava za retrakciju gingive

6.2.1.1. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od koncentracije rastvora RS

nakon 24 h oporavka od trominutnog dejstva RS

Intenzitet redukcije MTT-a direktno je srazmeran broju zivih éelija, te se njegovim
merenjem odredivala vijabilnost ¢elija nakon dejstva rastvora ispitivanih RS koji je pra¢en
jednodnevnim oporavkom c¢elija u hranjivom medijumu. Deskriptivni parametri intenziteta
redukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije rastvora RS, nakon njihovog trominutnog
delovanja i naknadne jednodnevne inkubacije ¢elija prikazani su u tabelama 41-43. ANOVA
analiza je utvrdila statisticku zavisnost intenziteta redukcije MTT-a u odnosu na koncentraciju
rastvora kod svih ispitivanih materijala (p<0,001). Post Hoc analiza je utvrdila statisticki znacajne
razlike izmedu razli¢itih koncentracija rastvora date u tabelama. Generalno, vijabilnost ¢celija se
smanjivala sa porastom koncentracije rastvora materijala, a porast koncentracija na 25% i 50%
kod Retrargin i Gingival Liquid je doveo do visestrukog smanjenja Vvijabilnosti ¢elija u odnosu na
koncentracije od 5 1 10% (grafikon 11).

Tabela 41. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Visine

u trajanju od tri minuta

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
5% 12| 9869+ 4,32 % 1,53 | 95,08 — 102,30 | 91,46 [104,67 | 4,37
10% 12| 9621+ 2,72 ¢ 0,96 | 93,94~ 9848/ 91,88(101,25| 2,82
25% 12| 90,34+ 459 ¢ 1,62 | 86,50 — 94,18|81,60| 97,77 | 5,08
50% 12| 64,19+ 10,95 3,87 | 55,04 — 73,35|41,32| 75,50 | 17,06

ANOVA: F = 48,06, p = 0,0000 < 0,001
d — vs 50%; * — p<0,05, ** — p<0,01
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Tabela 42. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Retrargin

u trajanju od tri minuta

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
5% 12] 101,67+ 510°7 1,80 | 97,41 - 105,93| 9553| 111,13] 5,01
10% 12| 97,06+ 508" |1,80| 92,81~ 101,30 90,31| 103,12| 5,23
25% 12| 767+ 0,80 028| 7,00— 834 6,43 849 10,46
50% 12| 7,68+ 0,70 025| 7,09- 8726 667 861 9,06

ANOVA: F =1697,99, p = 0,0000 < 0,001
€ — Vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001

Tabela 43. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Gingival

Liquid u trajanju od tri minuta

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
504 12| 107,39+ 5,89 2.08/102,47 — 112,31|100,46| 115.44| 5,48
10% 12| 104,69+ 6,06 2.14| 99,62 — 109.75| 95.86| 111,66 5,79
25% 12| 920+ 0,90 032 845- 995 782 1058 975
50% 12| 810+ 081 029 743- 877 692 936 996

ANOVA: F =1390,01, p = 0,0000 < 0,001
€ — Vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001
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Grafikon 11. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

rastvora RS u trajanju od tri minuta.
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6.2.1.2. Vijabilnost ¢éelija u zavisnosti od koncentracije rastvora RS

nakon 24 h oporavka od Sestominutnog dejstva RS

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije rastvora
RS nakon Sestominutnog dejstva i naknadne inkubacije ¢elijske kulture prikazani su u tabelama
44-46. ANOVA analizom potvrdena je statisticku zavisnost intenziteta redukcije MTT-a od
koncentracije rastvora za sve ispitivane materijale (p<0,001), a rezultati Post Hoc analize i
statisticki znadajne razlike izmedu razliGitih koncentracija dati su tabelama. Celijski oporavak
opada sa porastom koncentracije rastvora materijala. Porast koncentracija rastvora na 25% i 50%
kod uzoraka Retrargin i Gingival Liquid dovodi do viSestrukog smanjenja Celijskog opravka u

odnosu na koncentracije od 5 i 10% (grafikon 12).

Tabela 44. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Visine

u trajanju od Sest minuta

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
5% 12] 10453+ 3,119 1,10[101,92 — 107,13| 99,37| 107,80 2,98
10% 12| 92,67+ 1567% 5,54/ 79,56 — 105,77 70,20| 110,53| 16,91
25% 12| 61,86+ 12,89 15,16/ 26,00 — 97,72| 12,68| 104,27| 69,33
50% 12| 48,75+ 20,57 10,45| 24,03 73,47| 13,16/ 78,66/ 60,65

ANOVA: F = 7,29, p = 0,0009 < 0,001
d - vs 50%; * — p<0,05, ** — p<0,01

Tabela 45. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Retrargin

u trajanju od Sest minuta

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
5% 12| 10552+ 3,80° 1,34|102,34 — 108,69(101,39| 111,58, 3,60
10% 12| 66,85+ 12,10°" 14,88| 31,66 — 102,04| 27,23| 114,22| 62,97
25% 12| 765+ 0,92 0,38 6,68— 8,62 6,49 9,00/ 12,06
50% 12 726+ 0,73 0,26| 6,65 — 7,87 6,37 8,28 10,04

ANOVA: F = 36,22, p = 0,0000 < 0,001
€ — Vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001

o ki
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Tabela 46. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Gingival

Liquid u trajanju od Sest minuta

Koncentracija| N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv

5% 12| 10287+ 7,68° 2,72| 96,45 109,29| 88,54| 112,33 7,47
10%  |12| 91,33+ 9,29 3,28 8357 - 99,10 79,61| 105,19| 10,17
2506 |12| 7,69+ 041 017| 726— 813 703 822 537
500  |12| 7,89+ 0,30 011 7.64— 814 739 822 382

ANOVA: F = 511,10, p = 0,0000 < 0,001
€ — Vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001
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Grafikon 12. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

rastvora RS u trajanju od Sest minuta.

6.2.1.3. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od koncentracije rastvora RS

nakon 24 h oporavka od desetominutnog dejstva RS

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije
rastvora RS nakon desetominutnog dejstva i naknadne jednodnevne inkubacije ¢éelija dati su u
tabelama 47-49. Statisti¢ka zavisnost intenziteta redukcije MTT-a u odnosu na koncentraciju
kod svih ispitivanih materijala potvrdena je ANOVOM (p<0,001). Procenat oporavka opada sa
porastom koncentracije rastvora materijala, a kao i nakon trominutnog i Sestominutnog dejstva i
pri desetominutnom dejstvu. Porast koncentracija rastvora na 25% i 50% kod Retrargin i

Gingival Liquid doveo je do viSestrukog smanjenja Celijskog opravka u odnosu na koncentracije

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija 57



REZULTATI

od 5% i 10%. Kod uzoraka rastvora Retrargin primeéeno je i Cetvorostruko Smanjenje

oporavka i kod 10% koncentracije rastvora u odnosu na koncentraciju od 5% (grafikon 13).

Tabela 47. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Visine u

trajanju od deset minuta

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
1,60] 92,32 — 99,89] 90,22 104,92| 4,71
10% 12| 89,62+ 587" | 2,07 84,72— 9453| 77,72| 9595 6,55
25% 12| 7542+ 9,02 3,19| 67,80~ 82,96/ 63,99| 87,35/ 11,95
50% 12| 38,37+ 11,79 417| 2851 — 48,23| 22,43 52,71/ 30,73

ANOVA: F = 77,56, p = 0,0000 < 0,001
¢ — Vs 25%, d — vs 50%; * — p<0,05, *** — p<0,001

TS el

5% 12| 96,11+ 4,53°

d***

Tabela 48. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Retrargin

u trajanju od deset minuta

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
5% 12| 9741+ 668> | 2,36) 91,82— 103,00/ 85,12/ 106,27| 6,86
10%  |12| 21,18+ 12,31 4,35/ 10,89 - 31,47 8,17| 36,09 58,10
25%  |12| 657+ 0,62 0,22| 605- 7,09 573 739 945
50% |12 6,26+ 045 0,16/ 589- 664 573 6,89 7,16

ANOVA: F = 309,09, p = 0,0000 < 0,001
b —vs 10%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%; *** — p<0,001

Tabela 49. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja rastvora Gingival

Liquid u trajanju od deset minuta

Koncentracija| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv

Dxcd™**

506 12| 9565+ 3,83 1,35( 92,44— 98,85 91,18 101,54| 4,00
10% 12| 5832+ 29,09  |10,29| 33,99 - 82,64/ 21,33 88,27| 49,89
25% |12 6,39+ 0,39 04| 6,06—- 672 574 687 613
50 |12 6,67+ 1,11 039 574- 759 563 892 1661

ANOVA: F = 15094,17, p = 0,0000 < 0,001
b — vs 10%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%; * — p<0,05, *** — p<0,001
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Grafikon 13. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

rastvora RS u trajanju od deset minuta.

Analizom rezultata uocava se ravnomeran pad ¢elijske vijabilnosti sa porastom koncen-
tracije rastvora za Visine, a smanjenje oporvka za koncentracije 25 i 50% viSestruko je nize u

odnosu na koncentracije 5 i 10% kod uzoraka Retrargin i Gingival Liquid.

6.2.2. Rezultati ispitivanja sposobnosti ¢elija da se oporave nakon razlicite

duZine delovanja sredstava za retrakciju gingive

Ispitivan je duzine dejstva ispitivanih rastvora RS na ¢elijsku vijabilnost posle naknadne

jednodnevne inkubacije Celijske kulture.

6.2.2.1. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od duZine dejstva rastvora Visine

nakon 24 h oporavka

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za zadate koncentracije rastvora
Visine u odnosu na duzinu dejstva prikazani su u tabelama 50-53. ANOVA analiza je utvrdila
statistiCku zavisnost intenziteta redukcije ¢elijske vijabilnosti u odnosu na period dejstva 50%
rastvora materijala Visine (p<0,05), a jo$ izrazeniju pri koncentracijama 5 i 25% (p<0,01).
Post Hoc analiza je utvrdila znacajno vec¢u vijabilnost za trominutno u odnosu na desetomi-
nutno dejstvo za koncentracije rastvora od 10, 25 i 50%, nakon naknadne jednodnevne inku-

bacije ¢elija (grafikon 14).
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Tabela 50. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 5% rastvora Visine

u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min  [12] 98,69+ 4,32 1,53 | 95,08 - 102,30 91,46 104,67| 4,37
6min 12| 10453+ 311%°"  |1,10|101,92 - 107,13| 99,37| 107,80| 2,98
10min |12 96,11+ 4,53 1,60 | 92,32 99,89 90,22| 104,92| 4,71

ANOVA: F =9,15, p = 0,0014<0,01

a—Vvs 3min ¢ — vs 10 min; * — p<0,05, ** — p<0,01

Tabela 51. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 10% rastvora

Visine u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3 min 12| 9621+ 2,72 0,96 | 93,94 - 98,48| 91,88| 101,25| 2,82
6 min 12| 92,67+ 15,67 554 | 79,56 — 105,77 70,20| 110,53 16,91
10 min 12| 89,62+ 5,87 2,07 | 84,72—- 94,53| 77,72 95,95/ 6,55

ANOVA:F=0,91,p=0,4184

¢ — vs 10min; * — p<0,05

Tabela 52. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 25% rastvora

Visine u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv

c**

3 min 12| 90,34+ 4,59 1,62| 86,50 - 94,18| 81,60 97,77| 5,08
6 min 12| 61,86+ 42,89 15,16/ 26,00 - 97,72| 12,68| 104,27| 69,33

10 min 12| 7542+ 9,02 3,19 67,89 - 82,96 63,99| 87,35/ 11,95
ANOVA: F = 2,51, p = 1054

¢ —vs 10 min; ** — p<0,01
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Tabela 53. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 50% rastvora

Visine u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min  |12] 64,19+ 10,95° 3,87| 55,04 — 7335 41,32| 7550 17,06
6min  |12| 48,75+ 29,57 10,45| 24,03— 73,47 13,16/ 78,66 60,65
10min  [12| 3837+ 11,79 417| 2851— 48,23| 22,43 52,71| 30,73

ANOVA: F = 3,56, p = 0,0461<0,05

¢ —vs 10 min; ** — p<0,01

B 3M+24h
O 6M+24h
100 I O 10M+24h

120 1

\

80+

60 4

w0t

Vijabilnost (%)

5% 10% 25% 50%

Koncentracija

Grafikon 14. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

rastvora Visine.

6.2.2.2. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od duZine dejstva rastvora Retrargin

nakon 24 h oporavka

U tabelama 54-57 prikazani su deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za
razli¢ite koncentracije materijala Retrargin u odnosu na period dejstva na celijsku kulturu.
ANOVA analiza je utvrdila statisticku zavisnost intenziteta redukcije vijabilnosti ¢elija u
odnosu na period dejstva kod materijala Retrargin pri svim koncentracijama i to p<0,05 pri
koncentraciji od 5% i 25%, odnosno p<0,001 pri koncentracijama od 10% i 50%. Najveci
¢elijski oporavak uocen je pri najnizoj koncentraciji od 5% i1 nakon trominutnog dejstva, dok

je kod svih ostalih koncentracija prime¢en nakon Sestominutnog dejstva i naknadne jedno-
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dnevne inkubacije ¢elija (grafikon 15). Post Hoc analizom potvrdena je statisticki znacajna
razlika u odnosu na period dejstva nakon desetominutnog dejstva rastvora RS na cCelijsku

kulturu i njihove naknadne inkubacije u hranjivom medijumu.

Tabela 54. Vijabilnost ¢éelija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 5% rastvora

Retrargin u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3 min 12| 101,67+ 5,10 1,80| 97,41 - 105,93 95,53| 111,13 5,01
6 min 12| 105,52+ 3,80 « 1,34/102,34 — 108,69/101,39| 111,58, 3,60
10 min 12| 97,41+ 6,68 2,36/ 91,82 - 103,00, 85,12| 106,27| 6,86

ANOVA: F = 4,64, p = 0,0215<0,05

¢ —vs 10min; * — p<0,05

Tabela 55. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 10% rastvora

Retrargin u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12| 9706+ 508° 1,80| 92,81 — 101,30| 90,31| 103,12| 5,23
6min  |12| 66,85+ 42,10 14,88| 31,66 — 102,04 27,23| 114,22| 62,97
10min 12| 21,18+ 1231 435 10,89~ 31,47 8,17 36,09 58,10

ANOVA: F = 17,96, p = 0,0000<0,001

¢ — vs 10min; *** — p<0,001

Tabela 56. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 25% rastvora

Retrargin u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% CiI Min | Max | Cv
3 min 12 7,67+ 0,80 o 0,28/ 7,00 - 8,34 6,43 8,49 10,46
6 min 12 7,65+ 0,92 a 0,38/ 6,68 — 8,62 6,49 9,000 12,06
10 min 12 6,57+ 0,62 0,22/ 6,05 - 7,09 573 7,39 9,45

ANOVA: F=5,00, p=0,0180
¢ —vs 10min; * — p<0,05
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Tabela 57. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 50% rastvora

Retrargin u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12| 768+ 070° 025 7,09- 826 667 861 9,06
6min  |12| 7,26+ 0,73 026 665— 7,87 637| 828 10,04
10min  [12| 6,26+ 045 0,16 589— 6,64 573 689 7.16

ANOVA: F =10,41, p = 0,0007<0,001
¢ — vs 10min* — p<0,05, *** — p<0,01
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Grafikon 15. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

rastvora Retrargin.

6.2.2.3. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od duZine dejstva rastvora Gingival Liquid

nakon 24 h oporavka

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za materijal Gingival Liquid za
zadate koncentracije rastvora u odnosu na period dejstva prikazani su u tabelama 58-61. Pri
koncentracijama od 5% 1 50% ANOVA analiza je utvrdila statisti¢ku zavisnost intenziteta
redukcije vijabilnosti celija u odnosu na period dejstva na nivou statisticke znacajnosti
p<0,01, dok je za koncentracije 10% i 25% bila na nivou statisticke znacajnosti od p<0,001.
Interesantno je da je najveci oporavak uocen pri koncentracijama rastvora od 5 i 10% nakon
perioda dejstva od Sest minuta i naknadne inkubacije ¢elijske kulture. Post Hoc analizom

utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike, te su najnize vrednosti vijabilnosti ¢elija uoc¢ene su

Ivan M. Kosti¢ | Efekti primene sredstava za retrakciju gingive na eksperimentalnim modelima, doktorska disertacija 63



REZULTATI

pri duzini dejstva od deset minuta, a najviSe pri duzini dejstva od tri minuta i naknadne

jednodnevne inkubacije ¢elija (grafikon 16).

Tabela 58. Vijabilnost ¢éelija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 5% rastvora

Gingival Liquid u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv

i

3 min 12| 107,39+ 5,89 2,08 102,47 — 112,31/100,46| 115,44| 5,48
6 min 12| 102,87+ 7,68 2,72| 96,45- 109,29| 88,54| 112,33| 7,47

10 min 12| 9565+ 3,83 1,35 92,44 - 98,85 91,18| 101,54/ 4,00
ANOVA: F =777, p=0,0030<0,01

¢ — vs 10min; ** — p<0,01

Tabela 59. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 10% rastvora

Gingival Liquid u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3min 12 10469+ 6,06°° 2,14 99,62 - 109,75| 95,86 111,66 5,79
6min |12 91,33+ 9,29 3,28| 8357 99,10\ 79,61| 105,19 10,17
10min  [12| 58,32+ 29,09 10,29| 33,99 82,64/ 21,33 88,27 49,89

ANOVA: F=14,11, p =0,0001<0,001
b —vs 6 min, ¢ — vs 10 min; * — p<0,05, ** — p<0,01

Tabela 60. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 25% rastvora

Gingival Liquid u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% CiI Min | Max | Cv

Tk

3 min 12 920+ 0,90 032| 845- 995 7,82 10,58/ 9,75
6 min 12| 769+ 041 017 | 7,26-  813| 7,03 8,22 537
10 min 12| 639+ 0,39 0,14| 6,06- 6,72 574 6,87 6,13

ANOVA: F = 39,75, p = 0,0000<0,001
b —vs 6 min, ¢ — vs 10 min; ** — p<0,01, *** — p<0,001

c**
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Tabela 61. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja 50% rastvora

Gingival Liquid u odnosu na kontrolu

Period dejstva| N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
3 min 12| 810+ 081° 0,29] 7,43- 877 692 936 9,96
6 min 12 7,89+ 0,30 « 0,11 7,64 - 8,14 7,39 8,22 3,82
10 min 12 6,67+ 1,11 0,39| 5,74 - 7,59 5,63 8,92| 16,61

ANOVA: F=17,29, p=0,0039

¢ —vs 10 min; * — p<0,05
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Grafikon 16. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

rastvora Gingival Liquid.

6.2.3. Rezultati ispitivanja sposobnosti éelija da se oporave nakon delovanja

razliCitih vrsta sredstava za retrakciju gingive

Ispitivan je uticaj tipa rastvora materijala razli¢itih koncentacija i perioda njihovog dejstva na

redukciju vijabilnosti ¢elija nakon njihove jednodnevnog oporavka.

6.2.3.1. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od duzine dejstva 5% rastvora razlicitih RS

nakon 24 h oporavka

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za 5% rastvore ispitivanih mate-

rijala i zadate periode dejstva na ¢elijsku kulturu prikazani su u tabelama 62-64 i na grafikonu
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17. ANOVA analiza je utvrdila statisticku zavisnost intenziteta redukcije vijabilnosti ¢elija u
zavisnosti od tipa materijala jedino nakon trominutnog delovanja na ¢elijsku kulturu i njene
naknadne jednodnevne inkubacije u medijumu (p<0,001), dok je Post Hoc analiza utvrdila
znacajno visu Celijsku vijabilnost kod materijala Visine u odnosu na Gingival Liquid
(p<0,01).

Tabela 62. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od trominutnog delovanja 5%

rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
Y, 12| 9869+ 4,32 1,53] 95,08 — 102,30 91,46| 104,67| 4,37
R 12| 101,67+ 5,10 1,80| 97,41 - 105,93 95,53| 111,13| 5,01
GL 12| 107,39+ 5,89 2,08/ 102,47 — 112,31/100,46| 115,44 5,48

ANOVA: F =591, p=0,0092 < 0,01
c—vs GL; ** - p<0,01

Tabela 63. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od Sestominutnog delovanja 5%

rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
Vv 12| 104,53+ 3,11 1,10/ 101,92 — 107,13| 99,37| 107,80| 2,98
R 12| 105,52+ 3,80 1,34/ 102,34 — 108,69/101,39| 111,58| 3,60
GL 12| 102,87+ 7,68 2,72| 96,45— 109,29| 88,54| 112,33 7,47

ANOVA: F = 0,51, p = 0,6052

Tabela 64. Vijabilnost ¢éelija nakon jednodnevnog oporavka od desetominutnog delovanja

5% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X+SD SE 95% CiI Min | Max | Cv
\Y 12| 96,11+ 4,53 1,60] 92,32 - 99,89| 90,22( 104,92| 4,71
R 12| 97,41+ 6,68 2,36/ 91,82 - 103,00| 85,12| 106,27| 6,86
GL 12| 95,65+ 3,83 1,35/ 92,44 — 98,85/ 91,18| 101,54 4,00

ANOVA: F=0,25p=0,7798
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Grafikon 17. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

5% rastvora razli¢itih RS.

6.2.3.2. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od duzine dejstva 10% rastvora razli¢itih RS

nakon 24 h oporavka

U tabelama 65-67 dati su deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a nakon
dejstva 10% rastvora ispitivanih materijala i jednodnevnog oporavka kulture ¢elija. ANOVA
i Post Hoc analiza su utvrdile statisticku zavisnost intenziteta redukcije vijabilnosti ¢elija u
odnosu na tip materijala kod trominutnog (p<0,01) i Sestominutnog dejstva (p<0,001) i
naknadne inkubacije ¢elija. Nakon trominutnog i Sestominutnog dejstva rastvora celijski

oporavak je najnizi kod Retrargin materijala (grafikon 18).

Tabela 65. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od trominutnog delovanja

10% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X+SD SE 95% CiI Min | Max | Cv
Vv 12| 9621+ 272° 0,96/ 93,94 - 98,48| 91,88| 101,25 2,82
R 12| 97,06+ 508° 1,80 92,81 - 101,30 90,31| 103,12| 5,23
GL 12| 104,69+ 6,06 2,14| 99,62 — 109,75 95,86| 111,66/ 5,79

ANOVA: F=7,48,p=0,0035<0,01
c-vsGL; * - p<0,05
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Tabela 66. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od Sestominutnog delovanja

10% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
\Y, 12| 92,67+ 15,67 5,54 79,56 — 105,77 70,20| 110,53 16,91
R 12| 66,85+ 42,10 14,88| 31,66 — 102,04| 27,23| 114,22 62,97
GL 12| 91,33+ 9,29 3,28| 83,57 - 99,10| 79,61| 105,19 10,17

ANOVA:F=241,p=0,1142

Tabela 67. Vijabilnost ¢éelija nakon jednodnevnog oporavka od desetominutnog delovanja

10% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
Y, 12| 8962+ 587" 2,07| 84,72— 9453 77,72 9595 6,55
R 12| 21,18+ 12,31 4,35 10,89 - 31,47 8,17 36,09| 58,10
GL 12| 5832+ 29,09" 10,29| 33,99 82,64 21,33 88,27/ 49,89

ANOVA: F = 27,29, p = 0,0000<0,001
b - vs R; * — p<0,05, ** — p<0,01
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Grafikon 18. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

10% rastvora razli¢itih RS.
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6.2.3.3. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od duZine dejstva 25% rastvora razli¢itih RS

nakon 24 h oporavka

U tabelama 68-70 i na grafikonu 19 dati su deskriptivni parametri intenziteta redukcije
vijabilnosti ¢elija za koncentraciju rastvora ispitivanih materijala od 25% i zadate periode
dejstva na celijsku kulturu. ANOVA analiza je utvrdila maksimalnu statisticku zavisnost
intenziteta redukcije MTT-a u zavisnosti od tipa materijala za period dejstva od deset minuta
(p<0,001), a nizeg nivoa statisti¢ke znacajnosti (p<0,01) za period dejstva od tri minuta i
naknadne inkubacije celijske kulture. Posle Sestominutnog perioda dejstva nije utvrdena
statisticki znacajna zavisnost intenziteta redukcije vijabilnosti ¢elija u odnosu na tip
materijala. Rezultati Post Hoc analize i utvrdene statistiCke znaCajnosti razlika u celijskoj

proliferaciji prikazani su u navedenim tabelama.

Tabela 68. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od trominutnog delovanja

25% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% ClI Min | Max | Cv
\Y 12| 96,21+ 2,72 < 0,96| 93,94 - 98,48/ 91,88/ 101,25 2,82
R 12| 97,06+ 5,08 « 1,80/ 92,81 — 101,30 90,31| 103,12 5,23
GL 12| 104,69+ 6,06 2,14| 99,62 - 109,75 95,86| 111,66/ 5,79

ANOVA: F =7,48, p =0,0035 < 0,01
c-vsGL; *—-p<0,05

Tabela 69. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od Sestominutnog delovanja

25% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal | N X+SD SE 95% CI Min | Max | Cv
\Y 12| 92,67+ 15,67 5,54| 79,56 — 105,77| 70,20| 110,53 16,91
R 12| 66,85+ 42,10 14,88| 31,66 — 102,04| 27,23| 114,22| 62,97
GL 12| 91,33+ 9,29 3,28 83,57 - 99,10| 79,61 105,19 10,17

ANOVA:F=241,p=0,1142
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Tabela 70. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od desetominutnog delovanja

25% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 8962+ 587° 2,07| 84,72 9453| 77,72| 9595 6,55
R 12| 21,18+ 12,31 4,35 10,89 - 31,47 8,17 36,09 58,10
GL 12| 58,32+ 29,09 10,29| 33,99 - 82,64| 21,33 88,27/ 49,89

ANOVA: F = 27,29, p = 0,0000 < 0,001
b-vsR, c—-vsGL; *-p<0,05, *** — p<0,001
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Grafikon 19. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

25% rastvora razli¢itih RS.

6.2.3.4. Vijabilnost ¢elija u zavisnosti od duZine dejstva 50% rastvora razli¢itih RS

nakon 24 h oporavka

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a za 50% koncentraciju ispitivanih
materijala i zadate periode dejstva nakon jednodnevnog oporavka celijske kulture dati su u
tabelama 71-73 i na grafikonu 20. ANOVA analiza je utvrdila maksimalnu statisticku
zavisnost intenziteta redukcije ¢elijske vijabilnosti u odnosu na tip materijala za sve periode
dejstva (p<0,001). Post Hoc analiza potvrdila je viSestruko viSu 1 statisticki znac¢ajno vecu
vrednost oporavka ¢elija nakon dejstva materijala Visine u odnosu na materijale Retrargin i
Gingival Liquid (p<0,001).
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Tabela 71. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od trominutnog delovanja

50% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 64,19+ 10,95™ 3,87| 55,04 — 7335 41,32| 7550 17,06
R 12| 768+ 0,70 025 709- 826 667 861 9,06
GL 12| 810+ 0,81 029 743- 877 692 936/ 996

ANOVA: F = 209,61, p = 0,0000 < 0,001

b-vsR,c-vsGL; *** - p<0,001

Tabela 72. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od Sestominutnog delovanja

50% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal

X+SD

SE 95% CI Min | Max | Cv
Y, 12| 4875+ 2957™  |1045| 24,03— 73,47 13,16] 78,66] 60,65
R 12| 726+ 0,73 026 665— 7,87 637| 828 10,04
GL 12| 789+ 0,30 011 7.64— 814 739 822 382

ANOVA: F = 15,51, p=0,0000 < 0,001

b-vsR,c-vsGL;*-p<0,05

Tabela 73. Vijabilnost ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od desetominutnog delovanja

50% rastvora razli¢itih RS u odnosu na kontrolu

Materijal [N X +SD SE 95% CI Min | Max | Cv
v 12| 3837+ 11,79> 417| 2851 - 48,23| 22,43 52,71/ 30,73
R 12| 6,26+ 045 016/ 589- 664 573 6,89 7,16
GL 12| 667+ 1,11 039 574— 759 563 8,92 16,61

ANOVA: F = 57,98, p = 0,0000 < 0,001

b-vsR, c—-vsGL; *** - p<0,001

Analizom rezultata pri viSim koncentracijama (25 i 50%) rastvora materijala uocena je

izrazito veca Celiska vijabilnost nakon prisustva rastvora materijala Visine u odnosu na

Retrargin i Gingival Liquid, bez obzira na period dejstva na ¢elijsku kulturu.
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Grafikon 20. Srednja vrednost vijabilnosti ¢elija nakon jednodnevnog oporavka od delovanja

50% rastvora razli¢itih RS.

6.3. POREDENJE REZULTATA ISPITIVANJA
CITOTOKSICNOSTI SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU
GINGIVE NA IN VITRO EKSPERIMENTALNIM MODELIMA

6.3.1. Rezultati ispitivanja redukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije

rastvora sredstva za retrakciju gingive

6.3.1.1. Zavisnost redukcije MTT-a od koncentracije rastvora RS

nakon trominutnog dejstva na ¢elije bez i nakon njihove naknadne inkubacije

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije MTT-a u zavisnosti od koncentracije rastvora
RS, za trominutni period dejstva bez i posle naknadne inkubacije Celija i rezultati njihovog
poredenja, za ispitivane materijale prikazani su u tabelama74-76.

U slucaju materijala Visine vijabilnost ¢elija je ve¢a nakon trominutnog bez naknadne inku-
bacije u odnosu na jednodnevni oporavak celija pri svim koncentracijama rastvora, S tim da je
statisticka znacajnost utvrdena samo pri koncentraciji od 50% (p<0,01).

Nakon trominutnog dejstva 25% i 50% rastvora materijala Retrargin i Gingival Liquid
vijabilnost ¢elija je visa bez u poredenju sa naknadnom inkubacijom celijske kulture (p<0,001).
Nasuprot tome, pri nizim koncentracijama vijabilnost je statisticki zna¢ajno visa pri trominutnom

dejstvu sa naknadnom jednodnevnom inkubacijom ¢elija (p<0,001).
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Tabela 74. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon trominutnog dejstva rastvora Visine

Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije ¢elija inkubacijom celija
N XxSD X+SD
5% 12| 105,84+ 8,93 98,69+ 4,32
10% 12| 99,65+ 11,44 96,21+ 2,72
25% 12| 96,02+ 10,20 90,34+ 4,59
50%  |12| 80,74+ 674 64,19 + 10,95
** _p<0,01

Tabela 75. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon trominutnog dejstva rastvora Retrargin

Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije ¢elija inkubacijom ¢elija
N X+SD X +SD
5% 12| 80,76+ 6,69 101,67+ 510
10% 12| 8244+ 471 97,06+ 5087
250  |12| 12,79+ 093 767+ 080
50%  |12| 11,03+ 060 768+ 0,70
*** _n<0,001

Tabela 76. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon trominutnog dejstva rastvora

Gingival Liquid
Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije ¢elija inkubacijom ¢elija
N X+SD X+SD

5% 12[ 8374+ 12,70 107,39+ 589
10%  |12| 8311+ 927 10469+ 6,06
250  |12| 2087+ 876 9,20+ 0,90
500 |12 11,75+ 054 810+ 0,81

** —p<0,01, *** — p<0,001
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6.3.1.2. Zavisnost redukcije MTT-a od koncentracije rastvora RS

nakon Sestominutnog dejstva na Celije bez i nakon njihove naknadne inkubacije

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije vijabilnosti ¢elija u zavisnosti od koncentracije
posle Sestominutnog dejstva rastvora ispitivanih materijala bez i sa njihovom naknadnom
inkubacijom i rezultati poredenja prikazani su u tabelama 77-79 .

Kod 10%, 25% i 50% rastvora Visine i Retrargin vijabilnost je veca pri Sestominutnim
dejstvu bez naknadne inkubacije c¢elija, dok je pri 5% koncentraciji ona veca nakon jedno-
dnevnog Celijskog oporavka. Za materijal Retrargin primeéene je statisti¢ka znacajnost (p<0,05).

Pri svim koncentracijama rastvora Gingival Liquid vijabilnost je visa bez u odnosu na
naknadnu c¢elijsku inkubaciju, sa statisti¢ki zna¢ajnom razlikom: p<0,05 za 10% koncentraciju i
p<0,01 za koncentracije 25 i 50%.

Tabela 77. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon Sestominutnog dejstva

rastvora Visine

Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije Celija inkubacijom celija
N X+SD X+SD
5% 12| 95,40+ 12,20 10453+ 3,11
10% 12| 96,27+ 12,12 92,67 + 15,67
25% 12| 82,87+ 7,06 61,86 = 42,89
50% 12| 69,41+ 8,85 48,75+ 29,57

Tabela 78. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon Sestominutnog dejstva

rastvora Retrargin

Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije ¢elija inkubacijom ¢elija
N X+SD X+SD

5% 12| 97,89+ 8,16 10552+ 3,80°

10% 12| 81,81+ 8,79 66,85+ 42,10

25% 12| 11,40+ 3,48 765+ 0,92

50% 12| 10,73+ 3,63 726+ 0,73

* — p<0,05
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Tabela 79. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon Sestominutnog dejstva

rastvora Gingival Liquid

Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije ¢elija inkubacijom ¢elija
N X+£SD X+SD
5% 12| 104,41+ 7,58 102,87+ 7,68
10%  |12] 103,69+ 835 91,33+ 9,29
250  |12| 1416+ 4,00 769+ 0,41
50% |12 12,08+ 3,00 789+ 0,30

* — p<0,05, ** — p<0,01

6.3.1.3. Zavisnost redukcije MTT-a od koncentracije rastvora RS

nakon desetominutnog dejstva na ¢Celije bez i nakon njihove naknadne inkubacije

Deskriptivni parametri intenziteta redukcije Celijske vijabilnosti u zavisnosti od kon-
centracije rastvora RS, za desetominutni period dejstva bez i sa jednodnevnom naknadnom inku-
bacijom ¢elija i rezultati njihovog poredenja prikazani su u tabelama 80-82.

Kod materijala Visine vijabilnost je ve¢a nakon desetominutnog dejstva na celije bez njiho-
vog jednodnevnog oporavka pri koncentracijama 25% i 50%, dok je za koncentracije 5% i 10%
vijabilnost veca nakon dodatnog inkubacionog perioda, bez statisti¢ki znacajnih razlika.

U slucaju 10%, 25% i 50% rastvora Retrargin vijabilnost ¢elija bez perioda oporavka je
statisti¢ki znacajno veca (p<0,001). Nasuprot tome, pri koncentraciji od 5% vijabilnost je veca
nakon dodatne inkubacije ¢elija, sa statistickom znacajnos$¢u od p<0,01.

Za sve koncentracije rastvora Gingival Liquid vijabilnost celija je ve¢a bez njihovog
dodatnog oporavka, sa statisticki znacajnom razlikom za 10% koncentraciju (p<0,05), kao i
koncentracije od 25 i 50% (p<0,01).

Kod materijala Gingival Liquid kod svih ispitivanih koncentracija rastvora vijabilnost je
veca bez dodatne inkubacije Celija, a pri koncentracijama od 25 i1 50% postoji statisticka zna-

Cajnost (p<0,01).
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Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije ¢elija inkubacijom ¢elija
N X+£SD X£SD
5% 12| 9588+ 6,83 96,11+ 4,53
10% 12| 86,60+ 2,87 89,62+ 5,87
25% 12| 79550+ 5,52 7542+ 9,02
50% 12| 4462+ 11,01 38,37+ 11,79

REZULTATI

Tabela 80. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon desetominutnog dejstva rastvora Visine

Tabela 81. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon desetominutnog dejstva

rastvora Retrargin

Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije ¢elija inkubacijom ¢elija
N X+SD X +SD
5% 12[ 8862+ 3,62 97,41+ 6,68
10%  |12| 7096+ 2623 | 21,18+ 1231
250 (12| 11,77+ 2727 657+ 062
50% (12| 1141+ 1,96 6,26+ 0,45

**% _ n<0,001, ** — p<0,01

Tabela 82. Vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu nakon desetominutnog dejstva

rastvora Gingival Liquid

Koncentracija bez naknadne sa naknadnom
inkubacije Celija inkubacijom celija
N X+SD X+SD
5% 12| 96,40+ 11,82 95,65+ 3,83
10% 12| 85,49+ 23,18 58,32+ 29,09
250 |12| 12,86+ 4,437 639+ 0,39
50% (12| 1214+ 369 667+ 1,11
** —p<0,01
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6.4. REZULTATI ISPITIVANJA DEJSTVA SREDSTAVA
ZA RETRAKCIJU GINGIVE NA IN VIVO
EKSPERIMENTALNIM MODELOMA

In vivo ispitivanja potencijalne toksi¢nosti komercijalno dostupnih RS i tetrahidozolina
obavljena su na gingivalnom tkivu kuniéa. Retrakcioni konac impregniran RS ili tetrahi-
drozolinom aplikovan je u gingivalni sulkus levih sekuti¢a kuni¢a, dok su desni sluzili kao
kontrolna grupa (negativna kontrola i lazni tretman).

Uzorci tkiva klini¢ki zdrave gingive na kojima nisu radeni nikakvi zahvati (negativna
kontrola) nisu pokazali znake inflamacije ni u jednom od predvidenih opservacionih perioda
(slika 19).

Slika 19. Na preparatu je uoceno vezivno tkivo i plo¢asto slojevit epitel gingive.

Uzorci tkiva negativne kontrole imali su uobic¢ajenu koli¢inu kolagenih vlakana. HEx200.

Inflamacija je gotovo potpunosti izostala i kod uzoraka tkiva nakon laznog tretmana za
sve opservacione periode, Sto je iskljucilo efekat mehanickog oSte¢enja tkiva prilikom

aplikacije retrakcionog konca (slika 20).
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Slika 20. Preparati gingive sa laZznim tretmanom su nakon jednodnevne biopsije pokazali
lake fokalne zapaljenske infiltrate, koji su nakon jedne nedelje zamenjeni zdravim vezivnim
tkivom. HE x200.

6.4.1. Patohistoloski nalaz gingivalnog tkiva nakon opservacionog perioda
od jednog ¢asa

Jedan sat nakon uklanjanja retrakcionog konca, gingivalno tkivo levog sekuti¢a je na
makroskopskom nivou pokazalo neznatne inflamatorne promene.

Sa druge strane, na patohistoloskim preparatima tretiranog tkiva prikazan je razliciti
stepen zapaljenskih promena, koje su izostale na kontrolnom uzorku. Uocena je vazodilataci-
ja krvnih sudova, pojava polimorfonuklearnog infiltrata u centru zapaljenja, kao i smanjena
koli¢ina kolagenih vlakana. Nastale promene imale su karakteristike reaktivnog akutnog za-
paljenja. Intenzitet zapaljenske reakcije zavisio je od vrste upotrebljenog RS, te je nakon apli-
kacije aluminijum hlorida i adrenalina reakcija nesto izraZenija nego nakon kori$éenja tetrahi-
drozolina (slika 21-23).
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Slika 21. Patohistoloski nalaz nakon jednocasovne biopsije tkiva koje je bilo u kontaktu sa
Retrargin. Prisutna je vazodilatacija krvnih sudova i fokusi zapaljenskog infiltrata sa

smanjenom koli¢inom kolagenih vlakana. HE x100.

Slika 22. Tkivo gingive tretirano preparatom na bazi adrenalina pokazuje zapaljenske

infiltrate i smanjene koli¢ine kolagenih vlakana. HE x100.
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Slika 23. Patohistoloski nalaz nakon jednocasovne biopsije tkiva tretiranog Visine. Prisutna

je izrazena vazodilatacija kapilara i bogat zapaljenski eksudat HE x100.

6.4.2. Patohistoloski nalaz gingivalnog tkiva nakon opservacionog perioda

od jednog dana

Nakon jednodnevnog opservacionog perioda primecene su akutne zapaljenske promene
na gingivalnom tkivu sekuti¢a kuni¢a na makroskopskom i mikroskopskom nivou. Gingiva
oko levih sekutica kuni¢a bila je blago oteena i crvena nakon aplikacije Surgident i
Retrargin. Gingiva nije pokazivala sklonost ka krvarenju (slika 24).

Jedan dan nakon mehanicke aplikacije Visine gingiva oko maksilarnog i mandibularnog

levog sekuti¢a kuni¢a ostala je klinicki nepromenjena.

e

AL

Slika 24. Ote¢ena gingiva levih sekuti¢a kunica jedan dan nakon aplikacije Surgident
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Biopsirano tretirano tkivo pokazalo je znake intenzivne inflamatorne reakcije (prisustvo
obimne akumulacije polimorfonukleara, limfocita, plazmocita, makrofaga, dzinovskih ¢elija
tipa 1 kapilara sa izrazenom kongestijom) jedan dan nakon aplikacije retrakcionih konaca
impregniranih aluminijum hloridom i adrenalinom. Jedan dan nakon uklanjanja retrakcionog
konca, inflamatorna infiltracija bila je znacajno izraZenija u slucaju uzoraka tkiva tretiranih

komercijlnim RS u odnosu na Visine (slika 25-27).

Slika 25. Nakon jednodnevne biopsije tkiva posle upotrebe Retrargin izrazen je edem tkiva,

sa fokalnim zapaljenskim infiltratom i kongestijom krvnih sudova. HE x100.

Slika 26. Jedan dan nakon aplikacije Surgident gingivalno tkivo je pokazalo jaku akutnu

zapaljensku reakciju. HE x100.
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Slika 27. Preparat jednodnevne biopsije tkiva tretiranog Visine ukazao je na blagu zapaljensku

reakcija, ali uo¢ljivo manju u odnosu na tkivo nakon uklanjanja ostalih RS. HE x100.

Na slici 28 prikazana je koli¢ina kolagenih vlakana u strukturi gingivalnog tkiva kuni¢a
pod polarizacionim mikroskopom. Manja koli¢ina kolagena znak je akutnog inflamatornog

odgovora.

Slika 28. Malo kolagena u tkivnoj strukturi nakon dejstva preparata Gingival Liquid i nakon

jednodnevnog opservacionog perioda. Uveli¢anje x100.
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6.4.3. Patohistoloski nalaz gingivalnog tkiva nakon opservacionog perioda

od sedam dana

Nakon sedmodnevnog opservacionog perioda uzorci tkiva tretiranih RS na bazi
aluminijum hlorida i adrenalina pokazivali su znake intenzivne zapaljenske reakcije, $to govori

u prilog njihovom prolongiranom toksi¢nom dejstvu na gingivalni sulkus kunica (slika 29 i 30).

Slika 29. Sedam dana nakon tretmana sredstvima na bazi aluminijum hlorida uzorci tkiva
pokazali su znake obimne zapaljenske reakcije (obiman Celijski infiltrat polimorfonukleara i

prisustvo dzinovskih ¢elija) HE x100.

Slika 30. Patohistoloski nalaz nakon sedmodnevnog opservacionog perioda za preparat
Surgident ukazuje na zapaljensku reakciju i smanjenje koli¢ine kolagenih vlakana u odnosu na

kontrolu. HE x100.
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Najmanji inflamatorni efekat, i u ovom slucaju, pokazao je tetrahidrozolin (slika 31).
Patohistoloskom analizom uocena je blaga inflamatorna reakcija tretiranog tkiva (formiranje
fibrozne kapsule sa prisustvom makrofaga, polimorfonukleara, limfocita i plazmocita).
Reakcija na dilataciju gingivalnog tkiva kunica dobija hroni¢ni tok $to vodi ka njegovom
ozdravljenju. Komparacija sa ostalim ispitivanim RS ukazuje na manju toksi¢nost tetrahidro-

zolina u odnosu na preparate aluminijum hlorida i adrenalina.

Slika 31. Nakon sedmodnevnog opservacionog perioda gingivalno tkivo tretirano Visine

pokazalo je znake fibroze. HE x100.

6.4.4. Patohistoloski nalaz gingivalnog tkiva nakon opservacionog perioda od

trideset dana

Sa porastom duzine opservacionog perioda doslo je fibroze tkiva ¢ime je inflamacija
poprimila hroni¢ni karakter. Novonastalo fibrozno tkivo znak je reparacije defekta u tretira-
nom tkivu.

Patohistoloskom analizom preparata gingivalnog tkiva tretiranog RS na bazi alumini-
jum hlorida i adrenalina, opisana je blaga zapaljenska reakcija (prisustvo fibrozne kapsule sa
manjim brojem limfocita i plazmocita) (slika 32 i 33).
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Slika 32. Patohistoloski nalaz nakon jednomese¢nog opservacionog perioda: preparati tkiva

tretiranog Retrarginom pokazali su fibrozu tkiva i rede fokalne zapaljenske infiltrate, HE x100.

Slika 33. Neznatno smanjena koli¢ina kolagenih vlakana i retki zapaljenski infiltrati u

gingivalnom tkivu mesec dana nakon aplikacije RS na bazi adrenalina. HE x100.

Posle jednomesecnog opservacionog perioda biopsirano gingivalno tkivo nakon tretma-
na tetrahidrozolinom nije pokazivalo znake inflamacije i nije se razlikovalo od opste kontrole
(slika 34).
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Slika 34. Mesec dana nakon uklanjanja preparata na bazi tetrahidrozolina, doslo je do potpunog

ozdravljenja gingivalnog tkiva. HE x100.

Analizom pod polarizacionim mikroskopom uocena je velika koli¢ina kolagenih vlaka-

na, $to je sigurni dokaz vracanja inicijalne strukture vezivnom tkivu desni kunica (slika 35).

Slika 35. Veliki broj kolagenih vlakana ukazao je na reparaciju tkiva nakon uklanjanja Visine i

opservacionog perioda od mesec dana. Uveli¢anje x100.

Kompletna reparacija veziva desni kuni¢a dokaz je manje toksi¢nog dejstva tetra-
hidrozolina kao RS u duzem vremenskom periodu u odnosu na komercijalno dostupne pre-

parate aluminijumovih soli i adrenalina.
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7. DISKUSIJA

7.1. BIOKOMPATIBILNOST SREDSTAVA
ZA RETRAKCIJU GINGIVE

Prilikom izrade stomatoprotetickih radova neophodno je postovati integritet struktura
parodonta i osigurati maksimalno mogucu preciznost na prelazu vestacke krune u biolosko
tkivo. Da bi podrucje granice preparacije, u slucaju kada je ona smesStena u nivou 0dnosno
ispod ruba gingive, bilo dostupno otisnom materijalu, potrebno je reverzibilnim privremenim
pomeranjem marginalne gingive u apikalnom smeru prikazati demarkacionu liniju i u€initi je
dostupnom (Toches 2009, Tarighi 2014). RS se aplikuju u gingivalni sulkus brusenog zuba,
dilatiraju ga i isusuju stvaraju¢i optimalne uslove za uzimanje otiska za indirektne stomato-
loske restauracije. S obzirom da su RS u neposrednom kontaktu sa gingivalnim tkivom nji-
hova biokompatibilnost je od primarnog znacaja. Medutim, RS imaju jatrogeno dejstvo na
tkiva gingive, posebno ukoliko je pacijent ve¢ oboleo od parodontalnog oboljenja ili ima
sklonost ka njihovoj pojavi. Nezeljeni efekat RS ogleda se kroz degeneraciju tkiva sa kojima
su u kontaktu, kao i usporavanju zarastanja nastalih oStecenja. Idealno RS bi pored toga §to
ne uti¢e na regeneraciju ostec¢enog tkiva trebalo 1 da ucestvuje u reorganizaciji ostec¢enih stru-
ktura (Liu 2004).

Najcesce koriséena RS su adstrigensi (Nowakowska 2006, Hansen 1999, Tarighi 2014).
Dejstvo aluminijum hlorida bazira se na precipitaciji proteina i inhibiciji transkapilarnog
kretanja proteina plazme, dok je permeabilnost ¢éelija za njegove molekule relativo niska
(Donovan 1985). Dokazano je iritativno dejstvo aluminijum hlorida u umerenim i kausti¢no
dejstvo u visokim koncentracijama (Donovan 1985). Adstrigensna sredstva dentaturacijom
proteina isuSuju gingivalni sulkus, ali istovremeno mogu 1 oStetiti povrSinske slojeve gingi-
valnog tkiva. Sem toga, adsrigensni efekat pracen je reaktivnom hiperemijom, pa neki autori
prednost daju vazokonstriktornim sredstvima (Fazekas 2002). Nowakowska i sar. (2014) su
potvrdili da komercijalno dostupni agensi izazivaju oStecenja citoskeleta i oksidativni stres
primarnih humanih fibroblasta.

Albaker i sar. (2010) navode i moguce alergijsko dejstvo RS. Na trzistu su prisutni
rastvori aluminijum hlorida razli¢ite koncentracije aktivne supstance. Dosadasn;ji literaturni

podaci nisu dali dovoljno informacija o uticaju razli¢itih koncentracija aluminijum hlorida na
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eksperimentalnim in vitro i in vivo modelima, kao ni jasan predlog njima alternativhog
vazokonstriktornog sredstva, koje moze imati prednost zbog optimalne kontrole krvarenja uz
odsustvo nezeljenih lokalnih i sistemskih efekata.

Nakon aplikacije RS u gingivalni sulkus sasvim je izvesno da se potencijalno toksi¢ne
materije oslobadaju iz materijala i deluju na okolno tkivo. U klini¢kim uslovima oSte¢enje
¢elija konsekutivno vodi ka sekundarnom inflamatornom odgovoru, $to je dokazano u in vivo
studijama (Harrison 1961, Woychesin 1964, de Gennaro 1982, Reul 1980, Donaldson 2013).

Biokompatibilnost stomatoloskih materijala definiSe se kao njihov kvalitet da nakon
primene u usnoj duplji obavljaju ciljanu funkciju i pri tome ne uzrokuju nezeljene efekte.
Ispitivanje biokompatibilnosti materijala u stomatologiji od neprocenjive je vaznosti u zastiti
zdravlja pacijenta. Zadatak testova za ispitivanje biokompatibilnosti materijala jeste
identifikovanje i merenje svakog sastojka koji bi mogao da dovede do eventualne povrede
tkiva usne duplje ili oSte¢enja organizma uopste, da bi se tako dokazani Stetni sastojci
odstranili, kao i se napravi odabir novih, modernijih koji bi odgovor tkiva ucinili bioloski
sredstava koja se koriste u stomatologiji podrazumeva tri nivoa istrazivanja. Primarni stepen
istrazivanja odnosi se na laboratorijske uslove, kulture Celija, tkiva i organa. Sekundarni nivo
obuhvata testove na eksperimentalnim Zivotinjama sa ciljem da se simuliraju uslovi u
organizmu Coveka. Ipak, da bi se stomatoloski materijal ili medicinsko sredstvo proglasili
biokompatibilnim neophodni su pozitivni rezultati njihove klinicke upotrebe, §to je zavrsni,

tercijarni nivo ispitivanja.

7.2. DEJSTVA SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU GINGIVE
NA IN VITRO EKSPERIMENTALNIM MODELIMA

Najcesce koriS¢eni bioloski sistemi za testiranje toksi¢nih efekata stomatoloskih mate-
rijala jesu celije u kulturi. Testovi na celijskim kulturama od izuzetnog su znacaja za
ispitivanje bioloskog ponasanja materijala i predstavljaju inicijalnu ili screening metodu u
njihovom testiranju. Obzirom na ograni¢enost mogucnosti ispitivanja in vitro i neverodo-
stojnost dobijenih rezultata, ispitivanje na c¢elijskoj kulturi potrebno je upotpuniti testiranjem
u in vivo uslovima.

U istrazivanju eventualne toksi¢nosti sredstava za retrakciju gingive Cesto se koristi

MTT test. MTT test predstavlja kolorimetrijsku metodu za kvantifikaciju broja vijabilnih
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¢elija. Njihovom upotrebom veci broj uzoraka ispituje se istovremeno, kvalitetno i brzo.

Sposobnost redukcije zute tetrazolijumove soli (MTT) poseduju jedino vijabilne ¢elije.
Eventualna toksi¢nost materijala smanjuje aktivnost mitohondrijalnih enzima, pa samim tim i
redukciju MTT-a.

U naSim istraZivanju je ispitivano dejstvo razli¢itih koncentracija sredstava za retrakciju
gingive u trajanju od tri, Sest i deset minuta na MDCK ¢elijsku kulturu. Ovakva kratkotrajana
ekspozicija ¢elija delovanju RS je odabrana da bi se simulirala takode kratkotrajna izlozenost
tkiva gingive pri klinickoj aplikaciji RS. Razli¢iti kratkotrajni periodi inkubacije sa RS su
izabrani da bi se mogao sagledati vremenski efekat dejstva RS, odnosno da bi se ispitalo po-
trebno vreme za eventualni toksi¢ni u¢inak. Merenja intenziteta redukcije MTT-a vrSena su U
dva tipa eksperimenata. U jednom tipu eksperimenta merenje je vrSeno neposredno nakon
dejstava RS kako bi se odredila vijabilnost MDCK ¢elija i na taj nacin eventulani njihov
akutni citotoksi¢ni efekat. U drugom tipu eksperimenta je odredivana vijabilnost ¢elija nakon
perioda jednodnevne kultivacije ¢elija u standardnom hranjivom medijumu u cilju odredi-
vanja sposobnosti oporavka celija posle akutnog toksi¢nog delovanja.

MDCK c¢elijska linija su epitelne ¢elije, pa tako imaju morfoloske i funkcionalne ka-
rakteristike epitela uopste i po tome mogu biti dobar model za ispitivanja neposrednog
dejstva RS na epitel gingive prilikom njihove aplikacije. To je bio glavni razlog za izbor
MDCK ¢elija za nasa istrazivanja kao analoga oralnog epitela, ali takode i zbog mogucénosti
njihovog uspeSnog kultivisanja u laboratorijskim uslovima 1 lakog umnozavanja.

Inkubacija ¢elija 1 sredstava za retrakciju gingive obavljana je na 37°C, kako bi se §to
vernije simulirali uslovi koji postoje u usnoj duplji. Kako se RS prilikom aplikacije rastvara u
gingivalnom fluidu, a delimi¢no 1 u pljuvacci ili vodenom spreju, u ispitivanju su uzete u
obzir njihove razlic¢ite koncentracije (5%, 10%, 25% 1 50%) (Edgar 1990, Nagler 2002). Kre-
nulo se od pretpostavke da sa porastom koncentracije ispitivanog rastvora dolazi do opadanja
broja vijabilnih ¢elija. Dozna zavisnost prezivljavanja celija dokaz je potencijalne cito-
toksi¢nosti ispitivanog materijala. 100% koncentracija rastvora nije uzeta u obzir iz razloga
Sto direktno izlaganje celijske kulture RS, po navodima Liu i sar. (2004), dovodi do potpune
inhibicije Celijske proliferacije.

Nakon trominutnog i Sestominutnog dejstva sredstvo na bazi tetrahidrozolina (Visine)
nije pokazalo toksi¢an efekat na ¢elijsku kulturu pri koncentracijama rastvora od 5%, 10% i
25%, dok je blaga citotoksi¢nost uoc¢ena za 50% koncentraciju rastvora (srednja vrednost
intenziteta redukcije MTT-a : X= 80,74% kontrole). Nakon dejstva 50% rastvora Visine

uoceno je statisticki znacajno smanjenje vijabilnosti ¢elija u odnosu na nize koncentracije
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ovog materijala. U slu¢aju RS na bazi aluminijum hlorida (Retrargin i Gingival Liquid) sa
porastom koncentracije rastvora statisticki se znacajno povecava njihova citotoksi¢nost. 25%
I 50% rastvor ovih RS pokazali su ozbiljan citotoksi¢ni efekat nakon trominutnog i $esto-
minutnog dejstva, dok su se nize koncentracije pokazale netoksi¢nim. Posle desetominutne
inkubacije sa ¢elijskom kulturom, 5% rastvor Visine se dokazao kao netoksican, dok su 10% i
25% rastvori imali blagi, a 50% rastvor umereni citotoksi¢ni efekat. Sa porastom koncentra-
cije rastvora vijabilnost Celija statisticki znacajno opada. Za preparate Retrargin i Gingival
Liquid uocena je ozbiljna citotoksi¢nost za koncentracije rastvora od 25% i 50%. Vijabilnost
¢elija bila je signifikantno manja u odnosu na dejstvo nizih koncentracija aluminijum hlorida.
Postoji visestruki pad vijabilnosti nakon upotrebe 25% i 50% rastvora aluminijum hlorida u
odnosu na koncentracije od 5% i 10%, $to govori o znacajno toksi¢nijem efektu ove vrste RS
u odnosu na alternativni tetrahidrozolin.

Ispitivane duzine dejstva RS (tri, Sest i deset minuta) u okviru su preporuc¢enog trajanja
retrakcionog postupka (Nowakowska 2006, Nementz 1984). U istrazivanju se krenulo od
pretpostavke da se sa smanjenjem trajanja retrakcione procedure ublazava rizik od nastanka
oStecanja gingive.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da duzina dejstva uti¢e na vijabilnost celijske
kulture MDCK za sva ispitivana RS. ANOVA analiza je utvrdila statistiCku zavisnost
intenziteta redukcije MTT-a od perioda dejstva Visine na ¢elijsku kulturu za koncentracije
rastvora od 10% (p<0,05), kao i 25% i 50% (p<0,001). 5% i 10% rastvori Visine nisu
pokazali citotoksi¢nost ni za jedan od opservacionih perioda, dok je za viSe koncentracije
toksi¢nost rasla sa porastom trajanja dejstva na celijsku kulturu. Sli¢ni rezultati dobijeni su i
nakon dejstva aluminijum hlorida. Sa porastom duzine dejstva materijala, vijabilnost u kulturi
je signifikantno opadala. Analogno Visine, 5% i 10% rastvori aluminijum hlorida nisu poka-
zali toksicnost za celijsku kulturu ni za jedan od ispitivanih perioda dejstva. Sa druge strane,
dejstvo 25% i 50% rastvora Retrargin i Gingival Liquid dovelo je do naglog pada vrednosti
intenziteta redukcije MTT-a u svim ispitivanim periodima.

Koncentracije rastvora ispitivanih RS od 5% i 10% nisu pokazali toksi¢no dejstvo ili je
njihov uticaj na ¢elijsku vijabilnost bio blag i blizak kontroli. Kod 25% rastvora RS ANOVA
analiza je utvrdila statisticku zavisnost vijabilnosti ¢elija u kulturi u odnosu na primenjeni tip
materijala za sve duzine dejstva. Sledstvena Post Hoc analiza je potvrdila znacajno vecu vija-
bilnost ¢elija u kulturi pri dejstvu tetrahidrozolina u odnosu na preparate aluminijum hlorida
(p<0,001). Nakon trominutne inkubacije 25% rastvor Visine nije pokazao uticaj na ¢elijsku
kulturu (X=96,02% kontrole), dok su, sa druge strane Retrargin (X=12,79% kontrole) i
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Gingival Liquid (X=20,87% kontrole) pokazali ozbiljan citotoksican efekat. Posle Sesto-
minutnog dejstva rastvor Visine koncentracije 25% imao je blagi (X=82,87% kontrole), dok
su Gingival Liquid (X=14,16% kontrole) i Retrargin (X= 11,40) pokazali ozbiljan cito-
toksi¢ni efekat. Nakon desetominutnog dejstva, toksic¢ni efekat 25% Visine na kulturu ¢elija
ostao je blag (X=79,50% kontrole), a Gingival Liquid (X=12,86% kontole) i Retrargin
(X=11,77% kontrole) ozbiljan.

Pri koncentraciji rastvora od 50% nadena je maksimalna statisticka znacajnost sma-
njenja intenziteta redukcije MTT-a za sve periode dejstva na ¢elijsku kulturu (p<0,001). Utvr-
dena je visestruko visa i signifikantno veéa vijabilnost na dejstvo Visine u odnosu na Retrar-
gin i Gingival Liquid. Nakon trominutnog i $estominutnog dejstva 50% rastvor Visine imao je
umereni toksi¢ni efekat na kulturu celija, dok su Retrargin i Gingival Liquid pokazali
ozbiljno citotoksi¢no dejstvo. Nakon desetominutnog dejstva, efekat najvise koncentracije
Visine na celijsku kulturu bio je umereno toksi¢an (X=44,62% kontrole), dok su Retrargin
(X=11,47% kontrole) i Gingival Liquid (X=12,14% kontrole) bili ozbiljno toksi¢ni.

Ostecenje mitohondrijalne funkcije MDCK c¢elija znak je citotoksi¢nog efekta sredstava
za retrakciju gingive. Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju u saglasnosti su sa nalazima
Nowakowske i sar. (2010) da se sa porastom koncentracije i duzine dejstva RS smanjuje
vijabilnost ¢elija. Pored toga, ista grupa autora dokazala je i da se tetrahidrozolin u in vitro
uslovima pokazao biokompatibilnijim u odnosu na ostala RS (Nowakowska 2012), sto je
dokazano 1 u ovom istraZivanju.

Efekti komercijalno dostupnih sredstava na bazi aluminijum hlorida u uslovima in
vitro publikovani su od strane nekoliko grupa autora (Kopa¢ 2002, Liu 2004, Nowakowska
2012). Phatale i sar. (2010) navode da su oStecenja tkiva nastala upotrebom ove vrste RS
blaga do umerena i da je aluminijum hlorid, samim tim, biokompatibilan. Nasuprot tome,
rezultati dobijeni u ovoj studiji pokazuju ozbiljan uticaj visih koncentracija Retrargin i
Gingival Liquid na vijabilnost MDCK ¢elija i u saglasnosti su sa zaklju¢cima Kopac i sar.
(2002) i Lodetti i sar. (2004) koji su pokazali toksi¢ni efekat adstrigenasa na keratocitama.
Nize numericke vrednosti intenziteta redukcije MTT-a za Retrargin u poredenju sa Gingival
Liquid mogu se objasniti razli¢itom koncentracijom aktivne supstance u ova dva preparata.
Naime Gingival Liquid je 10% aluminijum hlorid, dok je Retrargin 25% aluminijum hlorid,
tako da veca inicijalna koncentracija aktivne supstance viSe smanjuje vijabilnost celija u
kulturi. Felpel i sar. (1997) su pokazali da u koncentracijama vec¢im od 10% izaziva o$tecenje

tkiva kidanjem intercelularnih veza u epitelu gingive.
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Citotoksi¢ni efekat adstrigensnih RS Kkoji se nalaze na trZiStu moze se objasniti i
njihovim niskim pH vrednostima (pH=0,8-3), koja se smanjuje sa povecanjem njihove
koncentracije (Woody 1993, Kopac¢ 2002). Naime, RS su kiseli rastvori potencijalno toksi¢ni
za tkiva parodonta i dentin zuba (Polat 2007). Ayo-Yusuf i sar. (2005) su sccaning elektron-
skom mikroskopijom pokazali morfoloske alteracije na prepariranom dentinu nakon tretmana
konvencionalnim adstrigensima. Sa druge strane, tetrahidrozolin ima pH vrednost sli¢nu fi-
zioloskoj (pH=5,6), pa se njegovo dejstvo na tkivo gingive, ali i dentina moze smatrati ne-
utralnim (Woody 1993, Kopac 2002).

Rezultati studije pokazali su najmanji citotoksi¢ni efekat alternativnog sredstva za
retrakciju gingive na bazi tetrahidrozolina, $to je u saglasnosti sa rezultatima jos nekih autora
(Kopa¢ 2002, Nowakowska 2012). Kopac i sar. (2002) su sccaning i transmisionom elektron-
skom mikroskopskom analizom dokazali vecu biokompatibilnost tetrahidrozolina u odnosu
na 25% aluminijum hlorid. Efekat Visine na ¢elijsku kulturu je izostao pri dejstvu nizih
koncentracija rastvora, ili je bio veoma blag, sto ne bi trebalo da ima klini¢ki znacaj. Rastvor
Visine je pokazao umereno toksi¢no dejstvo na ¢elijsku kulturu pri maksimalnoj ispitivanoj
koncentraciji za najduzi, desetominutni opservacioni period. U svakodnevnoj stomatoloskoj
praksi tezi se skra¢ivanju retrakcionog postupka, pa se dobrim izvodenjem klinicke procedure
ona moze svesti na period znatno kraci od deset minuta. Pored toga, RS, pa i Visine se u sul-
kusu razblazuju gingivalnim fluidom, tako da im je koncentracija prilikom upotrebe daleko
manja od inicijalne.

Dosadasnji rezultati in vitro istrazivanja dostupni u literaturi nisu obuhvatili produzeno
dejstvo RS na ¢elijsku kulturu kao i eventualnu reverzibilnost nastalih promena. Nedostatak
testiranja materijala na ¢elijskim kulturama svakako je 1 nemogucénost da se promene sagle-
daju u duZzem vremenskom intervalu. Ozdravljenje ¢éelija epitela gingive u klini¢kim uslo-
vima, prema podacima u dosada objavljenim podacima, ocekuje se nakon 3 do 21 dana (Loe
1963, Ruel 1980, Ingaham 1981, Azzu 1983). Istrazivanja Reiman i sar. (1976) pokazala su
da sredstva na bazi aluminijum hlorida ne izazivaju permanentna oStec¢enja gingive ukoliko se
on iz gingivalnog sulkusa ukloni u roku od 15 minuta. Uzimajuci u obzir sva ograni¢enja koja
imaju in vitro studije, ispitivan je i uticaj RS na oporavak c¢elija u kulturi, a dobijeni rezultati
potvrdeni su testiranjem na laboratorijskim Zivotinjama.

U cilju ispitivanja prolongiranog dejstva sredstava za retrakciju gingive na cCelijsku
kulturu, MDCK ¢elije su nakon tretiranja razli¢itim koncentracijama ispitivanih materijala
dodatno inkubirane u hranjivom medijumu u trajanju od 24 ¢asa. Nakon perioda naknadne

inkubacije, procenjivan je stepen ¢elijskog oporavka merenjem intenziteta redukcije tetrazo-
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lijumove soli. U istrazivanju se pretpostavilo da oporavak celijske kulture zavisi od koncen-
tracije ispitivanih rastvora, duzine njihovog dejstva (tri, Sest 1 deset minuta), kao i od tipa
primenjenog RS.

Utvrdena je statisticka zavisnost intenziteta redukcije MTT-a (vijabilnosti ¢elija) u
odnosu na koncentraciju rastvora kod svih ispitivanih materijala, tako da je mogucnost
oporavka opadala sa porastom koncentracije rastvora. Nakon trominutnog dejstva na ¢elijsku
kulturu posle koga su ¢elije inkkubirane u standardnom medijumu, rastvori Visine koncentra-
cija 5%, 10% i 25% pokazali su se kao netoksi¢ni dok je 50% rastvor imao blag inhibitorni
efekat na vijabilnost Celija. Nakon Sestominutnog 1 desetominutnog dejstva, 25% rastvor
tetrahidrozolina imao je blag, a 50% umereni citotoksi¢ni efekat.

U eksperimentima sa oporavkom c¢elija 5% i 10% rastvori aluminijum hlorida nisu po-
kazali efekat na Celijsku vijabilnost, ali je porast koncentracije na 25% i 50% doveo do vise-
strukog pada vijabilnosti. Nakon dejstva na kulturu ¢elija u trajanju od deset minuta sa ka-
snijim oporavkom uoceno je ¢etvorostruko smanjenje vijabilnosti celija pri dejstvu 10% (X=
97,41 % kontrole) u odnosu na 5% rastvor Retrargin (X=21,18% kontrole).

Rezultati istrazivanja su potvrdili hipotezu da duzina dejstva RS uti¢e na smanjenje
mogucnosti oporavka ¢elija u standardnom medijumu. Signifikantno visa vrednost vijabilno-
sti Celija utvrdena je nakon trominutnog dejstva Visine u odnosu na desetominutni opser-
vacioni period. 50% rastvor tetrahidrozolina pokazao je blag citotoksi¢ni efekat nakon tromi-
nutnog, a umereni nakon desetominutnog dejstva. Kod preparata na bazi aluminijum hlorida
uocena je statistiCka zavisnost oporavka celija u odnosu na duzinu dejstva rastvora i to
p<0,05 pri koncentraciji od 5% i 25% i p<0,001 za 10% i 50% rastvor. 10% rastvor Retrargin
nakon tri minuta dejstva na celije nije pokazao produzeni toksi¢ni efekat na njihovu
vijabilnost, nakon Sest minuta bio je blago, a nakon deset minuta ozbiljno citotoksi¢an. Vi-
soke koncentracije preparata na bazi aluminijum hlorida nakon desetominutnog dejstva poka-
zale su ozbiljan megativan efekat na 24-Casovno prezivljavanje ¢elija u kulturi.

Efekat na oporavak ¢elija u kulturi zavisio je od tipa ispitivanog materijala. Pri kon-
centaciji od 5% rastvori svih ispitivanih materijala pokazali su se necitotoksi¢ni. Za 10% kon-
centraciju uocena je statisticka zavisnost redukcije oporavka celija u odnosu na tip materijala
kod trominutnog (p<0,01) i Sestominutnog dejstva (p<0,001). Nakon desetominutnog dejstva
25% rastvor Visine nije imao bitan efekat na oporavak u ¢elijskoj kulturi (X=89, 62% kon-
trole), Gingival Liquid je pokazao umerenu (X=58,32% kontrole) , a Retrargin ozbiljnu cito-
toksi¢nost (X= 21,18% kontrole). Za 50% rastvore ANOVA analiza je utvrdila maksimalnu

statistiCku zavisnost redukcije oporavka ¢elija u odnosu na tip materijala za sve periode dej-
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stva na ¢elijsku kulturu (p<0,001). Post Hoc analiza potvrdila je visestruko visu i statisticki
znacajno vecu redukcjiu MTT od strane ¢elija nakon dejstva rastvora Visine u poredenju sa
materijalima Retrargin i Gingival Liquid. Nakon trominutne inkubacije i jednodnevnog
oporavka c¢elija u kulturi, Visine je pokazao blago (X=64,19% kontrole), dok su Gingival
Liquid (X=8,1% kontrole) i Retrargin (X=7,68% kontrole) imali ozbiljno citotoksi¢no
dejstvo. Sa produzenjem vremena dejstva sa tri na Sest minuta, efekat 50% rastvora Visine na
¢elijsku vijabilnost bio je umeren (X=48,75% kontrole). Umerena citotoksi¢nost Visine zabe-
leZzena je 1 nakon desetominutne inkubacije 50% rastvora sa ¢elijama (X=38,37% kontrole),
dok su numericke vrednosti intenziteta redukcije MTT-a kod preparata Gingival Liquid
(X=6,67% kontrole) i Retrargin (X=6,29% kontrole) progresivno opadale. Sli¢éne numericke
vrednosti dobijene za oba tipa materijala na bazi aluminijum hlorida ukazuju da je njihova
50% koncentracija pokazala alarmantnu produzenu toksi¢nost na ¢elijske kulture, bez obzira
na inicijalnu koncentraciju aktivne supstance u preparatu.

Dejstvo 5%, 10% i 25% rastvora tetrahidrozolina nije imalo bitnih efekta na oporavak u
kulturi, a 50% rastvor Visine pokazao je blagi do umereni citotoksi¢ni efekat. Tetrahidrozolin
se 1 u ovom aspektu istrazivanja pokazao daleko biokompatibilnijim u komparaciji sa RS na
bazi aluminijum hlorida.

Nasim ispitivanjima smo utvrdili da se ¢elije u kulturi mogu pod odredenim uslovima
oporaviti nakon uklanjanja RS iz hranjivog medijuma u kome su odgajane, §to je u sagla-
snosti sa nalazima drugih autora na drugim kulturama i pri delovanju drugih agenasa (Green-
berg 1985, Moghadasali 2013). Xie i sar. (2013) dokazuju oporavak HelLa ¢elija oste¢enih
dejstvom etanola nakon ponovne inkubacije sa sveZim medijumom, a njihova povecana
vijabilnost dokazana je MTT testom. Bohm (2006) ukazuje na toksi¢no delovanje PentoxXilli-
ne u medijumu na G2 ¢elijsku kulturu i moguénost oporavka iste nakon njehovog uklanjanja i
naknadne inkubacije ¢elija u standardnom medijumu.

U ovoj studiji, period ponovne inkubacije ¢elija u hranjivom medijumu iznosio je 24
Casa, te nije sagledan potencijalni produzeni toksi¢ni efekata na celijski rast. Za kompletnije
sagledavanje mogucnosti oporavka od toksi¢nog efekta na celijske kulture Moghadasali i sar.
(2013) predlazu naknadni inkubacioni period od pet do sedam dana.

U cilju poboljsanja efekta oporavka, hranjivom medijumu se mogu dodati supstance
koje pozitivno uti¢u na vijabilnost i rast ispitivane Celijske kulture. Greenberg i sar. (1985)
ukazuju na pozitivno dejstvo jona cinka na oporavak celija oste¢enih C. trachomatis. Ovakve
studije su korisne za pronalazenje potencijalnih protektivnih i terapeutskih sredstava kod

klinicke primene citotoksi¢nih agenasa, kao $to su RS. Studije o oporavku celijske kulture
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jako su bitne u pronalaZzenju lekova za maligne tumore pomocu njihovog paralelnog testiranja
na tumorskim i zdravim celijama ispitivanjem njihove vijabilnosti i proliferacije (Stallcup
1984, Shillitoe i Pellenz 2005).

Komparativna analiza vijabilnosti ¢elija pokazala je statisticko znacajno vise vrednosti
intenziteta redukcije MTT-a neposredno nakon dejstava RS u odnosu na rezultate dobijene
nakon oporavka celija. Uzevs§i u obzir nizak citotoksi¢ni efekat tetrahidrozolina i posle
perioda opopravka, moze se tvrdidti da je njihov uticaj na celijsku vijabilnost zanemarljiv.
Nasuprot tome, signifikantno vise vrednosti Celijske vijabilnosti neposredno posle dejstava
RS u odnosu na vrednosti nakon dodatne inkubacije ¢elija govore o prolongiranom Stetnom
uticaju preparata aluminijum hlorida, $to moze biti mehanizma za pokretanje sekundarnog
inflamatornog odgovora.

Manje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon dodatne inkubacije ¢elija dokazale
su prolongirano dejstvo rastvora RS, koji negativno uti¢u na oporavak i vijabilnost celijske
kulture jedan dan nakon aplikacije. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa zaklju¢cima Liu i
sar. (2009) koji su dokazali da komercijalno dostupna RS dovode do inhibicije proliferacije i
¢elijskog oSteCenja, koje raste srazmerno sa povecanjem koncentracije 1 duZine dejstva
ispitivanog materijala.

Rastvori preparata aluminijum hlorida u koncentracijama 25% i 50% imali su ozbiljan
citotoksicni efekat ve¢ pri trominutnom dejstvu. Manje koncentracije rastvora imale su vise-
struko slabiji produzen citotksi¢ni efekat na ¢elije u kulturi. Na osnovu nasih ispitivanja moze
se dati preporuka da je u cilju prevencije oStecenja epitelnih Celija gingive neophodno sma-
njenje koncentracije upotrebljenog RS ispiranjem gingivalnog sulkusa vodenim sprejom ili
fizioloskim rastvorom, smanjenje opservacionog perioda ispod Sest minuta, kao i kontroli-
sano bruSenje zuba sa $to manjim oste¢enjem gingivalnog tkiva kako bi se resorpcija RS sve-
la na minimum. Takode, ako se primenjuje preparat na bazi tetrahidrozolina kao sredstva za
retrakciju gingive, skracenjem perioda njegove aplikacije ispod 10 minuta smanjuje se svaki
rizik od ostec¢enja okolnog tkiva.

Ukoliko je fiksni proteti¢ki rad obimniji 1 podrazumeva brusSenje veceg boja zuba, dej-
stvo RS nije vremenski ravnomerno §to sa jedne strane moze rezultovati nejednakim retra-
kcionim efektom, a sa druge oStecenjem gingive sulkusa u kome je retrakcioni konac najra-
nije aplikovan. Pojedini autori preporucuju aplikaciju retrakcionog konca u gingivalni sulkus
i naknadnu aplikaciju RS, $to moze dodatno ostetiti okolno tkivo. Zato retrakcioni postupak
mora biti strogo kontrolisan i vesto izveden od strane stomatologa kako bi se zZeljeni efekat

postigao bez Stetnog dejstva primenjenog materijala.
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7.3. DEJSTVA SREDSTAVA ZA RETRAKCIJU GINGIVE
NA IN VIVO EKSPERIMENTALNIM MODELIMA

Eksperimenti na laboratorijskim zivotinjama predstavljaju verodostojnu bazu za dobi-
janje podataka o ispitivanom materijalu pre njegove klinicke aplikacije. Eksperimentalne Zi-
votinje su gajene u identi¢nim Zivotnim uslovima, istog su pola i uzrasta, tako da pred-
stavljaju homogenu grupu. Validnost testova na animalnim modelima veca je u odnosu na in
Vitro istraZivanja, S obzirom na sli¢nost sa uslovima koji postoje u ljudskom organizmu. Me-
dutim, postoje izvesne razlike u morfoloskim i funkcionalnim osobinama tkiva i organa ljudi
i Zivotinja, te stoga U translaciji dobijenih rezultata treba uzimati u obzir ove razlike. Sa druge
strane, humane longitudinalne studije Cija je svrha etiopatogeneza oboljenja parodonta nisu
lako primenjive zbog razli¢itog stepena aktivnosti bolesti, rizika od njenog napredovanja, kao
i relevantnosti dobijenih podataka usled individualnih razlika ispitanika i postojanja sistem-
skih oboljenja (Weinberg 1999). Sem toga, ispitivanja na ljudima su ograni¢ena etickom pita-
njima. In vivo istrazivanje prihvatljivosti ispitivanog materijala zahteva upotrebu odredenog
kriterijuma za utvrdivanje prihvatljivosti reakcije tkiva, a u zavisnosti od namene samog ma-
terijala. Zato, svako ovakvo in vivo istrazivanje mora da obezbedi radnu definiciju bio-
kompatibilnosti.

Promene na parodontalnom tkivu tokom retrakcione procedure mogu biti posledica
mehanickog ostecenja pripojnog epitela tokom aplikacije konca, ali su ¢eS¢e vezane za dej-
stvo primenjenog RS. Dosadas$nja ispitivanja na eksperimentalnim modelima in vivo nisu pru-
zila informacije o komparaciji dejstava razli¢itih retrakcionih tehnika i komercijalno do-
stupnih i alternativnih RS na gingivalno tkivo, u razli¢itim opservacionim periodima. Studije
su bile ograni¢ene na jednu od dve grupe RS, kao i na opservacioni period do dve nedelje, pa
nije ispitivan dugoro¢ni efekat ispitivanih materijala na gingivu eksperimentalnih zivotinja
(Shaw 1980, Ruel 1980, Kopac 2002). Svrha rezultata ovog istrazivanja bila je uporedna ana-
liza efekata adstrigensnih i vazokonstriktornih RS na gingivalno tkivo eksperimentalnih zivo-
tinja nakon postupka retrakcije gingive analognog klinickim uslovima.

Kuniéi predstavljaju preporuceni animalni model za in vivo proucavanje razvoja paro-
dontalnih oboljenja i regeneracije tkiva parodonta nakon hirurskih procedura zbog anatomo-
histoloske i funkcionalne sli¢nosti njihovog gingivalnog tkiva sa tkivom ¢oveka (Oortgiesen
2010, Oz 2011). Kuni¢ ima cetiri sekuti¢a, po dva u svakoj vilici sa jasno izrazenom pri-

pojnom gingivom i sulkusom dubine sli¢ne covekovom.
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Eksperimentalni dizajn je predvideo aplikaciju retrakcionog konca impregniranog RS
na bazi aluminijum hlorida i adrenalina, kao i alternativnog tetrahidrozolina u gingivalni
sulkus levih maksilarnih i mandibularnih sekuti¢a kuni¢a. Intaktna gingiva gornjih desnih
sekutica svake od kori$¢enih zivotinja sluzila je kao negativna kontrola. U sulkus donjih
desnih sekuti¢a eksprimentalnih Zivotinja aplikovan je retrakcioni konac bez RS (lazan
tretman). Precizna dijagnoza i poznavanje histoloskih promene koje nastaju kod gingivitisa
bila je od krucijalnog znac¢aja u sagledavanju efekata RS na desni.

Intaktnost gingivalnog tkiva imperativ je za dobijanje verodostojnih podataka i analizu
razvoja parodontalnih oboljenja. Postoji znacajna razlika u apsorpciji RS u zavisnosti od toga
da 1i je epitel gingive zdrav ili oSte¢en sa znacima gingivita (Polat 2007). Gingivalno tkivo
zivotinja kori$¢enih u eksperimentu bilo je zdravo, $to je potvrdeno klinickim pregledom, kao
1 patohistoloskom analizom tkiva negativne kontrole, na kojem nije izvodena intervencija.

U ovom istraZzivanju RS aplikovana su u gingivalne sulkuse intaktnih sekuti¢a, bez
prethodne preparacije zuba, kako ne bismo ostetili tkivo tokom brusenja i time ugrozili obje-
ktivnost dobijenih rezultata (Kopa¢ 2002). Mehanic¢ka trauma moze da povredi gingivu i do-
vede do njenog povlacenja, ali i da pospesi inflamatorne efekte RS, tako da dobijeni rezultati
ne bi bili relevantni (Hatch 1984, Boweles 1991, Felpel 1997). Promene nastale u in vivo stu-
diji su, samim tim, isklju¢ivo rezultat lokalne apsorpcije RS.

Duzina retrakcionog dejstva materijala iznosila je sedam minuta, $to predstavlja srednju
vrednost preporu¢enog vremena pripreme gingivalnog sulkusa. U istraZzivanjima drugih auto-
ra ekspozicija gingive impregniranom retrakcionom koncu iznosila je tri (Akca i sar. 2006),
pet (Ruel i sar. 1980) ili deset minuta (Shaw i sar. 1980, Kopa¢ i sar. 2002).

Nakon opservacionih perioda od jednog sata, jednog, sedam 1 trideset dana izvrSena je
biopsija gingivalnog tkiva sekuti¢a kuni¢a po utvrdenom planu eksperimenta i iseak gingi-
valnog tkiva je analiziran patohistoloski. Odsustvo infekcije govori o sterilnosti uslova pod
kojima su opisane intervencije sprovodene. Sistemske reakcije organizma kunica su izostale.

Uzorci tkiva klini¢ki zdrave gingive, na kojima nisu radeni nikakvi zahvati (negativna
kontrola) nisu pokazali znake inflamacije ni u jednom od predvidenih opservacionih perioda.
U vezivu zdrave gingive preovladavali su fibroblasti sa neznatnim zapaljenskim infiltratom.

Inflamacija na patohistoloskom nivou je gotovo u potpunosti izostala i kod uzoraka
tkiva nakon lazne operacije za sve predvidene opservacione periode, Sto je iskljucilo efekat
mehani¢kog oStecenja tkiva prilikom aplikacije retrakcionog konca. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima Ayna i sar. (2005). Minimalne promene u strukturi tkiva ne uticu

na rezultate istrazivanja i mogu se zanemariti obzirom da su prisutne prilikom aplikacije svih
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ispitivanih sredstava. Gingivalno tkivo poseduje regenerativne sposobnosti, pa se nekoliko
dana nakon mehanic¢ke traume moze u najvecoj meri oporaviti (Bosshardt 2004). Istraziva-
njem na eksperimentalnim zivotinjama Taylor i Cambell (1972) su pokazali da se posle potpu-
nog odvajanja epitela od povrsine zuba, novi pripoj pojavio nakon pet dana. Bez obzira §to se
na taj nacin izbegava njihovo potencijalno Stetno dejstvo na gingivu, koriS¢enje retrakcionih
konca bez RS pokazuje maniji terapijski efekat, tako da se mehanicka retrakcija gingive retko
kada koristi u pripremi brusenih zuba za otiskivanje (Benson 1986, Beler 2009).

Jedan sat nakon uklanjanja retrakcionog konca, gingivalno tkivo levih sekuti¢a je na
makroskopskom nivou pokazalo neznatne inflamatorne promene u odnosu na kontrolnu stra-
nu. Promene u vidu blagog otoka mogu biti i posledica mehanicke traume prilikom aplikacije
retrakcionog konca. Naime, svako oStec¢enje vezivnog tkiva dovodi do reaktivne hiperemije
koja je pracena vazodilatacijom sitnih krvnih sudova, povecanjem permeabilnosti endotela i
eksudacije njihovog sadrzaja. Klinic¢ki je hiperemija pracena lokalnim crvenilom tkiva i
blagim otokom. Lokalni i sistemski odbrambeni mehanizmi spreavaju dalja oStecenja tkiva,
tako da su nastale promene reverzibilnog karaktera.

Kako je retrakcini konac aplikovan u leve gingivalne sulkuse impregniran ispitivanim
RS, promene nastale u gingivalnom tkivu kunica nisu ¢isto mehanicke prirode, te reparabilni
mehanizmi teze dovode do potpunog ozdravljenja tkiva. Stepen nastalih promena zavisio je
od vrste upotrebljenog RS.

Jedan sat nakon aplikacije RS na patohistoloSkim preparatima je prikazan razliciti ste-
pen zapaljenskih promena, koje su izostale na kontrolnom uzorku. Uocena je vazodilatacija
krvnih sudova, pojava polimorfonuklearnog infiltrata u centru zapaljenja, kao i smanjena ko-
li¢ina kolagenih vlakana. Nastale promene imaju karakteristike reaktivnog akutnog zapaljenja
(Klinge 1983, Gillett 1990). Intenzitet zapaljenske reakcije zavisio je od vrste RS, te je nakon
aplikacije aluminijum hlorida i adrenalina reakcija bila neSto izrazenija nego nakon ko-
riS¢enja tetrahidrozolina.

Nakon jednodnevnog opservacionog perioda primecene su akutne zapaljenske promene
na gingivalnom tkivu levih sekuti¢a kuni¢a kako na makroskopskom tako i na mikroskop-
skom nivou. Gingiva oko levih sekuti¢a kunica bila je blago oteCena i crvena nakon aplika-
cije preparata na bazi aluminijum hlorida i adrenalina. Sklonost ka krvarenju je izostala. Su-
protno tome, jedan dan nakon aplikacije tertrahidrozolina gingiva oko maksilarnog i mandi-
bularnog levog sekuti¢a kunica ostala je klinicki nepromenjena.

I na mikroskopskom nivou, inflamatorna infiltracija bila je znacajno izraZenija u slu-

¢aju uzoraka tkiva tretiranih komercijlnim RS u odnosu na tetrahidrozolin. Jedan dan nakon
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impregnacije retrakcionih konaca aluminijum hloridom i adrenalinom biopsirano tkivo poka-
zalo je znake intenzivne inflamatorne reakcije (prisustvo obimne akumulacije polimorfonu-
kleara, limfocita, plazmocita, makrofaga, dzinovskih ¢elija tipa stranog tela i kapilara sa
izrazenom kongestijom). Reakcija tkiva bila je, takode, prisutna i jedan dan nakon aplikacije
tetrahidrozolina, ali je bila slabijeg intenziteta i sa manjom destrukcijom posmatranog tkiva.

Nakon sedmodnevnog opservacionog perioda uzorci tkiva tretiranih RS na bazi alu-
minijum hlorida i adrenalina pokazivali su znake intenzivne zapaljenske reakcije, Sto govori u
prilog njihovom prolongiranom toksi¢nom dejstvu na gingivalni sulkus kunica.

Najmanji inflamatorni efekat na makroskopskom i mikroskopskom nivou, i u ovom slu-
¢aju, pokazao je tetrahidrozolin. PatohistoloSkom analizom uocena je blaga inflamatorna re-
akcija tretiranog tkiva (formiranje fibrozne kapsule sa prisustvom makrofaga, polimorfonu-
kleara, limfocita i plazmocita). Reakcija na retrakciju gingivalnog tkiva kuni¢a poprimila je
hroni¢ni karakter 1 vodila ka njegovom ozdravljenju.

Sa porastom duZine opservacionog perioda doslo je fibroze tkiva ¢ime je inflamacija
dobila hroni¢ni karakter. Novonastalo fibrozno tkivo znak je reparacije defekta u tretiranom
tkivu. Patohistoloskom analizom preparata gingivalnog tkiva tretiranog RS na bazi alumini-
jum hlorida i adrenalina, opisana je blaga zapaljenska reakcija (prisustvo fibrozne kapsule sa
manjim brojem limfocita i plazmocita).

Posle jednomese¢nog opservacionog perioda biopsirano gingivalno tkivo tretirano
tetrahidrozolinom nije pokazivalo znake inflamacije i nije se razlikovalo od opste kontrole.
Kompletna reparacija veziva desni kuni¢a dokaz je manje toksi¢nog dejstva tetrahidrozolina
kao RS u duzem vremenskom periodu u odnosu na komercijalno dostupne preparate alumini-
jumovih soli i adrenalina.

Rezultati istrazivanja ukazali su na reverzibilno oSteCenje gingivalnog tkiva posle
lokalne aplikacije RS na bazi aluminijum hlorida i adrenalina. Znacajnijih promena u
strukturi tkiva jedan sat nakon uklanjanja nije bilo. Medutim, njihova upotreba dovela je do
akutnog inflamatornog odgovora kod opservacionog perioda od jednog i sedam dana. Posle
trideset dana uocena je reparacija oSte¢enog tkiva. Komparacija sa ostalim ispitivanim RS
ukazuje na manju toksi¢nost tetrahidrozolina u odnosu na preparate aluminijum hlorida i
adrenalina.

Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa nalazima drugih autora koji su sagledavali uticaj
RS na gingivalno tkivo razli¢itih animalnih modela u predvidenim vremenskim intervalima.
Harrison i sar. su u in vivo studiji komparirali efekat razli¢itih stredstva za retrakciju na

gingivalno tkivo pasa u toku opservacionog perioda od tri nedelje (Harrison 1961). Dobijeni
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rezultati su u pozitivnoj korelaciji sa rezultatima ove studije i ukazuju na osteenje gingi-
valnog tkiva reverzibilnog karaktera kod upotrebe preparata na bazi adrenalina i alumini-
jumove soli (alum). Ozdravljenje tkiva usledilo je nakon sedam odnosno deset dana, u zavi-
snosti od vrste upotrebljenog RS. Upotreba preparata na bazi cink hlorida dovela je do
ozbiljnijih promena u gingivalnom tkivu pasa, $to ih je vremenom diskvalifikovalo iz uobica-
jene upotrebe (Harrison 1961, Loe 1963). Reverzibilni zapaljenski odgovor nakon aplikacije
RS na bazi aluminijum hlorida i adrenalina potvrden je i od strane Woycheshin i sar. (1964) i
Shaw i sar. (1980). Ayna i sar. (2005) su zakljucili da upotreba RS dovodi do destrukcije
sulkusnog i pripojnog epitela, kao i do smanjenja vlakana u vezivu. Ova grupa autora doka-
zala je minimalnu recesiju gingive nakon retrakcione procedure. Ahmadzadeh i sar. (2014) su
ispitivali inflamatorni potencijal 15,5% ferisulfata na gingivalno tkivo pasa. Ozdravljenje tki-
va uoceno je nakon sedmodnevnog opservacionog perioda bez obzira na duzinu dejstva pre-
parata (tri i deset minuta).

Rezultati Loe i sar. (1963) pokazali su da upotreba adrenalina u svrhu retrakcije gingive
dovodi do povrsinske nekroze i ¢elijske degeneracije vezivnog tkiva gingive pasa, koje su,
takode, reverzibilnog karaktera. Ruel i sar. (1980) su u svojoj in vivo studiji zakljuéili da je
petominutna ekspozitura gingive koncu impregniranom adrenalinom dovela do inflamatorne
reakcije tkiva koja vremenom opada i priblizava se kontroli nakon osam dana. Ayna i sar.
(2005) su nasli da je konac impregniran adrenalinom doveo je do reverzibilne inflamacije sa
ozdravrljenjem tkiva nakon desetodnevnog opservacionog perioda.

Studija Akca i sar. (2006) je dokazala je ozdravljenje gingivalnog tkiva pasa nakon pri-
mene aluminijum hlorida kao RS. Phatale i sar. (2010) navode blagu do umerenu inflamaciju
izazvanu upotrebom ovog RS, bez degeneracije i nekroze tkiva.

U svom vazoaktivnom dejstvu na gingivalno tkivo preparati na bazi aluminijum hlorida
i adrenalina pokazuju razli¢iti mehanizam. Dejstvo sredstava na bazi adstrigenasa vodi ka
lokalnom povrsinskom osStecenju i reaktivnoj hiperemiji tkiva, dok su molekuli vazokonstri-
ktora deluju direktno na krvne sudove i rezultuju prolongiranom ishemijom tkiva (Albaker
2010). U ovom istrazivanju nija uotena znacajna razlika u inflamatorno odgovoru gingival-
nog tkiva kunic¢a na dejstvo 10% i 25% aluminijum hlorida i 8% adrenalina, §to je u pozi-
tivnoj korelaciji sa nalazima de Gennaro i sar. (1982).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je upotreba RS i tetrahidrozolina dovela do
tranzirorne inflamacije gingive koja pocinje da se sanira nedelju dana nakon aplikacije ispiti-
vanog materijala. TeSko se moze precizno definisati optimalni period ozdravljenja povrede-

nog tkiva gingive. Prema Shaw i sar. (1980) period zarastanja iznosi dve, dok se prema
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rezultatima Tupac i Neacy (1981) on prolongira na tri nedelje nakon retrakcione procedure.
Ispitivanja drugih autora pokazala su da se oStecenje koje je nastalo u gingivalnom sulkusu
polako sanira nakon jedne do dve nedelje, ali je regeneracija tkiva jo$ uvek nepotpuna
(Harrison 1961, Wozcheshin 1964, Xhonga 1971, Ruel 1980, de Gennaro 1982). Ozdravlje-
nje gingive nakon sedmodnevnog opservacionog perioda bilo je nepotpuno za ispitivana
sredstva na bazi aluminijum hlorida i adrenalin. Dobijeni rezultati ovog istrazivanja istovetni
su sa nalazom Jokstad i sar. (1999), gde se reparacija gingivalnog tkiva nakon aplikacije RS
jasno uocava na histopatoloskim preparatima nakon jednomese¢nog opservacionog perioda.
Sa druge strane, razlike u histoloskoj strukturi tkiva tretiranog tertrahidrozolinom 1 opste
kontrole su nakon sedmodnevnog opservacionog perioda bile neznatne.

Inflamatorne promene nastale aplikacijom tetrahidrozolina bile su znacajno slabijeg
intenziteta u odnosu na RS na bazi aluminijum hlorida i adrenalina i rezultovale su uznapre-
dovalim ozdravljenjem nakon sedmodnevnog i potpunom reparacijom tkiva nakon trideseto-
na ispitivana retrakciona sredstva. Rezultati Kopaca i sar. (2002) odnosili su se na poredenje
dejstava RS na bazi aluminijumovih soli i tetrahidrozolina na gingivalno tkivo pasa. Nastale
inflamatorne promene u vezivu gingive bile su signifikantno manje na tkivu tretiranom tetra-
hidrozolinim za sva tri opservaciona perioda (jedan sat, jedan i sedam dana). Nakon sedam
se na tretiranom aluminijum hloridom videli znaci zapaljenja hroni¢nog karaktera (Kopac
2002).

Rezultati ovog istraZivanja mogu biti od velike pomo¢i u iznalaZenju klinicki naj-
prihvatljivijeg RS.

Upotreba adrenalina u klinickoj praksi veoma je rasprostranjena (Pescatore 2007,
Csillag 2007). Sa druge strane, postoji Sirok dijapazon neZeljenih sistemskih reakcija na
apsorpciju adrenalina, sto znacajno smanjuje njegovo indikaciono podrucje. Terapijski efekat
adrenalina jeste vazokonstrikcija krvnih sudova, §to vodi povecanju krvnog pritiska i sr€anog
ritma. Dostupni literaturni podaci su pokazali da adrenalin moze dovesti do niza nezeljenih
efekata koji naj¢es¢e obuhvataju tahikardiju, ubrzano disanje, uznemirenost i slabost u
ekstremitetima (Pelzner 1978, Bowels 1991, Brand 1996, Bader 2002, Al Hamad 2008). U
klini¢koj praksi opisana su i dejstva adrenalina sa tezim posledicama ili fatalnim ishodom
(Hilley 1984). Rizik se povecava ukoliko se adrenalin u RS kombinuje sa lokalnim ane-
stetikom, endogenom sekrecijom istog u stresnoj situaciji ili pri veCom oStecenju gingivalnog

tkiva tokom preparacije zuba (Brand 1996). Stoga je neophodna stroga kontrola kod svih
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pacijenata kod kojih se adrenalin primenjuje (Glick 1988, Goulet 1992, Muzyka 1997).
Nekoliko studija govori o tome kako adrenalin negativno uti¢e i na pacijente sa normalnom
tenzijom (Munoz 1970, Pelzner 1978, Hatch 1984). Kellam i sar. su utvrdili da se iz retrakci-
onog konca 64-94% adrenalina apsorbuje u gingivalno tkivo (Kellam 1992). Opasnost je, na-
ravno, vec¢a ukoliko je broj aplikovanih impregniranih konaca veci 1 ukoliko tretman duze tra-
je (Harris 1978). Sem sistemskog adrenalin, takode, moze dovesti i do lokalnog oSteenja
tkiva (Ruel 1980, Pescatore 2002).

Misljenja autora o opravdanosti koris¢enja adrenalina kao sredstva za retrakciju gingive
veoma su podeljena. Kellam i sar. (1992), kao i Yagiela i sar. (1999) preporucuju izbacivanje
upotrebe adrenalina u svakodnevnoj stomatoloskoj praksi. Jokstad i sar. (1999) ne ukazuju ni
na jednu od prednosti adrenalina u odnosu na adstrigentna sredstva. Nasuprot tome, Bowels i
sar. (1991) Fazekas i sar. (2002) su dokazali bolju kontrolu krvarenja gingive upotrebom
sredstava na bazi adrenalina u odnosu na adstrigense. Rezultati istrazivanja Polat i sar. (2007)
pokazali su da nema znacajne razlike u kontroli protoka krvi nakon retrakcije gingivalnog
tkiva adrenalinom ili aluminijum hloridom. Ova grupa autora preporucuje upotrebu
adrenalina kod zdravih pacijenata sa intaktnom gingivom, pod uslovom da se za vreme
aplikacije ne traumatizira gingivalno tkivo i izbegne stres kod pacijenata.

S obzirom da je Kopac¢ i sar. (2002) pokazali da 10% aluminijum hlorid u uslovima in
vitro ima manji toksi¢ni efekat u odnosu na 25%, namece se zakljuCak da bi i manjan
koncentracija adrenalina imala slabiji toksi¢ni efekat u odnosu na komercijalno dostupni 8%.
Istrazivanja Fazekas i sar. (2002) i Csillag i sar. (2007) pokazala su da upotreba adrenalina
manjih koncentracija (0,01% i 0,1%) ne daje sistemske efekte. Rezultati eksperimenta
Nowakowske i sar. (2012) ukazali su predlozene koncentracije adrenalina nemaju nezeljene
efekte u in vitro uslovima. Prednost adrenalina nad adsrigensima jeste vazokonstriktorni
efekat. Ipak, namece se pitanje da li ¢e ova, veoma mala koncentracija adrenalina dati zeljeni
klini¢ki efekat. Sa druge strane, pojedine pilot studije dokazale su da je retrakcioni efekat
0,05% tetrahidrozolina kao agonsta a receptora vrlo sli¢an dostupnim retrakcionim prepara-
tima (Bowels 1991). Tetrahidrozolin se samim tim nametnuo kao vazokonstriktor koji ¢e bez
eventualnih neZeljenih efekata uspostaviti optimalnu kontrolu krvarenja desni.

Tetrahidrozolin spada u grupu simpatomimetskih vazokonstriktora, odnosno a agonista
i komercijalno je dostupan u vidu nazalnih i olfaktornih dekongestiva. Sistemske reakcije na
upotrebu ovih proizvoda jako su retke, a s obzirom da su maksimalne preporuc¢ene doze zna-
¢ajno vece od potrebnih za efikasnu retrakciju gingive (Boweles 1991). Ispitivanja Bowles i

sar. pokazala su zadovoljavajuci klinicki efekat tetrahidrozolina, jak lokalni vazokonstriktorni
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efekat i odsustvo sistemskih reakcija. Klini¢ka studija Tardy i sar. (1990) dokazala je vecu
retrakcionu efikasnost tetrahidrozolina u odnosu na adrenalin, uz odsustvo nezeljenih efekata.
Feng i sar. (2011) su klini¢koj studiji utvrdili sli¢an retrakcioni efekat komercijalno dostupnih
RS i tetrahidrozolina .

Promene nastale na gingivi nakon retrakcione procedure klinicki su dokazane porastom
nivoa citokina u gingivalnoj tenosti, kao i kroz indikatore parodontalnih bolesti (gingivalni
indeks) (Benjamin 1970, Azzi 1983, Feng 2006). Klini¢kim ispitivanjima dokazan je porast
vrednosti gingivalnog indeksa jedan do dva nakon plasmana retrakcionog konca. Uz kontroli-
sanu oralnu higijenu i uz upotrebu privremenih kruna sa optimalnim rubnim zatvaranjem,
uoceno je ozdravljenje gingivalnog tkiva dve nedelje nakon tretmana. Nalazi Cimasoni 1 sar.
(1983) pokazali su porast zapremine gingivalne te¢nosti srazmerno povecenju vrednosti
gingivalnog indeksa. Feng i sar. (2006) su dokazali da vrednosti citokina kao indikatora in-
flamacije ostaju povecane cetiri nedelja nakon retrakcione procedure, §to govori u prilog
¢injenici da je ostecenje tkiva mozda i veée no $to se u literaturi navodi. Sun i sar. (2008) su
nasli da je stepen inflamacije gingivalnog tkiva najveéi nakon retrakcije adrenalinom mere-
njem nivoa aspartat aminotransferaze u gingivalnoj te¢nosti. S obzirom da je porast proinfla-
matornih citokina (IL-1B, IL-6, TNF-a) povezan sa razvojem parodontalnih oboljenja, kom-
parativna analiza klini¢kog dejstva razli¢itih RS 1 alternativnog tetrahidrozolina mogla bi biti
tema buducih istrazivanja u cilju iznalaZenja optimalnog materijala 1 retrakcione procedure
(Gamonal 2002).

Ispitivanja efekata tetrahidrozolona na in vitro i in vivo eksperimentalnim modelima
mogu posluziti kao fundament budu¢ih klinickih istrazivanja koja ¢e simpatomimeticke

vazokonstriktore predloziti kao optimalno sredstvo za retrakciju gingive.
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1. Citotoksi¢nost sredstva za retrakciju gingive zavisi od njihove koncentracije i

trajanja dejstva.

2. Rastvori sredstava za retrakciju gingive na bazi aluminijum hlorida u koncentraciji
od 25% 1 50% su pokazali statisticki znacCajan citotoksi¢an efekat veé pri

trominutnom dejstvu.

3. Sredstva za retrakciju gingive na bazi aluminijum hlorida imaju prolongirano dejstvo

1 negativno uti¢u na jednodnevni oporavak celijske kulture.

4. U in vitro uslovima rastvori tetrahidrozolina pokazali su se netoksi¢nim u nizim,

odnosno blago do umereno toksi¢énim u visim koncentracijama, a samim tim i

5. Aplikacija retrakcionih sredstava na bazi aluminijum hlorida i adrenalina u
gingivalni sulkus kuni¢a dovodi do akutne inflamatorne reakcije Ciji se intenzitet
vremenom smanjuje. Oporavak tkiva uocen je nakon tidesetodnevnog opservacionog

perioda.

6. Upotreba tetrahidrozolina izaziva blago reverzibilno oStecenje gingivalnog tkiva

kunica, sa potpunim ozdravljenjem nakon sedam dana od aplikacije.

7. Preparat na bazi tetrahidrozolina pokazao je veci stepen biokompatibilnosti u
uslovima in vitro i in vivo, §to ga preporuCuje za upotrebu u svakodnevnoj

stomatoloSkoj praksi.

8. U cilju prevencije oStecenja gingivalnog tkiva neophodno je smanjenje koncentracije
upotrebljenog sredstva za retrakciju gingive ispiranjem gingivalnog sulkusa,
smanjenje trajanja retrakcione procedure ispod Sest minuta, kao i kontrolisano

bruSenje zuba sa $to manjim oStec¢enjem tkiva.
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