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Posvecujem roditeljima



Uticaj niskotemperaturne atmosferske plazme na povrsinska svojstva dentina i njegovu
interakciju sa adhezivnim sistemima

Sazetak
Uvod

Mogucénosti ostvarivanja adekvatne adhezivne veze sa dentinom su i dalje predmet
istrazivanja u restaurativnoj stomatologiji. Aplikacija adheziva po protokolima totalnog- ili
samonagrizanja nije u potpunosti resila problem inicijalne jac¢ine veze i dugotrajne rezistencije

na biodegradaciju.

Niskotemperaturna atmosferska plazma (NTAP) poseduje sposobnost promene povrSinskih
svojstava materijala sa kojima reaguje. Ispituje se moguénost primene NTAP za modifikaciju

povrsine dentalnih implantata, keramickih materijala, ali i tvrdih zubnih tkiva.

Ciljevi ove doktorske disertacije su (1) ispitivanje uticaja razli¢itih rezima NTAP na
povrsinska svojstva (kontaktni ugao i povrSinsku energiju) dentina, (2) optimizacija rezima
NTAP za tretman dentina pre aplikacije adheziva, (3) analiza interakcije izmedu plazmom
tretiranog dentina i univerzalnih adheziva, kao i (4) ispitivanje atomskih i mikromorfoloskih

karakterisika dentina nakon razli¢itih tretmana.
Materijal i metode

U istrazivanju su koriS¢ena 404 intaktna, humana molara ekstrahovana iz ortodontskih
razloga. Kao izvor NTAP primenjena je plazma igla konstruisana na Institutu za fiziku u
Centru za neravnotezne procese — Laboratoriji za gasnu elektroniku, Univerziteta u Beogradu,
koja se sastojala od centralne elektrode od volframa sa napajanjem na 13,56 MHz, dok su za
generisanje plazme koris¢eni ¢ist helijum (100% He) ili smese helijuma i kiseonika (99%
He+1% O, odnosno 98,5% He+1,5% O,). U pilot studiji su termoparovima merene promene
temperature u komori pulpe tokom tretmana dentina razli¢itim rezimima plazme kojima su
varirani snaga i udaljenost vrha igle od tretirane povrsine. Merenje kontaktnog ugla vrSeno je
pomocu tri referentne te¢nosti (destilovana voda, etilen-glikol, dijod-metan) metodom stati¢ne
kapi na diskovima dentina debljine 1 mm koji su prethodno 30 s tretirani slede¢im plazma
rezimima: 100% He, 99% Het+1% O, ili 98,5% He+1,5% O, radni gas, 2, 4 ili 8 mm
rastojanje vrha plazma igle od povrSine dentina i 1 ili 3 W snaga predata plazmi. Kontrole su
¢inili uzorci dentina tretirani 15 s ortofosfornom kiselinom (Schotchbond Universal Etchant,
3M ESPE, USA) prema protokolu totalnog nagrizanja i netretirani uzorci prema protokolu

samonagrizanja. PovrSinska energija dentina izraCunavana je primenom van Oss-Chaudhury-



Good formule. Univerzalni adhezivi Single Bond Universal (SBU) (3M, ESPE, USA) i
Clearfil Universal Bond (CUB) (Kuraray, Japan) aplikovani su na dentin tretiran plazmom
(98,5% He+15% O, 3W, 4 mm) i kontrole po protokolu totalnog nagrizanja i
samonagrizanja. Analiza povrSinskog sastava (atomski udeo Ca, P, O i N) i mikromorfoloska
struktura dentina uradena je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom i energodisperzionom
spektroskopijom (SEM/EDS). Dobijeni podaci statisticki su obradeni primenom deskriptivnih
1 komparativnih statistickih metoda u softverskom paketu Minitab 16 (Minitab Inc., USA) sa

nivoom znacajnosti od 0,05.
Rezultati

Sa povecanjem snage NTAP raste i temperatura u komori pulpe. Najveci porast temperature u
komori pulpe izmeren je za rezim 2 W, 5 mm (48,30+1,15 °C). Nakon NTAP tretmana
dentina znaCajno se smanjivao kontaktni ugao tecnosti (6-30°), a povecavala povrSinska
energija dentina (58-97 mJ/m?) u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke (38°-84°; 43+3
mJ/mz). Dodatak kiseonika je pojacao efekat plazme na povrSinska svojstva dentina, ali bez
razlike za 1% i 1,5% O,. Primenom ortofosforne kiseline takode se smanjivao kontaktni ugao
teGnosti (28°-45°), a povecavala povriinska energija dentina (76+4 mJ/m?), ali u manjoj meri u
poredenju sa tretmanom NTAP. Tretman dentina NTAP 1 ortofosfornom kiselinom doveli su
do porasta polarne komponente i Lewis baznog dela povrSinske energije dentina u odnosu na
kontrole. Univerzalni adhezivi aplikovani po protokolu samonagrizanja pokazali su zna¢ajno
manje vrednosti kontaknih uglova (SBU_29,94+1,86° CUB_26,56+2,33°) u odnosu na
protokol totalnog nagrizanja (SBU_44,13+8,45°% CUB_33,04+6,04°). Nakon tretmana NTAP
uocen je znaajno manji kontaktni ugao CUB (19,95+6,88°) nego SBU (35,68+2,35°).
Kontaktni ugao oba adheziva je bio =znacajno manji nakon NTAP tretmana
(SBU_35,68+2,35°% CUB_19,95+6,88°) nego u protokolu totalnog nagrizanja
(SBU_44,13+8,45° CUB_33,04+6,04°). NTAP tretman dentina doveo je do manje atomske
zastupljenosti O, a vece Ca, P 1 N, dok je ortofosforna kiselina imala suprotan efekat. SEM
mikrografije dentina su pokazale da je nakon tretmana NTAP povrSina dentina sli¢na povrsini
kada se primenjuje protokol samonagrizanja, bez destruktivnih promena. Tretman
ortofosfornom kiselinom doveo je do uklanjanja razmaznog sloja, eksponiranja kolagenih

vlakana i otvaranja dentinskih kanalica.



Zakljucak

Primena NTAP na povrsini dentina poboljSava kvaSenje iskazano znatnim smanjivanjem
kontaktnih uglova referentnih te¢nosti i adheziva, §to omogucava bolju distribuciju adheziva.
Povrsinska energija dentina se pove¢ava nakon tretmana NTAP i menja se polarnost (polarna,
Lewis bazna povrsina) $to doprinosi daljem nacdinu interakcije sa adhezivima. Dodatak 1% ili
1,5% O; radnom gasu He ima dodatni pozitivan efekat na uc¢inak NTAP u modifikaciji
povrsinskih svojstava dentina pre aplikacije dentalnih adheziva. Mogu se smatrati
optimizovanim rezimi sa udaljenos¢u vrha plazma izvora NTAP od povrsine dentina od 2 do
4 mm, snage 3 W koji se primenjuju u klini¢ki prihvatljivom vremenskom intervalu od 30 s.
Optimizovani rezim NTAP ne dovodi do destruktivnih promena na povrSini dentina, a

promene u hemijskom sastavu su suprotne od dejstva ortofosforne kiseline.

Kljucne reci: Niskotemperaturna atmosferska plazma, Dentin, Kontaktni ugao, PovrSinska

energija, Kvasenje, Univerzalni adhezivi
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Effect of non-thermal atmospheric plasma on surface properties of dentin and its

interaction with universal adhesives
Abstract
Introduction

Modalities for achieving adequate adhesive bond to dentin are still subject to research in
restorative dentistry. "Total-etch” (TE) and "self-etch" (SE) protocols of adhesive application
have not completely solved the problems of initial bond strength and long-term resistance to

biodegradation.

Non-thermal atmospheric plasma (NTAP) has the capability of changing the surface
properties of materials upon interaction. The possibility of NTAP application to modify the
surfaces of dental implants, ceramic materials and hard dental tissues is being investigated.

The aims of this doctoral dissertation were to (1) evaluate the effect of different NTAP
regimes on surface properties (contact angle and surface energy) of dentin, (2) optimize
NTAP regimes for dentin treatment prior to adhesive application, (3) analyze the interaction
between plasma treated dentin and universal adhesives, and (4) evaluate the micro-

morphological structure and elemental composition of dentin after different treatments.
Material and methods

In this study, 404 human, intact, third molars extracted for orthodontic reason were used. A
plasma needle, constructed at the Center for nonequilibrium processes - Laboratory for
gaseous electronics, University of Belgrade, was used as the source of NTAP. The plasma
needle consisted of a central wolfram electrode with power supply at 13.56 MHz. The pure
helium (100% He) and mixtures of helium and oxygen (99% He+1% O; 98.5% He+1.5% O,)
were used for generating plasma. In a pilot study, thermocouples were used for measuring
temperature changes in the pulp chamber during dentin treatment using plasma with different
power and tip-to-surface distances. Contact angle measurements were performed using three
referent liquids (distilled water, ethylene glycol and diiodmethane) and the sessile drop
method on 1 mm thick dentin disks previously treated for 30 s with the following plasma
regimes: 100% He, 99% He+1% O, or 98.5% He+1.5% O, working gas; 2, 4 or 8 mm tip-to-
surface distance and 1 or 3 W power. Controls were dentin disks treated with phosphoric acid
(Scotchbond Universal Etchant, 3M ESPE, USA) for 15 s according to TE or untreated disks
according to SE protocol. Surface free energy of dentin was calculated using van Oss-
Chaudhury-Good formula. Single Bond Universal (SBU) (3M, ESPE, USA) and Clearfil



Universal Bond (CUB) (Kuraray, Japan) were applied to plasma-treated dentin using 98,5%
He+1,5% O, 3W, 4 mm regime and controls according to TE and SE application protocols.
Surface composition (atomic parts of Ca, P, O and N) and micro-morphological structure of
dentin were analyzed using scanning electron microscopy and energy-dispersive spectroscopy
(SEM/EDS). Data were statistically analyzed using descriptive and comparative statistical
methods in the software package Minitab16 (Minitab Inc., USA) at 0.05 level of significance.

Results

Temperature in the pulp chamber increased with increasing input power of NTAP. The
highest temperature rise in the pulp chamber was recorded during 2 W, 5 mm regime
(48.30£11.5 °C). After NTAP treatment, contact angles of liquids decreased significantly (6-
30°) and dentin surface free energy increased (58-97 mJ/m?) compared to untreated, control
samples (38°-84°; 43+3 mJ/m?). Oxygen addition intensified plasma effects on dentin surface
properties, with no significant difference between 1% and 1.5% O,. Phosphoric acid also
decreased contact angles of liquids (28°-45°) and increased dentin surface free energy (76+4
mJd/m?), albeit to a lesser extent than NTAP. NTAP and phosphoric treatment of dentin
increased polar and Lewis base components of dentin surface free energy compared to
untreated, control samples.

Universal adhesives applied according to the SE protocol showed significantly lower contact
angle values (SBU 29.94+1.86°; CUB_26.56+2.33°) compared to the TE protocol
(SBU_44.13+8,45° CUB_33.04+6,04°). After the NTAP treatment of dentin, significantly
decreased contact angle of CUB (19.95+6.88°) was noticed compared to SBU (35.68+2.35°).
Contact angles of both adhesives were significantly smaller after NTAP treatment
(SBU_44.13+8.45° CUB_33.04+6.04°) compared to the TE protocol. NTAP treatment
decreased O and increased Ca, P and N in dentin surface while phosphoric acid had an
opposite effect. SEM micrographs of NTAP treated dentin showed similarities to the SE
protocol of adhesive application, with no destructive changes. The application of phosphoric

acid led to the removal of the smear layer, exposure of collagen fibrils and dentinal tubules.
Conclusion

The application of NTAP to dentin surface improves wettability as presented with
significantly lower contact angles of reference liquids and adhesives, thereby enabling better
adhesive distribution. Dentin surface free energy increases after plasma treatment and the
polarity changes (polar and Lewis base component), further contributing to dentin-adhesive

interaction. The addition of 1% or 1.5% O, to the working gas He has an additional positive



effect to NTAP in modification surface properties of dentin prior to adhesive application.
Optimized regimes can be considered those at 2 to 4 mm tip-to-surface distances and 3 W
power, applied in clinically relevant time of 30 s. The optimized NTAP treatment does not
incur destructive changes of dentin surface and chemical composition changes are opposite to

phosphoric acid.

Keywords: Non-thermal atmospheric plasma, Dentin, Contact angle, Surface free energy,
Wettability, Universal adhesives

Scientific field: Dental Sciences
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UvOoD

1. Plazma

Plazma ¢ini najveci deo vidljivog univerzuma, a moze se stvarati i na Zemlji pod specifi¢nim
okolnostima. Najpoznatiji plazma fenomeni su munja i aurora borealis na severnoj, odnosno,

australis na juznoj hemisferi planete Zemlje (Francis, 2003e).

Plazmu je prvi identifikovao William Crookes 1879. godine, medutim sam pojam plazma prvi
put je upotrebio Irving Langmuir 1928. godine kako bi opisao ponasanje cCestica u
jonizovanom gasu u cevi za elektri¢no praznjenje. Plazma ga je podsecéala na krvnu plazmu
zbog slozenosti. On je smatrao da su karakteristike jonskih te¢nosti u biologiji i medicini

analogne plazmi u fizi¢kim naukama (Comton, 1930).

U fizici plazma se smatra Cetvrtim agregatnim stanjem, razli¢itim od c¢vrstog, te¢nog 1
gasovitog. Cvrsta tela zagrevanjem prvo prelaze u te¢nu fazu, a zatim u gasovitu usled
povecanja temperature. Zagrevanjem cestice dobijaju energiju, tako da se elektroni odvajaju
od atoma ili molekula gasa. Odvajanjem elektrona, gas prelazi u fazu potpuno ili delimi¢no

jonizovanog gasa koji predstavlja plazma stanje (Francis, 2003e; Lieberman, 2005).

Skup slobodnih naelektrisanih Cestica, neutralnih atoma i molekula koje se slobodno kre¢u
¢ine plazmu. lzuzetna elektroprovodljivost je jedna od karakterisika ovog medijuma koja
proizilazi iz velikog broja slobodnih elektrona i naelektrisanih jona prisutnih u njemu.
Elektroprovodljivost plazme je u bliskoj vezi sa plazmenom frekvencijom koja predstavlja
vreme koje je potrebno da plazma reaguje na spoljasnje elektri¢no promenljivo polje (Labat,
1991). Druga vazna karakteristika je kvazineutralnost, odnosno postojanje balansa izmedu
koncentracija pozitivno naelektrisanih jona i negativno naelektrisanih Cestica (elektrona i
negativno naelektrisanih jona) (Francis, 2003c). Jedan od parametara plazme koji karakterise
kvazineutralnost je Debajev radijus (rp), koji predstavlja najmanju dimenziju plazme.
Medutim, da bi plazma bila makroskopski neutralna, njene dimenzije moraju biti vece od 1p.
Veci prostor od veli¢ine rp je potreban za skup naelektrisanih Cestica, kako bi se on smatrao
plazmom (Labat, 1991). Za razliku od gasa gde Cestice izolovano reaguju jedna sa drugom,
kod plazme postoji tzv. kolektivni efekat. U medijumu plazme svaka naelektrisana Cestica

istovremeno uti¢e na veci broj cestica u okolini. Prisustvo velikog broja cestica je

odgovorno za brojne reakcije koje se odvijaju kroz elasticne i neelastiCne sudare Cestica

(Bittencourt, 1986) Ssto je ¢ini veoma reaktivnom.



1.1. Laboratorijske plazme

Plazma se u laboratorijskim uslovima najces¢e generiSe elektricnim pobudivanjem.
Laboratorijski nastale plazme klasifikuju se prema temperaturi i koncentraciji elektrona na
visoko- i niskotemperaturne. Temperatura elektrona odredena je srednjom energijom razlicitih
Cestica plazme (jona, molekula, atoma, slobodnih radikala) i njihovim stepenima slobode.
Stepeni slobode definisu se kao kvantni fenomeni prelaska elektrona i mogu biti translacioni,

rotacioni, vibracioni i stepen slobode vezan za elektronske ekscitacije (Fridman A, 2008a).

Kako se plazma sastoji od velikog broja razli¢itih Cestica, tako i temperature mogu biti
razlicite. Razlika u temperaturi izmedu elektrona i teSkih Cestica proporcionalna je kvadratu

odnosa jacine elektricnog polja (E) 1 pritiska (p).

AT~ ()
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Temperatura teskih Cestica (jona - T;) i neutrala (molekula, atoma, slobodnih radikala - T,) na
nizim pritiscima je znatno manja od temperature elektrona (Te). Usled povecanja pritiska
dolazi do porasta broja sudara izmedu elektrona 1 teskih Cestica i kineticka energija elektrona
se prenosi na teSke Cestice. Elektroni gube na temperaturi, odnosno dolazi do porasta
temperature teSkih Cestica sve dok se ne uspostavi lokalna termodinamicka ravnoteza tj.
izjednacenje temperatura izmedu Cestica plazme (Te = T; = T,). Temperatura gasa raste i
dostize vrednost i do nekoliko hiljada Kelvina (K). Ovako formirane plazme nazivamo

viskokotemperaturne ili ravnotezne plazme (Fridman A, 2008b).

U laboratorijskim uslovima na razli¢itim pritiscima sStvara se i niskotemperaturna
(neravnotezna, netermalna) plazma. KarakteriSe se nepostojanjem temperaturne ravnoteze
izmedu Cestica koje je sacinjavaju (elektroni su na viSim temperaturama u odnosu na jone,

molekule i slobodne radikale koji su na sobnoj temperaturi) (Fridman A, 2008Db).

Jedan od glavnih procesa koji se desava u medijumu plazme je jonizacija (Fridman A, 2008a).
Tokom jonizacije dolazi do konverzije neutralnih atoma ili molekula u elektrone i pozitivne
jone. Procesi jonizacije mogu biti razli¢iti u raznim sistemima plazmi ali se generalno mogu
podeliti u pet grupa: direktna jonizacija elektronskim sudarom, stepenasta jonizacija
elektronskim sudarom, jonizacija sudarima sa teSkim Cesticama, fotojonizacija i povrSinska

jonizacija.



Direktna jonizacija elektronskim sudarom je jonizacija neutrala i nepobudenih atoma,
radikala, molekula uz pomo¢ elektrona ¢ija energija mora biti dovoljno visoka da bi se
konverzija odvila tokom jednog sudara. Ovakav tip jonizacije je zastupljen kod hladnih i
netermalnih plazmi gde je energija elektrona visoka, a nivo pobudenih neutralnih Cestica

nizak.

Stepenasta jonizacija elektronskim sudarom odvija se kod prethodno pobudenih neutrala.
Karakteristi¢na je za termalne plazme gde je stepen jonizacije i nivo pobudenih neutrala

visok.

Jonizacija sudarima sa teskim esticama deSava se tokom jon-molekul ili jon-atom sudara pri
¢emu ukupna energija sudara prelazi jonizacioni potencijal neutrala. Energija sudara moze

doprineti jonizaciji kroz proces asocijativne jonizacije.

Fotojonizacija se deSava usled sudara neutrala i fotona. Kao posledica ovog sudara nastaje

elektron-jon par. Odvijanje ovog procesa je prisutno kod termalnih plazmi.

Povrsinska jonizacija karakteriSe se jonskim, elektronskim i fotonskim sudarima sa razli¢itim
povrSinama. Usled zagrevanja povrSine moze do¢i do odvijanja povrSinske jonizacije

(Fridman A, 2008a).

Pored jonizacije, u medijumu plazme, slobodni elektroni vrSe disocijaciju molekula. Tada
dolazi do stvaranja negativnih jona i slobodnih atoma. Ovakav proces se naziva disocijativno
vezivanje 1 karakteristican je za plazme koje u sebi sadrZze molekule koji imaju veliki

elektronski afinitet (O, O, Cl,, CI, F) (Francis, 2003a).

Za odvijanje hemijskih procesa u plazmi znacajno je i ponasanje pobudenih atoma i molekula.
Proces pobudivanja moZe biti elektronski, vibracioni 1 rotacioni. Da bi doSlo do pobudivanja
atoma i molekula bitno je postojanje visokih vrednosti temperatura i energije elektrona
(Francis, 2003b). Prilikom pobudivanja visak energije se oslobada zrac¢enjem fotona, a kada to
nije moguce produzava se zivotni vek pobudenog stanja 1 nastaju metastabilna pobudena
stanja. U tim situacijama energija se predaje tokom brojnih sudara $to direktno utiCe na

plazma kinetiku i hemijske procese.

1.2. Niskotemperaturna plazma

Niskotemperaturna plazma se moze stvarati na nizem pritisku i atmosferskom. Temperatura
ovih plazmi je niza od temperature elektrona (raspon temperature ide od sobne do nekoliko

stotina °C. Izmedu sudara cCestica, elektroni dobijaju energiju od elektri¢nog polja, tako da
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snaga plazme ide prvenstveno njima. Tokom sudara sa teSkim Cesticama, neutralima i jonima
elektroni predaju malu koli¢inu energije teskim Cesticama, neutralima i jonima, ali i zidovima
komore (Fridman A, 2008b). Elektroni gube malu koli¢inu energije jer je njihova masa
mnogo manja nego masa teSkih cCestica, neutrala i jona. Kinetika plazme se definiSe
elektronima koji se sudaraju sa razli¢itim Cesticama. Takode, elektroni su odgovorni i za
produkciju aktivnih vrsta koje u€estvuju u razli¢itim vrstama tretmana. Prilikom sudara sa
elektronima, stvaraju se joni i slobodni radikali koji imaju znafajnu ulogu u odvijanju
hemijskih procesa u plazmi i na povrsini uzorka. Ovako nastale Cestice mogu imati razli¢ite
flukseve i visoke energije. Temperature elektrona kod ovih plazmi su reda 1 eV (10 000 K)
(Fridman A, 2008b). Kod neravnoteznih plazmi temperature teSkih cestica (Tj, Ty,) |

temperatura osnovnog gasa priblizne su sobnoj temperaturi.

Niskotemperaturna plazma na atmosferskom pritisku (NTAP)

Naucno razumevanje plazma fenomena i1 jedinstvene karakteristike plazma hemije
predstavljale su dobar osnov za razvoj plazma tehnologije koja danas nalazi primenu u
razliitim oblastima, posebno industrije. Zbog raznovrsnosti njihove primene poseban znacaj
imaju praznjenja na atmosferskom pritisku jer omogucavaju tretiranje uzoraka van slozenih
vakuumskih sistema kao i tretman uzoraka koji su osetljivi na visoke temperature. Da bi
tretman ovakvih uzoraka bio uspeSan neophodno je koriS¢enje viSih frekvencija izvora
napajanja i/ili ukljucenja inertnog gasa (helijum (He), argon (Ar), neon (Ne), kripton (Kr))
koji ima sposobnost proboja ve¢ pri radiofrekventnim signalima i nizim naponima (Fridman
A, 2004).

NTAP deluje hemijski sa blagim nedestruktivnim efektom. Ove plazme su pogodne za
tretman skoro svih osetljivih povrSina, organskih materija bez termickih 1 elektricnih
oStecenja (Stoffels et al, 2002). Niske temperature gasa omogucavaju tretman temperaturno

osetljivih uzoraka.

2. Eksperimentalna i klinicka primena NTAP u biomedicini

Poslednjih dvadeset godina intenzivno se istraZzuju mogucénosti primene savremene plazma
tehnologije u razli¢itim oblastima medicine 1 stomatologije. Razumevanje sloZenih
mehanizama delovanja niskotemperaturne plazme na bioloske sisteme zahteva
interdisciplinaran pristup i saradnju stru¢njaka iz razliitih oblasti. Danas se najvise paznje
posvecuje istrazivanjima vezanim za potencijalnu primenu ovih plazmi in vivo. Brojne studije

su pokazale da tokom tretmana dolazi do suptilnog i selektivnog odgovora ¢elija i tkiva na
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reaktivne Cestice koje poticu od NTAP (Petrovi¢ et al, 2012). Medutim, za primenu
niskotemperaturne plazme in vivo neophodno je da se plazma stvara na atmosferskom pritisku
sa temperaturom gasa koja je priblizna sobnoj. Stoga su istraZzivanja u poslednjoj dekadi bila
fokusirana na razvoj pouzdanih i odgovarajucih izvora NTAP koji mogu biti kontrolisani kao

1 optimizaciji uslova pod kojim se plazma primenjuje kako bi se postigao Zeljeni efekat.
Za in vivo primenu u biomedicini najc¢esée se koriste tri tipa NTAP (Kong et al, 2009):

a) Direktne — gde tretirana povrsina predstavlja elektrodu kroz koju proti¢e struja (Fridman
G et al, 2008),

b) Indirektne — koje nastaju izmedu dve elektrode, a zatim nastali produkti plazme dospevaju
na povrSinu koja se tretira uz pomo¢ protoka radnog gasa (Cao et al, 2009; Shimizu et al,
2008),

c) Hibridne — predstavljaju kombinaciju direktnih i indirektnih, a stvaraju se barijernim

praznjenjem u koroni (Morfill et al, 2009).

Kod direktnih plazmi stvara se homogenija plazma i veca koncentracija formiranih reaktivnih
Cestica. Kao nedostatak ovog tipa plazme, navodi se nemogucnost postizanja istog rastojanja
od povrsine uzorka (povrSine tela). Odrzavanje istog rastojanja nije uvek moguce zbog same

morfologije tkivnog i kostanog sistema ljudskog tela.

Indirektne plazme su karakteristicne zbog raznolikosti sastava. Takode, mogu da deluju na
vece povrsine 1 kod ovih tipova plazmi nema prodora struje kroz povrSinu uzorka. Nedostaci
indirektnih plazmi ogledaju se u nedovoljnoj kontroli $to je prisutno i kod direktnih plazmi.
Zbog svoje geometrije samo niske koncentracije generisanih Cestica mogu dosti¢i efekat

(Isbary et al, 2013).

Razli€iti izvori NTAP razvijeni su u laboratorijskim uslovima. Naj¢eSc¢e kori$¢eni izvori su:
plazma mlazovi, plazma igle, razni oblici mikropraznjenja, dielektri¢na barijerna praznjenja
(Kunhardt, 2010).

U literaturi postoje podaci o potencijalnoj primeni plazma mlazova i plazma igle u cilju
inaktivacije razli¢itih mikroorganizama (Du et al, 2013; Garcia-Alcantara et al, 2012; Koban,
2011; Lazovi¢ et al, 2010; Mileti¢ M et al, 2014; Rupf et al, 2011; Stoftels et al, 2006; Wang
et al, 2011) i modifikacije povrsine supstrata (Duske et al, 2012; Han et al, 2014; Stoffels et
al, 2002).



Da bi se dobili $to bolji efekti NTAP potrebno je kvalitetnom analizom i pazljivim odabirom
parametara za dobijanje plazme uticati na njen hemijski sastav tj. na sastav hemijski
reaktivnih vrsta koje se u njoj nalaze. Generisanje NTAP vr$i se pomoc¢u jednosmerne ili
naizmeni¢ne pobude signala. Naizmeni¢ne pobude signala mogu biti u velikom opsegu
ekscitacionih frekvenci (od nekoliko desetina kiloherca (kHz) do nekoliko gigaherca (GHz) sa
primenjenim naponima u sinusoidnom ili pulsnom rezimu. Sinusoidni ili pulsni rezim krece

se od nekoliko stotina volti do nekoliko kilovolti (kV).

2.1. Primena NTAP za sterilizaciju i dezinfekciju

Tokom procesa sterilizacije osnovni cilj je uniStenje svih zivih oblika mikroorganizama
(virusa, bakterija, gljivica i njihovih spora). NajéeS¢e metode sterilizacije su sterilizacija
zasi¢enom parom pod visokim pritiskom (autoklav), primena etilen oksida i jonizujuce
zracenje. Tokom sprovodenja ovih tehnika sterilizacije moguce je oSte¢enje povrSina ili
medijuma na kojima su prisutni mikroorganizmi. Nakon upotrebe etilen oksida potrebno je
duze radno vreme i duza ventilacija kako bi se uklonili rezidualni agensi i materijal pripremio
za koriS¢enje (Steelman, 1992). Primena ovih tehnika je ograni¢ena kod termalno osetljivih
materijala i objekata koji su podloZzni promenama kao §to su organski materijali i tecnosti.
Potreba za razvojem dodatnih, novih metoda je u usponu. Istrazivanja u in vitro uslovima
ukazuju na potencijalnu primenu NTAP kao alternativne zamene standardnim tehnikama
sterilizacije. Za kratko radno vreme i na siguran na¢in moguce je inaktivisati mikroorganizme
primenom NTAP. Tokom procesa sterilizacije ili dekontaminacije naruSava se strukturalni
integritet ili funkcija celijske membrane mikroorganizama (Moreau et al, 2008). Tokom
tretmana NTAP u eksperimentalnim uslovima mikroorganizmi mogu biti inaktivirani
dejstvom jednog ili kombinacijom vise faktora (ultraviolentno (UV) zradenje, zagrevanje,
naelektrisane Cestice, neutralne reaktivne vrste). Efekat, kao i Sirina dejstva ovih faktora zavisi
od parametara plazme (snaga, smeSa gasova, brzina protoka gasa) (Laroussi, 2004). Svi ovi

faktori mogu biti aktivirani/generisani u gasu ili te¢nosti bez zagrevanja (Akishev et al, 2008).

Laroussi i saradnici (Laroussi, 2004) ispitivali su efekte navedenih faktora i pokazali su da
temperatura i UV zraenje nemaju direktan uticaj na uniStavanje mikroorganizama pri
odredenim rezimima NTAP. Utvrdili su da temperatura gasa ne zavisi od snage predate izvoru
plazme, ali i da je protok gasa obrnuto proporcionalan vrednostima temperature plazme, tj. da
se sa povecanjem protoka gasa (2 1/min; 10 1/min) smanjuje temperatura plazme (330 K; 300

K) (Laroussi, 2004).



Tokom dekontaminacije NTAP, naelektrisane reaktivne Cestice (O2, O3, OH, NO, NO,) mogu
uticati na integritet celijskih membrana mikroorganizama. Na primer, prisustvo OH" jona
moze kompromitovati funkciju lipida koji predstavljaju barijeru za transport jona i polarnih
Cestica u/iz Celija (Montie et al, 2000). NTAP mozZe imati i mehani¢ko dejstvo na povrSinu
mikroorganizama. Pojava mehani¢kog efekta se moze objasniti prisustvom OH i NO™ u
plazmi (Benstaali et al, 1988a; Laroussi, 2004) koji bombarduju povrSinu mikroorganizma.
Tada dolazi do pojave lezija na samoj povrSini i njihovog sledstvenog uniStenja. Pored pojave
lezija na povrSini mikroorganizma dolazi i do promena celijskog oblika i membrane,
oksidativnog ostec¢enja dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) i oksidacije lipidnih membrana
(Hong et al, 2009; Joshi et al, 2011; Korachi, 2011). Takode, plazma tretmani

bombardovanjem unistavaju spore bakterija (Moreau et al, 2008).

NTAP moguce je dekontaminisati gljivice kao i njihove spore (Akishev et al, 2008a). Virusi
tj. njihova koli¢ina se smanjuje nakon 20 s trajanja NTAP tretmana u studiji Yasuda i
saradnika (Yasuda et al, 2010). Oni su koristili bakteriofag lambda (A fag) koji inficira
Escherichia colli. Autori smatraju da je za nastanak molekularnog oStecenja bakteriofaga
odgovoran proces denaturacije i hemijske modifikacije proteina i DNK. Do degradacije DNK
doslo je nakon 30 s trajanja plazma tretmana, najverovatnije zbog pojacane kiselosti sredine.
Zakljucili su da usled dejstva NTAP dolazi do inaktivacije bakteriofaga kao posledica
oStecenja proteina i kasnijeg oStecenja DNK (Yasuda et al, 2010). U studiji Alshraiedeh i
saradnika (Alshraiedeh et al, 2013) zabelezeno je smanjenje titra virusa bez omotaca tokom
kratkih tretmana (1-9 min) NTAP. Tokom procesa sterilizacije koris¢en je izvor NTAP koji je
kao radni gas imao kombinaciju He i O, (99-100% He i 0-1% O,). Uo¢ili su da zastupljenost

kiseonika u smesi gasa direktno utice na efekat inaktivacije virusa (Alshraiedeh et al, 2013).

Studija Deng i saradnika (Deng et al, 2007) pokazala je da nakon tretmana NTAP dolazi do
delimi¢nog uklanjanja depozita seruma albuminskog proteina govedeg porekla sa povrSina
koje su izgradene od nerdajuceg celika. Prisustvo proteinskih rezidua moze biti izvor
unakrsne dekontaminacije (Brown et al, 2000). Medutim, pokazali su da su i pored
nepotpunog uklanjanja, preostali proteini podlozniji degradaciji nakon tretmana plazmom
(Deng et al, 2007).

2.2. Primena NTAP u terapiji promena na koZi i regeneraciji koze

Fototerapija, primena lasera, kao i elektrohirurgija uspesno se koriste U terapiji hroni¢nih
dermatoloskih oboljenja. Primenom ovih metoda poboljSava se zdravstveno stanje pacijenta.

Na osnovu poznatog antimikrobnog efekta razvila se mogucnost primene NTAP u terapiji
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razli¢itih dermatoloskih oboljenja, hroni¢nih rana kao i u regenerativnoj terpiji (von Woedtke
et al, 2013). Vecina dermatoloskih oboljenja je pracena prisutvom gljivic¢nih, bakterijskih
infekcija, pa stoga tretman NTAP moze biti od pomoc¢i u cilju redukcije mikroorganizama, a
dodatna istrazivanja su neophodna za primenu u cilju le¢enja osnovnih oboljenja (Kong et al,
2009).

In vivo ispitivanja efekata NTAP na animalnim modelima (Dobrynin et al, 2011; Wu et al,
2012) kao i na tkivima kadavera (Fridman G et al, 2007b) pokazala su da plazma ne deluje
toksi¢no i destruktivno na ispitivanim tkivima. Ova ispitivanja su imala za cilj da procene

uslove za potencijalnu primenu NTAP u klini¢kim uslovima (von Woedtke et al, 2014).

Efekat primene NTAP na zdravoj i izmenjenoj kozi ogleda se u bakterijskoj dekontaminaciji.
Primena NTAP na atopi¢noj ekcemati¢noj kozi odraslih pacijenata dovela je do smanjenja
svraba i pojave crvenila (Emmert et al, 2013). NTAP koja se jo$ i naziva tkivno-tolerantna
plazma (TTP) pokazala se efikasnom u tretmanu povrSine koze kod razli¢itih promena

(Kramer et al, 2013).

U procesu zarastanja rana, veoma zna¢ajnu ulogu ima azot-oksid (NO). Primena NTAP koja
sadrzi Ar kao radni gas, omogucava formiranje NO". Azot (N,) dolazi iz slobodnog
atmosferskog vazduha i zajedno sa kiseonikom (O,) predstavlja prekursor za stvaranje NO
(Weltmann, 2017). Prisustvo bakterijskog biofilma u predelu rane, ukazuje na pojavu
Staphylococcus aureus. U 20-50% slucajeva meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA) pronaden je u hroni¢nim ranama (Werdin et al, 2009). Perzistiranje hroni¢nih rana
dovodi do slabljenja funkcionalne sposobnosti §to vodi ka loSem kvalitetu Zivota. Nesanirane
hroni¢ne rane predstavljaju medicinski, ali i psiholoski problem kod pacijenta.
Konvencionalni tretmani obrade i terapije ovih rana su dugoro¢ni i u pojedinim zemljama
skupi. Tokom tretmana hroni¢nih rana neophodno je istu odistiti, eliminisati bakterije i
nekroticno tkivo. Primena NTAP pokazala se efikasnom u procesu eliminacije bakterija
(Brehmer et al, 2015; Isbary et al, 2012) i poboljsanju procesa zarastanja rana (Heinlin et al,
2013; Isbary et al, 2013a), sto ukazuje na to da NTAP moze potencijalno zameniti antisepti¢ni

tretman hroni¢nih rana (Kramer et al, 2013).

Regeneracija koZe primenom NTAP predstavlja inovativhu metodu regeneracije i zasniva se
na kontaktu koZe i elektri¢énog praznjenja iz plazme. Primena NTAP koja se generiSe u azotu,
dovodi do blagog osteCenja tkiva koje je minimalno i kontrolisano. Takode, primenom

ovakvog oblika NTAP uoceni su pozitivni efekti na proces regeneracije koze (Bogle et al,
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2007). Plazma tretman promoviSe znatno brzi proces zarastanja i povecanja aktivnosti

fibroblasta (Foster et al, 2008).

NTAP nasla je svoje mesto u kozmetici u cilju restrukturisanja tkiva i podmladivanju koze
(Bogle et al, 2007). Tokom plazma tretmana, epidermis ostaje netaknut ali isuSen i predstavlja
prirodnu barijeru. IsuSen sloj epidermisa nakon par dana bledi ostavljaju¢i za sobom
novoformirani epidermis. Brzi prodor toplote u tkivo koze sa minimalnim termickim
oSte¢enjima je prisutan tokom plazma tretmana. Unutar tkiva koze usled povecane aktivnosti
fibroblasta dejstvom NTAP dolazi do tkivne modifikacije (Foster et al, 2008).

Potter i saradnici (Potter et al, 2007) su koristili izvor NTAP u in vivo uslovima u cilju
podmladivanja koze. Azotnom NTAP tretirali su podrucja finih bora i akni kod jedanaest
pacijenata. Tretirana podrucja su pra¢ena nakon 10 dana, 3 meseca, 6 meseci i dve godine od
tretmana NTAP. Uoceno je smanjenje bora za oko 24% i poboljsanje oziljaka od akni za 23%
nakon 6 meseci (Potter et al, 2007). Smanjenje bora za 37% nakon 3 meseca od tretmana
NTAP i poboljsanje ukupnog izgleda lica zabelezeno je u studiji Bogle i saradnika (Bogle et
al, 2007). Postoperativna pojava eritema je zabelezena u obe studije, ali nije uoena pojava

hiper- i hipopigmentacija (Bogle et al, 2007; Potter et al, 2007).

Kao kontraindikacije za primenu NTAP na kozi su stanja gde je prisutna predispozicija za
razvoj keloida, upotreba lekova na bazi izotretinoina u poslednjih Sest meseci (terapija teskih
oblika akni), prisustvo tamnih pigmentacija i defekata, tamniji tipovi koze i prisustvo
infekcija. Takode, trudnoca i dojenje predstavljaju kontraindikacije (Waltham, 2006). Tokom
sprovodenja tretmana NTAP neophodna je zaStita pacijenata i lekara u vidu zastitnih naocara.
Neophodna je obuka izvodaca i pripremljenost u slucaju izbijanja pozara, kao i prisustvo

aparata za gaSenje pozara (Foster et al, 2008).

Primena NTAP u oblasti podmladivanja i regeneraciji koze predstavlja tretman koji 1 posle
duzeg vremenskog perioda daje pozitivne rezultate. Dalja istrazivanja su neophodna radi

utvrdivanja efekata ponavljajuc¢ih doziranih rezima (Potter et al, 2007).

2.3. Primena NTAP na celije tumora

Lecenje tumora podrazumeva sprovodenje tri terapijska modula: hirurski, zraéni i1
hemoterapijski. Sprovodenjem ovih metoda mogu se posti¢i zadovoljavajuci rezultati, ali
svakako da svaka od ovih metoda moZe imati neZeljene efekte po pacijenta i moze uticati na

psiholosko stanje 1 kvalitet zivota.



U literaturi postoje podaci koju ukazuju da brojne reaktivne oksidativne cestice (ROS) i
reaktivne azotne cCestice (RNS) stvorene od strane NTAP dovode do osSte¢enja DNK i
apoptoze u in vitro uslovima kod tumorskih ¢elija koze (Fridman G et al, 2007a), jajnika
(Utsumi et al, 2013), glave i vrata (Guerrero-Preston et al, 2014). Takode, zabeleZeno je da
tumorske ¢elije mogu stvarati vise reaktivnih ¢estica nego normalne zdrave Celije zbog svoje
poveéane metabolicke aktivnosti. Tumorske ¢elije su vise osetljivije na reagense koji dovode
do pojave reaktivnih Cestica, kao $to su npr. hemoterapijski lekovi (Utsumi et al, 2014).
Izlaganje tumorskih ¢elija medijumu koji je prethodno aktiviran dejstvom NTAP, moze imati
antitumorski efekat upravo zbog prisustva reaktivnih cestica. Ovakav nacin tretiranja
tumorskih ¢elija pokazao se kao bolji od dejstva direktnih tretmana NTAP (Ryu et al, 2013)
koji dovode do ostecenja ne samo tumorskih ve¢ i zdravih ¢elija. Torri i saradnici (Torii et al,
2015) su pokazali da medijum aktiviran primenom NTAP ispoljava citotoksi¢an efekat na
¢elije tumora u in vivo uslovima i dovodi do apoptoze usled inkorporiranja reaktivnih

oksidativnih Cestica u same ¢elije tumora.

Kao deo palijativnog nacina leCenja tumora glave i vrata spominje se tretman NTAP
(Metelmann et al, 2015; Schuster et al, 2016). Metelmann i saradnici (Metelmann et al, 2018)
su pokazali da plazma tretman u predelu skvamoznog tumora dovodi do uklanjanja detritusa i
mikroorganizama 1 doprinosi zarastanju tkiva. Uocili su smanjenje ulcerisane povrSine za
jednu Cetvrtinu njene originalne povrSine (Metelmann et al, 2018). Ovakav vid tretmana

NTAP moZe poboljsati kvalitet Zivota pacijenta i stvoriti pogodnu sredinu za dalje lecenje.

Schuster i saradnici (Schuster et al, 2016) analizirali su efekat NTAP na tumorske ¢elije glave
I vrata kod pacijenata sa ciljem utvrdivanja potencijalne klinicke primene plazma tretmana.
Tumorom zahvaceni region glave i1 vrata tretiran je NTAP neposredno pre hirurske
intervencije u trajanju od 3 min. Zabelezili su ¢eS¢u pojavu apoptopi¢nog ubijanja celija u

delu koji je tretiran NTAP (Schuster et al, 2016).

2.4. Primena NTAP u cilju koagulacije krvi

Kontrola krvarenja i efikasna hemostaza tokom hirurSke intervencije znacajno uti¢u na uspeh
same hirurS8ke intervencije. Elektrokauterizacija predstavlja modernu tehniku tokom Kkoje
dolazi do zaustavljanja krvarenja. KarakteriSe se primenom jednosmerne struje koja generise
toplotu na povrsini tkiva (Lord et al, 1991). Zagrejane elektrode dolaze u kontakt sa ranom i

dovode do pojave pirolize (razlaganja) 1 isparavanja. Medutim, Cesto prilikom kontakta tkiva i
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zagrejanih elektroda dolazi do lepljenja ugljenisanog tkiva za metal elektode i ponovne pojave
krvarenja prilikom odvajanja metalne elektrode (Fridman G et al, 2008).

Primena NTAP utice pozitivno na proces koagulacije krvi bez termalnih efekata na okolna
tkiva. Fridman i saradnici (Fridman G et al, 2007b) pokazali su da se tokom NTAP tretmana
stvara prirodan proces koagulacije krvi. Uocili su da nakon 15 s trajanja tretmana, krv
koagulise za 1 min. Takode, uocili su da se nakon plazma tretmana za oko 15 s inicira proces
formiranja trombina. Primena NTAP dovela je do porasta u koncentraciji Ca™ putem
oksidacionog/redoks mehanizma uz pomo¢ vodonikovih jona. Vodonikovi joni formiraju se u
krvi kao posledica niza jonsko-molekularnih procesa koje indukuju plazma joni (Fridman G et
al, 2007b).

U pojedinim studijama dobijeno je da NTAP aktivira prirodni proces koagulacije ali da je tom
prilikom otpustanje Ca’ jona i promena pH beznacdajna. Kalghatagi i saradnici (Kalghatgi et
al, 2007) su pokazali da tretman NTAP smanjuje vreme koagulacije krvi bez antikoagulanasa,
kao i citrirane krvi ve¢ nakon 15 s trajanja tretmana. Iako je temperatura NTAP priblizna
sobnoj temperaturi, deo toplote koji se stvara tokom tretmana moze se preneti i na uzorak.
SEM analizom morfoloskog izgleda plazmom tretirane normalne krvi uocene su pseudopode
(povecana aktivacija trombocita), kao 1 povecana agregacija trombocita. Nakon tretmana
antikoagulantne krvi pored pojave pseudopoda, agregata trombocita, primetili su i formiranje
fibrina. Na osnovu dobijenih podataka u svom eksperimentu, ova grupa autora dosla je do
zakljucka da primena NTAP direktno utiCe na pretvaranje fibrinogena u fibrin (Kalghatgi et
al, 2007). Choi i saradnici (Choi et al, 2010) analizirali su primenu NTAP in vitro i in vivo na
proces koagulacije krvi zdravih miseva. In vitro studija je pokazala da 20 s nakon NTAP
tretmana dolazi do potpune koagulacije krvi. Takode, uocili su da do procesa koagulacije
dolazi 1 u situaciji kada ne postoji direktan kontakt izvora NTAP 1 uzorka. Zakljucili su da
ovako aktiviran proces koagulacije nastaje kao rezultat efekta brojnih radikala koji se stvaraju
u plazmi i malih termickih efekata. U in vivo studiji koristili su isti izvor NTAP i tretirali ranu
na repu miSa. Uocili su da je 1 min nakon tretmana NTAP doslo do zaustavljanja krvarenja 1
sledstvenog stvaranja krvnog ugruska (Choi et al, 2010). Ikehara i saradnici (lkehara et al,
2013) su na animalnim modelima procenjivali uspeh hemostaze nastale primenom NTAP.
Uodcili su da nakon NTAP tretmana dolazi do brze koagulacije usled krvarenja iz arterijskog
krvnog suda. HistoloSkom analizom krvnog ugruska zapazili su eozinofilne fibrozne strukture
nakon plazma tretmana kao posledicu aktivnosti trombocita i eritrocita. Zakljucili su da izvor

NTAP koristi krv kao oblogu za povredena podrucja (Ikehara et al, 2013).
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3. Eksperimentalna i klinicka primena NTAP u stomatologiji

Bioloski efekti NTAP (interakcija sa razliCitim celijama, antimikrobni, regenerativni i
antitumorski efekat) u stomatologiji mogu doprineti u reSavanju razlicitih patoloskih stanja
(dekontaminacija zubnih struktura, biofilma, dezinfekcija kanala korena, terapija tumora
maksilofacijalne regije). Takode, indukcija polimerizacije i beljenje zuba se moze posti¢i
tretmanima NTAP.

3.1. Antimikrobni efekat NTAP

Dentalni plak (biofilm) predstavlja organsku, bakterijsku, opalescentnu meku naslagu koja se
akumulira na zubima. Slozena zajednica mikroorganizama smes$tena u matriks glikoproteina
kolonizacijom razli¢itih vlaznih povr$ina ¢ini biofilm (Dimitrijevi¢ et al, 2011a). Bakterije u
biofilmu proizvode ekstracelularnu polimernu supstancu koja ¢ini najveéi deo biofilma (50-
95% suve tezine). Ekstracelularna polimerna supstanca zaduzena je za oCuvanje integriteta
biofilma, spreavanje njegovog isuSivanja i zaStitu od Stetnih agenasa (Lindhe, 1998).
Dentalni plak se akumulira na povrSinama zuba, protetskim radovima, ispunima, u
gingivalnom sulkusu, gingivalnim i parodontalnim dzepovima (Dimitrijevi¢ et al, 2011a).
Eliminacija biofilma vrsi se mehanicki primenom ultrazvucnih instrumenata, posebnih kireta,

poliranjem povrsine zuba, ispuna i protetskih radova.

Pored mehanickog uklanjanja biofilma, primena antimikrobnih lekova (antibiotika) nekada
moze biti terapija izbora. Princip delovanja antibiotika ogleda se u pogadanju 1 inhibiciji
esencijalnih procesa u organizmu, usporavanju rasta i smrti Celija. U situacijama kada su
bakterije izlozene dejstvu medikamenata ¢ija je doza manja od minimalne baktericidne
koncentracije, one mogu mutirati i postati rezistentne (Richardson, 2017). Rezistencija
bakterija na antibiotike i druge preparate zavisi od nutritivnog statusa, brzine rasta bakterija,
pH, temperature kao i prethodnog izlaganja koncentracijama antimikrobnih lekova
(Socransky, 2002). Mikroorganizmi koji se nalaze u zajednici kao §to je dentalni plak su
otporniji na konvencionalne antibiotike u odnosu na one koje zive planktonski (Gilbert et al,
1997). Kouidhi i saradnici (Kouidhi et al, 2015) ukazuju na nekoliko mehanizama rezistencije
biofilma na antibiotike: (a) ograniCena penetracija antimikrobnih agenasa usled prisustva
ekstracelularne polimerne supstance (Corbin et al, 2011). Takode, na stepen penetracije mogu
uticati veli¢ina molekula lekova (Thurnheer et al, 2003), antimikrobna hidrofobnost (Sandt et
al, 2007), interakcija sa komponentama biofilma (Stewart, 2003), elektrostaticka interakcija
(Ganeshnarayan et al, 2009), apsorpcija (Otten et al, 2012), neutralizacija enzimima (Stewart

et al, 2000); (b) indukcija odgovora na stres usled promene pH i dejstva hemijskih agenasa
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(Lemos, 2008); (c) smanjena stopa rasta i usporen metabolizam usled ekstremnih promena pH
I temperaturnih promena (Kouidhi et al, 2015); (d) povecana ekspresija pumpi rezistentnih na
brojne lekove (Lubelski et al, 2007); (e) aktivacija quorum sensing sistema tj. komunikacija
mikroorganizama u biofilmu i stvaranje odredenih hemijskih signalnih molekula (Pumbwe et
al, 2008); (f) promena profila proteina spoljasnje membrane i smanjenje propustljivosti ¢elija

za prodor antibiotika (Kouidhi et al, 2015).

U naSoj zemlji moguénost primene NTAP, stvorene modifikovanom plazma iglom kao
izvorom, za in vivo dezinfekciju i antimikrobnu terapiju ispitivana je od strane Mileti¢ i
saradnika (Mileti¢ M, 2013). Sprovedena je opsezna studija u kojoj je izvrSena evaluacija
antimikrobnog potencijala NTAP na razli¢ite Gram pozitivne i Gram negativne bakterije u
suspenzijama i bakterijski biofilm. Pokazano je da NTAP deluje snazno antimikrobno na
bakterije u suspenziji kao i da efikasnost raste sa povecavanjem snage i vremena izlaganja.
Ispitivani Gram-negativni mikroorganizmi (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) su
pokazali veéu osetljivost na dejstvo NTAP u odnosu na Gram pozitivne mikroorganizme
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) (Mileti¢c M, 2013; Puaé et al, 2015).
Analizom efekta NTAP na biofilm Streptococcus mutans i MRSA utvrdeno je da tretman
uti¢e inhibitorno na formiranje biofilma ali nije postignuta eradikacija ve¢ formiranog. Pored
definisanja uslova plazma tretmana pod kojim se ostvaruju Zeljeni efekti, za buducu primenu
NTAP in vivo od presudnog znacaja je da ona ne uzrokuje oStecenje tkiva. Toksicnost plazme
stvorene modifikovanom plazma iglom ispitivana je na humanim mezenhimalnim mati¢nim
¢elijama 1zolovanim iz periferne krvi 1 pokazano je da pod uslovima pod kojim ostvaruje
snazan baktericidan efekat, ona ne utiCe znacajno na vijabilnost i adherenciju ovih cCelijja

(Lazovi¢ et al, 2010).

Zbog povecane rezistencije mikroorganizama dentalnog plaka na antibiotike, antimikrobni
efekti NTAP bi mogli biti alternativna zamena. Dalja istraZzivanja su potrebna radi jasnog
definisanja mehanizama baktericidnog efekta NTAP kao i optimizacija rezima za primenu na

mikroorganizme dentalnog plaka.

3.1.1. Karijes

Karijes predstavlja oboljenje tvrdih zubnih tkiva. Zahvacéena tkiva karakteriSu se promenama
koje nastaju kao posledica demineralizacije i remineralizacije. Mikroorganizmi dentalnog

plaka i ugljeni hidrati iz hrane fermentacijom dovode do formiranja kiselina koje rastvaraju
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kristale apatita. Pojava kiselina, kao i anaerobna sredina dentalnog plaka dovodi do pada pH.

Koncentracija kiselina je tada dovoljna da dovede do procesa demineralizacije gledi.

Primena NTAP moze biti efikasna u eliminaciji mikroorganizama koji su glavni uzrocnici
karijesa. U radu Sladek i saradnika (Sladek et al, 2007) analiziran je antimikrobni efekat
NTAP na kariogeni mikroorganizam Streptococcus mutans i uporedivan efekat NTAP
(plazma igle) sa dejstvom 0,2% rastvora hlorheksidina (CHX). Nakon NTAP tretmana uocena
je inhibicija rasta Streptococcus mutans. Zakljucili su da odgovor biofilma na NTAP tretman
zavisi od naCina primene tretmana i prisustva saharoze. Uocili su da je kod ponavljajuceg
plazma tretmana efekat bio slabiji, jer je period od 24 h do drugog ponavljanja isuvise dug i
dovoljan da se bakterije koje su prezivele oporave. Na podlogama sa saharozom ponovni rast
mikroorganizama je bio brzi. Tretman 0,2% rastvorom CHX doveo je do potpune inhibicije

rasta Streptoccocus mutans (Sladek et al, 2007).

Tretman NTAP u prisustvu vode moze imati baktericidni efekat na streptokokni biofilm koji
je lokalizovan na povrSini zuba jer voda u kombinaciji sa NTAP tretmanom dovodi do
stvaranja OH" radikala i sloZenijeg hemijskog sistema (Kovalova et al, 2014). Hemijske
reakcije koje se deSavaju tokom NTAP tretmana sa prisustvom vode baziraju se na kiselinsko-
baznim reakcijama, reakcijama oksidacije, redukcionim reakcijama i fotohemijskim

reakcijama indukovanih od strane UV zraCenja iz plazme (Lukes et al, 2012).

Pored steptokoka u karijesno promenjenom dentinu mogucéa je pojava drugih sojeva
mikroorganizama. Studija Yang i saradnika (Yang et al, 2011) pokazala je da se za manje od
90 s trajanja tretmana redukuje soj Lactobacillus acidophilus. Rupf i saradnici (Rupf et al,
2010) su pokazali da tretman NTAP u trajanju od 6 s dovodi do inaktivacije Lactobacillus
casei i Candida albicans. Takode su pokazali da je inaktivacija Streptoccocus mutans
postignuta duzim trajanjem plazma tretmana (12 i 18 s). U istrazivanju su ispitivali
antimikrobni efekat NTAP na agarnim podlogama i dentinskim diskovima i pokazali su da je
efekat NTAP bio slabiji na dentinskim diskovima. Kao objasnjenje za ovakvu pojavu, naveli
Su mogucénost penetracije mikroorganizama u dentinske tubule pre tretmana plazmom tokom

suSenja uzoraka. Takode, potiskivanje mikroorganizama ka unutrasnjosti dentina usled
3.1.2. Gingivitis i parodontopatija

Mikroorganizmi dentalnog plaka mogu dovesti do inflamacije gingive, a daljim
napredovanjem procesa dolazi do inflamacije ostalih tkiva parodoncijuma, njihovog razaranja
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i formiranja parodontalnog dZzepa. U terapiji inflamacije koriste se razli¢iti medikamenti
(antibiotici, antisepti¢na sredstva, antiinflamatorni lekovi, analgetici). Pored medikamentozne,
neophodno je sprovesti i kauzalnu terapiju (mehani¢ko uklanjanje supragingivalnog i
subgingivalnog kamenca, mekih naslaga, obrada parodontalnih dZzepova, poliranje povrsine
zuba) primenom razli¢itih instrumenata i aparata. Ukoliko je razaranje tkiva potpornog
aparata obimno i uspeh nije zagarantovan sprovodenjem kauzalne faze terapije, neophodno je

hirurskim putem ukloniti parodontalni dZep 1 obezbediti uslove za stabilnu remisiju bolesti.

Mogucénost primene NTAP u parodontalnoj terapiji ispitivana je u studiji Mileti¢ i saradnika
(Mileti¢ M, 2013). Osnov za ovakva istraZivanja predstavljala je sama fizicka konstrukcija
plazma igle kao izvora koja omogucava lokalizovano i kontrolisano dejstvo kao i dokazi o
snaznom antibakterijskom dejstvu (Lazovi¢ et al, 2010; Mileti¢ M et al, 2013; Mileti¢ M et al,
2014; Puac et al, 2015). Medutim za buducu klini¢ku primenu od presudnog znacaja je da
plazma deluje selektivno antimikrobno pri ¢emu ne oste¢uje okolno zdravo tkivo. Da bi
ispitala uticaj plazma tretmana na parodontalno tkivo ova grupa autora ispitivala je efekat
NTAP na Celijske funkcije humanih mezenhimalnih mati¢nih delija izolovanih iz
periodoncijuma zuba. Utvrdili su da, primenjena pod uslovima pod kojim deluje antimikrobno
ona ne deluje citotoksicno na ove ¢elije. Dodatno su pokazali da pod istim uslovima plazma
povecava aktivnost ranog markera osteogene diferencijacije, zbog €ega bi plazma tehnologija
u buducnosti, zajedno sa multipotentnim mati¢nim ¢elijama iz periodoncijuma, mogla da nade

primenu u regenerativnoj terapiji i tkivnom inZenjeringu.

3.1.3. Periimplantitis

Biofilm moze dovesti do pojave zapaljenja periimplantne mukoze. Usled pojave zapaljenja
dolazi do destrukcije vezivnog tkiva i patoloskih promena koje dovode do odvajanja
periimplantnog epitela od povrSine implantata. Migracija pripojnog epitela i gubitak kosti u
apikalnom pravcu dovodi do pojave periimplantnog dZepa koji je slian parodontalnom

dzepu.

Terapija periimplantnog mukozitisa podrazumeva mehani¢ko uklanjanje dentalnog plaka
plasticnim ruénim instrumentima i ultrazvuénim instrumentima sa posebno dizajniranim
plastiénim radnim nastavcima. Neophodna je i obuka i motivacija pacijenata u odrzavanju

oralne higijene, kao i upotreba preparata za hemijsku kontrolu plaka (0,12% rastvor CHX).
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Pojava periimplantnog dzepa i gubitak kosti oko implantata zahteva primenu hirurSkih
metoda. Hirurska terapija ima za cilj eliminaciju patoloski promenjenog periimplantnog tkiva,

periimplantnih dZepova, defekata i deformiteta u kosti (Dimitrijevic¢ et al, 2011Db).

Tretman NTAP svojim antimikrobnim dejstvom moze inaktivisati mikroorganizme koji mogu
biti uzro¢nici periimplantitisa. Studija Koban i saradnika (Koban, 2011) analizirala je efekte
tri razliita izvora NTAP na soj Streptococcus mutans na titanijumskim plo¢icama in Vitro i
na uzorcima nestimulisane salive in vivo. Kod plazma mlaza koristili su Cist Ar i smeSu
gasova (99% Ar+1% O,). Rastojanje vrha plazma mlaza od povrSine uzorka bilo je 7 mm, a
vreme trajanja tretmana 1, 2, 5 1 10 min. Primenom plazma mlaza uocena je redukcija rasta
mikroorganizama nakon 1 min trajanja tretmana. Smesa gasova je takode uticala na efekat
redukcije biofilma. Na biofilmu salive tretmani plazma mlazom u trajanju od 1 i 2 min
ispoljili su snazne antimikrobne efekte u poredenju sa dejstvom kontrolnog rastvora CHX
(Koban, 2011). Rupf i saradnici (Rupf et al, 2011) su Kkoristili izvor NTAP (plazma mlaz) sa
vodeno-vazdusnim sprejom u procesu dezinfekcije i uklanjanja in situ biofilma sa
titanijumskih struktura. Nakon svih plazma tretmana zabeleZena je inaktivacija i eliminacija
ranog 1 zrelog biofilma sa titanijumskih povrS§ina bez mikrostrukturnih ostecenja povrSine.
Zavrsni tretman izvorom NTAP nakon ispiranja uzoraka uklanja mikroorganizme i ostatke

biofilma iz mikrostruktura titanijumskih povrsina (Rupf et al, 2011).

3.1.4. Infekcija endodoncijuma

Infekcije u kanalu korena zuba uzrokovane su mikroorganizmima. Endodontski tretman
podrazumeva eliminaciju mikroorganizama iz kanala korena zuba, kao i opturaciju kanala
korena kako bi se spre€ila potencijalna reinfekcija. Konvencionalnim tehnikama kojima se

sprovodi endodontski tretman nije moguce u potpunosti unistiti sve mikroorganizme.

Podaci iz literature pokazuju moguénost inaktivacije Enteroccocus faecalis upotrebom
razli¢itih izvora NTAP (Du et al, 2013; Lu et al, 2009; Ureyen et al, 2014; Wang et al, 2011).

Lu i saradnici (Lu et al, 2009) su koristili izvor NTAP koji je generisan u samom kanalu
korena zuba. Kao radni gas koris¢en je 100% He, 100% Ar, kao i smese 80% He+20% O, |
80% Ar+20% O,. Uzorci su tretirani 4 min, a nakon tretmana vrsena je inkubacija 24 h na 37
°C. Zakljucili su da tretman NTAP dovodi do eliminacije Enteroccocus faecalis za nekoliko
minuta. Wang i saradnici (Wang et al, 2011) koristili su NTAP (plazma mlaz) sa
kombinacijom radnog gasa 98% He i 2% O, i udaljenosti vrha NTAP od povrSine uzorka 5
mm. Nakon instrumentacije u svaki kanal je injektiran Enteroccocus faecalis. Analizirali su
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antimikrobni efekat NTAP u kanalu korena nakon injektiranja mikroorganizma, a zatim i
ucestalost reinfekcije nakon primene NTAP 1 razli¢itih medikamenata (formorkrezol,
kamforfenol, kalcijum-hidroksid). Sa poveéanjem duzine trajanja svih tretmana doslo je do
efikasnije dezinfekcije kanala korena (98,8% inaktivacije Enteroccocus faecalis nakon 8
min). Sto se reinfekcije tice, ista nije zabelezena nakon 40 minutnog plazma tretmana i nakon
medikacije formorkrezolom. SEM analizom pokazano je da nakon 30 minutnog trajanja
tretmana bakterije nisu bile prisutne u kanalu korena. Zakljucili su da NTAP tretman moze

biti brzo i efikasno reSenje za endodontski tretman kanala korena zuba.

Efekat NTAP u kombinaciji sa 2% rastvorom CHX na sposobnost inaktivacije Enteroccocus
faecalis i ostalih mikroorganizama iz biofilma kanala korena analizirali su Du i saradnici (Du
et al, 2013). Rastvor CHX je sproveden kroz cev kroz koju proti¢e gas NTAP i time je
omogucen zajednicki tretman izvora NTAP i CHX. Kao radni gas koriS¢ena je smeSa
helijuma i kiseonika, a tretmani su trajali 2 1 5 min. KoriS¢eni su zubi govedeg porekla tako da
je polovina uzoraka inficirana sojem Enteroccocus feacalis, a druga polovina ostalim
mikroorganizmima biofilma. Kod eksperimentalnih tretmana (NTAP; NTAP i 2% CHX;
NTAP (He+O;) i 2% CHX) ucestalost ¢elijske smrti mikroorganizama bila je 40-80%, dok je
kod kontrolnih tretmana (2% CHX odnosno 0,85% fizioloski rastvor) iznosila svega 10-13%.
Duzi tretman znaCajno je vise redukovao broj mikroorganizama biofilma kod
eksperimentalnih grupa. Najefikasnije se pokazao tretman NTAP u kombinaciji sa 2% CHX
tokom obe duzine trajanja tretmana. Zakljucili su da kombinovana upotreba razlicitih
irigacionih rastvora i/ili NTAP, lasera, ultrazvu¢nih nastavaka moze poboljSati antimikrobni

efekat (Du et al, 2013).

Efikasnost antimikrobnog dejstva NTAP po tre¢inama kanala korena analiziran je od strane
Ureyen i saradnici (Ureyen et al, 2014). Pokazali su da je efekat NTAP u trajanju od 5 min
bio najefikasniji u koronarnoj u odnosu na srednju i apikalnu tre¢inu. Razlog za ovakvu
pojavu moze se objasniti pretpostavkom da je NTAP najefikasnija 5-6 mm ispod plazma igle
(Kim et al, 2010).

3.2. Interakcija NTAP sa materijalima na bazi smola
3.2.1. Polimerizacija materijala na bazi smola

Materijali na bazi smola (smolom-modifikovani glas jonomer cementi, dentalni adhezivi,
kompomeri, kompoziti) vezuju se procesom polimerizacije koji je po tipu hemijske reakcije

slobodna radikalska adicija. Proces polimerizacije deSava se kao posledica ekscitacije
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inicijatorskog sistema i stvaranja slobodnih radikala koji zatim reaguju sa molekulima
monomera (monomerni radikal) i njihovog pretvaranja u polimere (polimerni radikal). Na
kraju procesa polimerizacije dolazi do terminacije polimernih lanaca, odnosno stvaranja

nereaktivnih molekula koji se ne mogu dalje polimerizovati (Stamenkovi¢ et al, 2009b).

Za adekvatnu polimerizaciju neophodno je da se emisioni spektar svetlosnog izvora (lampe)
poklapa sa apsorpcionim spektrom fotoinicijatora u materijalu. Postoje dva tipa
fotoinicijatora: tip 1 i tip 1. Tipu I pripadaju alternativni fotoinicijatori (2,4,6 trimetilbenzoil
difenilfosfin oksid - Lucirin TPO). Najces¢e kori$éen fotoinicijator je kamforhinon (CQ) Kkoji
pripada fotoinicijatorima tipa Il. Ovaj fotoinicijator koristi i energiju za formiranje
sekundarnog elektron transfera (koinicijatora), koji preuzima ulogu slobodnog radikala. Kod
fotoinicijatora tip | nije potrebna dodatna energija za koinicijatore, jer se oni raspadaju na
jedan ili viSe slobodnih radikala pri dobijanju dovoljne energije na ta¢no odredenoj talasnoj
duzini (Price, 2017). Apsorpcioni spektar CQ iznosi oko 450-500 nm sa maksimumom
apsorpcije na 468 nm (Stansbury, 2000). Kod Lucirin TPO apsorpcioni spektar je pomeren ka
UV delu spekta (350-425 nm) sa maksimumom apsorpcije na 380 nm (Miletic V et al, 2013;
Miletic, 2012; Santini, 2010).

U laboratorijskim uslovima moguca je primena NTAP za polimerizaciju smola. U radu Chen i
saradnika (Chen et al, 2012) ispitivan je uticaj NTAP na indukciju procesa polimerizacije
modela adheziva (samonagrizajuci adhezivi). Kao izvor NTAP koriS¢ena je plazma Cetkica sa
Ar kao radnim gasom. Na staklenim plocicama koje su prethodno tretirane NTAP u trajanju
od 60 s, nanet je model adheziva bez fotoincijatora. SmeSa adheziva 1 vode postavljena je na
staklenu plocicu u tankom sloju a zatim je tanak sloj adheziva tretiran NTAP u trajanju od 40
s. Model adheziva sa fotoinicijatorima polimerizovan je konvencionalnom LED lampom u
trajanju od 40 s. Na osnovu visokih vrednosti stepena konverzije i analize infracrvene
spektroskopije uocili su da plazma tretman indukuje polimerizaciju samonagrizajucih
adheziva (Chen et al, 2012). Do inicijacije reakcije polimerizacije tokom tretmana NTAP
dovodi direktan prenos energije od sudara pobudenih Cestica sa monomerima. Ovaj transfer
energije dovodi do raskidanja vinil dvostrukih veza i nastajanja radikala koji reaguju sa
nereagovanim monomerima i drugim radikalima (Epaillard et al, 1989).

Poznato je da prisutvo vode moze negativno uticati na stepen konverzije, tako Sto porast
sadrzaja vode za npr. 10% smanjuje stepen konverzije za 14% kod svetlosnopolimerizujuc¢ih
adheziva koji koriste najces¢i fotoincijatorski sistem kamforhinon-tercijarni amin (Wang et al,

2006). S druge strane, Chen i saradnici (Chen et al. 2012) su utvrdili da kod plazmom
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indukovane polimerizacije stepen konverzije ne zavisi od sadrzaja vode, ve¢ da prisutvo vode
moze povecati konverziju. Tokom plazma tretmana dolazi do uklanjanja vode protokom gasa,
tako da se ovakvim nacinom indukcije polimerizacije moze ukloniti negativan uticaj vode.
Takode, uoceno je da nakon plazma tretmana moze do¢i do reakcije slobodnih radikala iz
adhezivnog sloja sa O, i H,O iz ambijentalne sredine i formiranja novih kiseoni¢nih grupa i
vodoni¢nih veza. Prisustvo novih funkcionalnih grupa ¢ini povrSinu aktivnijom i moze

poboljsati vezu sa kompozitom (Chen et al, 2012).

3.2.2. Plazma izvori za svetlosnu polimerizaciju

Plazma lampe su ranije koriSéene za svetlosnu polimerizaciju materijala na bazi smola.
Sastojale su se od dve tungsten elektrode u komori u kojoj se nalazi gas Ar pod visokim
pritiskom. Na komori se nalazi sintetski prozor tamno-plave boje kroz koji se emituje svetlost
(Rueggeberg, 1999). Izlazna snaga prilikom koriS¢enja plazma lampe bila je oko 2000
mW/cm? (Rueggeberg, 2011).

Osnovne prednosti plazma lampi su visoka izlazna snaga, talasna duzina od oko 470 nm
(Munksgaard et al, 2000) i krace vreme polimerizacije od LED lampi §to omoguéava komfor
pacijentu i stomatologu i skracuje klini¢ki rad (Munksgaard et al, 2000). Price navodi da je

dovoljno oko 3 do 5 s za polimerizaciju kompozita debljine 2 mm (Price, 2017).

U literaturi postoje podaci da polimerizacija tada$njim plazma lampama nije bila
zadovoljavaju¢a u dubljim delovima materijala, da je prisutan manji stepen konverzije,
otpornost materijala na savitljivost materijala manja, a koli¢ina izluzenih monomera znatna u
odnosu na druge komercijalno dostupne lampe za svetlosnu polimerizaciju (Deb, 2003;
Munksgaard et al, 2000; Peutzfeldt et al, 2000).

Zbog robusnosti celokupnog sistema i nemogucnosti premestanja, buke tokom primene,
visoke cene, plazma lampe nisu nasle svoje mesto u klinickoj praksi (Price, 2017; Santini,
2010). lako se ranije plazma lampe nisu pokazale konkurentnim u odnosu na LED lampe za
svetlosnu polimerizaciju materijala na bazi smola, plazma izvor u unapredenoj tehnologiji ima

potencijalnu primenu i u ovom segmentu restaurativne stomatologije.

3.3. Primena NTAP u postupku beljenja zuba

Beljenje zuba predstavlja postupak tokom kojeg se zeli ukloniti prebojenost na zubima.
Najcesce se za ovaj postupak koriste aktivni agensi, vodonik-peroksid (H,O;) i karbamid-
peroksid (ChgN2O3). U zavisnosti od tehnika beljenja i indikacije navedeni agensi se koriste u
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razli¢itim koncentracijama. Veée koncentracije se koriste za ambulantno beljenje, dok se nize
koncentracije koriste za ku¢nu tehniku beljenja. Aktivacija navedenih agenasa moze biti
hemijska, toplotna ili svetlosna. U svetlosne izvore za aktivaciju agenasa za beljenje zuba
ubrajaju se i plazma izvori. Tokom primene NTAP u procesu beljenja zuba glavni cilj je

oslobadanje -OH radikala i uklanjanje povrsinskih proteina (Lee et al, 2009).

Brojne studije su pokazale da kombinacija sredstava za beljenje zuba (vodonik-
peroksid/karbamid-peroksid) i NTAP dovodi do promene boje zuba (Claiborne et al, 2014;
Lee et al, 2010; Nam et al, 2013). Clairborne i saradnici su Koristili vodonik-peroksid u
koncentraciji od 36% i tretirali su povr$inu zuba zajedno sa izvorom NTAP tokom 10, 15 i 20
min (Claiborne et al, 2014). Lee i saradnici (Lee, 2010) su Kkoristili 20% vodonik-peroksid i
izvor NTAP za beljenje humanih zuba in vitro. Zubi su podeljeni na polovine i jedna polovina
je potopljena u kafu, a druga u crveno vino tokom 7 dana. Nakon toga vrSeno je beljenje
uzoraka, tako da je povrSina zuba bila izlagana izvoru NTAP i premazivana sa 20 pl rastvora
vodonik-peroksida na svakih 30 s tokom 20 min (Lee, 2010). Nam i saradnici (Nam et al,
2013) su u in vitro uslovima premazivali bukalne povrSine krunice zuba sa 15% gela
karbamid-peroksida sa dodatkom 4,5% vodonik-peroksida, a zatim izlagane izvoru NTAP u

trajanju od 20 min.

Studija Nam i saradnika (Nam et al, 2017) bavila se analizom strukturnih defekata i
mineralnog sadrzaja gledi i dentina nakon primene NTAP za beljenje zuba. Primena NTAP u
kombinaciji sa 15% vodonik- i karbamid-peroksidom tokom 30 min nije znacajno uticala na
promenu mikrotvrdo¢e zubnih tkiva. Zastupljenost minerala (maseni odnos) Ca, P, Na, Cl,
Mg, Zn bila je sli¢na kod svih uzoraka. Zakljucili su da je kombinovani tretman beljenja zuba
(NTAP i vodonik-peroksid ili karbamid-peroksid) bezbedan i da ne utie na promenu
morfologije | hemijskog sastava gledi i dentina. U drugoj studiji ista grupa autora je pratila
temperaturu povrsine zuba tokom plazma tretmana i utvrdili su da temperatura nije prelazila
37 °C, $to ukazuje da tretman NTAP tokom beljenja zuba ne dovodi to termickih oStecenja

zubnih tkiva (Nam et al, 2013).

3.4. Modifikacija povrsine materijala i zubnih tkiva primenom NTAP

U medicini i stomatologiji biomaterijali (prirodni ili sintetski) se koriste kako bi se poboljsala
ili zamenila funkcija tkiva ili organa bez izazivanja nezeljenih reakcija (Zhang, 2018).
Ponekad i pored stalnog usavrSavanja materijala u smislu njihove biokompatibilnosti, pojedini
materijali unutar organizma mogu dovesti do pojave nezeljenih efekata i do neuspeha

implementacije (implantati) (Franz et al, 2011). Promena povrsinskog sastava materijala moze
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doprineti poboljsanju osobina materijala i sledstvenog uspeha terapije. Primenom NTAP
moze se posti¢i promena hemijskog sastava i osobina tretirane povrSine (biokompatibilnost,
hrapavost, kvaSenje, povrSinska energija, adhezija, hemijska inertnost) (Chu et al, 2002).
Modifikacija povrSine polimera dejstvom NTAP odvija se zahvaljujuéi interakciji elektrona,
jona i slobodnih radikala kroz mehanizame kao §to su ¢iscenje ,,surface cleaning®, nagrizanje
,surface etching®, funkcionalizacija povrsine ,,surface functionalization®, umrezavanje Cestica
povrsine ,,surface crosslinking i hemijska depozicija. Efikasnost modifikacije povrSine
primenom NTAP zavisi od razli¢itih energija plazma cestica (Schmidt, 2005; Wolf, 2002).
Dubina dejstva navedenih mehanizama je razli¢ita, pa tako tokom nagrizanja dubina dejstva
iznosi oko 10-100 nm, dok je kod funkcionalizacije povrSine dubina ograni¢ena na 1 nm.
Promene koje se deSavaju ograni¢ene su na povrSinski sloj i tek nekoliko molekularnih
slojeva dublje, §to ukazuje na to da tretman NTAP ne menja unutrasnjost materijala. Dejstvo
ovih mehanizama nikad nije odvojeno, ve¢ je udruzeno tj. jedan ili viSe mehanizama mogu

uzrokovati pojavu ostalih (Zhu et al, 2014).

Cis¢enje povrsine obuhvata niz faza tokom kojih se aktiviraju reaktivne &estice NTAP i
dolaze u kontakt sa tretiranom povrSinom. Interakcijom reaktivnih Cestica NTAP i povrSine
uklanjaju se produkti u reaktivnom podruéju plazme. Ciéenje dejstvom NTAP je suvi proces
1 za razliku od primene vlaznih metoda cCiS¢enja predstavlja ekoloSku i1 ekonomicniju
alternativu. Tokom odvijanja procesa ciS¢enja NTAP smanjenja je mogucnost
rekontaminacije usled primene adekvatnog protoka gasa i redukcije ambijentalnog vazduha u

najvec¢oj mogucoj meri (Arefi-Khonsari, 2008; Wolf, 2002).

Nagrizanje predstavlja viSe hemijski u odnosu na primarni fizicki proces koji je zastupljen u
manjoj meri. Tokom nagrizanja dolazi do reakcije izmedu atoma tretirane povrSine i atoma
NTAP (atomi gasa). Cestice plazme (slobodni radikali, elektroni, joni) bombarduju povrsinu i
raskidaju kovalentne veze kod polimernih materijala. Bombardovanje povrSine elektronima
NTAP dovodi do povecanja aktivnog umrezavanja (crosslinking activity forces) sto rezultira
znaCajnim jon bombardovanjem (inicirano od strane pozitivnih jona) i1 povecanim
mikronagrizanjem. Kao rezultat nagrizanja i raskidanja kovalentnih veza stvaraju se
niskomolekularno-maseni polimerni lanci. Skra¢ivanjem lanaca isparljivi oligomeri i

monomeri isparavaju i uklanjaju se izduvnim gasom.

Proces nagrizanja povrSine NTAP sastoji se od nekoliko progresivnih faza koje se ogledaju u
formiranju reaktivnih Cestica usled generisanja plazme, interakcije reaktivnih cestica sa
povrSinom, adsorpcije prispelih Cestica 1 njithovog hemijskog vezivanja za povrSinu,
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transitorno formiranje novih molekula, njihovo oslobadanje sa povrSine i uklanjanje.
Bombardovanje od strane jona ima direktan uticaj na formiranje reaktivnih Cestica,
adsorpciju, hemijsko vezivanje Cestica za povrSinu, formiranje novih molekula i njihovo

oslobadanje (Francis, 2003d; Wolf, 2002).

Kod niskomolekularno-masenih organskih materijala prisustvo organskog debrisa predstavlja
problem za ostvarivanje adekvatne adhezije. Kontaminirani slojevi mogu biti fizicki i/ili
hemijski vezani za povrs$inu. Primenom kiseoni¢ne NTAP moze se na efikasan nac¢in ukloniti
debris preko hemijske reakcije sa kontaminiranim cesticama. Kontaminirane cCestice

isparavaju i uklanjaju se sa povrsine (Wolf, 2002).

Tokom interakcije NTAP sa povrSinom dolazi do raskidanja polimera i formiranja slobodnih
radikala. Dodatni slobodni radikali nastaju od strane UV fotona sadrzanih u NTAP. Formirani
slobodni radikali su termodinamicki nestabilni i oni reaguju sa drugim slobodno radikalskim
Cesticama koji poticu od povrSine 1 formiraju stabilne kovalentno vezujuée atome ili
funkcionalne grupe ¢ime se ostvaruje umrezavanje razliCitih Cestica na povrSini (Arefi-

Khonsari, 2008; Wolf, 2002).

Funkcionalizacija povrSine ogleda se u formiranju visoko reaktivnih slobodnih radikala koji
dovode do aktivacije povrSine. Aktivacija povrSine visoko homogenom 1 aktivnom
atmosferskom plazmom koja sadrzi He kao osnovni gas odvija se na principu vezivanja
peroksida iz atmosfere i njegovu inkorporaciju u samu povrsinu. Na ovaj nacin povecava se

vlaznost tretirane povrsine (Arefi-Khonsari, 2008; Wolf, 2002).

Visoko reaktivne Cestice NTAP dovode do formiranja polarnih funkcionalnih grupa na
povrsini polimera. Usled prisustva polarnih kovalentnih grupa ostvaruju se jake kovalentne
veze izmedu tretirane povrSine 1 supstrata koji se nanosi. Mogucénost ostvarivanja jakih
kovalentnih veza potic¢e od sposobnosti NTAP da dovede do restrukture povrsine (Fridman A,
2008d; Wolf, 2002).

Sposobnost spajanja dva razliCita materijala povezivanjem atoma ili molekula predstavlja
adheziju. Sile adhezije deluju na grani¢nim povrSinama razliCitih materijala (gas-cvrsto,
teCno-Cvrsto, Cvrsto-Cvrsto). Sposobnost ostvarivanja adhezivne veze zavisi od fizicko-
hemijskih karakteristika adherenta (gledi, dentina, metalnih legura, keramickih sistema,

kompozita, glas-jonomer cementa) i adhezivnog sredstva.
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3.4.1. KvaSenje i povrSinska energija

Kvasenje predstavlja fenomen kojim se opisuje sposobnost penetracije dentalnih adheziva i
cemenata koje nastaje kao rezultat balansiranja adhezionih i kohezionih sila. Ovaj fenomen se
opisuje metodom odredivanja kontaktnog ugla (0). Kontaktni ugao predstavlja ugao koji u
tacki dodira tri sredine (gasa, teCnosti 1 ¢vrste povrSine) grade poluravan koja je tangenta na
povrsinu gas/tecnost 1 poluravan koja je tangenta na povrSinu tecnost/Cvrsta povrsina. Ovaj
ugao odreduju koeficijent povrSinskog napona povrsSine/tecnost, koeficijent povrsinskog
napona povrsine/gas i koeficijent povrSinskog napona te¢nost/gas (Stamenkovi¢ et al, 2009a).
Do kvasenja povrsine adherenta (npr. dentina) dolazi kada je vrednost kontaktnog ugla manja
od 90°. Ukoliko je ugao referentne teCnosti tup (0>90°) kvasenje adherentne povrSine je
minimalno. Vrednosti kontaktnog ugla 0°/180° ukazuju da je doslo do potpunog kvasenja ili

odsustva kvasenja ispitivane povrsine.

Tokom procesa vezivanja poznavanje povrSinske energije povrsina je od bitnog znacaja za
njihovu interakciju. PovrSinska energija sastoji se od dve komponente: nepolarne (yX%) i
polarne (y4B). Nepolarna komponenta jo$ se naziva i disperziona komponenta i odnosi se na
Lifshitz-Van der Waals-ove sile. Ona daje informacije o hidrofobnim aspektima interakcije.
Polarne komponente su odgovorne za polarnu, kiselinsko-baznu interakciju i daju informacije
0 hidrofilnim aspektima interakcije. Ovakvo objasnjenje povrSinske energije zasnovano je na

teoriji o medupovrsinskoj interakciji (Fowkes, 1990).

Kiselinsko-bazna (van Oss, Chaudhury, Good) teorija zasniva se na termodinamickim
karakteristikama povrSine tj. na medupovrSinskoj tenziji izmedu reagujuce povrsine i te€nosti.
Van Oss i saradnici (Van Oss et al, 1988; Van Oss, 1987) navode da se polarna komponenta
odreduje na osnovu Lewisovog modela. Elektron akceptor (Lewis kiselinski deo y*) i
elektron donor (Lewis bazni deo_y~) predstavljaju delove polarne komponente. Polarna
(elektron akceptor-elektron donor) interakcija je asimetri¢na (Van Oss, 1987), (Van Oss et al,
1988). Na osnovu ovih parametara mozemo odluciti koji ¢emo tretman (kiseli ili bazni)
primeniti kako bi ostvarili adheziju na ispitivanoj povrSini (Good, 1992). Merenjem
kontaktnog ugla (0) ispitivane povrSine upotrebom najmanje tri razli¢ite tecnosti moguce je

dobiti podatke o vrednostima povrsinske energije (y) i njenih komponenti (&%, yd,ys).

3.4.2. Modifikacija povrsine implantata

Vlaznost povrSine implantata tj. hidrofilnost ima veliku ulogu u procesu oseointegracije,
potencijalnom regulisanju adsorpcije proteina i ponaSanju ¢elija. Adsorpcija proteina i kasnije
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ponasanje Celija zavise od fizicko-hemijskih karakteristika povrSine (povrSinske energije i
naelektrisanja) (Yoshinari et al, 2002), (Yoshinari et al, 2011). Primenom NTAP moguce je
povecanje hidrofilnosti tretirane povrSine 1 modifikacija oksidativnog sloja koji interaguje sa
proteinima i ¢elijama okolnog tkiva. Nakon tretmana NTAP moze se poboljsati adhezija Celija

i tkiva za povrsinu u odnosu na netretirane povrsine (Duske et al, 2012; Zhao et al, 2005).

Duske i saradnici (Duske et al, 2012) analizirali su efekat NTAP na hidrofilnost povrSine
titanijumskih diskova i adherenciju osteoblastnih ¢elija. Kao izvor NTAP koristili su plazma
mlaz na rastojanju 5 mm od povrSine uzorka. Kao radni gas koristili su 100% Ar i smeSe
99,8% Ar+0,2% Oy; 99% Ar+1% O, Duzina trajanja tretmana iznosila je 30, 60 1 120 s.
Vrednosti kontaktnog ugla bile su znacajno manje sa produzenim trajanjem tretmana.
Tretman sa 1% O, bio je znacajno efikasniji u odnosu na 0,2% O, odnosno doveo je do
znacajnijeg smanjenja kontaktnog ugla. Vrednosti kontaktnog ugla bile su priblizne nultoj

vrednosti nakon 120 s tretmana primenom 1% O, u kombinaciji sa Ar.

U literaturi postoje podaci koji ukazuju na to da hidrofilna povrSina poboljSava prijanjanje
¢elija na implantatima (Horbett et al, 1988; Jimbo et al, 2008). Autori su zapazili fuziju Celija
u trodimenzionalne strukture na povrsini implantata nakon tretmana NTAP. Tretman NTAP
sa malom koli¢inom kiseonika (1% O) moze biti efikasan u modifikaciji povrSine i dovesti

do povoljnog ¢elijskog odgovora na povrsini titanijumskih diskova (Duske et al, 2012).

Seo i saradnici (Seo et al, 2014) analizirali su efekat NTAP na povrSini implantata od
titanijumskih (TiO,) nanocevéica za koje se smatra da promovisu bolji bioloski odgovor
(adsorpciju proteina, formiranje krvnih ugruSaka, ponasanje ¢elija) (Lavenus et al, 2010) i
bolju oseointegraciju (Ellingsen et al, 2004). Nisu registrovali promene u morfologiji i
hrapavosti pre i nakon tretmana NTAP. Primenom azota i/ili vazduha kao radnih gasova
uocili su znacajno smanjenje kontaktog ugla nakon 2 i 10 min trajanja tretmana sa rastojanjem
od 3 mm u odnosu na kontrolu. Rendgenska fotoelektronska spektroskopija (XPS) je pokazala
poveéanje koli¢ine O-H, a smanjenje C-H i C-C grupa na tretiranim povr§inama. Ovo
smanjene ugljenika nakon NTAP tretmana dovelo je do vece celijske prijemcivosti, kao i
prezivljavanja ¢elija. Na osnovu ovih nalaza zakljucili su da povecanje hidrofilnosti povrSine

implantata mozZe doprineti osteogenom odgovoru tkiva (Seo et al, 2014).

3.4.3. Modifikacija povrsine keramickih materijala

Keramika predstavlja sintetski neorganski materijal sastavljen od metalnih i nemetalnih

elemenata koji su povezani kovalentnim i/ili jonskim vezama. Vezivanje nadoknada izradenih
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od keramickih materijala za dentin zbrusenog zuba ili livenu/kompozitnu nadogradnju
podrazumeva pripremu tkiva ili nadogradnje (nagrizanje kiselinama) kako bi se stvorili uslovi
za mikromehani¢ku retenciju. Pored mikromehanic¢ke veze u procesu vezivanja veliku ulogu
igra i hemijska veza izmedu slikata u keramici i metakrilnih grupa iz adhezivhog cementa.
Primena razli¢itih metoda pripreme povrSina (adherenta) za vezivanje pomocu adhezivhog

sredstva moze doprineti dugotrajnosti nadoknade.

Valverde i saradnici (Valverde et al, 2013) analizirali su efekat NTAP na povrsini itrijum
stabilizovane keramike i pojavu morfoloskih i hemijskih promena nakon tretmana. Keramicki
diskovi 4 mm debljine tretirani su izvorom NTAP u trajanju od 10 s sa rastojanja od 5 mm, a
kao radni gas korisc¢en je Ar. Nakon tretmana NTAP vrednosti kontaktnog ugla bile su manje
u odnosu na netretirane uzorke i obrnuto proporcionalne vrednostima povrSinske energije.
Analizirajuéi povrSinsku energiju, uocili su vecu zastupljenosti polarne komponente u odnosu
na nepolarnu nakon tretmana NTAP, kao i porast zastupljenosti O, a smanjenja C na povrsini

keramickih diskova.

Park i saradnici (Park et al, 2017) ispitivali su efekte NTAP na jadinu veze fabricke
cirkonijum keramike i adhezivnog cementa. Svi uzorci su tretirani izvorom NTAP sa Ar
radnim gasom u trajanju od 30 s, pri rastojanju od 5 mm izmedu povrsine uzorka i vrha izvora
NTAP. Registrovana je znacajno jaca veza ovako tretirane keramike sa metakriloliksidecil

dihidrogen fosfatnim adhezivnim cementom.

3.4.4. Modifikacija povrsine zubnih tkiva
3.4.4.1. Dentin i veza sa savremenim adhezivnim sistemima

Dentin je specijalizovano mineralizovano vezivno tkivo koje €ini najve¢u masu zuba.
Neorganski sastav dentina (70%) Cine kristali hidroksiapatita (HaP) koji se nalaze u obliku
soli kalcijuma i fosfora. Organsku komponentu (15-20%) cine kolagen tip | i nekolageni
proteini (fosfoproteini, proteoglikani, kiseli glikoproteini, dentin sijaloprotein, koStani
morfogenetski protein, insulinu sli¢an faktor rasta 1 i 2) (Cohen, 2002). Voda je prisutna u
kolic¢ini od 10%. Celom duzinom dentina (od pulpe do gledi) pruzaju se dentinski tubuli. Oni

su ispunjeni dentinskom te¢no§¢u i produzecima odontoblasta (Tomasova vlakna).

U restaurativnoj stomatologiji kompoziti su materijali izbora za direktne ispune kojima se
nadoknaduju tvrda zubna tkiva izgubljena usled karijesa ili traume. Stomatoloski kompozitni
materijali predstavljaju kombinaciju organskih smola (monomera) i neorganskih Cestica

(punilaca) koji su obloZeni silanom radi ostvarivanja hemijske veze izmedu monomera i
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punilaca. Adekvatna veza kompozita i zubnih tkiva je preduslov za dugoro¢ni uspeh
restauracije u uslovima oralne sredine. Osim samoadhezivnih kompozita, sve druge grupe

ovih materijala ostvaruju vezu sa zubnim tkivima preko dentalnih adheziva.

Sa aspekata kompozitnih materijala i dentalnih adheziva dentin predstavlja podlogu sa kojom
je tesko ostvariti optimalnu vezu, zbog svoje kompleksne grade. Veza adheziva sa gledi
smatra se adekvatnom za dugotrajnost kompozitnih ispuna zahvaljuju¢i formiranju

mikroretentivne povrsine dejstvom ortofosforne kiseline (Pashley et al, 2011).

Osnovni cilj dentalnih adheziva je ostvarivanje dobre retencije izmedu dva razlicita supstrata
(kompozitnih materijala i mineralizovanih zubnih tkiva). Oni ostvaruju mikro-mehani¢ku
vezu procesom hibridizacije i hemijsku vezu interakcijom pojedinih monomera i HaP iz
zubnih tkiva (dentina i gledi) (Peumans et al, 2005), (Van Landuyt et al, 2007). Uspeh
adhezije zavisi od moguénosti ostvarivanja intimnog kontakta izmedu adheziva i zubnih tkiva.
Za ostvarivanje veze adheziva sa dentinom od bitnog znaCaja je sposobnost penetracije
adheziva u intertubularne i intratubularne prostore i interfibrilarnu mrezu eksponiranih
kolagenih vlakana (Pashley, 1997). Nakon kiselinskog nagrizanja dentina, adhezivna sredstva
infiltriSu nagrizen dentin i formiraju hibridni sloj (Nakabayashi et al, 1982). Sposobnost

kvaSenja i stepen penetracije su vazni indikatori kvaliteta adhezivne veze (Erickson, 1992).

Za optimalnu adheziju je vazno da adhezivna smeSa kompletno infiltrira demineralizovanu ili
parcijalno demineralizovanu povrSinu zubnih tkiva. Imajuéi u vidu sastav i histolosku gradu
gledi, adhezija sa ovim zubnim tkivom je klini¢ki optimizovana nagrizanjem ortofosofornom
kiselinom. Dentin se pokazuje kao daleko kompleksniji supstrat od gledi, zbog kompleksnije

grade 1 veceg udela organske materije 1 vode.

Savremeni adhezivni sistemi se mogu klasifikovati u totalno-nagrizajuce i samonagrizajuce.
Od nedavno su dostupni i univerzalni adhezivi indikovani ne samo za zubna tkiva ve¢ 1 za
materijale za indirektne ispune (metalne legure, cirkoniju, staklo-keramiku). Razvoj
univerzalnih adheziva imao je za cilj postojanje istih ili boljih osobina u odnosu na standardne
(totalno-nagrizaju¢e i samonagrizaju¢e) adhezive. Takode, razvijeni su sa ciljem da se
pojednostavi aplikacija 1 skrati klini¢ki rad. Jo§ uvek nije razjasnjeno da li bi univerzalne

adhezive trebalo smatrati zasebnom grupom u klasifikaciji adheziva (Chen et al, 2015).

Prema pomenutim adhezivima aktuelna su i tri protokola aplikacije: protokol totalnog
nagrizanja, samonagrizanja i selektivnog nagrizanja. Protokol totalnog nagrizanja

podrazumeva primenu 32-37% ortofosforne kiseline na gled i dentin, ¢ime se postize
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uklanjanje razmaznog sloja, demineralizacija povrsine gledi i dentina i otvaranje dentinskih
tubula (Attal et al, 1994; Pashley et al, 2011). Kod protokola samonagrizanja, kiseli monomeri
parcijalno demineralizuju gled i dentin (Duarte Jr et al, 2006). Primenom protokola
samonagrizanja ne uklanja se razmazni sloj, ve¢ se on Cini propustljivim 1 ne uklanjaju se
rastvoreni kalcijum-fosfati (Perdigao, 2010; Van Meerbeek et al, 2011). Protokol selektivnog
nagrizanja kombinuje nagrizanje gledi ortofosfornom kiselinom i aplikaciju samonagrizaju¢ih

ili univerzalnih adheziva na gled i dentin.

Podaci iz meta-analize Rosa i saradnika (Rosa et al, 2015) pokazuju da prethodno nagrizanje
ortofosfornom kiselinom doprinosi poboljSanju veze za gledi, ali ne i za dentin primenom
blagih univerzalnih adheziva. lzuzetak je ultra blagi adheziv (All Bond Universal, Bisco,
USA) koji nakon kiselinskog nagrizanja ostvaruje adekvatnu vezu sa dentinom (Rosa et al,
2015). Generalni je zaklju¢ak da primena univerzalnih adheziva po samonagrizaju¢em
protokolu poboljsava vezu sa dentinom (Manfroi et al, 2016; Marchesi et al, 2014), . Ovim
nac¢inom aplikacije univerzalnih adheziva moze se smanjiti postoperativna osetljivost, kao i
mogucnost degradacije kolagena (Cardoso et al, 2011; Goracci et al, 2013; Marchesi et al,
2014; Van Meerbeek et al, 2005).

Costa i saradnici (Costa et al, 2017) analizirali su in vitro uslovima ja¢inu veze tri univerzalna
adheziva (Scotchbond Universal, 3M, ESPE; All-Bond Universal, Bisco, USA i One Coat 7
Universal, Colténe, USA) primenjenih po protokolu samonagrizanja. Kod svih ispitivanih
adheziva zabelezeno je u manjoj ili ve¢oj meri slabljenje adhezivne veze nakon arteficijelnog
starenja. Kako ovi adhezivi sadrze 10-Metakriloiloksidecil dihidrogen fosfat (10-MDP),
podloznost degradaciji moZe biti u vezi sa procentualnom zastupljenos$¢u ovog funkcionalnog
monomera u razli¢itim formulacijama adheziva (Costa et al, 2017). 10-MDP reaguje sa Ca**
iz HaP putem primarne jonske veze i ostvaruje kombinovanu (mikromehani¢ku i hemijsku)
vezu sa dentinom i gledi (Van Meerbeek et al, 2003). Pored hemijske reakcije sa HaP, 10-
MDP ima sposobnost pravilnog rasporedivanja na povrSini zubnih tkiva, $to je fenomen
poznat kao "nanoslaganje” (eng. "nanolayering™) (Yoshihara et al, 2010). Formirani nanosloj
poseduje hidrofobne osobine koje potencijalno stite hibridni sloj od biodegradacije (Breschi et
al, 2008). Sposobnost pojedinih monomera u ostvarivanja jonske veze sa zubnim tkivima

predstavlja sekundarni mehanizam adhezije.

Mufoz i saradnici (Munoz et al, 2013) ispitivali su jac¢inu veze kod univerzalnih adheziva
primenjenih po protokolima totalnog- i samonagrizanja. Ispitivani materijali bili su Peak

Universal Adhesive System, Ultradent Products Inc., USA; Scotchbond Universal Adhesive,
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3M ESPE, USA i All Bond Universal, Bisco, USA. Kao kontrola kori§¢eni su
dvokomponentni totalno-nagrizaju¢i Adper Single Bond 2, 3M ESPE, USA i
dvokomponentni samonagrizaju¢i Clearfil SE Bond, Kuraray, Japan adhezivi. Najjaca veza,
slicna kontrolnim grupama, zabelezena je kod Peak Universal Adhesive System adheziva
aplikovanog i po totalno- i po samonagrizaju¢em protokolu. Vrednosti ja¢ine veze kod ova tri
adheziva su bile razli¢ite (Clearfil SE Bond>Scotchbond Universal Adhesive SE>AIll Bond
Universal), §to je suprotno ocekivanjima. Kao razlog za ovu pojavu, autori su naveli
postojanje razlika u sastavu adheziva. Naime, smatrali su da polialkenoidni kiseli polimer
ometa vezivanje 10-MDP za dentin kod Scotchbond Universal Adhesive kao i da manja
koncentracija 10-MDP monomera negativno uti¢e na ja¢inu veze. Razlike u na¢inu aplikacije
adheziva po protokolu samonagrizanja prema uputstvu proizvodaca takode bi mogle uticati na
jacinu veze. Naime, All Bond Universal po protokolu samonagrizanja nije bio aktivno
aplikovan na dentin, $to se pripisuje malim vrednostima jacine veze. Aplikacija adheziva po
protokolu totalnog nagrizanja dala je bolju inicijalnu vezu u odnosu na protokol
samonagrizanja, $to se moze pripisati dejstvu ortofosforne kiseline na razmazni sloj (Munoz

et al, 2013).

Hidroksil-etil metakrilat (HEMA) favorizuje penetraciju adheziva i predstavlja glavni
hidrofilni monomer u dentalnim adhezivima (Toledano et al, 2004; Van Landuyt et al, 2008;
Zanchi et al, 2013). Zbog svoje male molekularne tezine infiltrira organski matriks dentina
(kolagen) i sprecava kolaps kolagenih vlakana (Eick et al, 1993; Nakabayashi et al, 1982;
Pashley et al, 1993). HEMA moze poboljsati ja¢inu veze sa dentinom (Hasegawa et al, 1989;
Nakaoki et al, 2000).

Hemijski sastav adheziva direktno uti¢e na sposobnost vezivanja za tvrda zubna tkiva
(Perdigao et al, 2013). Kiselost monomera koji ulaze u sastav samonagrizaju¢ih adheziva
utice na kiselost adheziva, koji se prema tome mogu podeliti u tri grupe: (1) pH>2,5 ultra
blaga (2) pH-2 blaga, (3) 1<pH<2 umereno jaka i (4) pH<I jaka adhezivna sredstva (Van
Meerbeek et al, 2011). U zavisnosti od pH, samonagrizaju¢i adhezivi ostvaruju razli¢it stepen
povrsinske demineralizacije gledi i dentina, koja je uvek znatno slabija od efekata
ortofosforne kiseline. Sledstveno je i debljina hibridnog sloja varijabilna od oko 0,5 pum do
oko 2 um za samonagrizaju¢e (Van Meerbeek et al, 2011), odnosno 5-8 pm za totalno-

nagrizajuce adhezive (Pashley et al, 2011).

Istrazivanja pokazuju da kiselinsko nagrizanje dentina po pravilu nije praeno adekvatnom

penetracijom adhezivnih monomera, odnosno da se ortofosfornom kiselinom nagriza dublji
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sloj dentina od sledstvene penetracije monomera (Santini, 2008). Deo kolagenih vlakana koja
su eksponirana kiselinskim nagrizanjem ostaje neinkapsuliran adhezivom i podlozan kasnijoj

biodegradaciji usled dejstva matriksnih metaloproteinaza (MMP) (Mazzoni et al, 2012).

Marchesi i saradnici (Marchesi et al, 2014) analizirali su ja¢inu veze i aktivnost MMP nakon
aplikacije univerzalnog adheziva (Scotchbond Universal, 3M ESPE, USA). Adheziv je
aplikovan prema uputstvu proizvodaca po protokolu totalnog- i samonagrizanja na vlaznom i
isuSenom dentinu. Inicijalno nije bilo znacajne razlike u jacini veze primenom razli¢itih
tehnika, ali su razlike postojale na razliCitim supstratima. Najjaca veza zabelezena je kod
protokola totalnog nagrizanja na isuSenom dentinu, a najslabija kod istog protokola na
vlaznom dentinu. Vrednosti jaCine veze nakon Sest meseci i godinu dana bile su znacajno
manje u odnosu na dobijene vrednosti nakon 24 h, pri ¢emu je bolja tj. stabilnija veza
zabelezena kod protokola samonagrizanja. Povecana aktivnost MMP-2 i MMP-9 dovedena je
u vezu sa smanjenjem pH zbog prisustva kiselih monomera u adhezivu §to je dovelo do

aktiviranja pro formi i njihovog prelaska u aktivne forme MMP.

Faktor koji doprinosi neadekvatnoj penetraciji adheziva u hibridni sloj dentina je fazna
separacija monomera u adhezivnoj smesi izmedu hidrofobnih i hidrofilnih monomera, poput
Bis-fenol-A-glicidil-dimetakrilata (BisGMA) i HEMA, naroc€ito u sluc¢aju zaostajanja vece
koli¢ine rezidualne vode u dentinskom supstratu (Ye et al, 2012). Kiselinsko nagrizanje
dentina se zato viSe ne preporucuje u savremenoj adhezivnoj stomatologiji kao optimalan

tretman dentina.

3.4.4.2. Modifikacija povrSine dentina primenom NTAP

Dosadasnja istrazivanja u ovom delu su usmerena na mogucnost primene NTAP radi izmene
povrsinskih karakteristika dentina, ravnomerniju penetraciju adheziva, bolju polimerizaciju 1

sledstveno bolju i stabilniju vezu adheziva sa dentinom.

Ritts i saradnici (Ritts et al, 2010) su analizirali efekte NTAP na povrSini dentina, kao i jacinu
veze perifernog/centralnog dentina sa kompozitnim materijalom. Prethodno demineralizovana
povrsina dentina (ortofosfornom kiselinom u trajanju od 15 s) je tretirana izvorom NTAP
(plazma cetkica) pri snazi od 5 W 1 vremenu izlaganja 30, 100 1 300 s. Nakon tretmana uzorci
dentina su navlazeni a 15 s kasnije, aplikovan je adheziv 1 kompozit prema uputstvu
proizvodaca. Uodili su da duzina trajanja tretmana uti¢e na jac¢inu veze perifernog dentina.
Naime, kod tretmana duzih od 30 s jacina veze je opadala. Duzine trajanja tretmana (100 i

300 s) dale su vrednosti jacine veze koje su slicne vrednostima kod kontrolnih uzoraka.
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Zakljucili su da tretman NTAP u trajanju od 30 s moze poboljsati mehanicke karakteristike
dentinsko-adhezivnog spoja. Poboljsanje veze tokom 30 s trajanja tretmana moze se povezati
sa boljim umreZavanjem kolagenih vlakana sa adhezivnim slojem. Sto se unutra$njeg dentina
tice, tretman NTAP nije poboljSao jacinu veze. Kao objasnjenje za ovu pojavu navode razlike
u gradi i kompoziciji dentina. Nakon kiselinskog nagrizanja delovi dentina sa veéim
promerom dentinskih kanali¢a i/ili smanjenom koli¢inom organske komponente su dublje
demineralizovani. Pojacana demineralizacija i prisustvo vode u hibridnom sloju moze
umanjiti efekat NTAP jer prisustvo vode moze dovesti do fazne separacije adheziva (Ritts et

al, 2010).

Koban i saradnici (Koban et al, 2011) su tretirali dentinske uzorke izvorom NTAP sa ¢istom
kompozicijom gasa (Ar) i sa dodatkom O, (0,2% Oy; 1% O;) kako bi poboljsali kvasenje.
Duzina trajanja tretmana iznosila je 10, 30, 60 i 120 s, a izvor NTAP je bio 3 mm udaljen od
povrSine dentinskog uzorka. Nakon tretmana NTAP meren je kontaktni ugao destilovane
vode. Trajanje plazma tretmana od 120 s sa 1% O, doveo je do smanjenja vrednosti
kontaktnog ugla sa 51,50° na 13,90° ukazujuéi na znacajno povecanje hidrofilnosti povrsine
dentina. Sto se ti¢e atomskog sastava nakon tretmana uoéili su porast zastupljenosti atoma O,
Ca, P, a smanjenje C. Zakljucili su da dodatak kiseonika osnovnoj smesi gasova poboljSava

hemijsku reakciju za postizanje hidrofilnosti povrsine.

Zhang i saradnici (Zhang et al, 2014) su analizirali efekat NTAP na dubinu penetracije i
efikasnost polimerizacije adheziva. Kao izvor NTAP koristili su plazma cetkicu sa Ar kao
radnim gasom. Rastojanje vrha plazma cetke od povrSine dentina bilo je 5-6 mm, a tretman je
trajao 30 s. Uzorci su pre NTAP tretmana bili nagrizani 35% ortofosfornom kiselinom u
trajanju od 15 s. Nakon tretmana NTAP nanet je eksperimentalni model adheziva (30%
BisGMA/70% HEMA) na tretiranu povrSinu dentina i svetlosno polimerizovan 20 s. Autori
su uocili da nakon tretmana NTAP dolazi do zadrZzavanja vece koli¢ine adheziva na spoju
dentin-adheziv nego kod netretiranih uzoraka. Kao objasnjenje za ovu pojavu naveli su bolju
penetraciju monomera potpomognutu plazma tretmanom. Pokazali su i da plazma tretman
moze delovati pozitivno na polimerizaciju adheziva (model adheziva), posebno u predelu

spoja sa dentinom.

Interakcija HEMA i kolagenih vlakana i uticaj NTAP analiziran je od strane Chen i saradnika
(Chen et al, 2014). Oni su koristili plazma Cetkicu sa Ar kao radnim gasom pri snagama 5, 10
i 15 W. Duzina trajanja tretmana iznosila je 1, 2, 4, 6 1 8 min, a uzorci (dentinska kolagena

vlakna i rastvor HEMA) su bili na 5-6 mm udaljenosti od izvora NTAP. Rastvor HEMA sa i
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bez prisustva fotoinicijatora i kolagena vlakna prethodno tretirana HEMA rastvorom su
tretirani plazmom. Nakon tretmana plazmom uocili su veéu zastupljenost HEMA unutar

kolagenih vlakana i vete umrezavanje ovog monomera i kolagenih vlakana (Chen et al,

2014).

Chen i saradnici (Chen, 2013) analizirali su efekat NTAP na povrSini gledi, dentina i
kompozita. Kao radni gas koriS¢en je Ar, plazma je generisana pri snagama 5 i 10 W, duzina
trajanja tretmana iznosila je 5, 10, 30 i 45 s, a rastojanje od uzoraka 2 mm. Tretirali su
dentinske, gledne i kompozitne uzorke (Filtek Z250 1 Filtek LS; 3M ESPE). Nakon tretmana
plazmom u trajanju od 5 s zabeleZeno je znacajno smanjenje kontaktnog ugla destilovane
vode na povrsini dentina pri snagama od 5 1 10 W, kao i na povrsini gledi i kompozitnih
materijala pri snazi od 5 W. Autori su zakljucili da se nakon tretmana plazmom dobijaju
superhidrofilne povrSine bez obzira na njihovu prvobitnu hidrofilnost/hidrofobnost. Uocene
su i promene u atomskom sastavu tj. smanjenje procentualne zastupljenosti atoma C, N, a
povecanje O, Ca i P. Smanjenje atoma C nakon plazma tretmana ukazuje na sposobnost
plazme da nagriza povrSinu i ukloni organske komponente dentina raskidanjem ugljeni¢nih i

ugljovodoni¢nih veza.

Lehmann i saradnici (Lehmann et al, 2013) koristili su gledne i dentinske uzorke govedeg
porekla za tretman plazmom. Za tretman plazmom koriS¢ene su dve grupe: grupa sa uzorcima
koji su bili tretirani ortofosfornom kiselinom i ispirani vodom i grupa u kojoj su uzorci bili
polirani. Kontrolne grupe su c¢inili netretirani polirani 1 uzorci tretirani ortofosfornom
kiselinom 1 ispirani vodom. Nakon tretmana plazma mlazom uoceno je smanjenje vrednosti
kontaktnog ugla za referentne tecnosti i za gled i za dentin. Intenzivnije smanjenje je uoceno
kod uzorka koji su nagrizani ortofosfornom kiselinom i ispirani vodom. Nakon nagrizanja
ortofosfornom kiselinom na povrsini gledi je uocena ravnomerna prizmati¢na struktura, dok je
povrsina dentina bila nehomogena sa eksponiranim kolagenim vlaknima koja su inhibirala
proces kvasSenja. Nakon tretmana plazmom uoceni su delimi¢no razgradeni interprizmati¢ni
regioni i nepravilno rasporedene gledne prizme. PovrSina dentina nakon tretmana plazmom
pokazala je zaobljena intertubularna podrucja, nekolagena vlakna i iregularno prosirene

otvore dentinskih kanalica.

Dong i saradnici (Dong et al, 2013) su koristili dentinske uzorke koji su bili sami sebi
kontrola (polovina je bila tretirana plazmom, polovina je bila netretirana). Uzorci su
demineralizovani ortofosfornom kiselinom u trajanju od 15 s, a zatim su bili tretirani izvorom

NTAP u trajanju od 30 s. Nakon tretmana uzorci su nakvaSeni vodom 1 restaurisani
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kompozitom. Rezultati su pokazali da je inicijalna veza izmedu dentina i adheziva bila jaca

nakon NTAP tretmana u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke.

Han i saradnici (Han et al, 2014) su ispitivali efekte plazma tretmana na povrsini dentina i
jacinu veze sa kompozitom, kao i otpornost veze nakon arteficijelnog starenja. Kao izvor
NTAP Koristili su plazma mlaz aktiviran sinusoidnom ili pulsnom pobudom. Sinusoidnom
pobudom generisan je konvencionalni kontinuirani mlaz. Pulsnom pobudom stvoren je pulsni
mlaz plazme koji za odredeno vreme daje pulsne kretnje. Tokom pulsnog rezima energija je
bila manja nego kod sinusoidnog rezima, ali i dalje u okviru nizih vrednosti (1,1 kWh; 21,6
kWh). Kao radni gas kori$éen je He, duZina trajanja tretmana iznosila je 30 s, a udaljenost
povrsine uzoraka je bila 5 mm od vrha izvora NTAP. Pre tretmana plazmom, na dentin je
aplikovana ortofosforna kiselina u trajanju od 15 s. Po zavrSetku plazma tretmana, na uzorke
su naneti prajmer i bond, a po zavrSenoj polimerizaciji sloja adheziva od 10 s, nanet je
kompozit i polimerizovan 20 s. Jaca veza zapazena je nakon tretmana plazmom tokom oba
rezima u odnosu na kontrolnu netretiranu grupu. SEM analiza je pokazala prisustvo
mnogobrojnih duzih i vijugavih smolastih produzetaka sa lateralnim projekcijama nakon

tretmana plazmom sa sinusoidnom pobudom.

Kim i saradnici (Kim et al, 2016) analizirali su jac¢inu veze adheziv-dentin nakon tretmana
NTAP u kombinaciji sa tzv. "wet/dry" tehnikama nanoSenja adheziva. Izvor NTAP je
generisan uz pomo¢ He, duZina trajanja tretmana iznosila je 20 s, a rastojanje izvora plazme u
odnosu na uzorke bilo je 5 mm. Uocena je znacajno jaca veza kod uzoraka kod kojih je nakon

tretmana plazmom sprovedena "dry" tehnika aplikovanja adheziva u odnosu na "wet" tehniku.

Hirata i saradnici (Hirata et al, 2015) su koristili NTAP u cilju poboljsanja veze izmedu
samonagrizajucih adheziva i dentina. Kao radni gas za generisanje NTAP Koristili su Ar, a
duZina trajanja tretmana iznosila je 30 s. Za merenje kontaktnog ugla koristili su tri referentne
te¢nosti (dejonizovanu vodu, etilen-glikol i metilen-jodid). Nakon tretmana NTAP aplikovan
je adheziv prema uputstvu proizvodaca, a zatim kompozit debljine 6 mm. Na osnovu
vrednosti kontaktnog ugla, bolje kvasSenje je zabeleZeno kod onih uzoraka koji su tretirani
izvorom NTAP. Zabelezeno je i smanjenje disperzione (nepolarne) komponente,
najverovatnije zbog izmene u hemijskoj kompoziciji dentina. Plazma tretman nije uticao na
jac¢inu veze dvokomponentnog samonagrizajueg adheziva dok je kod samonagrizajuceg
univerzalnog adheziva uocena jaca veza. Zanimljiv je rezultat da je kod plazma tretiranih

uzoraka doSlo do slabljenja veze nakon jedne godine arteficijelnog starenja Sto nije
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zabeleZeno kod kontrolnih uzoraka. Slabljenje veze nakon jedne godine kod oba primenjena

adheziva moze se pripisati degradaciji polimera tokom vremena usled prisustva vode.

Ayres i saradnici (Ayres et al, 2018) ispitivali su jacinu veze dentin-adheziv nakon primene
NTAP i aplikacije univerzalnih adheziva. Univerzalni adhezivi su aplikovani na dentin po
protokolima totalnog- i samonagrizanja. Za generisanje plazme kori$¢en je Ar, udaljenost
dentinskih diskova od vrha izvora NTAP bila je 10 mm, a duzina tretmana 10 1 30 s. Nakon
tretmana plazmom nije doSlo do znacajnih morfoloskih promena na povrSini dentinskih
uzoraka. Sto se hemijskih promena ti¢e, kod uzoraka koji su tretirani NTAP sa ili bez
nagrizanja dentina nije doSlo do znacajnih promena u karbonatnom spektru 1 spektru kolagena
tip I. Medutim, uoceno je smanjenje fosfatnog spektra kod onih uzoraka kod kojih je adheziv
bio aplikovan na oba nacina i tretiran plazmom u trajanju od 10 s. Nije uofena znacajna
razlika izmedu protokola aplikovanja adheziva i tretmana kod svih grupa kada je u pitanju
jacina veze. Kod plazmom tretiranih uzoraka (30 s) sa oba nacina primene adheziva, uoceno
je slabljenje veze nakon godinu dana arteficijelnog starenja u vodi u odnosu na inicijalni
period. Kod simuliranog pulpnog pritiska vrednosti jacine veze bile su nize kod kontrolnih
uzoraka u odnosu na sve uzorke tretirane plazmom. U ovom radu je pokazano i da protokol
totalnog nagrizanja povecava nepovoljnu enzimsku aktivnost u hibridnom sloju i u dentinskim
kanali¢ima u odnosu na protokol samonagrizanja. Kao interesantan podatak navedeno je da
kra¢i tretman plazmom (10 s) i protokol samonagrizanja dovode do znaCajnog porasta
enzimske aktivnosti, dok duzi plazma tretman (30 s) gotovo eliminiSe enzimsku aktivnost.
Kod protokola totalnog nagrizanja sa produzenjem plazma tretmana enzimska aktivnost se

smanjuje.

Prikazani mnogobrojni efekti NTAP u reSavanju razli¢itih indikacija u medicini i
stomatologiji ukazuju na multifunkcionalnost plazme. Identifikacija Cestica plazme 1 variranje
razliitih uslova tokom tretmana (snaga, rastojanje, trajanje tretmana), kao 1 uslova
ambijentalne sredine su neophodni za postizanje odredenog bioloskog efekta. S toga
neophodna su dalja istrazivanja u cilju optimizacije rezima NTAP kako bi se postigli bezbedni

i adekvatni efekti za odredenu indikaciju.
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CILJEVI, RADNE HIPOTEZE | ZADACI

Osnovni cilj ovog istrazivanja je bio da ukaze na mogucnost primene modifikovane plazma

igle kao izvora NTAP za tretman dentina pre aplikacije dentalnih adheziva u restaurativnoj

stomatologiji. Definisani su slede¢i ciljevi, radne hipoteze i zadaci istrazivanja.

Ciljevi istraZivanja

1.

Optimizacija rezima plazme za primenu na dentinu za modifikovanu plazma iglu
razvijenu i konstruisanu u Institutu za fiziku u Centru za neravnotezne procese —
Laboratoriji za gasnu elektroniku, Univerziteta u Beogradu;

Ispitivanje uticaja razli¢itih rezima NTAP na kontaktni ugao i povrsinsku energiju
dentina;

Poredenje uticaja NTAP i standardnih adhezivnih protokola na kontaktni ugao
univerzalnih adheziva;

Ispitivanje atomskih i mikromorfoloskih karakterisika dentina nakon razli¢itih

tretmana.

Radne hipoteze

1. NTAP tretman ima povoljniji efekat na povrsinska svojstva dentina u poredenju sa

standardnim tretmanom nagrizanja ortofosfornom kiselinom, odnosno smanjuje
kontaktne uglove referentnih te¢nosti 1 povecava povrSinsku energiju dentina;
Smanjenje rastojanja plazma igle od povrsine uzorka, povecanje snage i dodatak O,
pojacava efekat NTAP na povrSinska svojstva dentina;

Optimizovani rezim plazma tretmana dovodi do smanjenja kontaktnog ugla
univerzalnih adheziva aplikovanih na dentin u poredenju sa protokolima totalnog- i
samonagrizanja;

Optimizovani reZim plazma tretmana dovodi do atomskih i1 mikromorfoloskih

promena povrsine dentina.

Zadaci istraZivanja

1.

2.

Optimizovati parametre NTAP (snaga predata plazmi, rastojanje izvora NTAP od
povrsine uzorka, trajanje tretmana) za tretman nekarijesnog dentina krunice zuba koji

nece imati nepovoljne efekte na tkivo (zagrevanje, pojavu mikroprslina, frakturu);

Ispitati uticaj dodavanja kiseonika plazmi na kontaktni ugao referentnih tecnosti i

povrsinsku energiju dentina;
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3. Uporediti uticaj NTAP i standardne tehnike nagrizanja ortofosfornom kiselinom na
povrsinska svojstva dentina, odnosno stepen kvaSenja povrSine dentina merenjem
kontaktnog ugla referentnih tecnosti 1 izraCunavanjem povrsinske energije dentina;

4. lspitati uticaj NTAP na interakciju dentina i univerzalnih adheziva aplikovanih po
protokolu totalnog nagrizanja i protokolu samonagrizanja merenjem kontaktnog ugla,
odredivanjem povrsinske energije dentina;

5. lspitati uticaj NTAP i standardnih adhezivnih protokola na atomski sastav i

mikromorfoloske karakteristike povrSine dentina primenom SEM/EDS.

35



MATERIJAL | METOD

1. Priprema i seCenje ekstrahovanih zuba

U istrazivanju su koriséena 404 intaktna humana molara, ekstrahovana iz ortodontskih
razloga. Kori$¢enje ekstrahovanih zuba u istrazivacke svrhe odobreno je odlukom Eti¢kog
komiteta Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (36/16). Nakon c¢is¢enja od
debrisa, zubi su ¢uvani do pocetka eksperimenta u 0,2% rastvoru timola u frizideru na

temperaturi od +4 °C i bili su iskoris¢eni 3 meseca od ekstrakcije.

Svaki zub je ulozen korenovima u super-tvrdi gips do cementno-gledne granice. Po vezivanju
gipsa, krunice zuba su preseCene u predelu ekvatora zuba dijamantskom linearnom testerom
debljine 0,5 mm (Isomet 4000, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) kako bi se dobila ravna
povrSina dentina. Pomocu stereomikroskopa (Boeco BSZ-405, Germany) pri uvecanju x40

potvrdeno je da na eksponiranoj povr$ini dentina nema zaostalih glednih ostrvaca.

Priprema uzoraka za merenje temperature u komori pulpe

Za merenje temperature u komori pulpe na lateralnoj strani korena intaktnih, humanih molara
dijamantskim okruglim borerom i turbinom uradena je preparacija kruznog oblika, pre¢nika 3

mm. Plasiran je termopar K-tipa kroz preparaciju kruznog oblika, tako da bude u kontaktu sa

krovom komore pulpe i fiksiran je te¢nim kompozitom. Lokalizacija termopara je proverena

radiografski (Slika 1.).

Slika 1. Prikaz uzorka i lokalizacija termopara za merenje temperature u komori pulpe tokom
tretmana NTAP.
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Priprema dentinskih diskova za povrsinski tretman i aplikaciju adheziva

Nakon ulaganja u gips 1 presecanja krunice u predelu ekvatora zuba na ve¢ opisan nacin
izvrSen je drugi presek apikalnije od eksponirane povrsine dentina da bi se dobio disk debljine
1 mm (Slika 2.). Kako bi se formirao razmazni sloj, svaki dentinski disk je smirglan
abrazivnim diskom abrazivnosti 600 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) u vlaznim uslovima u

trajanju od 30 s.

Slika 2. Priprema dentinskih diskova.

Dentinski diskovi su ¢uvani u destilovanoj vodi na temperaturi od +4 °C u frizideru, pre
tretmana. Neposredno pre tretmana, dentinski diskovi su blago posusivani tapkanjem

papirnim ubrusom.

2. Plazmaizvor

Kao izvor NTAP koris¢ena je modifikovana plazma igla koja je razvijena i konstruisana u
Institutu za fiziku u Centru za neravnoteZzne procese — Laboratoriji za gasnu elektroniku,
Univerziteta u Beogradu. Ovaj model plazma igle sastoji se od centralne elektrode koja je
izgradena od volframa debljine 0,5 mm koja je prekrivena keramiC¢kom cevi 1 smeStena u
staklenoj cevi spoljasnjeg preénika 6 mm. Keramicka cev izoluje volframovu Zzicu, koja je
napajana elektroda, od radnog gasa. Na ovaj nacin je onemoguceno paljenje praznjenja unutar
tela plazma igle. Da bi se omogucilo paljenje praznjenja na samom vrhu plazma igle duzina
keramicke cevi je za nekoliko milimetara kra¢a od duzine volframove zice (Slika 3.) (Puac,

2007). Centralna elektroda se napaja na 13,56 MHz koriste¢i signalni generator. Signalni
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generator predstavlja sinusoidni naponski signal koji radi na radiofrekvenciji od 13,56 MHz.
Za generisanje plazme korisc¢en je ¢ist He. He protic¢e izmedu staklene i keramicke cevi, a

plazma se generiSe na vrhu elektrode.

6 mm
LTt .
: Staklena cev ! |
I 1 Keramicka cev |
Centralna
"""""" elektroda od
volframa
(0,5 mm)

Slika 3. Shematski prikaz plazma igle konstruisane u Institutu za fiziku u Beogradu.

Na slici 4. prikazana je eksperimentalna postavka plazma igle. U sredini se nalazi plazma igla
koja je postavljena normalno u odnosu na uzorak (dentinski disk). Desha grana
eksperimentalne postavke predstavlja deo elektricnog kola kojim napajamo plazma iglu
(signal generator daje RF signal koji se pojacava pomocu pojacivaca, a zatim se pomocu kola
za prilagodenje snaga predaje plazma igli). Pomocu derivativnih sondi merimo elektri¢ne
karakteristike plazme tako da mozemo da kontroliSemo snagu plazme. Sa leve strane su
osciloskop i racunar pomocu kojih se komunicira sa derivativnim sondama, tj. meri snaga

plazme.
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Slika 4. Eksperimentalna postavka plazma igle.

3. Merenje temperature u komori pulpe tokom plazma tretmana: pilot studija

Za merenje temperature u komori pulpe koris¢en je termopar K-tipa koji je preko ,,data-
loggera® (Measurement Computing) bio povezan sa raCunarom. Merenje temperature uradeno
je brzinom od 1 sken/s pomocu programa Tracer Daq. Uzorci su fiksirani u rastresitu podlogu
(sunder) i drzani u vodenom kupatilu neprekidno tokom trajanja eksperimenta. Merenje je

uradeno nakon stabilizacije temperature u komori pulpe u opsegu 36-37 °C.

Na osnovu udaljenosti plazma igle od povrsine dentina (5 mm/10 mm) i snage plazme (0,1; 1
i 2 W) formirane su dve grupe sa po 3 uzorka u svakoj. Duzina tretmana iznosila je 180 s
(Tabela 1.). Protok gasa tokom trajanja svih NTAP tretmana bio je konstantan i iznosio je 1
slm (standarni litar po minutu). Kao kontrola merena je temperatura u komori pulpe nakon
izlaganja LED lampom (LEDition®, Ivoclar Vivadent) intenziteta 600 m\W/cm? tokom 40 s,
koja je bila u kontaktu sa povr$inom dentina. Intenzitet LED lampe proveren je radiometrom
(Demetron, Kerr, Orange, CA, USA).
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Tabela 1. Rezimi NTAP tretmana za merenje temperature u komori pulpe.

Snaga predata Udaljenost plazma igle od
] Vreme tretmana (s)
plazmi (W) povrsine dentina (mm)
0,1
1 5
2
180
0,1
1 10
2

4. Tretman povrsine dentina NTAP

U ovom delu eksperimenta korisc¢en je prethodno opisan izvor NTAP. Za generisanje plazme
kori$éen je cCist He (100% He) i smese He i O, (99% He+1% O, odnosno 98,5% He+1,5%
0,). Uzorci su bili postavljeni tako da se sredisnji deo uzorka nalazio ispod vrha plazma igle

(Slika 5.). Protok gasa tokom trajanja svih NTAP tretmana bio je konstantan i iznosio je 1 sIm

(standarni litar po minutu).

Slika 5. Prikaz pozicije plazma igle u odnosu na uzorak dentina.

Svaka grupa je podeljena u podgrupe koje su formirane na osnovu snage predate plazmi (113
W) i rastojanja vrha plazma igle od povrSine uzorka (2, 4 i 8 mm). Svaki plazma tretman

trajao je 30 s. Kontrolnu grupu predstavljali su netretirani uzorci dentina. (Tabela 2.)
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Tabela 2. Grupe i podgrupe za tretman NTAP i broj uzoraka u svakoj grupi.

Tretmani
Podgrupe 100% He 99% He+1% O, 98,5% He+1,5% O,
1W,2mm 24 24 24
1W,4mm 24 24 24
1W, 8 mm 15 / /
3W, 2 mm 24 24 24
3W, 4 mm 24 24 24
3W,8mm 15 / /

5. Tretman povrSine dentina ortofosfornom Kkiselinom

Svi eksperimenti obavljeni su na ambijentalnoj temperaturi od 23,3£0,3 °C i vlaznosti
vazduha od 34,1%=+1,5%.

Na dentin sa gornje (okluzalne) povrSine dentinskog diska ravnomerno je naneta 32%

ortofosforna kiselina (Scotchbond Universal Etchant, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA) (Tabela

3.) direktno iz Sprica pomocu odgovarajuc¢eg dispenzera i ostavljena da deluje 15 s. Kiselina

je zatim ispirana mlazom vode u trajanju od 15 s, a disk blago posuSivan papirnim ubrusom,

tako da povrSina ostane sjajna i da se spreci presusivanje. Ukupno je tretirano 15 dentinskih

diskova (Slika 6.).

Tabela 3. Ortofosforna kiselina i sastav.

Naziv Proizvodac Sastav
Voda (50-65%),
3M ESPE fosforna kiselina (30-40%),

Scotchbond Universal Etchant

St.Paul, MN, USA

amorfna sintetic¢ka silika (5-10%),
polietilen glikol (1-5%),
aluminijum oksid (<2%)
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Slika 6. Protokol aplikacije ortofosforne kiseline: (1) aplikacija kiseline pomoc¢u dispenzera;
(2) ispiranje kiseline mlazom vode 1 (3) blago posusivanje pomocu papirnog ubrusa.
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6. Merenje kontaktnog ugla

Merenje kontaktnog ugla uradeno je pomocu tri referentne te¢nosti: destilovana voda, etilen-
glikol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i dijod-metan (Acros Organics, Fairlawn, NJ,
USA) (Slika 7.).

Nakon pripreme povrsine dentina (tretman plazmom/ortofosfornom kiselinom/bez tretmana),

uz pomo¢ pipete (BIOHIT, Biohit Oyj, Helsinki, Finland) istisnuta je kapljica (2 pl)

referentne te¢nosti (Slika 8.).

Slika 8. Izgled kapljice referentne te¢nosti (dijod-metan) na povrsini dentinskog diska.

Po istiskivanju tecnosti iz pipete, pomocu fotoaparata (Nikon D7100, Objektiv Nikon 105 mm
Macro, Nicon extension ring) i bezi¢nog blica (Nikon SB700) napravljena je fotografija kapi
na povrsini uzorka. Bezi¢ni blic postavljen je iza uzorka i belog papira koji ima ulogu da

propusti difuzno svetlo (Slika 9.). Uz pomo¢ programa Image J (Version 1.42, National
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Institute of Health, USA) merenjem ugla koji se formira izmedu povrSine uzorka i tangente na

povrsini te¢nosti, dobija se vrednost kontaktnog ugla (Slika 10.).

Bela pozadina

Slika 9. Shematski prikaz postavke za fotografisanje referentne te¢nosti na povrsini uzorka

pre merenja kontaktnog ugla.
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Slika 10. Prikaz merenja kontaktnog ugla u programu Image J.
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7. Izracunavanje povrsinske energije

IzraCunavanje  povrSinske energije bazirano je na van Oss-Chaudhury-Good
termodinamickom pristupu. PovrSinska energija dentina (ys) 1 njene komponente
(nepolarna y&%, Lewis kisela yJ, Lewis baznays) izratunate su na osnovu vrednosti
kontaktnog ugla (0) referentnih tecnosti i njihovih poznatih parametara povrSinske energije

VY, yfiy;) (Tabela 4.), prema formuli:

(14+cosB)y, = Z(JVSLWVLLW + \/V;YL_ +\/V5_YL+

PovrSinska energija teCnosti jednaka je zbiru nepolarnih (Lifshitz-van der Walsovih) i

polarnih (kiselo-baznih) komponenti, prema pravilu aditivnosti:

v = vV + v/ 5, priemuje v F = 2y v,

Tabela 4. Parametri povrSinske energije referentnih te¢nosti (Mittal, 2009; Van Oss, 1989).

Komponente povrsinske energije (mJ/m?)
Referentne Polarna komponenta (y;8)
. Nepolarna komponenta _ : i
te¢nosti W Lewis kiseli deo Lewis bazni deo
(re™) + -
79) (7]
Destilovana voda 21,8 25,5 25,5
Etilen-glikol 29,0 1,9 47,0
Dijod-metan 50,8 0,0 0,0

PovrSinska energija izraCunavana je za uzorke koji su tretirani izvorom NTAP, ortofosfornom

kiselinom i za netretirane, kontrolne uzorke.
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8. Aplikacija univerzalnih adheziva na dentin

U ovom eksperimentu koriS¢eni su adhezivi koji su

eksperimentalnoj grupi bilo je po pet uzoraka.

Tabela 5. Adhezivi i njihov sastav.

dati u Tabeli 5. U svakoj

a(;\IIWanZIi\\//a Proizvodac Sastav adheziva” Uputstvo proizvodaca
Totalno-nagrizajuéi protokol: naneti
kiselinu 15 s, ispirati 15 s, posuSiti
BisGMA (15-25%), HEMA (15- povrsinu dentina kuglicom vate,
25%), DMDMA (5-15%), etanol (10- | naneti adheziv na dentin pomocéu
15%), voda (10-15%), silanizirana | aplikatora i tapkati 20 s, nezno
Single 3M ESPE silika (5-15%), 1,10-dekanediol rasprsiti pusterom u trajanju od 5 s
Bond St.Paul, metakrilni fosfat (1-10%), kopolimer
Universal MN, USA akrilatne i itakoni¢ne kiseline (1-5%), | Samonagrizajuéi protokol: isprati i
dimetilaminobenzoat (<2), posusiti povrSinu dentina, naneti
kamforhinon (<2%), DMAEMA adheziv na dentin pomocu aplikatora
(<2%), metiletilketon (<0,5%) i tapkati 20 s, nezno rasprsiti
pusterom u trajanju od 5 s
Totalno-nagrizajuci protokol: naneti
kiselinu 15 s, ispirati 15 s, posusiti
povrsinu dentina kuglicom vate,
naneti adheziv na dentin pomocu
aplikatora, posusiti ceo Kavitet
BisGMA (15-35%), HEMA (10- glgglm vazduhom iz pustera duze od
Clearfil Kuraray Noritake 35%), etanol (<20%), 10-MDP,
Universal Dental Inc., hidrofilni alifati¢ni dimetakrilat, s, N tokol: isprati i
Bond Okayama, Japan kolidna silika, kamforhinon, silan, amonagrizajuci protokol. 1p

akceleratori, inicijatori, voda

posusiti povr§inu dentina, naneti
adheziv na  dentin  pomocu
aplikatora, trljati pomocu aplikatora
po celom kavitetu, posusiti ceo
kavitet blagim vazduhom iz pustera
duzeod5s

*Prema podacima proizvodaca.

Za tretman dentina NTAP koriS¢ena je snaga od 3 W. Rastojanje vrha plazma igle od povrsine

dentina iznosilo je 4 mm. Nakon tretmana NTAP, dentinski diskovi bili su podeljeni u dve

grupe prema vrsti adheziva. Kontrole su predstavljali kontaktni uglovi dobijeni koris¢enjem

tri referentne teCnosti na netretiranom dentinu, dentinu tretiranom ortofosfornom kiselinom,

plazma tretiranom dentinu kao i oni dobijeni nakon aplikacije adheziva po odgovaraju¢im

protokolima. Za svaku grupu, pomocu pipete vrSeno je istiskivanje adheziva i fotografisanje

formirane kapljice na tretiranoj povrSini dentina neposredno nakon aplikacije. Merenje

kontaktnog ugla je uradeno na nacin kako je opisano u delu 6.

Za protokol totalnog nagrizanja dentinski diskovi su pripremljeni nagrizanjem ortofosfornom

kiselinom, kako je opisano u delu 5. Kod protokola samonagrizanja dentinski diskovi su
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nakon isecanja i formiranja razmaznog sloja blago posusivani papirnim ubrusom. Adheziv je
istisnut na dentinski disk pomocu pipete u koli¢ini od 2 pl (Slike 11. i 12.). Merenje
kontaktnog ugla je izvrSeno na isti nacin kao i1 u sluCaju referentnih tecnosti, kao Sto je
opisano u delu 6. Fotografisanje kapi adheziva na povrSini dentinskog diska uradeno je
neposredno nakon aplikacije, ¢ime je eliminisan rizik od spontane polimerizacije pri sobnom

osvetljenju.

Slika 11. Aplikacija adheziva po protokolu totalnog nagrizanja: (1) aplikacija kiseline
pomocu dispenzera; (2) ispiranje kiseline mlazom vode 1 (3) blago posusivanje pomocu
papirnog ubrusa; (4) izgled posusenog dentina; (5) aplikacija adheziva pomocu pipete; (6)
izgled univerzalnog adheziva na povrSini dentina.
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Slika 12. Aplikacija adheziva po protokolu samonagrizanja: (1) izgled posusene povrSine
dentina (2) aplikacija adheziva pomoc¢u pipete; (3) izgled univerzalnog adheziva na povrsini
dentina.
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9. Analiza povrSinskog sastava i strukture dentina

Mikromorfoloska struktura i elementarni sastav povrsine dentina nakon tretmana plazmom,
ortofosfornom kiselinom ili bez tretmana (kontrole) analizirani su SEM/EDS metodama. Ove
analize su izvedene u Centru za Elektronsku mikroskopiju, Tehnoloskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu. Uzorci su prvo isuSeni u vakuumu, a zatim napareni Au-Pd prahom.
Koris¢en je EDS u SEM mikroskopu (JEOL JSM 6460, Tokio, Japan) na 10 keV pri

uvecanjima od x500-x5000, a analizirane su promene u atomskom sastavu povrSine dentina i

posmatran je atomski udeo Ca, P, O i N (Slika 13.).

Slika 13. Skenirajuci elektronski mikroskop.

10. Statisti¢ka analiza

Dobijeni podaci statisticki su obradeni primenom deskriptivnih i komparativnih statistickih
metoda. Za potrebe statistiCke analize koriS¢en je softverski paket Minitab 16 (Minitab Inc.,
State College, PA, USA). Metode deskriptivne statistike obuhvataju analizu distribucije
frekvencija, srednje vrednosti i standardne devijacije, box-and-whisker plotove i identifikaciju
ekstremnih  (“outlier") vrednosti. Podaci su prikazani tabelarno i graficki. Metode
komparativne statistike koriS¢ene su za ispitivanje statistiCke znaCajnosti razlika izmedu
ispitivanih grupa, 1 to odgovarajuce analize varijanse (dvofaktorske 1 jednofaktorske) sa post-
hoc testovima medugrupne komparacije. Po potrebi podaci su bili transformisani kako bi bili
ispunjeni uslovi parametarskog testiranja (normalna distribucija i jednakost varijanse). Nivo

znacajnosti u svim testovima bio je 0,05 odnosno 5%.
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REZULTATI

Podaci dobijeni merenjem temperature u komori pulpe tokom tretmana NTAP i nakon
tretmana NTAP sa 100% He i smeSama gasova (99% He+1% O3; 98,5% He+1,5% O,), kao i
nakon aplikacije ortofosforne kiseline prikazani su box-plot-ovima (Grafikoni 1-5.). Box-plot
predstavlja dijagram kojim se mogu prikazati podaci i kvartili podataka. Ovim dijagramom
moze se predstaviti koliko su ekstremne vrednosti udaljene od vec¢ine podataka. Box-plot je
sastavljen od pet vrednosti: najmanja vrednost, prvi kvartil, medijana (drugi kvartil), tre¢i
kvartil 1 najveca vrednost. Pravougaonog je oblika sa horizontalnom linijom u sredini koja
odgovara medijani. Kraée stranice pravougaonika predstavljaju prvi i treéi kvartil. Kvartili
razdvajaju podatke u Cetvrtine i predstavljeni su kra¢im stranicama pravougaonika. Prvi
kvartil predstavlja srednju vrednost donje polovine podataka, a treci kvartil srednju vrednost
gornje polovine podataka. Najmanja i najveca vrednost odgovaraju kraju ose. Pravougaonik
sadrzi 50% podataka i predstavlja interkvartilno rastojanje. Duze stranice pravougaonika
nazivaju se whisker-si i odgovaraju 1,5 duzini interkvartilnog rastojanja. Podaci van linija
pravougaonika i1 krajnjih osa predstavljaju ekstremne vrednosti ("outliers") i najceSce su

oznaceni kruzi¢ima ili zvezdicama.

1. Temperatura u komori pulpe tokom tretmana NTAP: pilot studija
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Grafikon 1. Vrednosti temperature u komori pulpe tokom tretmana NTAP.

Vrednosti temperatura u komori pulpe bile su ve¢e u odnosu na kontrolno merenje LED
lampom. Tokom 180 s tretmana NTAP uoceno je povecanje temperature sa povecanjem
snage. Pri rezimu 0,1 W, 5 mm temperatura je iznosila 38,5+0,84 °C, a sa poveéanjem snage

povecavala se i temperatura (48,30£1,15 °C). Takode je i kod vecéeg rastojanja sa povecanjem
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snage doslo do porasta temperature u komori pulpe. Najveca vrednost temperature u komori
pulpe bila je pri rezimu 2W, 5 mm (48,30+1,15 °C). Temperatura u komori pulpe tokom

prosvetljavanja povrSine dentina LED lampom iznosila je 44,20+7,19 °C (Grafikon 1.).
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Slika 14. Prikaz temperatura u komori pulpe tokom NTAP tretmana u realnom vremenu.

Promena temperature u komori pulpe u realnom vremenu tokom NTAP tretmana prikazana je
na Slici 14. Reprezentativni grafikoni pokazuju da NTAP tretman dovodi do povecanja
temperature iznad grani¢nih vrednosti (42,5 °C), kao i da snaga i rastojanje NTAP imaju

uticaja na porast temperature. Uocen je isti trend porasta temperature u komori pulpe,
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nezavisno od rezima NTAP. Prikazani NTAP rezimi dostizu grani¢nu vrednost ve¢ negde oko

50 s trajanja tretmana.

Tokom plazma rezima sa veéim snagama (2 W) i manjim rastojanjem (5 mm) zabelezena je
pojava prslina na povrSini dentina, ali bez pucanja uzorka (Slika 15.). Neposredno pre
tretmana NTAP, uzorci su vadeni iz posude sa destilovanom vodom i posuSivani papirnim

ubrusom.

Slika 15. Prsline na povrsini dentina.
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2. Kontaktni ugao

2.1. Kontaktni ugao nakon tretmana NTAP
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Grafikon 2. Vrednosti kontaktnog ugla za sve tri referentne te¢nosti nakon tretmana ¢istom He plazmom;
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Razli¢ita slova/simboli u okviru grupa ukazuju na statisti¢ku zna¢ajnost (p<0,05). Duzina trajanja svih tretmana

iznosila je 30 s.
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Vrednosti kontaktnog ugla bile su statisticki zna¢ajno manje nakon tretmana NTAP sa 100%
He u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke kod svih referentnih tenosti (p<0,001). Sto se
referentnih tecnosti tiCe, uocena je znacajna razlika u vrednostima kontaktnog ugla, nezavisno
od parametara plazme (p<0,001). Najveci kontaktni ugao zabeleZen je kod destilovane vode
(69,1+5,65°) kao referentne tecnosti, a najmanji kod etilen-glikola (5,96+0,82°). U grupi sa
destilovanom vodom vrednosti kontaktnog ugla kod uzoraka koji su tretirani NTAP pri
rezimu 1 W, 8 mm (69,145,65°) bile su znacajno vece nego kod ostalih tretmana u okviru
grupe (p<0,001). Vrednosti kontaktnih uglova nisu se znacajno razlikovale u grupi sa etilen-
glikolom (p<0,08). Kod dijod-metana uoceno je da nakon tretmana NTAP pri snazi od 3 W
dolazi do znacajnog pada vrednosti kontaktnih uglova u odnosu na tretmane sa 1 W snage

(p<0,001) (Grafikon 2.).
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Grafikon 3. Vrednosti kontaktnog ugla za sve tri referentne te¢nosti nakon tretmana He plazmom sa dodatkom
1% O,; Razli¢ita slova/simboli u okviru grupa ukazuju na statisti¢ku znacajnost (p<0,05). Duzina trajanja svih
tretmana iznosila je 30 s.
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Kod tretmana NTAP sa dodatkom 1% O; prisutan je isti trend znacajnog smanjenja vrednosti
kontaknog ugla u odnosu na netretirane uzorke kod sve tri referentne te¢nosti (p<0,001). U
grupi sa destilovanom vodom, tretman plazmom pri snazi od 3 W dao je znaCajno nize
vrednosti kontaktnog ugla u odnosu na rezime pri snazi od 1 W. Izmedu rezima 1 W, 2 mm
(15,4945,83°9), 1 W, 4 mm (15,14+8,60°, odnosno 3 W, 2 mm (9,17£3,20°), 3 W, 4 mm
(6,64+2,80°) nije bilo znacajne razlike u pogledu vrednosti kontaktnog ugla (p=0,068). Kod
etilen-glikola kao referentne teCnosti nije zabelezena znacajna razlika u vrednostima
kontaktnih uglova izmedu plazma tretmana (p=0,183). Grupe sa dijod-metanom pokazale su
znacajne razlike u vrednostima kontaktnog ugla izmedu rezima 1 W, 4 mm (17,04+5,42°) i
oba rezima pri snazi od 3 W (2 mm_12,62+2,64° 4 mm_12,66+2,64°) (p<0,001) (Grafikon
3).
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Grafikon 4. Vrednosti kontaktnog ugla za sve tri referentne te¢nosti nakon tretmana He plazmom sa dodatkom
1,5% O, Razlidita slova/simboli u okviru grupa ukazuju na statisti¢ku znacajnost (p<0,05). Duzina trajanja svih

tretmana iznosila je 30 s.
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Tretman NTAP sa dodatkom 1,5% O, takode je znacajno povecao hidrofilnost kod svih
tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke, iskazanu kao smanjenje
kontaktnog ugla vode (p<0,001). Vrednosti kontaktnog ugla bile su zna¢ajno veée pri rezimu
I W, 4 mm (16,98+7,12°) u odnosu na ostale rezime u grupi sa destilovanom vodom.
Najmanje vrednosti zabeleZene su posle NTAP tretmana u rezimu 3 W, 4 mm (6,72+1,91°).
Takode, u istoj grupi nije bilo znacajne razlike u vrednostima kontaktnih uglova posle NTAP
tretmana u rezimima 1 W, 2 mm (10,31£1,73° i 3 W, 2 mm (11,25+1,79°). Sto se grupe sa
etilen-glikolom tice, razlike u kontaktnim uglovima izmedu rezima 1 W, 2 mm (6,72+2,16°) i
3 W, 4 mm (5,87+0,79°) su bile statisti¢ki znacajne. Grupa sa dijod-metanom pokazala je
znacajno povecanje hidrofilnosti dentina nakon rezima 1 W, 2 mm (12,23£2,25°) u odnosu na
rezim 1 W, 4 mm (16,17+5,13°). Nakon tretmana plazmom pri snazi od 3 W nije uocena

znacajna razlika u vrednostima kontaktnog ugla (p=0,454) (Grafikon 4.).

2.2. Kontaktni ugao nakon aplikacije ortofosforne Kkiseline
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Grafikon 5. Vrednosti kontaktnog ugla nakon aplikacije 32% ortofosforne kiseline; Razli¢ita slova ukazuju na
statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05). Skracenice: kis - ortofosforna kiselina, kont - kontrola
(netretirani uzorci)

Nagrizanje dentina 32% ortofosfornom kiselinom u trajanju od 15 s rezultiralo je znacajnim
smanjenjem kontaktnog ugla destilovane vode u poredenju sa kontrolnim, netretiranim
uzorcima (p<0,001). Vrednosti kontaktnog ugla etilen-glikola nisu se znacajno promenile u
odnosu na kontrolne, netretirane uzorke, dok je kontaktni ugao dijod-metana povecan. Nakon
aplikacije ortofosforne kiseline vrednosti kontaktnog ugla bile su znacajno manje kod etilen-
glikola (27,96+7,24°) u odnosu na dijod-metan (44,77+7,52°), (p=0,069; p=0,120) (Grafikon
5.).
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2.3. Kontaktni ugao nakon tretmana NTAP i aplikacije univerzalnih adheziva
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Grafikon 6. Vrednosti kontaktnog ugla nakon tretmana NTAP (He+1,50,, 3W, 4mm) i aplikacije univerzalnih
adheziva; Horizontalne linje ukazuju na odsustvo statisti¢ki znadajne razlike izmedu grupa. Skracenice: kis -
ortofosforna kiselina, dm - dijod-metan, eg - etilen-glikol, kont - kontrola, SBU - Single Bond Universal, CBU -
Clearfil Universal Bond

Kontaktni uglovi univerzalnih adheziva (SBU i CUB) bili su znac¢ajno manji od kontaktnog
ugla destilovane vode u kontrolnoj grupi. Kontaktni uglovi SBU i CUB aplikovanih po
protokolu samonagrizanja (SBU 29,94+1,86° CUB 26,56+2,33°) bili su znac¢ajno manji od
kontaktnih uglova istih adheziva aplikovanih po protokolu totalnog nagrizanja
(SBU_44,13+8,45°, CUB_33,04+6,04° (SBU p=0,003, CUB p=0,009). Nakon tretmana
NTAP pri rezimu 3 W, 4 mm sa 1,5% O, i aplikacije univerzalnih adheziva vrednosti
kontaktnog ugla bile su znacajno manje kod CUB (19,954+6,88°) u odnosu na SBU
(35,68+2,35°) (Grafikon 6.).
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3. Povrsinska energija dentina nakon tretmana NTAP ili ortofosfornom kiselinom

3.1. Povrsinska energija dentina
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Grafikon 7. Vrednosti povrsinske energije dentina nakon tretmana NTAP ili ortofosfornom kiselinom. Razlicita
slova/simboli u okviru grupa ukazuju na statisticki znacajne razlike.
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Vrednosti povrSinske energije su bile obrnuto proporcionalne vrednostima kontaktnog ugla.
Vece vrednosti povrSinske energije su zabelezene nakon svih tretmana NTAP, kao i nakon
nagrizanja dentina ortofosfornom kiselinom u odnosu na netretirane, kontrolne uzorke
dentina. U grupama 100% He i 99% He+1% O, vrednosti povrSinske energije bile su
znaGajno veée pri rezimima snage 3 W (100% He 96,33+0,37 mJ/m% 99% He+1%
0, 97,14+0,58 mJ/m®) u odnosu na 1 W (100% He 90,49+326 ml/m%* 99% He+1%
0,_94,30+3,43 mJ/m?). Kod plazma tretmana sa dodatkom 1,5% O, uocena je neznatno
manja vrednost povriinske energije kod rezima 1 W, 4 mm (94,42+2,75 mJ/m?) u odnosu na
rezim 3 W, 4 mm (96,57+1,14 mJ/mZ). Statisti¢ka znac¢ajnost nije zabelezena izmedu tretmana

plazme sa dodatkom 1% O;i 1,5% O, (Grafikon 7.).
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3.2. Komponente povrsinske energije dentina
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Grafikon 8. Komponente (polarne, nepolarne, Lewis Kiseli deo, Lewis bazni deo) povrSinske energije dentina
nakon tretmana NTAP ili ortofosfornom kiselinom.

Vrednosti polarne, nepolarne komponente i Lewis baznog dela nakon tretmana NTAP bile su
veée u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke. Vrednosti Lewis kiselog dela smanjile su se

nakon plazma tretmana.

Nakon nagrizanja dentina ortofosfornom kiselinom doslo je do smanjenja nepolarne
komponente i Lewis kiselog dela. Lewis bazni deo i polarna komponenta su se povecali u

odnosu na kontrolne, netretirane uzorke (Grafikon 8.).
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4. Elementarni sastav povrSine dentina nakon tretmana NTAP ili ortofosfornom
kiselinom
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Grafikon 9. Atomski procenat N, O, P, Ca na povrsini dentina nakon razli¢itih tretmana.

EDS analizom je nakon tretmana NTAP u sastavu povrSinskog dela dentina uofen niZi
procenat O, a visi procenat Ca, P i N. Suprotan nalaz je zabeleZzen nakon nagrizanja dentina
ortofosfornom kiselinom, kada je registrovan porast O, a smanjenje Ca, P i N u povrsinskom

sastavu dentina (Grafikon 9.).
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5. Povrsinska struktura dentina nakon NTAP tretmana ili ortofosfornom
kiselinom

100% He NTAP 99% He + 1% 02

-

98,5% He + 1,5% 02

Slika 16. SEM mikrografija dentina nakon tretmana NTAP u rezimima sa ¢istim He i He sa dodatkom 1% i
1,5% O,
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Kiselinsko nagrizanje Kontrola

Slika 17. SEM mikrografija netretiranog dentina i dentina nakon nagrizanja 32% ortofosfornom kiselinom.

Na slikama 16. i 17. prikazane su SEM mikrografije dentina nakon tretmana razli¢im
rezimima NTAP, kao i nakon nagrizanja ortofosfornom kiselinom. Nakon tretmana NTAP
nisu uocene mikromorfoloske razlike u poredenju sa kontrolnom, netretiranom povrSinom
dentina. Prikazana povrSina dentina odgovara onoj kada se primenjuje protokol
samonagrizanja, tj. kada se povrSina dentina ne tretira kiselinskim agensima pre aplikacije
adheziva. Nagrizanje ortofosfornom kiselinom dovelo je do uklanjanja razmaznog sloja,
eksponiranja kolagenih vlakana i otvaranja dentinskih kanalica, §to je klasi¢na mikrografija

povrsine dentina koja odgovara protokolu totalnog nagrizanja.
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DISKUSIJA

Temperatura u komori pulpe

Tokom sprovodenja razlicitih stomatoloskih zahvata na zubima (preparacija kaviteta,
poliranje ispuna, bruSenje zuba), kao i tokom polimerizacije materijala na bazi smola moze
do¢i do povecanja intrapulpne temperature. Takode, usled hemijskog vezivanja materijala
oslobada se toplota kao posledica egzotermne reakcije. Oslobadanje toplote na ovaj nacin
moze dovesti do reverzibilnih promena u pulpnom tkivu. Medutim, porast intrapulpne
temperature iznad 5,5 °C moze dovesti do ireverzibilnih promena u vezivnog tkivu pulpe
(Scheinin, 1958; Zach, 1965).

Tokom razli¢itih tretmana NTAP dolazi do povecanja temperature u komori pulpe. U
literaturi se navode razli¢ite metode merenja temperature zuba tokom izlaganja izvoru NTAP.
Sladek i saradnici (Sladek et al, 2004) merili su temperaturu u komori pulpe tokom plazma
tretmana pomocu temperaturnih detektora na bazi platine, dok su Lehmann i saradnici merili

temperaturu na povrsini uzorka pomoc¢i infracrvene kamere (Lehmann et al, 2013).

Sladek i saradnici (Sladek et al, 2004) su plasirali temperaturni detektor kroz distalni kanal i
merili temperaturu u komori pulpe tokom 60 s plazma tretmana povrSine dentina pri
rastojanju NTAP izvora od 1 mm. Dobili su da povecanje temperature za 2,3 °C pri tretmanu
snage 220 mV (Sladek et al, 2004). Lehmann i saradnici (Lehmann et al, 2013) su merili
temperaturu povrSine dentina tokom plazma tretmana uz pomo¢ infracrvene kamere. Pri
rastojanju NTAP izvora od 2 mm i snazi od 2 W, temperatura povrsine dentina iznosila je
32,4+1,1°C.

U pilot studiji za merenje temperature koristili smo termopar K-tipa koji je bio u kontaktu sa
krovom komore pulpe. Uzorci su bili fiksirani u sunderu i drzani u vodenom kupatilu tokom
trajanja tretmana. PoCetna temperatura u pulpnoj komori bila je u klini¢ki relevantnom opsegu
od 36-37 °C. Merenjem temperature u komori pulpe pomoc¢u termopara K-tipa uoceno je da sa
porastom snage predate plazmi dolazi i do porasta temperature. Najveci porast temperature u
komori pulpe zabeleZen je tokom tretmana plazmom u rezimu 2 W, 5 mm (48,30+1,15 °C) u
odnosu na temperaturu tokom prosvetljavanja LED lampom (44,20+£7,19 °C). Dobijena
apsolutna vrednost temperature u studiji Lehmann i saradnika (Lehmann et al, 2013) je niza
nego u nasem radu, ali je u njihovoj studiji pocetna temperatura zuba bila oko 20 °C, dok je u
nasem radu pocetna temperatura zuba bila 36-37 °C. Uporedujuéi porast temperature izmedu

12-13 °C u obe studije moze se zakljuciti da su dobijeni rezultati komparabilni. Podaci u radu
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Sladek i saradnika (Sladek et al, 2004) ukazuju da je merenje temperature u komori pulpe

vrseno na sobnoj temperaturi, medutim nije zabeleZena vrednost ambijentalnih uslova.

Rezim NTAP od 2 W i 5 mm doveo je do pojave prslina na povrSini dentina. lako su dentinski
uzorci bili hidratisani, kao potencijalno objasnjenje za pojavu prslina moze biti koli¢ina

toplote koja se prenese na dentin i samo zagrevanje povrSine dentina.

Svrha ove pilot studije bila je da omogué¢i uvid u temperaturne promene u komori pulpe
tokom tretmana NTAP nakon primene konkretnog plazma izvora, kako bi se za kasnije
eksperimente mogao odrediti opseg parametara kojim su definisani pojedini plazma rezimi. U
ovom delu istrazivanja nije radena statistiCka analiza, jer je od veéeg znacaja klinicka
relevantnost umesto statisticke znaCajnosti rezultata. Imaju¢i u vidu postojanje grani¢ne
temperature koja predstavlja potencijalni bioloski rizik za pulpno tkivo, od klinickog znacaja
je da li i u kom trajanju odredeni tretman izaziva porast temperature iznad grani¢nih

vrednosti, a ne da li izmedu tretmana postoji statisticki znacajna razlika.

U pilot studiji nije simulirana intrapulpna mikrocirkulacija tako da rezultati predstavljaju
"najgori scenario™ odnosno moze se ocekivati da su temperaturne promene najvise za date
uslove. Rezultati su pokazali da ispitivani pocetni rezimi u prvih 30 s tretmana nisu
prouzrokovali porast temperature preko grani¢ne vrednosti od 42,5 °C. Maksimalne
temperature jesu dostigle znatno vise vrednosti, ali tek posle vise od 120 s tretmana, dok su
grani¢ne vrednosti temperature prevazidene posle 50-60 s tretmana. Zbog toga je odluceno da
u narednoj fazi istraZivanja bude koriS¢en rezim NTAP sa 1 W i 3 W i rastojanjima 2 mm do
8 mm, ali da se vreme tretmana skrati na 30 s. Tako je uticaj NTAP na povrsinska svojstva
dentina ispitivan u klinicki relevantnom ekspozicionom periodu, pri cemu se ocekivalo da
toplotni efekti ne predu gornje grani¢ne vrednosti. U daljim eksperimentima nije ispitivan
bioloski uticaj NTAP na pulpno tkivo, vec¢ je istrazivanje ograni¢eno na fizi¢ko-hemijske
efekte na dentinu. Uticaj NTAP na vitalno tkivo pulpe bi trebalo ispitati u daljim

istrazivanjima.
Kontaktni ugao

Prva hipoteza je prihvacena, odnosno doslo je do znafajnog smanjenja kontaktnog ugla
nakon svih tretmana NTAP u poredenju sa standardnom tehnikom nagrizanja ortofosfornom

kiselinom.
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Sposobnost kvasenja povrsine dentina odreduje se merenjem kontaktnog ugla. Kontaktni ugao
se definiSe kao ugao koji u tacki dodira tri sredine (gas, te¢nost i ¢vrsta povrSina) gradi
poluravan koja je tangenta na povrSini gas/tecnost 1 poluravan koja je tangenta na povrsini

teCnost/Cvrsta povrSina (Stamenkovi¢ et al, 2009a).

Prema Young (Young, 1805), kontaktni ugao (cos,) je pod dejstvom tri medupovrSinska

napona odreden mehani¢kom ravnotezom kapljice u jednacini:

Y COS 9)/ = Ysv — Vst

gde Yw,Ysv 1Vsi predstavljaju teCnost-gas, ¢vrsta supstanca-gas i ¢vrsta supstanca-te¢nost
medupovrsinski napon. Ova formula daje podatke o vrednostima kontaktnog ugla i

medupovrs§inskom naponu.

Na osnovu aktuelne terminologije po Marmur i saradnicima (Marmur et al, 2017), kontaktni
ugao na ravnoj povrsini definiSe se kao idealan kontaktni ugao. Stabilnost kontaktnog ugla u
smislu njegove osetljivosti zavisi od geometrije, stepena kontaminacije, stepena deformacije i
hrapavosti povrsine (Marmur et al, 2017). Neophodna je dobra priprema uzoraka, kako bi
vrednosti kontaktnog ugla bile §to tacnije. U literaturi postoje podaci o poliranju uzoraka radi
dobijanja glatke povrSine pre merenja kontaktnog ugla (Busscher et al, 1983; Drelich et al,
1997; Vargha-Butler et al, 1986). Tokom pripreme uzoraka u na$em radu ravna povrsina
dentina dobijena je pomocu linearne testere, a kasnije i abrazivnim diskom abrazivnosti 600.
Povrsina dentina nije polirana do visokog sjaja, jer rezultati ne bi imali klini€¢ku znacajnost.
Tretman povrSine dentina diskovima abrazivnosti 600 predstavlja prihva¢enu metodu
dobijanja "razmaznog" sloja koji odgovara klinickim uslovima preparacije kaviteta (Mine et
al, 2014).

Postoje direktne i indirektne metode merenja kontaktnog ugla. U direktne metode ubrajaju se
merenje goniometrom, metod zarobljenog mehura (captive bubble), metod nagibne ploce i
individualni fiber. Indirektne metode obuhvataju Wilhemov balansni metod, metod kapilarnog

povecéanja na vertikalnoj plo¢i, kapilarnu tubu, metod kapilarnog mosta (Yuan, 2013).

Direktno merenje veli¢ine kapljice na ravnoj, horizontalnoj ¢vrstoj povrSini predstavlja
,»sessile drop* metodu (Young, 1805). Podaci iz literature pokazuju veliku zastupljenost ove
metode merenja kontaktnog ugla (Brajkovic et al, 2014; Busscher et al, 1984; Hirata et al,
2015; Ishii et al, 2015; Koban et al, 2011; Silva et al, 2011; Valverde et al, 2013). Pomenuto

je da postoje razlicite metode direktnog merenja, pa tako pored najceS¢e metode direktnog
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merenja uz pomo¢ goniometra (Armengol et al, 2003; Chen, 2013; Dong et al, 2014; Dong,
2015; Koban et al, 2011; Lehmann et al, 2013) moguce je istu izvesti uz pomo¢ pipete koja je
fiksirana za stalak. U nasem radu, vrh pipete nalazio se na udaljenosti 4 mm od povrSine
uzorka, a fotografisanje kapljice obavljeno je 1 s nakon dodira kapljice sa povrsinom dentina.
U literaturi postoje podaci o vremenu fotografisanja kapljice i ono iznosi 2 s (Busscher et al,
1984), 3 s (Brajkovic et al, 2014), 5 s (Chen, 2013; Dong et al, 2014; Dong, 2015) nakon
dodira kapljice sa povrSinom uzorka. Vreme fotografisanja kapljice je od velike vaznosti za
standardizaciju rezultata, narocito kod isparljivih referentnih te¢nosti, kapljica malih

dimenzija i malih kontaktnih uglova.

IzraCunavanje vrednosti kontaktnog ugla obavljeno je pomocu softverskog programa Image J
(Rasband, 1997-2018.) primenom matematicki sloZzene tehnike sadrzane u LBADSA (Low
Bond Axisymmetric Drop Shape Analysis) plugin-u (Stalder et al, 2010). LBADSA plugin
koristi pet varijabli (b, x, y, h i d) za analizu projektovane slike kapljice (Williams et al,
2010).

Nakon svih tretmana NTAP (100% He; 99% He+1% O,; 98,5% He+1,5% O;) uoceno je
znacajno smanjenje kontaktnog ugla kod svih referentnih tecnosti u odnosu na kontrolne,
netretirane uzorke. UopSteno vrednosti kontaktnog ugla nakon tretmana NTAP (100% He)
kretale su se od 5,96°-69,1°. Kod plazma tretmana sa dodatkom O, vrednosti kontaktnog ugla
su bile u rasponu od 5,96° do 17,35° (1% O), odnosno 5,87-16,98° (1,5% O,).

Nakon aplikacije 32% ortofosforne kiseline u trajanju od 15 s vrednosti kontaktnog ugla
destilovane vode (36,44+9,85°) su bile znacajno manje u odnosu na kontrolne, netretirane
uzorke (84,24+2,61°). Sto se ostalih referentnih te¢nosti ti¢e, vrednosti kontaktnog ugla bile
su znacajno manje kod etilen-glikola (27,96+7,24°) u odnosu na dijod-metan (44,77+7,52°).
Vrednosti kontaktnog ugla za destilovanu vodu bile su sli¢ne rezultatima Rosales i saradnika
(Rosales et al, 1999) koji su tretirali dentin 10% ortofosfornom kiselinom. Dobili su znacajno
smanjenje kontaktnog ugla precis¢ene vode (25+04°) u odnosu na kontrolne uzorke (68+14°)

(Rosales et al, 1999).

U radu Lehmann i saradnika (Lehmann et al, 2013) nakon tretmana NTAP doslo je do
znafajnog smanjenja kontaktnog ugla kod obe referente tecnosti (destilovana voda<10Q°,
etilen-glikol~15°) u odnosu na kontrolne uzorke (>50°). Vrednosti kontaktnog ugla nakon
aplikacije 37,5% ortofosforne kiseline bile su manje kod destilovane vode (~35°). Uo¢ili su da

je veée kvasenje povrSine dentina postignuto nakon tretmana NTAP (<10°), nego nakon
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aplikacije ortofosforne kiseline (Lehmann et al, 2013). Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima

dobijenim u nasoj studiji.

Han i saradnici (Han et al, 2014) su merili kontaktni ugao nakon tretmana povrsine dentina
NTAP i nakon aplikacije ortofosforne kiseline. Uocili su da je povrSina dentina nakon
nagrizanja ortofosfornom kiselinom postala hidrofilnija. Nakon tretmana NTAP sa He kao
radnim gasom, vrednost kontaktnog ugla je bila manja od 10° (Han et al, 2014). U istrazivanju
Dong i saradnika (Dong, 2015) dobijeni su sli¢ni rezultati. Nakon tretmana NTAP uoceno je
bolje kvasenje dentina, tj. vrednost kontaktnog ugla bila je manja (<10°) u odnosu na tretman

ortofosfornom kiselinom (>30°) (Dong, 2015).

Razlike u ponasanju referentnih te¢nosti nakon nagrizanja ortofosfornom kiselinom, odnosno
izrazito smanjenje kontaktnog ugla destilovane vode, odsustvo promene kod etilen-glikola i
¢ak blago povecanje kontaktnog ugla dijod-metana u odnosu na kontrolne netretirane uzorke
ukazuje na znacaj ispitivanja kontaktnog ugla vise referentnih te¢nosti pre zaklju¢ivanja o
povrsinskim svojstvima dentina. Ovo je pogotovo bitno pre analize interakcije sa adhezivnim
sistemima, imaju¢i U vidu njihov kompleksan sastav i ¢injenicu da voda predstavlja samo
jednu komponentu dok monomerni sistem moze bitno odstupati u pogledu polarnosti u
odnosu na destilovanu vodu. Za detaljnije objasnjenje uocenih razlika u ponasanju referentnih
tecnosti, neophodno je analizirati komponente povrSinske energije, Sto je dato u slede¢em

odeljku.

PovrSinska energija

Prema Fowkes i saradnicima, povrSinska energija se sastoji od razli¢itih komponenti koje
poticu od brojnih medumolekularnih interakcija (Fowkes, 1972). Oni su analizirali dvofazne

sisteme (te¢nost, Cvrsta supstanca) gde je prisutna samo disperziona (nepolarna) interakcija.

Kao dopunu Fowkes jednacine, Owens i saradnici (Owens, 1969) uvode jednacinu za
odredivanje i polarne i nepolarne komponente. Prema njima povrSinska energija predstavlja
skup dve razliCite teCnosti (polarne 1 nepolarne komponente). Oni koriste metodu

geometrijske sredine kao metodu izracunavanja povrsSinske energije:

(1+cosy)yL =2 (,/VLLiWVSLW + ,/Vfiﬁ)’
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gde oznaka i oznaCava broj tecnosti. Skup vodonikovih, kiselo-baznih i indukovanih
interakcija opisuju polarnu  komponentu. Nepolarna komponenta opisuje shagu

intermolekularnih interakcija.

Wu i saradnici (Wu, 1971) za izraCunavanje povrSinske energije uz pomo¢ dve te€nosti

koriste metod harmonijske sredine:

LW LW P P
Yii Vs Vii Vs
(1+4+cosB)y, = 4 < )
o vidd vt VLt ¥s

U svim navedenim formulama, ys predstavlja povrSinsku energiju ¢vrste supstance, a y;,

povrsinsku energiju tecnosti.

Van Oss-Chaudhury-Good metod se zasniva na acidno-baznoj teoriji. Ovi autori smatraju da
intermolekularne interaktivne veze te¢nosti i povrSine mogu biti dugog dometa (Lifshitz-van
der Waals) i kratkog dometa (d<100A) (polarne kiselo-bazne). Lifshitz-van der Waals
interakcije sadrze komponente koje su bazirane na disperzionim, indukcionim i dipol-dipol
interakcijama. Kiselo-bazne interakcije sadrze komponente bazirane na donor-akceptornim,
elektrostatickim, vodoni¢nim interakcijama. Ovaj metod koristi iste komponente sa razlikom
u opisu polarne komponente. Polarna komponenta sastoji se od Lewis baznog (elektron-
donor) i Lewis kiselog (elektron-akceptor) dela na osnovu acido-bazne teorije (Van Oss et al,
1988; Van Oss, 1987).

Povriinska energija ¢vrste materije (ys) i njene komponente (YW, yd, ys5) izradunavaju se

prema formuli:

(14 cosB)y, =2 (\/ vV vt + \/YS+VL_ + \/YS_VL+)’

na osnovu vrednosti kontaktnog ugla referentnih te¢nosti (L>3) i njihovih poznatih

parametara povrsinske energije (Oss et al, 1987), (Van Oss et al, 1988).

U nasoj studiji koris¢ena je van Oss-Chaudhury-Good termodinamicka metoda. Na osnovu
ove formule mogu se odrediti kiselo-bazna svojstva ispitivane povrsine i objasniti svojstva
medupovrSinske interakcije radi boljeg uvida u nacin moguceg tretmana za modifikovanje
povrsine. Problemi van Oss-Chaudhury-Good metode izraCunavanja povrSinske energije
odnose se na kiselo-bazne komponente. Kao glavne probleme, Volpe i saradnici (Della VVolpe,
2000) navode:
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1) Velika baznost svih povrSina zbog vece zastupljenosti Lewis baznog dela. Veca
prisutnost baznog dela je zbog vrednosti vode koja je polarna. Da bi se prevazi$ao ovaj
problem, moguce je poredenje vrednosti Lewis kiselih delova sa vrednostima kiselih
delova drugih povrSina, jer poredenje Lewis kiselog dela sa baznim delom kod iste
povrsine nema efekta.

2) Zavisnost rezultata od pravilnog izbora referentnih te¢nosti.

3) Negativne vrednosti koje se dobijaju za kvadratne korene kiselo-baznih parametara
kao posledica merne nesigurnosti.

Za dobijanje adekvatnih vrednosti povrSinske energije dentina i njenih komponenti od
presudnog je znacaja izbor referentnih tec¢nosti. Kvadratni koren komponenti povrSinske
energije ispitivane povrSine zavisi od linearnog skupa tri jednacine sa tri varijable. Stoga za
pravilni odabir referentnih te¢nosti neophodno je izraGunavanje broja uslova (condition
number_C,) za svaki triplet teCnosti. Velika vrednost C, ukazuje na postojanje vece
osetljivosti rezultata na zaokruzivanje i greSke u podacima, dok se male vrednosti odnose na
postojanje tripleta sa ¢isto polarnim i nepolarnim te¢nostima. Zbog hemijskih pojava kao §to
su bubrenje, nemogucnost apsorpcije suzava se dijapazon tecnosti. Primenom van Oss-
Chaudhury-Good formule za izraCunavanje povrSinske energije neophodna je primena

referentnih te¢nosti sa malim vrednostima C, (Della Volpe, 2000).

Hollander i saradnici (Hollander, 1995) navode da kod odredenih parova polarnih referentnih
tecnosti tokom izraCunavanja povrSinske energije Cvrste materije velike promene u
vrednostima Lewis baznog i Lewis kiselog dela mogu nastati zbog male eksperimentalne
greSke. Oni su za svaku referentnu tecnost definisali koli¢inu (Qr). Qr predstavlja koli¢nik
Lewis baznog 1 Lewis kiselog dela tecnosti 1 izraCunava se pomocu formule:

- YL
r=
Q v

Za triplet referentnih te¢nosti (dve polarne i jedna nepolarna) neophodno je da vrednost Qr
bude Sto veca i da ne bude manja od 3. Veca vrednost Qr ukazuje na raznolikost polarnih

tecnosti u pogledu kiselosti/baznosti (Hollander, 1995).

Kao referentne tecnosti za merenje kontaktnog ugla u ovom radu su koris¢ene destilovana
voda, etilen-glikol i dijod-metan. C, primenjenog tripleta te¢nosti iznosi 6,28 (Della Volpe,

2000), a Qr vrednost je 9 (Hollander, 1995). Na osnovu vrednosti C, i Qr moze se zakljuditi
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da je izbor referentnih teCnosti adekvatan za merenje kontaktnog ugla i izraCunavanje

povrsinske energije dentina.

Destilovana voda i etilen glikol karakteriSu se polarnim osobinama, dok je dijod-metan
nepolarna tecnost. Na osnovu vrednosti komponenti povrsSinske energije referentnih tec¢nosti
uocava se da je destilovana voda amfoterna tj. moze biti i kisela i bazna te¢nost, dok je etilen-

glikol bazna tecnost.

Literaturni podaci ukazuju na ogromnu primenu destilovane vode kao jedine referentne
teCnosti za merenje kontaktnog ugla (Dong et al, 2014; Dong, 2015; Koban et al, 2011).
Destilovana voda tokom interakcije sa dentinom koji je tretiran NTAP pokazuje smanjenje
vrednosti kontaktnog ugla §to nam moze dati samo prividnu sliku o efektu NTAP
(hidrofilnost). Za bolje razumevanje interakcije tretirane povrSine NTAP i razlicitih tecnosti

neophodna je upotreba dodatnih referentnih te¢nosti koje se razlikuju po svojim osobinama.

Povrsinska energija teCnosti (y;) jednaka je zbiru nepolarnih i polarnih komponenti prema

pravilu aditivnosti:
ve=vi" + v{? pricemujey{® =2y vy

U naSem radu dobijene vrednosti povrSinske energije su bile obrnuto proporcionalne
vrednostima kontaktnog ugla. UoCeno je povecanje vrednosti povrSinske energije nakon svih
tretmana NTAP, kao i nakon aplikacije ortofosforne kiseline na dentin u odnosu na
netretirane, kontrolne uzorke. Nakon tretmana sa 100% He plazmom vrednosti povrSinske
energije kretale su se od 58,76 do 96,3 mJ/m?. Prisustvo O dovelo je do dodatnog povecanja
vrednosti povrsinske energije (1% O, 94,30-97,14 mJ/m?; 1,5% 0,_94,42-96,86 mJ/mZ) u
odnosu na uzorke tretirane ¢istom He plazmom narog&ito pri nizoj snazi (90,49+3,26 mJ/m®) i
kontrolne, netretirane uzorke (42,79+3,01 mJ/m?). Statisticka znalajnost nije zabeleZena
izmedu tretmana NTAP sa dodatkom 1% O»i 1,5% O,

Vece vrednosti povrSinske energije zabelezene su nakon aplikacije 32% ortofosforne kiseline
(76,08+4,24 mJ/m?) u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke (42,79+3,01 mJ/m?). Ovaj
rezultat ukazuje da efekti ortofosforne kiseline doprinose boljim povrSinskim svojstvima

dentina, ali u manjoj meri nego NTAP.

Armengol i saradnici (Armengol et al, 2003) tretirali su povrSinu dentina 37% ortofosfornom
kiselinom. Analizirali su mikromorfoloske promene i hemijske karakteristike dentina i uocili

da je nakon aplikacije ortofosforne kiseline u trajanju od 15 s doSlo do znacajnog porasta
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povrsinske energije u odnosu na kontrolne uzorke. Hidrofilnost povrsine raste nakon tretmana
ortofosfornom kiselinom (Armengol et al, 2003). Do suprotnih nalaza su dosli Attal i
saradnici (Attal et al, 1994). Oni nisu uocili promenu povrSinske energije dentina nakon
primene 37% ortofosforne kiseline (Attal et al, 1994). Razli¢iti rezultati iz aktuelne i
pomenutih studija bi se mogli objasniti razlikama u post-kiselinskom tretmanu dentina,
odnosno u fazi suSenja. Poznato je da je ova faza kriticna nakon kiselinskog nagrizanja
dentina zbog moguceg presusivanja ili nedovoljnog suSenja dentina, pri ¢emu ne postoji jasan
protokol faze suSenja u klini¢koj praksi koji bi se precizno povezao sa odredenim stepenom
rezidualne vlaznosti. Sa druge strane, presusivanje dentina dovodi do kolapsa kolagenih

vlakana usled gubitka rezidualne vode iz interfibrilarnih prostora (Pashley et al, 2011).

Kod uzoraka koji su tretirani 100% He NTAP, tretirane povrsine su poprimile polarne osobine
(52,67 mJ/m? 3 W, 2 mm) i veca je bila zastupljenost Lewis baznog dela (61,62 mJ/m? 3 W,
2 mm). Odstupanje od ovih rezultata prisutno je kod rezima 1 W, 8 mm gde je tretirana
povrsina bila nepolarnog karatera (42,04 mJ/m?) i sa ve¢om zastupljeno$éu Lewis kiselog dela
(58,59 mJ/m?). Dodatak O, doveo je do povecanja polarne (1% O, 53,87 md/m?% 1,5%
0, 53,89 mJ/m?) i Lewis bazne komponente (1% O, 65,97 mJ/m?; 1,5% O, 65,80 mJ/m?) u
odnosu na ¢istu He plazmu. PovrSina kontrolnih, netretiranih uzoraka bila je nepolarna (35,51
mJ/m?) i sa izrazenom Lewis kiselom komponentom (53,10 mJ/m?), §to je sli¢no pri rezimu
100% He plazme (1 W, 8 mm). Pomenuti rezim je pokazao i znatno manji uticaj na kontakni
ugao referentnih tecnosti u odnosu na druge tretmane, Sto je u skladu i sa rezultatima
povrsinske energije. Ovi nalazi ukazuju da rezim 1 W, 8 mm predstavlja rezim male snage 1

velike udaljenosti koji ostvaruje veoma limitirani efekat na povrsinska svojstva dentina.

Aplikacija ortofosforne kiseline dovela je do promene polarnosti povrsine (polarna
komponenta_43,72 mJ/m?% Lewis bazni deo 49,67 mJ/m?), kao i tretmani NTAP ali su
vrednosti bile manje u odnosu na plazma tretmane. Ovi nalazi su u skladu i sa rezultatima
kontaktnih uglova referentnih tec¢nosti koje su pokazale manju promenu nakon kiselinskog

nagrizanja u odnosu na plazma tretman.

Povr$ina dentina u kontrolnoj, netretiranoj grupi pokazala je hidrofobni i nepolarni karakter.
Imajuéi u vidu metodologiju secenja i pripreme, ova grupa se generalno shvata kao analog
preparisanom dentinu sa razmaznim slojem. Vrednosti polarne, nepolarne komponente i
Lewis baznog dela su se povecale nakon tretmana NTAP, dok je vrednost Lewis kiselog dela

opala u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke. Nakon tretmana ortofosfornom kiselinom
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povecana je polarna komponenta i njen Lewis bazni deo, dok su smanjene nepolarna

komponenta i Lewis kiseli deo polarne komponente.

Hirata i saradnici (Hirata et al, 2015) dobili su podatke koji pokazuju da nakon tretmana
NTAP u trajanju od 30 s dolazi do znaCajnog porasta povrSinske energije i polarne
komponente u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke (Hirata et al, 2015), $to je u skladu i sa
nasim rezultatima. Za izracunavanje povrsinske energije Hirata i saradnici (Hirata et al, 2015)
su koristili Owens-Wendt formulu koja daje podatke samo o polarnim i nepolarnim
karakteristikama. Na$a studija za proracun/izra¢unavanje povrSinske energije koristi van Oss-
Chaudhury-Good formulu koja daje dodatne informacije o polarnoj komponenti (acido-bazne
karakteristike).

U radu Silva i saradnika (Silva et al, 2011) nakon tretmana povrSine titanijuma i cirkonijuma
izvorom NTAP doslo je do sli¢cnih promena povrSinske energije kao u naSem radu i u radu
Hirata i saradnika (Hirata et al, 2015). Nakon tretmana NTAP u trajanju od 5, 10 1 20 s uocen
je znacajan porast povrSinske energije i njene polarne komponente u odnosu na kontrolne,
netretirane povrSine (Silva et al, 2011). Sli¢éne podatke po pitanju promene komponenti
(znacajni porast polarne komponente) dobili su Valverde i saradnici (Valverde et al, 2013)
koji su izvorom NTAP tretirali povrSinu itrijum stabilizovane keramike. U ovim studijama
(Silva et al, 2011), (Valverde et al, 2013) kori$¢ena je formula za izraGunavanje polarnih i
nepolarnih  komponenti povrsinske energije (Owens-Wendt formula) bez dobijanja

informacija o kiselo/baznim karakteristikama.

Nepolarna komponenta povrsinske energije daje podatke o nepolarnim interakcijama izmedu
molekula ispitivane povrsine 1 referentne tecnosti. Ona je odredena hrapavoscu, neravninama i
razgranato$¢u povrSine polimera. Polarna komponenta suprotno nepolarnoj karakteriSe se
polarnim interakcijama izmedu ispitivane povrsine i referentne te¢nosti. Zastupljenost polarne
komponente zavisi od prisustva polarnih grupa, elektri¢nih naboja i slobodnih radikala na
ispitivanoj povrSini. Kod tretmana NTAP sa dodatkom O, povecava se polarna komponenta

(Fridman A, 2008c), $to je uoceno i u nasem radu.

Smanjenje kontaktnih uglova sve tri referentne tecnosti nakon NTAP tretmana moze se
objasniti pove¢anjem udela i polarne i nepolarne komponente povrsinske energije dentina
cime je facilitirana interakcija i polarnih i apolarnih referentnih tecnosti sa odgovaraju¢im
molekulskim grupama na povrsini dentina. S druge strane, kiselinsko nagrizanje znac¢ajno je
smanjilo kontaktni ugao destilovane vode ali ne i etilen-glikola, iako su obe te¢nosti polarne.

Razlike izmedu destilovane vode i etilen-glikola mogu se objasniti nesto visim udelom
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nepolarne komponente povrsinske energije etilen-glikola (Tabela 4.) u odnosu na destilovanu
vodu, zbog ¢ega je smanjenje nepolarne komponente povrsinske energije dentina u izvesnoj
meri neutralisalo uticaj pove¢anog Lewis baznog dela na ukupnu promenu kontaktnog ugla
etilen-glikola. Nesto veci kontaktni ugao apolarnog dijod-metana na kiselinom nagrizenom
dentinu moze se objasniti smanjenjem nepolarne komponente povrsinske energije dentina. To
znaci da je kvasenje dentina za apolarne te¢nosti losije nakon kiselinskog nagrizanja §to moze

imati uticaj na interakciju sa adhezivima koji u svom sastavu imaju takve monomere.

Attal i saradnici (Attal et al, 1994), dobili su podatke da je nakon aplikacije 37% ortofosforne
kiseline povrSina dentina zadrzala iste osobine u odnosu na kontrolu (dentin prekriven
razmaznim slojem). Kod obe povrSine dentina prisutna je veca zastupljenost nepolarne
komponente povrsinske energije i Lewis baznog dela polarne komponente. Vecu zastupljenost
Lewis bazne komponente pripisali su prisustvu NH; grupa iz dentinskih tubula, kao i prisustvu
atmosferskog kontaminiranog sloja. Ovaj zakljucak se slaze sa navodima Congard i saradnika
(Cognard, 1987) koji baznost povrsine dentina koji je prekriven razmaznim slojem povezuju

sa hemijskim sastavom dentina i prisustvom atmosferskog kontaminiranog sloja.

Da do polarnosti povrSine dentina dolazi nakon aplikacije ortofosforne kiseline (37%)
dokazali su Armengol i saradnici (Armengol et al, 2003). Oni su kao metod za izraCunavanje
povrSinske energije koristili Owens-Wendt formulu koja daje informacije o polarnoj i

nepolarnoj komponenti bez prisustva kiselo-baznih podataka (Armengol et al, 2003).

Efekti razlicitih NTAP rezZima na povrSinska svojstva dentina

Smanjenjem rastojanja plazma igle od povrSine uzorka, povecanjem snage i dodatkom O,

pojacava se efekat NTAP na povrsinska svojstva dentina, ¢ime je druga hipoteza prihvacéena.

Nakon tretmana sa 100% He kao gasom, pri reZimu 1 W, 8 mm vrednosti kontaktnog ugla
bile su znacajno vece u odnosu na ostale plazma rezime. Ove vrednosti (69,1+5,65°) su bile

priblizne vrednostima kontaktnog ugla kod kontrolnih, netretiranih uzoraka (84,24+2,61°).

Sto se ti¢e rastojanja izmedu povrsine dentinskog diska i vrha plazma igle, kao i snage
pokazali smo da je kod 100% He plazme u grupi sa destilovanom vodom doslo do znacajnog

smanjenja kontaktnog ugla sa povec¢anjem snage (3 W).

Za plazma tretmane na tvrdim zubnim tkivima naj¢eS¢e primenjivani reZimi bili su pri
snagama od 2 W do 5 W (Dong et al, 2014; Dong, 2015; Lehmann et al, 2013; Ritts et al,
2010; Santak et al, 2017; Zhang et al, 2014). U literaturi postoje podaci i o primeni veéih
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snaga pri tretmanima NTAP na dentinu (Chen et al, 2014; Chen, 2013; Hirata et al, 2015;
Ritts et al, 2010).

Santak i saradnici (§antak et al, 2017) analizirali su efekat NTAP na tvrdnim zubnim tkivima
tokom razli¢itog trajanja tretmana. Nakon 30 s trajanja tretmana, uocili su smanjenje
kontaktnog ugla (9+3°) u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke (<75°). Medutim, nakon 24
h doslo je do povecanja kontaktnog ugla za oko tri puta (24°). Kod duzih plazma tretmana
zabeleZena je stabilnija povrSinska modifikacija, odnosno manji naknadni porast kontaktnog

ugla (Santak et al, 2017).

Sa dodatkom 1% O, u grupama sa destilovanom vodom i dijod-metanom uoceno je da

povecanje snage dovodi do smanjenja kontaktnog ugla.

Dodatak O, je doveo do jo§ izrazitijeg smanjenja kontaktnog ugla i povecanja povrsinske
energije u odnosu na Ccistu He plazmu. Medutim, izmedu razliitth procentualnih
zastupljenosti O, u smeSama gasova (1% i 1,5%) nije bilo znafajne razlike u pogledu

vrednosti kontaktnog ugla.

U radu Koban i saradnika (Koban et al, 2011) koriséen je izvor NTAP sa Ar kao radnim
gasom 1 smeSama gasova (Ar+0,2% Oy; Ar+1% O,) za tretman povrSine dentina. Dodatak 1%
O, doveo je do boljeg kvaSenja povrSine dentina u odnosu na 0,2% O; 1 Cistu Ar plazmu
(Koban et al, 2011). Ovaj rezultat ukazuje da bi za dalja ispitivanja trebalo koristiti vrednosti

koje su jednake ili ve¢e od 1% O, kao $to je primenjeno u naSem radu.

Pozitivan uticaj O, na efekte plazme ogleda se u formiranju veéeg broja reaktivnih
molekulskih grupa na povrsini dentina poput OH", CO grupa (Lehmann et al, 2013; Ritts et al,
2010). Pozitivan efekat O, ogleda se i u vecoj povrsinskoj energiji dentina i porastu Lewis
baznog dela polarne komponente. Povecanjem povrSinske energije 1 veéim brojem
interaktivnih zona povecava se i reaktivnost dentina nakon tretmana dentina kiseonikom
obogac¢enom plazmom pa bi optimizovani rezimi plazme obavezno trebalo da sadrze i 1-1,5%

0,.

Aplikacija univerzalnih adheziva na plazmom tretirani dentin

Kori$¢eni adhezivni sistemi (SBU 1 CUB) predstavljaju univerzalne adhezive bazirane na vodi
i etanolu koji sadrze jos i BisGMA, HEMA i 10-MDP. CUB sadrzi kisele visoko-hidrofilne

amidne monomere koji poboljSavaju kvaSenje i1 penetraciju adheziva.
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Pomenuto je da 10-MDP ostvaruje hemijsku vezu sa Ca?* iz HaP, povrsinski izvla&i kalcijum
iz kristala HaP i formira MDP-Ca soli koje se pravilno rasporeduju u nanoslojeve (Fukegawa
et al, 2006).

Pored 10-MDP, SBU sadrzi hidrofilni poliakenoidni kopolimer (Vitrebond™) koji ostvaruje
hemijsku vezu sa Ca** iz HaP. Prisustvo HEMA i kopolimera dovodi do redukcije nanosloja
izgradenog od 10-MDP-Ca soli, zbog potencijalnog nadmetanja navedenih komponenti sa 10-
MDP. Yoshida i saradnici (Yoshida et al, 2012) navode da prisustvo HEMA u minimalnoj
koncentraciji od 8% znacajno ometa hemijsku reakciju izmedu 10-MDP i HaP, ali ne dovodi
do sprecavanja reakcije. ObjaSnjenje za ovu pojavu leZi u medumolekularnim reakcijama
izmedu 10-MDP i HEMA koje ometaju nukleaciju i rast MDP-Ca soli. Drugo moguce
objasnjenje je prisustvo vode u adhezivnom sistemu. HEMA kao hidrofilni monomer moze

vezati svu vodu i time onemoguciti interakciju 10-MDP i HaP (Yoshida et al, 2012).

Vrednosti kontaktnog ugla nakon tretmana NTAP (98,5% He+1,5% O, 3 W, 4 mm) i
aplikacije univerzalnih adheziva bile su znacajno manje kod CUB (19,95+6,88°) u odnosu na
SBU (35,68+2,35°). Ovaj rezultat se moze objasniti prisustvom visoko-hidrofilnog monomera

u CUB adhezivu, kako navodi proizvodac, iako ta¢na hemijska formula nije dostupna.

Nakon aplikacije SBU i CUB po protokolu totalnog nagrizanja vrednosti kontaktnog ugla
(SBU 44,13+8,45° CUB_33,04+6,04°) bile su znacajno vece u odnosu na grupe u kojima su
SBU i CUB aplikovani po protokolu samonagrizanja (SBU_29,94+1,86°; CUB_26,56+2,33°)
ili nakon tretmana NTAP (SBU_35,68+2,35% CUB_19,95+6,88°).

Aplikacija adheziva po protokolu totalnog nagrizanja podrazumeva primenu ortofosforne
kiseline. Nakon aplikacije ortofosforne kiseline dolazi do poboljSanja hidrofilnosti povrsine
dentina, ali ne 1 do bolje distribucije adheziva u odnosu na protokol samonagrizanja. Moguc¢i
razlog je prisustvo hidrofobnih monomera, kao §to je BiSGMA, u sastavu adheziva. BisGMA
je relativno hidrofoban monomer i kao takav ne infiltriSe u potpunosti vlazna kolagena vlakna
(Spencer, 2002; Wang, 2002). Prisustvo vode moze dovesti do fazne separacije izmedu
hidrofobnih 1 hidrofilnih monomera u adhezivima koji sadrze BisGMA 1 HEMA. Za razliku
od BisGMA, HEMA je hidrofilan monomer i kao takav moze prodreti izmedu kolagenih
vlakana (Spencer, 2002). Zhang i saradnici (Zhang et al, 2016) navode da aplikacija
adhezivnih sistema koji u svom sastavu sadrze 10-MDP po protokolu totalnog nagrizanja
moze dovesti do neravnomerne/nekonzistentne raspodele monomera u demineralizovani

dentin. Nakon aplikacije ortofosforne kiseline povecava se polarna komponenta povrSinske
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energije, kao i Lewis bazni deo. Smanjenje nepolarne komponente ukazuje na smanjenu

interakciju izmedu nepolarnih komponenti adheziva i povrsine dentina.

Aplikacija adheziva po protokolu samonagrizanja i nakon tretmana NTAP daje manje
vrednosti kontaktnih uglova, s tim $to je bolje kvasenje zabelezeno kod CUB adheziva. Bolje
kvaSenje povrSine dentina nakon tretmana NTAP moZe se objasniti boljom infiltracijom
BisGMA i HEMA u plazma-tretiran dentin. Zhang i saradnici (Zhang et al, 2014) navode da
nakon NTAP tretmana povrsine dentina dolazi do bolje penetracije u demineralizovani dentin
ne samo HEMA, ve¢ i BisGMA iz eksperimentalnog modela adheziva. Mikrografije SEM u
radu Ayres i saradnika (Ayres et al, 2018) pokazuju intenzivnu penetraciju adheziva i

formiranje dugackih smolastih produzetaka nakon tretmana NTAP u trajanju od 30 s.

Protokol samonagrizanja podrazumeva aplikaciju adheziva bez prethodnog kiselinskog
nagrizanja na povrSinu gledi i dentina. Kiseli funkcionalni monomeri ne uklanjaju razmazni
sloj, ve¢ ga ¢ine propustljivim (Perdigao, 2010; Van Meerbeek et al, 2011) i svojim
fosfornim, karboksilnim, fosfitnim grupama ostvaruju hemijsko vezivanje sa Ca*" iz HaP
dentina (Yoshida et al, 2004; Yoshida et al, 2001). Podaci iz literature pokazuju da primena
univerzalnih adheziva po protokolu samonagrizanja poboljSava vezivanje adheziva za dentin

(Manfroi et al, 2016; Marchesi et al, 2014).

Primena CUB po protokolu samonagrizanja i nakon tretmana NTAP je dala bolje rezultate u
odnosu na SBU u pogledu vrednosti kontaktnog ugla. CUB pored hidrofilnog monomera
HEMA, sadrzi i hidrofilni amidni monomer. Prisustvo ova dva monomera moze doprineti

boljem kvasenju i penetraciji adheziva u dentin.

Rezultati nasSe studije pokazuju da je povrSina dentina prekrivena razmaznim slojem
nepolarna 1 sadrzi vecu koli¢inu Lewis kiselog dela. Nakon aplikacije ortofosforne kiseline 1
tretmana NTAP doslo je do promene osobina tretirane povrsine tj. povrSina dentina je postala
polarna i sa veCom zastupljenoscu Lewis baznog dela. Primenjeni adhezivni sistemi spadaju u
grupu blago kiselih adheziva (SBU_pH 2,7; CUB_2,3) i njihova aplikacija na nepolarnoj
(protokol samonagrizanja) i polarnoj (protokol totalnog nagrizanja) povrSini moze rezultirati

razli¢itim stepenom kvaSenja i odnosom polarne/nepolarne komponente.

Pored pozitivnih efekata NTAP na penetraciju adheziva i poboljSanje stepena kvasenja, ne
treba iskljuciti faktore koji ograni¢avaju penetraciju adheziva u hibridni sloj. Studija Zhang i
saradnika (Zhang et al, 2014) pokazala je da pojedine komponente adheziva u razli¢itom

stepenu prolaze u hibridni sloj u zavisnosti od njihove hidrofobnosti/hidrofilnosti. Sposobnost
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NTAP da poveca penetraciju hidrofilne HEMA, a u manjoj meri hidrofobne BisGMA
umanjuje navedene pozitivne efekte NTAP. Kao posledica povecane penetracije hidrofilnih
monomera usled fazne separacije moze do¢i do veée sorpcije i difuzije vode, kao i
rastvorljivosti smole (Malacarne-Zanon et al, 2009; Tanaka et al, 1999). Univerzalni adhezivi
nakon polimerizacije mogu se ponasati kao semi-permeabilne membrane i omoguéavati
difuziju vode u predelu adhezivnog sloja (Tay et al, 2002). Tretman NTAP poboljsava
penetraciju adheziva u hibridni sloj i1 jaCinu veze izmedu adheziva i1 dentina, ali starenjem

tokom vremena usled biodegradacije dolazi do slabljenja efekta NTAP na jacinu veze.

Vise studija navodi inicijalno pobolj$anje adhezivne veze nakon tretmana NTAP (Ayres et al,
2018; Dong, 2015; Han et al, 2014; Hirata et al, 2016). Medutim, za dugotrajnost ispuna
bitnija je stabilnost nego inicijalna jac¢ina adhezivne veze sa dentinom. Han i saradnici (Han et
al, 2014), kao i Dong i saradnici (Dong, 2015) uo¢ili su da i nakon arteficijelnog starenja
vrednosti jacine veze ostaju veée u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke kod kojih je
uoCeno smanjenje jacine veze. Za razliku od ovog nalaza, u radovima Ayres i saradnika
(Ayres et al, 2018) i Hirata i saradnika (Hirata et al, 2016; Hirata et al, 2015) doslo je do

smanjenja ja¢ine veze nakon godinu dana arteficijelnog starenja.

PovrsSinski sastav i struktura dentina

Na osnovu vrednosti kontaktnih uglova 1 povrSinske energije dentina posle tretmana NTAP,
dosli smo do zakljucka da rezim 3 W, 4 mm sa dodatkom 1,5% O, predstavlja rezim koji u
pogledu snage, rastojanja i smeSe gasova daje najbolje rezultate. Kako je ranije navedeno,
najbolje kvasSenje tj. najmanje vrednosti kontaktnog ugla upravo su zabelezene pri

pomenutom rezimu plazma tretmana (6,72+1,91°).

Zbog dobijenih podataka o kvalitetu kvaSenja povrSine dentina, izabran je rezim 3 W, 4 mm
sa dodatkom 1,5% O, radi poredenja efekata plazme sa aplikacijom ortofosforne kiseline na
povrsinske karakteristike univerzalnih adheziva. Radi dobijanja kompletne slike o stepenu
modifikacije povrSine dentina nakon tretmana NTAP analizirani su i povrSinski sastav 1

struktura dentina primenom SEM/EDS.

Nakon tretmana NTAP uocen je pad O, a porast Ca, P, N u odnosu na kontrolne, netretirane
uzorke. Porast Ca i P je ocekivan jer su ovi elementi sastojci HaP dentina i nakon plazma
tretmana usled uklanjanja organske komponente bivaju dodatno eksponirani na povrSini
dentina (Chen, 2013; Koban et al, 2011; Santak et al, 2017). Porast N je takode ocekivan, jer
NTAP koris¢ena u nasem radu na osnovu rezultata masene spektroskopije ima najvise N.
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Vece prisustvo N u dentinu nakon plazma tretmana moZe se objasniti formiranjem azotnih
funkcionalnih grupa (ROH ili NO") (Malovi¢ et al, 2010). Najvecéa razlika u padu atomske
zastupljenosti O prisutna je kod NTAP sa 100% He (74,45%) u odnosu na kontrolne,
netretirane uzorke (83,98%). Kod plazmi sa dodatkom O, vrednosti O su bile sli¢ne i to kod
NTAP sa dodatkom 1% O, procentualna zastupljenost O je iznosila 76,76%, dok je kod
NTAP sa 1,5% O, zastupljenost O bila 77,66%.

Prisutan je isti trend porasta atomske zastupljenosti Ca i P i to najvise kod plazme sa 100%
He, a zatim kod plazmi sa dodatkom O, Za razliku od kontrolnih, netretiranih uzoraka, kod

uzoraka koji su tretirani NTAP uoceno je prisustvo N (1,85-2,86%).

Nakon aplikacije ortofosforne kiseline doslo je do porasta atomskog procenta O, a smanjenja
Ca, P u odnosu na kontrolne, netretirane uzorke. Kao i kod kontrolnih uzoraka, prisustvo N je
bilo u tragovima ili nije bio detektovan. Smanjenje Ca 1 P se moZe objasniti povrSinskom
demineralizacijom HaP dentina, dok se prisustvo N objasnjava delimi¢nom eksponirano$éu

kolagenih vlakana nakon kiselinskog nagrizanja.

Santak i saradnici (Santak et al, 2017) analizirali su tretiranu povrsinu dentina nakon dejstva
NTAP pomocu XPS. Uocili su porast Ca, P, O. Vrednost O nakon tretmana NTAP bila je
49+7% u odnosu na kontrolne uzorke (39+4%). Kao objaSnjenje za porast O, autori navode da
kao proizvod reakcije izmedu metastabilnog He i1 atmosferskog vazduha nastaju radikali
kiseonika, koji kasnije ostvaruju brojne reakcije sa elementima dentina (Santak et al, 2017). U
istrazivanju Chen i saradnika (Chen, 2013) takode je uocen porast O, Ca i P, a smanjenje
atomskog procenta C i N. Kao razlog za smanjenje C i N, Chen i saradnici navode moguénost
uklanjanja proteina plazma tretmanom. Rezultati Koban i saradnika (Koban et al, 2011)
analizom EDS pokazuju da nakon tretmana povrsine dentina NTAP dolazi do porasta O, Ca i
P 1 smanjenja C. Koban i saradnici navode da je poboljSanje hidrofilnosti povrSine povezano
sa formiranjem novih grupa koje u sebi sadrze O (—OH,—0OH). Postojanje ovih grupa je

bazirano na prisustvu ugljenika i delova neorganskog matriksa (Koban et al, 2011).

Analizom mikrografija SEM wuocili smo da tretmani NTAP nisu doveli do pojava
mikromorfoloskih razlika u poredenju sa kontrolnom, netretiranom povrSinom dentina. Isti
nalazi dobijeni su u studijama (Chen, 2013; Dong, 2015; Koban et al, 2011). Takode, uoc¢eno
je da razliciti plazma tretmani ne dovode do destruktivnih promena na povrsini dentina/gledi

(Chen et al, 2013; Koban et al, 2011; Lehmann et al, 2013).
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Povrsina dentina nakon nagrizanja ortofosfornom kiselinom bila je bez razmaznog sloja, sa
eksponiranim kolagenim vlaknima i otvorenim dentinskim kanali¢cima. Ovaj nalaz je
uobicajen za povrSinu dentina nakon nagrizanja ortofosfornom kiselinom u klini¢ki
predvidenom trajanju od 15 s. Ortofosforna kiselina, kao jaka kiselina, potpuno razlaze
amorfni, mineralni razmazni sloj, ali i demineralizuje povrsinski sloj dentina u debljini od
nekoliko mikrometara. Kako ortofosforna kiselina nema organoliticko dejstvo, to izostaje i
njen efekat na organsku komponentu dentina, kolagena vlakna, koja ostaju eksponirana na

povrsini kiselinom nagrizenog dentina.

Lehmann i saradnici (Lehmann et al, 2013) uocili su prisustvo glatkih intertubularnih polja
kod poliranih, netretiranih dentinskih uzoraka analizom SEM. Nakon tretmana NTAP doslo je
do pojave blago zaobljenih intertubularnin podru¢ja, odsustva kolagenih vlakana. Takode,
uoCavaju se iregularno proSireni otvori dentinskih kanali¢ca. Kod uzoraka kod kojih je
aplikovana ortofosforna kiselina doslo je do pojave nehomogenih i eksponiranih kolagenih

vlakana (Lehmann et al, 2013).

Rezultati dobijeni u ovoj i u drugim studijama ukazuju na pozitivne aspekte plazma tretmana
povrSine dentina. Medutim, neophodna su dalja istrazivanja u cilju prevazilazenja

ogranicavajucih faktora kako bi dobra inicijalna adhezivna veza bila dugoro¢no stabilnija.

Tretman NTAP na dentinu dovodi do poboljSanja hidrofilnosti i promene osobina same
povrsine. Poznavanjem povrSinske energije i njenih komponenti tretirane povrsine dobijaju se
podaci o izboru vrste dentalnih adheziva 1 nacinu njihove aplikacije. Ortofosforna kiselina
modifikuje povrSinska svojstva dentina tako da omoguc¢ava prodor adhezivnih monomera u
interfibrilarne prostore hibridnog sloja. Medutim, zbog biodegradacije usled dejstva MMP
aktuelni preporuceni protokol u klinickoj praksi iskljuCuje primenu ortofosforne kiseline na
dentinu. Primena NTAP i ispitivanje njenih efekata na povrsinska svojstva tvrdih zubnih tkiva
su jos uvek na bazi¢nom nivou, ali izneti rezultati ukazuju na moguénost NTAP da modifikuje
povrsinska svojstva dentina, u prvom redu kvasenje 1 povrSinsku energiju, bez destruktivnih
promena u strukturi dentina. Rezimi NTAP definisani u ovom radu snagom, udaljenoscu i
vremenom tretmana poboljSavaju distribuciju adheziva i interakciju sa dentinom, §to je

osnovni preduslov adekvatne adhezivne veze.
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ZAKLJUCAK

Tretman NTAP dovodi do modifikacije povrSine i promene u hemijskom sastavu dentina.
PovrSina dentina nakon dejstva plazme postaje hidrofilnija, polarna i sa predominantnom
prisutnos¢u Lewis baznog dela. Povecanje povrSinske energije dentina nakon tretmana NTAP

moze pozitivno uticati na distribuciju adheziva na povrsini dentina i u zoni hibridnog sloja.

Generalno gledano, dodatak O, pojacava efekat plazme na ispitivana povrSinska svojstva

dentina pri rezimima snage 1 W, 3 W i rastojanju 2 mm i 4 mm.

Pod optimizovanim plazma tretmanima na dentinu mogu se smatrati tretmani pri snazi od 3 W
I rastojanjima 2 do 4 mm. Duzina trajanja tretmana od 30 s predstavlja klinic¢ki prihvatljivo
vreme. Izabrani optimizovani rezim NTAP pri snazi 3 W, 4 mm sa 1,5% He u trajanju od 30 s
pre aplikacija adheziva omogucio je bolju distribuciju adheziva u poredenju sa kiselinskim
nagrizanjem. Efekat navedenog optimizovanog rezima NTAP (3 W, 4 mm) je bio slabiji u

odnosu na aplikaciju adheziva po samonagrizaju¢em protokolu.

Razlike u hemijskom sastavu dentina nakon tretmana ortofosfornom Kkiselinom i tretmana
NTAP pokazuju da je plazmom tretirana povrsSina aktivnija i sa vise reaktivnih grupa koje

mogu doprineti boljem adhezivnom spoju.

Optimizovani tretman NTAP menja povrSinsku strukturu dentina i ne dovodi do destruktivnih
promena povrSine. Mikromorfoloski izgled plazmom tretiranog dentina je sli¢an dentinu kod

koga se primenjuje samonagrizajuci protokol, tj. protokol bez kiselinskog nagrizanja.
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[Tpusor 1.

N3jaBa o ayropcTBY
[Tornucana Josana Crammh
opoj ungexca 4006/2013
HN3jaBbyjem
J1a je TOKTOpCKa AMCepTaIlyja moj HacJIOBOM

VYTHIaj] HUCKOTEMIIepaTypHe aTMOoc(epcKe Imiia3Me Ha MOBPIIMHCKA CBOJCTBA ICHTHHA U
HETOBY MHTEPAKIIH]Y Ca aIXe3UBHUM CHUCTEMHMa

®  PE3yNTaT CONCTBEHOT HCTPAKUBAYKOT pajia,

e Ja IpeJUIOKEeHA JUCepTalja y HeJIMHN HU Y JeJIOBIMA HUje Onla mpeiokeHa 3a
no0ujame OUII0 Koje TUIIIOME TIpeMa CTYIHjCKUM MPOrpaMuMa JPyTrux
BHCOKOIIIKOJICKMX YCTAHOBA,

® J1a Cy pe3ysITaTH KOPEeKTHO HAaBE/ICHH U

e J1a HHCAM KPUINO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUO UHTEIEKTYaTHy CBOjJUHY IPYTHX
JIHIA.

Hornuc noxkTopanga

VY beorpany,
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IIpuaor 2.

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
pana

Nme u npesume aytopa JopanaCramuh
bpoj unnexca 4006/2013
Crynujcku nporpam ba3uyHa M KIMHUYKA HCTPAKUBAHja y CTOMATOJIOTHjH

HacnoB pana YTuiaj HuckoremmneparypHe arMochepcke mia3me Ha MOBPIIMHCKA CBOjCTBA
JICHTUHA U HeTOBY MHTEPAKIIHN]Y Ca aJIXE3UBHUM CHCTEMHUMa

MenTtopu npo¢ np Becha Musieruh
pou. ap Maja Muneruh

TTorrmucana Joana Cramuh

N3jaBibyjeM na je mrammnaHa Bep3uja MOT JTIOKTOPCKOT pajia MICTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEp3UjU
KOjy caM Ipejao/na 3a 00jaBJbUBamke Ha NOPTaTy JMIrHTAJHOT pPeno3uTopujyma
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaMm n1a ce o0jaBe MOjH JIMYHU TTOIAIM BE3aHU 3a I00Ujambe aKaJIeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao ITO Cy UME U Tpe3nMe, TOJJMHA U MECTO pol)era U JaTyMm o0paHe paja.

OBu TMYHU NOJAIM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHUIlaMa AUTUTaIHE OMOINOoTEKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOinkanujama Y HuBep3ureTa y beorpany.

IMornuce 1okTOpaHga

VY beorpany,
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IpwuJor 3.
N3jaBa o kopumhemy

Omnamhyjem YuuBep3urercky Oubmmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh™ na y ururtamzau
pero3uToprjyM YHHBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy MOKTOPCKY AMCEpTanujy MOJ
HACJIOBOM:

YTunaj HuckoreMmeparypHe aTrmMocgepcke IUIa3Me Ha NOBPIIMHCKA CBOjCTBA
JAeHTHHA U Her0BY HHTEPAKIH]y ca aAXe3MBHUM CHCTEeMHMa

KOja je MOje ayTOPCKO JEJIO.

JlucepTaniyjy ca CBUM IMPUIIO3UMa MPeIao/jia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMary HOrogHoM
3a TpajHO apXUBUPAHE.

Mojy TOKTOPCKY QHCEPTaLHjy MOXpameHy y JuruTanau perno3uTopujyMm Y HUBEp3UTETa
y beorpaay Mory ja KopucTe CBU KOjU MOIITYjy oJpeade cajpikaHe y 0JadpaHOM THUITY
munenne Kpeatusae 3ajeqauie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce 0JITy4no/Jia.
1. AyropctBO
(2 AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjATHO
3. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — O6€3 Ipepajie
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIUJAITHO — JIEUTH 1OJ] UCTUM yCIIOBUMA
5. AytopcTtBo — 0€3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JIETTUTH TIOJI UCTUM YCJIIOBHMA
(Monumo n1a 3a0KpyXUTE€ caMO jJeIHy OJ UIecT MOHYhHEeHHMX JIMLEHIU, KpaTaK OIHC
JUICHIIN AT je Ha ToJiehuHu nucTa).

IMoTnuc nokTOpanga

VY Beorpany,
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