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er questa voltaritenia-
mo di dover utilizzare
lo spazio a nostra

disposizione per un avviso e,
contemporaneamente, per fare
le nostre scuse ad alcuni dei
nostri lettori.

Per un problema tecnico che
nel frattempo riteniamo sia
stato risolto, diversi fax sono
giunti in redazione in parte
danneggiati, incompleti e
comunque illeggibili.

Chi avesse inviato a Lab una
scheda per |’ abbonamento gra-
tuito al mensile o un testo per la
pubblicazione di unainserzione
e non ottenesse quanto richie-
sto é pertanto vivamente invita-
to a rimandarci il suo messag-
gio.

Nel rinnovare le scuse per
guanto dovuto a nostri proble-
mi, rivolgiamo comunque I’in-
vito a quanti si mettono in con-
tatto con la redazione tramite
fax a scrivere i loro messaggi
nel modo piu chiaro possibile ,
onde evitare sempre possibili
errori e fraintendimenti.
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'RILASCIO DI METALLI DA AMALGAMI DENTALI
E VALUTAZIONE DELLA TOSSICITA'

L. Campanell&, R. Dragone’, C. Frazzolia, F. Romeo?
3 Dipartimento di Chimica Universita di Roma“La Sapienza’
® |stituto di Metodologie Inorganiche e dei Plasmi (1.M.I.P) - CNR
Ple Aldo Moro, 5-00185 Roma
Tel.: +39 06 49913744
E-mail: luigi.campanella@uniromal.it

Riassunto: I’amalgama d’argento e
una lega metallica che ha la caratteri-
stica di essere facilmente modellabile,
di indurirsi completamente in circa due
ore e di possedere una buona aderenza
sul dente. Per queste caratteristiche il
suo uso é diventato molto diffuso, in
campo odontoiatrico, per le otturazioni
dentali che sono necessarie nel tratta-
mento delle carie. Ogni anno nel
mondo [|’amalgama dentale viene
applicato in 500 milioni di casi di cui la
maggior parte negli Stati Uniti e cio a
causa della percentuale elevatissima di
persone che soffre di carie (in Italia
circail 98%). Attualmente I’amalgama
dentale € costituita da argento, stagno,
rame, zinco e mercurio. La comunita
scientifica & concorde nel ritenere che
un amalgama dentale emette continua-
mente vapori di mercurio, mentre poco
S conosce nei confronti dei metalli,
rilasciati dall’amalgama stesso, che
pOssono essere ingeriti dal nostro orga-
nismo ed avere effetti tossici anche in
conseguenza di unaloro azione combi-

nata. Nei processi di rilascio da parte di
un amalgama, la composizione della
saliva ha un ruolo fondamentale, poi-
ché, le sue caratteristiche possono
variare molto fortemente da individuo
aindividuo a causa sia di stati patolo-
gici, siadi assunzione di farmaci e sia
di abitudini personali.

Scopo di questo lavoro e stato di
valutare il rilascio dei metalli, conte-
nuti in un amalgama dentale, in pre-
senzadellasalivalacui composizione
fosse analoga a quella presente in
condizioni fisiologiche con | aggiunta
di sostanze chimiche che possono
essere presenti a causa di alcune pato-
logie (acido urico), o per cure medi-
che (farmaci), o per abitudini perso-
nali (nicotina, nei fumatori). Inoltre,
sono state eseguite prove di rilascio a
diversi pH, simulando quelli riscon-
trabili nella saliva ed anche sottopo-
nendo I’ amalgama, messo in acqua ad
uno di questi pH ein unasoluzione di
acido urico, all’irraggiamento con
microonde (pratica dentistica di steri-

lizzazione all’ interno della bocca).
Infine, e stata valutata la tossicita dei
metalli rilasciati dall’amalgama
mediante test respirometrici con cel-
lule di lievito immobilizzate in terre-
no agarizzato ed accoppiate ad un
elettrodo di Clark.

Le soluzioni utilizzate per questi test
sono state preparate, in concentrazio-
ni tali da somministrare alle cellule di
lievito esattamente gli stessi quantita-
tivi di metalli ottenuti nelle prove di
rilascio.

INTRODUZIONE

L’origine dell’amalgamarisale a 1826
per opera di un francese di nome
Taveau, il quale, con lasua*pastad ar-
gento”, otturava i buchi nei denti. Nel
1833 quando I’ utilizzo degli amalgami
dentali s estese negli Stati Uniti, le
persone curate con otturazioni manife-
starono i primi disturbi sulla salute e
Ci0 port0 a una vera e propria battaglia
intorno agli amalgami. Solo nel 1910

furono definite le formule delle leghe
attualmente impiegate le quali conten-
gono argento, stagno, rame, palladio,
indio, zinco eil mercurio quale compo-
nente liquida. La presenza di questi
metalli ha suscitato una notevole
discussione nella comunita scientifica
riguardo la tossicita dell’amalgama.
Sono almeno tre le correnti di pensiero
riguardanti la pericolosita dell’amalga
ma dentale:

- Una contraria all’ uso dell’amalgama
perché lo ritiene una fonte di estremo
pericolo per |"'uomo a causa del mercu-
rio rilasciato in tutte le sue forme.

- Un’dtra invece molto piu ottimista,
non individua nessun tipo di problema
negli amalgami, tranne per le persone
particolarmente sensibili agli agenti
rilasciati. In questa classe di individui
rientrerebbero i bambini, le persone
con particolari allergie e le donne in
gravidanza.

- Infine, la pit moderata individua una
parziale fonte di pericolo nell’ utilizzo
degli amalgami dentali che pero diven-
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ta secondaria se confrontata con gli
enormi benefici che gli stessi portano
attraverso il loro utilizzo.

E estremamente difficile riuscire a
capireapienoil problemaacausadelle
enormi discrepanze riscontrabili in let-
teratura. Non a caso e interessante cCita-
re due passi, tratti da fonti diverse, per
evidenziare al meglio la questione; il
primo e tratto dal libro “Guida dla
salute Naturale’:

“ 1l problema dell’amalgama ¢ lega-
to al mercurio ma non solo, esso é
reso pitu complesso da altri cofattori
di cui in questa inchiesta non si &
voluto tenere conto per non allarma-
re troppo la popolazione” .

Il secondo passo € tratto dal resocon-
to di un’indagine svolta presso I’ sti-
tuto Superiore di Sanita (Roma) e
I’Universita di Brescia[1]:

“ Gli effetti tossicologici classici del
mercurio sono stati descritti in grup-
pi professionalmente esposti per dosi
molto maggiori rispetto a quelle ipo-
tizzabili per gli amalgami;

il rischio di effetti stocastici (derivan-
ti da risposte mediate dal sistema
immunitario) é stata proposto recen-
temente; tuttavia la dimostrazione di
tali effetti nell’essere umano rimane
tutt’ altro che certa;

esiste sia il problema di sottogruppi di
popolazione particolarmente suscetti-
bili (bambini, donne in gravidanza,
ecc.) da tutelare maggiormente sia
quello di particolari situazioni che pos-
sono esporre a picchi di Hg anche
importanti (applicazione e rimozione
degli amalgami).”

L'unico punto sul quale convergono
tutti gli studi effettuati € che I’amalga-
ma dentale rilascia Hg, ma, le discre-
panzetrai diversi ricercatori sono rife-
rite a quantitativo di Hg e degli altri
metalli e all’impatto cheil rilascio pud
avere sull’ organismo umano.

Alcuni paesi sono giaintervenuti ener-
gicamente contro I’uso degli amalga-
mi, tra queste ¢’ éil governo svedese, il
quale ha stabilito di non rimborsare piu
le otturazioni dentali effettuate dopo il
01.01.1999, e la Germania la quale,
attraverso una perizia effettuata nel
paese su commissione del Tribunale di
Francoforte, definisce cosi I'amalga
ma “ ... dalle otturazioni di amalgama
deriva palesemente un rischio nonirri-
levante per la salute umana. L’ amal-
gama puo far ammalare, cioe esso e
generalmente in grado di provocare
disturbi sanitari in un numero rilevan-
te di persone chelo utilizzano” .

Infine in Canada il problema dell’a
malgama sembra molto diffuso e nei
vari dossier trovati viene continuamen-
te riscontrata una crescente relazione
tra gli innumerevoli casi di scleros
multipla e gli amalgami dentali stessi

[2].
Proprieta dell’amalgama

L’amalgama dentistica € una lega
costituita da Hg, Ag, Sn, Cu e Zn. Gli
studi della sua tossicita sono soprattut-
to correlati al Hg, mentre & necessario
valutare I’ effetto della possibile pre-
senza anche degli altri metalli (da soli
oin“pool”).

Le fonti principai di esposizione al

mercurio per I’'uomo sono industriali
(raffinerie, discariche industriali, pesti-
cidi ecc.), ambientali (inceneritori,
amalgami dentali ecc.) e domestiche
(batteri, amalgami dentali ecc.). Una
delle caratteristiche prioritarie del Hg &
di bioaccumularsi nel tessuti, nel san-
gue, negli organi e nei capelli; questa
capacita rende il mercurio ancora piu
pericol 0so in quanto, anche adosi sotto
la sogliadi rischio ma con esposizione
prolungata, non S pud essere Sicuri
della sua atossicitd. Poiché s trova
nella bocca, I’amalgama dentale € una
fonte di esposizione a Hg molto diret-
ta, considerando anche la facilita con
cui puo arrivare nel flusso sanguigno,
soprattutto nelle otturazioni che coin-
volgono lazonalaterale del dente dove
c’'eil contatto con la gengiva.

due rischi per la salute derivanti dall’ e-
sposizione a mercurio:

e Sul sistema nervoso centrale in
seguito ad esposizione inalatoria

e Sul rene (nefrotossicitd) in seguito
ad ingestione

E’ interessante a questo punto riportare
I risultati di un lavoro svolto sugli
amalgami dentali applicati sui topi[3].
Per valutare a pieno leinterazioni degli
amalgami su un organismo S sono
pres due gruppi di topi. Sul primo
gruppo sono state innestate sui denti
guattro amalgami contenenti circa il
50% di Hg. Il secondo gruppo é stato
sottoposto a una dieta a base di cibo
standard addizionato di piccole quan-
tita di amalgama (circa 8 mg a gior-
no). Scopo dello studio era proprio
determinare gli organi di accumulo del

curio ingerito proveniente dalla dieta.
Dopo due mesi i risultati hanno
mostrato che la piu alta concentrazione
di Hg nel topi del primo gruppo s ha
nel cervello, mentre la piu alta concen-
trazione nel topi del secondo gruppo s
ha nei reni. Queste concentrazioni
erano notevolmente piu alte rispetto a
quelle riscontrate in topi sani studiati
prima di questi test a dimostrazione
che anche il mercurio proveniente
dagli amalgami ha come principali
organi bersaglio il rene eil cervello.

| problemi legati alle vie respiratorie
sono importanti per le esposizioni
occupazionali, compresala preparazio-
ne degli amalgami dentistici. Poiché,
perd, molti studi effettuati su uomini e
animali hanno dimostrato che gli amal-
gami dentali rilasciano continuamente
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il discorso va esteso atuitti.

L’ esposizione orale a mercurio conte-
nuto negli amalgami pud avvenire o
mediante ingestione 0 mediante assor-
bimento. Ad alte dosi il mercurio inge-
rito pud provocare lesioni renali tubu-
lari, mentre a dosi moderate |’ altera
zione renale e una glomerulonefrite,
molto frequente soprattutto nelle pro-
lungate esposizioni lavorative.

I meccanismo attraverso il quale vapo-
ri di mercurio provenienti da un amal-
gama dentale arrivino nel cervello e
ipotizzato che avvenga attraverso un
trasporto diretto dal naso a cervello,
cosi come avviene per atri metalli
quali alluminio e cadmio [4]. Lo stesso
interesse non € stato rivolto verso il Hg
ingerito poiché, mentre c’'é unanimita
nell’ affermare che un amalgama denta-
le rilascia continuamente vapori di Hg,
non é atrettanto certo che vi sia anche
un rilascio di sostanze ingeribili (se
non a causa del deterioramento).

Scopo della lavoro

Scopo del lavoro e stato di determinare
il rilascio di metalli da parte di un
amalgama dentale, e valutare la relati-
va tossicita, quando € sottoposto alle
seguenti sollecitazioni:

-presenza di soluzioni a diverso pH in
modo da simulare le variazioni rea-
mente osservate nell’ uomo;
-esposizione alle microonde in presen-
za di acqua a pH entro I'intervallo
fisiologico e con una soluzione di
acido urico;

-presenza della saliva artificiale addi-
Zionata con sostanze chimiche che pos-
SONO essere presenti in certi stati pato-
logici o per abitudini personali.
L'ipotes inizide é stata di ritenere che
la composizione della salivafosse trale
cause primarie nd rilascio del metalli da
un amalgama dentale. Infatti, le sue
caratteristiche chimico fisiche (compo-
sizione, forza ionica, pH, temperatura
€CC.) pOssono variare sia da un soggetto
al’dtro, sia in determinati stati patolo-
gici (presenza di acido urico) e per la
cura degli stess (presenza di sostanze
provenienti da farmaci), siain funzione
dell’esposizione a vari agenti chimici
dipendente dalle abitudini personali (es.
lanicotinanel fumatori).

Per eseguire le prove di rilascio di
metalli da parte di un amalgama denta-
le, ci slamo riferiti a un procedimento
descritto in letteratura [5] e appresso
riportato: |’amalgama fresca appena
preparato venivamodellato manual men-
te per qualche secondo, dopo di che era
lasciato per 90 ore acontatto con 12.5ml
di sdiva artificiale (preparata come
descritto pit avanti nella parte sperimen-
tae). Il sstemaeramantenuto in leggera
agitazioneal’interno di un bagno termo-
stato alatemperaturadi 37 = 0.5 °C.
L’analisi dei metalli determinati nella
soluzione dopo il contatto con I'amal-
gama era la seguente:

Quindi, abbiamo eseguito provedi rila-
scio ponendo I’amalgama in soluzioni
a diverso pH, a fine di valutare se il
solo valore del pH potesse giustificare
la quantita dei metalli riportati nella
tabella sopra. E' stata anche irradiato,
con le microonde, I’amalgama immer-
so in acqua a pH fisiologico e in una
soluzione di acido urico. Successiva-
mente abbiamo eseguito delle prove di
rilascio dell’amalgama in presenza di
una saliva artificiale opportunamente
modificata, mediante I’aggiunta di
sostanze chimiche, per ssimulare i cas
sopra accennati. Inoltre, per verificare
se lamarcadi fabbricazione dell’ amal-
gama potesse influire nei process di
rilascio, diverse prove sono state ese-
guite con due differenti tipi dello stes-
so: Dispersalloy e Cavex Octight.
Tutte le prove di contatto, tra ciascuna
soluzione e I’amalgama, sono state
condotte alla temperatura di 37 = 0.5
°C. Per la determinazione di Ag, Zn,
Cu e Sn, é stato utilizzata la spettrome-
tria di emissione ottica a plasma indut-
tivo (ICP-AES), mentre per il mercurio
e stato utilizzato uno strumento specifi-
co, AMA 254 dellaFKYV, che esegue un
pretrattamento del campione in modo
da determinare I’Hg mediante I’ analisi
spettrofotometrica per assorbimento
atomico. Per escludere la presenza del
cationi metallici, da noi investigati,
nelle soluzioni utilizzate nelle prove di
contatto con I'amalgama, € stata ese-
guital’analisi sulle soluzioni prima del
loro uso, il cui esito e stato negativo
(non rilevati cationi metallici). Al fine
di valutare la tossicita, una volta rac-
colti i dati riguardanti il rilascio del
metalli contenuti nell’amalgama, coniil
metodo respirometrico su celluledi lie-
vito immobilizzate in terreno agarizza-
to[ 6], abbiamo effettuato prove dinibi-
zione dell’ attivitarespiratoria con solu-
zioni preparate con le stesse concentra-
zioni del metalli trovati nelle prove di
rilascio.

Di seguito vengono riportati in detta-
glio i parametri considerati nelle prove
di rilascio:

- pH: € un parametro che varia forte-
mente nella bocca durante |a giornata,
spostandosi da un minimo di 5.30 aun
massimo di 6.80, e quindi & stato testa-
to il comportamento di un amalgama
sottoposto a contatto soluzioni con
diversi vaori di pH ma entro i valori
fisiologici.

- microonde (MW): vengono usate in
campo dentistico per la cura delle
carie, poiché, le ate temperature rag-
giunte con il loro utilizzo, servono da
trattamento sterilizzante (uccisione di
microrganismi quali batteri o virus pre-
senti nella bocca) [7]. Per verificare la
loro influenza sul rilascio, € statairra-
diata con MW una soluzione a pH
fisiologico e una di ac. urico entrambe
contenenti |’amalgama dentale. Quindi,
I risultati ottenuti sono Stati confrontati
con quelli trovati per le stesse soluzioni

non irradiate.

Metallo Concenlrazione (pph) - acido
urico: pur

He 01«2 non essendo
uno del

Cu 197 =4 componenti
della saliva,

£n 34b = 3 ha ricoperto

un ruolo molto importante nei nostri
studi, dal momento che la saliva rap-
presenta una via di espulsione per que-
sta sostanza. L’acido urico, infatti,
viene prodotto dal nostro organismo ed
e espulso per i due terzi attraverso le
urine e il rimanente attraverso la saliva
e le secrezioni intestinali [8]. E' noto
che I’ acido urico e in grado di formare
complessi molto stabili in presenza di
Zn* e soprattutto di Cu*, mentrenon s
conoscono dati certi rispetto alla sua
capacita complessante nel confronti del
mercurio.

Laconcentrazione mediadi acido urico
nella saliva in condizioni normali e di
circa 10* moli/L, ma diventa molto piu
consistente in particolari categorie di
individui come gli atleti e le persone
sottoposte a diete, nei quali si € riscon-
trato un significativo aumento di que-
sta sostanza nell’ organismo. Nel mala-
ti di gotta, I’aumentata produzione
endogena di acido urico accompagnata
da una diminuita escrezione renale,
possono far arrivare la concentrazione
di questa sostanza nella saliva a circa
.10-3 moli/L che corrisponde a quella
messa da noi nellasaliva artificiae uti-
lizzata per le prove di rilascio.

- farmaci: ipotizzando una possibile
interazione delle sostanze contenute in
con i metalli presenti nell’amalga-
ma sono stati presi in considerazione il
Vivin C e il Diclofenac, quali rappre-
sentanti di due categorie di larga diffu-
sione e utilizzo, cioe analgesici e antin-
fiammatori. Il VIVIN C é un farmaco
analgesico antinfiammatorio e antipire-
tico molto utilizzato nella cura dell’in-
fluenza. Una compressa di questo far-
maco & composta da acido acetilsalici-
lico 0.330 g, acido ascorbico 0.200 g,
qguali principi attivi, e daglicina, acido
citrico anidro, sodio idrogenocarbona-
to, sodio benzoato, come eccipienti.
L’ acido ascorbico € un buon comples-
sante rispetto ad alcuni metalli conte-
nuti in un amalgama dentale, quando
sono ossidati, tra cui soprattutto Cu®,
Zn*, Ag'; mentre I’ acido acetilsdlicili-
co invece favorisce la dissoluzione
solo di Zn** e Cu*.

Il DICLOFENAC e il principio attivo
di un antinfiammatorio di cui € nota,
dalla letteratura [9], la capacita com-
plessante verso alcuni metalli, tra cui
mercurio e zinco, con i quali formadel
complessi di formula MeL ..

COO-Na+
Cl
| e
e
Cl

Infine, & stata considerata la nicotina
che sicuramente puo venire a contatto
con |I’amalgama, se presente, di un‘am-
pia categoria di persone: i fumatori.

La nicotina € un componente fonda-
mental e delle sigarette (ognuna ne con-
tiene circa 0.8 mg), pertanto € una
sostanza chimica con la quale si viene
facilmente a contatto. La nicotina pura
e un liquido di colore marrone solubile
in acqua sotto gli 80 °C; la sua formu-

ladi struttura é la seguente:

N

Dalla letteratura [10,11] € emerso che
guesta sostanza forma piuttosto facil-
mente del complessi con Zinco e Mer-
curio :

Hg(Nic)X: (X = Cl, Br, Nic = Nicoti-

na); Zn(Nic)=X> (X = Cl, Br, Nic =

Nicotina)

Da queste premesse, € possibile che i
fumatori abbiano maggiore probabilita
di intossicazione derivante dal rilascio
di mercurio da un amalgama dentistica.

Valutazione della tossicita
dei metalli rilasciati dall’amalgama

La tossicita delle miscele di ioni dei
metalli, ottenute dalle prove di rilascio
dell’amalgama, € stata valutata
mediante un biosensore acellule di lie-
vito (Saccaromyces cerevisiae) immo-
bilizzate in terreno agarizzato ed
accoppiate con |’ elettrodo ad ossigeno
di Clark [6].

Lo scopo di queste prove é stato |o stu-
dio degli effetti biologici correlati con
I’ attivita respiratoria delle cellule di
lievito, e causati dall’esposizione a
soluzioni di ioni di metalli preparate
con composizioni e concentrazioni
eguali a quelle ottenute nelle prove di
rilascio. La determinazione dell’ entita
di questi danni biologici prodotti sulle
cellule di lievito e basata sull’ipotesi
che tali danni siano correlabili ala
diminuzione dell’attivita respiratoria
delle cellule stesse. Questa diminuzio-
ne s puo esprimere mediante I'indice
di inibizione respiratoria percentuae
(IAR%), cioe il rapporto percentuale
traladiminuzione dell’ ossigeno consu-
mato dalle cellule dopo I’ esposizione
a tossico, rispetto ala diminuzione
totale di ossigeno consumato dopo
esposizione ad una sostanza (formali-
na) che inibisce irreversibilmente il
100% dell’ attivita respiratoria.

PARTE SPERIMENTALE

Reagenti

D-Glucosio monoidrato per biochimi-
ca, Merck; agar per microbiologia,
Sigma Aldrich; estratto di lievito in
polvere per microbiologia, Merck;
Diclofenac sodium salt, Sigma; Vivin
C in compresse, Menarini; Acido
Urico, NicotinaeAcido Lattico, Fluka;
Acetone per HPLC, C. Erba; HCI ulta-
puro, C.Erba; KCI, KSCN, NaOH
gocce, NaHCOs e NaH:PO4 , ACS - per

andlis della C.Erba
Materiali e strumenti

Piastre Petri diametro 10 cm; pipette
tarate da: 10 e 25 mL £ 0.5; pipetta Gil-
son piptman F 200 pl + 1.6; bilancia
analitica Sartorius Research; pH-metro
ORION modello SA 720; elettrodo
ORION modello 97-08-99.02; regi-
stratore Amel modello 868; termostato



lab

19=

Marzo 2002

Haake; Forno a microonde Bosch;
Analizzatore Automatico di Mercurio
AMA 254, FKV; Spettrometro di Emis-
sione Atomica a Plasma | nduttivamen-
te Accoppiato (ICP-AES), VISTA MP,
Varian.

Prepar azione dell’amalgama

Un amalgama dentale € una lega costi-
tuita da una parte liquida, il Hg
(Cb0%), e una parte solida compren-
dente Ag, Sn, Cu e Zn. Ci sono anche
atri tipi di amalgama con frazioni di In
e Pd La parte solida e quella liquida
(Hg) sono contenute separate all’ inter-
no di una capsula nella quale vengono
In contatto e mescolate all’atto della
preparazione, mediante vibrazione per
5 secondi, con un apposito strumentoin
dotazione a dentisti. Un agitatore
al’interno della capsula provvede ala
miscelazione di lega e mercurio (fase
di triturazione) determinandone |’ amal-
gamazione. L’amalgama cosi ottenuto
pud essere facilmente modellato sul
dente e indurisce completamente in
circadue ore.

Preparazione della saliva artificiale
In letteratura [5] e descrittalaricetta per
preparare la sdiva artificiade che noi
abbiamo utilizzato nelle prove e la cui
composizione e riportata in tabella 1:

Soslanza

Concentrazione (moli/L)

te e messe a contatto con gli amalgami
sono state poste ad agitare un’ora al di
per 20 giorni.

-Effetto delle microonde

E’ stata esposto un campione di amal-
gama alle microonde secondo le
seguenti modalita:

20 mL dalla soluzione sopra descritta
(pH 6.13, tempo di contatto 26gg.), con
I”amalgama all’interno, sono stati irra-
diati in un forno a microonde
(A=2450MHz) per 80 secondi a 90 W
di potenza.

Inoltre, e stato provato | effetto dell’ a-
cido urico associato all’esposizione
alle microonde. A tale scopo e stata
preparata una soluzione (100mL) di
acido urico 0.18g/L disciolto con qual-
chegocciadi NaOH circa10*M, essen-
do minore la sua solubilita solo con
I’acqua (0.1 g/l). Poiché la prova di
rilascio richiede un pH leggermente
acido, paragonabile a quello della sali-
va, € stata aggiunta qualche goccia di
HCI diluito cercando di evitare una
riprecipitazione dell’acido urico (pH
finale misurato 6.36). A 25 mL di que-
sta soluzione e stato immerso un fram-
mento di amalgamaindurito del peso di
0.1176 g. La soluzione e stata agitata 1
ora al giorno per 25 giorni dopo di che
ne sono stati prelevati 15 mL che sono
sottoposti all’a

nalisi dei metal-

Kl 20w 1 li. 1 10 mL
rimanenti, con-

KSCN 3% 10° tenenti |I’amal-

p gama, sono stati

NarL PO, L4210 irradiati all'in-
MNal 100, 1.5 10F terno del forno

- amicroonde per

Acido lattico 1.0% 10- 70 secondi a

Tab.1. Composizione della saliva
Prove di rilascio

-Effetto del pH

Sono state eseguite prove di rilascio da
parte di un amalgama dentale immerso
in acqua distillata a pH 6.13. La solu-
zione € stata preparata aggiungendo
all’acqua distillata HCI ultrapuro,
diluito 1:10, e misurando il pH con un
pHmetro. A questasoluzione (50 mL) e
stato inserito un frammento di amalga-
ma (del tipo Dispersalloy) completa
mente indurito e del peso di 46.6 mg.
Per 26 giorni la soluzione contenente
I’amalgama é stata agitata, con un
magnetino, per simulare a meglio i
movimenti salivari della bocca. Sono
stati effettuati tre prelievi da 10 mL
dopo 2, 7 e 26 giorni in modo da segui-
re I’evoluzione del rilascio di metalli
nel tempo. Questo stesso procedimento
e stato ripetuto sotto condizioni di pH
piu drastiche per vautare a pieno le
caratteristiche di resistenza dell’amal-
gama. E' stato utilizzato un campione
di amalgama indurito, dello stesso tipo
rispetto al precedente (Dispersalloy)
dal peso di 672 mg e immerso in acqua
distillata (25mL) portata a pH=4.01
con HCI ultrapuro dil. 1:10.
Parallelamente a questa, abbiamo pre-
parato una seconda soluzione acida
(25mL), dlo stesso pH (pH misurato
3.90) inserendovi un campione di
amalgama indurito del secondo tipo
(Cavex Octight). Le soluzioni prepara-

180 W di potenza e poi € stata eseguita
I"analisi del mercurio.

-Effetto della saliva artificiale addi-
zionata di acido urico

Sono stati preparati 500 mL di saliva
artificiale aggiungendo 89 mg di acido
urico per una concentrazione in solu-
zione pari a 1.06:10° moli/L ed un pH
di 6.70.

Da questi 500 mL sono state prelevate
due aliquote di 12,5 mL che sono state
utilizzate per effettuare le prove a 90
ore con |’amalgama fresco, provenien-
te da due diversi marchi di fabbricazio-
ne: il Dispersalloy e il Cavex Octight.
In praticadopo aver preparato gli amal-
gami freschi |’ abbiamo posti in un con-
tenitore chiuso con 12.5 mL di saliva
artificiale e messo al’interno di una
celladi vetro termostatata a 37°C. Tra-
mite un magnetino all’interno del con-
tenitore, e stata garantitalaleggeraagi-
tazione continua durante tutto |’arco
delle 90 ore. Al termine delle 90 ore la
soluzione finale e stata separata dall’ a
malgama. Nella soluzione, pero, si era
formato un precipitato bianco, proba-
bilmente acido urico precipitato, che
abbiamo solubilizzato a caldo ed
aggiungendo qualche goccia di NaOH
1IM. Quest’'ultima operazione e stata
eseguita prima dell’analisi poiché una
parte dei metalli poteva essere adsorbi-
ta o inglobata all’ interno del precipita-
to. La soluzione limpida ottenuta é
stata poi analizzata.

-Effetto della saliva artificiale addi-
zionata di farmaci

Alla sdliva artificidle (250 mL) sono
state aggiunte 2 compresse di VivinC e
il pH finale e risultato paria a 6.38. Su
un’ atraeguale porzione di salivaartifi-
ciale sono stati aggiunti 790 mg (1072
moli/L) di Diclofenac e il pH finale e
risultato pari a6.85.

Dopo le 90 ore le soluzioni sono state
separate dagli amalgami. Mentre la
soluzione contenente il modello di
amalgama della Cavex era perfetta
mente limpida, quella proveniente dal
contatto con il Dispersalloy conteneva
un precipitato bianco. Questo precipi-
tato, probabilmente di natura organica,
era insolubile in acqua e pertanto é
stato separato dalla soluzione mediante
centrifugazione per 15 minuti a 5000
giri/minuto e poi sciolto con 12.5 mL
di acetone.

In pratica ala fine sono state analizza-
te due soluzioni: una prima derivante
dalla prova di contatto (90 ore) dell’ a-
malgama Dispersaloy con la sadliva
artificiale addizionata di Diclofenac;
una seconda con ugual e protocollo spe-
rimentale, ma utilizzando I’amalgama
della seconda marca (Cavex Octight), e
previa solubilizzazione del precipitato
stesso in acetone.

-Effetto della saliva artificiale addi-
zionata di nicotina

La sdliva artificiale é stata preparata
con laricettabase. Il campione da 12.5
mL che viene utilizzato nelle prove di
contatto a 90 ore, € stato preparato
addizionando 6 mL (d*=1.010) di nico-

tina a 6.5 mL di sdiva artificide . Gli
amalgami utilizzati sono stati qudli, gia
induriti, utilizzati nelle prove precedenti.

Prove di tossicita
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FIGURA 1. Schema dell’assemblag-
gio del biosensore

Sono state preparate soluzioni di ioni
metallici, con eguali composizioni e
concentrazioni di quelle ottenute dadlle
prove di rilascio dell’ amal gama descrit-
te in precedenza, che poi sono state
somministrate ale cellule di lievito.

Dopo avere eseguito |'assemblaggio
(fig 1), il biosensore viene immerso in
20 mL di glucosio circa 0.5 moli/L e si
attende la stabilizzazione del valore di
concentrazione di ossigeno misurato
(nell’intervallo 0.5-2.5 ppm). Dopodi-
ché si aggiunge la soluzione contenen-
te gli ionici metallici in modo tale da
raggiungere una concentrazione finale,
nella cella di misura, pari a quella
riscontrata nelle prove di rilascio del-
I’amalgama. Se quest’ aggiunta causa
una risalita

della con- §7 segue a pag. 20
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* Separazioni in 20 — 30 minuti

‘ Riduce drasticamente il consumo di solventi

* Riducei tempi di purificazione

& Aumenta la riproducibilita

‘ Eliminate le colonnein vetro ed il lavoro ad esse legato.
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centrazione di ossigeno misurato (trat-
to ascendente della curva respirometri-
ca) cio éindice dell’inibizione respira-
toria esercitata dalla tossicita del pool
di metali sui lieviti. Quando la curva
raggiunge nuovamente un plateau
(stato stazionario) s aggiungono ala
soluzione 300-400 ul di formalina, che
ha la funzione di inibire completamen-
te larespirazione di tutte le cellule.

Il fattore d'inibizione che poi viene
usato come indice di tossicita sara dato
dalla seguente relazione:

AR % = (Appm (Oz)c/Appm (O2)r) x
100%

dove Appm (O:)c € il sato dovuto
al’introduzione in soluzione del cam-
pione in esame e Appm(O:)r el sato
totale dovuto a tossico di riferimento
(formalina). Ovviamente tanto piu sara
ato I'indice di inibizione %, tanto piu
saratossicala sostanza posta ad intera-
gireconi lieviti.

Risultati e discussione

pH e Microonde

L’analisi del mercurio, nelle soluzioni
preparate a pH fisiologico della saliva
e messe a contatto con |’amalgama
dentale per 2, 7 e 26 giorni, hanno dato
| risultati riportati in tab. 2

Mentre, non si € evidenziata la presen-
zadegli altri ioni metallici 0 comungue
era sotto il limite di rivelabilita dello
strumento. Questi valori sono molto
piu bass di quelli riportati per le prove
di contatto con la sdliva artificiae e
descritte in letteratura, vedi sopra.
Quindi, il solo valore del pH, nelle
condizioni sperimentali adottate, non
il maggior responsabile del rilascio di
metalli da parte di un amalgama. Non
S puo, pero, escludere un suo effetto di
potenziamento dell’azione di rilascio
promossa da atre sostanze presenti
nellasaliva

L'analis de metalli effettuata sulla
soluzione proveniente dalla prova di
esposizione alle microonde (MW), in
presenza dell’amalgama e dopo che
questo era stato a contatto per 26 gg
con una soluzione a pH fisiologico,
non ha evidenziato il rilascio di metal-
i (tutti i valori sono al di sotto del limi-
tedi rivelabilita), tranne che per il mer-
curio (Hg=3.50 ppb). Quindi non s &
evidenziata un’influenza significativa
delle microonde sul rilascio dei metalli
da parte di un amalgama dentale.

Per quanto riguarda |’ analisi delle solu-
zioni apH 4, provenienti dalle prove di
contatto con gli amalgami delle due
marche, sono stati ottenuti i risultati
riportati in Tab. 3.

Dai risultati riportati S puo osservare
che I’'amalgama non rilascia in modo
apprezzabile alle condizioni di pH
fisiologico della saliva (pH compreso
tra 5.30 e 6.80), mentre in condizioni
piu drastiche di pH s ottengono dei
risultati che pur essendo piuttosto
bassi (soprattutto per il mercurio),
mostrano il differente comportamento
del due tipi di amalgama (maggiore
rilascio di metalli per il Dispersalloy).

Acido Urico e microonde

La prima soluzione analizzata, conte-
nente acido urico, e stata quella prove-

niente dalla prova di contatto con un
frammento di amalgama gia indurito
per 26 giorni. | risultati ottenuti sono
quelli riportati in Tab. 4.

Questi risultati, considerando |’ elevato
periodo di contatto dell’ amalgama con
la soluzione, mostrano che I’amalgama
indurito posto in una soluzione conte-
nente acido urico non rilasciain modo
apprezzabile.

L'analisi della stessa soluzione irradia-
ta dalle microonde non ha portato a
risultati differenti da quelli sopra
descritti sull’ effetto delle MW sul rila-
scio a pH fisiologico in cui non é
riscontrabile un influenza significativa
delle microonde sul rilascio degli
amalgami dentali.

Per quanto riguardal’ analisi delle solu-
zioni, contenenti la saliva artificiale
addizionata con acido urico, prove-
nienti dalle prove di contatto (90ore)
con i due tipi di amalgami preparati
freschi sono stati ottenuti i risultati di
Tab. 5.

In questo caso, soprattutto per il
modello di amalgama Dispersalloy
abbiamo ottenuto del risultati di rila-
scio molto elevati per i metalli della
lega a parte il mercurio, per il quale
abbiamo ottenuto del valori simili a
quelli riportati in letteratura in presen-
za di saliva artificiale senza acido
urico.

Inoltre, si pud osservare che, come nel
caso delle prove a pH 4, c¢'é un diffe-
renterilascio di metalli daparte dei due
tipi di amalgama, con unaevidente pre-
valenza del modello Dispersaloy. Infi-
ne, s evidenzia un minore rilascio di
acido urico in soluzione rispetto a
guando e presente nella saliva artificia-

go di contatto

Kilascin Hg (pph) *Dispersalloy™

(RRSL < 29

Lt

7
26

1.71
2234
3.48

Tab. 2 Risultati dell’ effetto del pH fisiologico sul rilascio di Hg da un amalgama

Metalli analizzati Rilascio “Cavex Octight™ | Rilascio (ppb)“THspersalloy™
(ppb) (eRSDY < 245)
Ag 0 0
Cu 22 44
“n 34 198
Sn 2144 1]
Hy |4 124

Tab. 3 Risultati dell’ effetto del pH=4 sul rilascio di duetipi di amalgama

Metalli analizrati

KRilascio (pph ) Iispersalloy™

(RRSD = 27

—

Ay 0
(T 20
£n 34
S1 13
He | 5.

Tab. 4 Risultati dell’ effetto dell’ acido urico sul rilascio di un amalgama

le, che perd pud dipendere
anche dalla differenza di induri-
mento dell’amalgama; infatti,
I’amalgama fresco sembra rila-

sci maggiormente di quello
indurito.

Farmaci
L’analis delle soluzioni, prove-

nienti dalle prove di contatto tra
la sdliva artificiale addizionata

di Vivin C ei due tipi di amal-
gama gia indurito, hanno dato i

Metalli analizzati Rilascio *Cavex Octight” | Rilascio (ppb) “Dispersalloy™
(pph) (RS = 2%)
Ag 43 801
Cu n 209
Zn 340 4080
a0 10 212
g 8.4 Ki).4

risultati di Tab. 6.

Per I"amalgama del tipo Cavex <o di due tipi di amalgama

Octight abbiamo otte-

Tab. 5 Risultati dell’ effetto dell’ acido urico, addizionato alla saliva artificiale, sul rila-

nuto de risultati di Metalli analizeati Rilascio “Cavex Octight™ Rilascio (pph) Dispersalloy
rilascio elevati per lo

stagno e per il rame, (pph) (RS = 2%
mentre per mercurio e

zinco i valori ottenuti Ag L 0

non sono trascurabili Cu 261 0

se s tiene conto del

fatto che |’amalgama Ch %145 14734
non erafresco e quindi

rilasciava di  meno. n 1015 2730
Ancora una volta i

valori ottenuti dal rila- He 348 84.8

scio del Dispersaloy
sono stati  maggiori
rispetto a modello
Cavex Octight. Lo
stesso mercurio € stato rilasciato in
guantita piuttosto elevate, anche in
considerazione che |I’amalgama utiliz-
zato non era fresco. Risulta piuttosto
evidente da risultati ottenuti che le
sostanze presenti nelle compresse di
VIVIN C sono in grado di solubilizza-

di amalgama

re una parte dei metalli contenuti nel-
I’amalgama indipendentemente dal
modello che viene studiato.

Dalle prove con il DICLOFENAC
sono stati ottenuti i risultati riportati in
Tab. 7.

Anche questa prova e risultata indi cati-

Tab. 6 Risultati dell’ effetto del VIVIN C, addizionato alla saliva artificiale, sul rilascio di duetipi

va rispetto a differente comportamen-
to del duetipi di amalgami dentistici. |
valori trovati per il modello Dispersal-
loy sono molto piu elevati di quelli
riportati in letteraturain cui S utilizza-
va un amalgama fresco. Cio lascia
intendere che il DICLOFENAC puo0
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Metalli analizzati Rilascio “(avex (dctight™ Hilascio (pph) “Ihspersalloy™
(pph) (RRSD = 29
Ay () D6
T () A0
£n Al 114
- S | s ma
Hy B3.6 619.5
Tab. 7 Risultati dell’ effetto del DICLOFENAC, addizionato alla saliva artificiale, sul rilascio di due tipi di amalgama
Metallo analizzato Rilascio “Cavex (Octight™ Kilascio (pph) “Dispersalloy™
(pph) (HRSD < 2%)
He 048 00,1

Tab. 8 Risultati dell’ effetto della NICOTINA, addizionato alla saliva artificiale, sul rilascio di due tipi di amalgama

Ap=1
; Cu=261.11
VIVING Fn=8145 151) 7+7
Sn=105.2
Hp = 3480
Ag=10
. Cu=I1)
VIVINC In = 14349 | 50) 154
Sn=2730
Ha = #4.80)
Ag=1
: : Co=20.24
Acido urico 7n=1344| 151) 12+5
Sn=18.14
Heg=13.14
A =U4535
Cu=2973
INCLOFENAC | Za=119.11 181) ¥ +£0
Sn= 17384
Hyz=0619.45

interagire con acuni tipi di amalgami
molto fortemente, potenziando I’'inge-
stione di mercurio.

Nicotina

L'analisi del mercurio nella soluzione
proveniente dalla prova di contatto a
90 ore, condotta con I'impiego della
saliva artificiale addizionata di nicoti-
na, hadato i risultati di Tab. 8.

Da risultati riportati in tabella emerge
comein questaanalis i duetipi di amal-
gami 9§ sono comportati nello stesso
modo per quanto riguarda il rilascio di
mercurio. Le quantita trovate sono circa
uguadi aquélerilasciate daun amagama

fresco. Nonostante cio, il rilascio sembra
piuttosto basso condderando I’ elevata
affinita della nicotina per il mercurio
(reazione acido/base di Lewis).

Valutazione della tossicita (misure
respirometriche)

Sono state somministrate ale cellule di
lievito soluzioni contenenti le stesse
concentrazioni di metalli sulla base dei
risultati ottenuti nelle diverse prove di
rilascio. Di queste prove abbiamo
preso in considerazione solo quelle che
hanno mostrato una piu alta concentra-
zione di metalli rilasciati. Nella tabel-

la riassuntiva pubblicata qui sopra
vengono riportati i risultati ottenuti
dalle prove di tossicita sui lieviti.

Da risultati ottenuti S evidenzia che,
come atteso, la tossicita € maggiore
al’aumentare della concentrazione dei
metalli pesanti, ma non €& possibile
distinguere I’ effetto sulla respirazione di
un singolo metallo del “pool”, in quanto
il metodo respirometrico valuta la tossi-
citaintegrale. E' da tenere conto che le
concentrazioni dei metali rilasciati dal-
I’amalgama sono state ottenute per
tempi di contatto relativamente brevi.
Inoltre, anche le prove di tossicita hanno
avuto tempi relativamente brevi di espo-
sizione delle cellule al tossico; nel caso

dell’'uomo bisogna tenere presente la
possibilita che i metalli possono bioac-
cumulars nel tessuti.

CONCLUSIONI

Questo lavoro é stato svolto al fine di
verificare se un amalgamadentaerilasci
i metalli pesanti contenuti in esso, cosi
da codtituire una pericolosa fonte di
esposizione per I’uomo.

Dai risultati ottenuti emerge comeil rila-
scio del metalli daun amalgamadentale,
e favorito dala presenza nella saliva di
sostanze chimiche assunte attraverso
trattamenti farmacologici (Es: VIVIN C,
Diclofenac) o per stati patologici (acido
urico) o per abitudini personali (nicoti-
na). Mentre, per quanto riguardasial’ f-
fetto delle microonde e siadel pH entro
I valori fisiologici (5.3 — 6.8), ma senza
lapresenza dellasdivaartificide, s pud
osservare che i risultati ottenuti non
mostrano un significativo rilascio.
Dallavalutazione dellatossicita median-
tei test respirometrici, S puo conclude-
re cheil rischio da esposizione ai metal-
li pesanti, presenti in un amalgama den-
tae, e effettivamente esistente e non
deve essere sottova utato, soprattutto se
S considera la possibilita di utilizzare
atri materiai nelle otturazioni dentarie
che sembrano essere piu sicuri dal punto
di vistadel rischio per I’'uomo.
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