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Un metodo di valutazione della citotossicita relativa
dei materiali da otturazione canalare su colture
di fibroblasti umani

An method for evaluation of cytotoxicity of endodontic filling materials
on human gingival fibroblasts

RIASSUNTO

Nella odierna pratica endodonlica vengono
utilizzati in associazione alla guttaperca dif-
ferenti cementi endodontici, tutti raccoman-
dali come atossici dalle case produtirici.
Per valutare il grado di biocompatibilita di
tali cementi endodoniici, rispelto ai tessuli
periapicali. sono stati realizzati metodi sia
in vivo che in vitro, come si pud osservare
da un'ampia rassegna bibliografica (1-19).
Nel nostro studio abbiamo utilizzato un
semplice medoto in vitro per testare la tos
sici2 dei materiali da olturazione canalare.
[1 protocollo prevede la determinazione
spetlrofotometrica della citotossicita su
fibroblasti gengivali umani utilizzando an
substrato cromogeno che reagisce con un
enzima lisosomiale coinvolto nella degrada-
zione cellulare.

Parole chiave: Cementi endodontici.
Tossicita. Biocompathbilita.

INTRODUZIONE

La biocompatibilita dei cementi endodontici
e una problematica molto avvertita nella
moderna Endodonzia data ]a notevole fre-
guenza con cui i cementi endodontici ven-
gono a contatto con i tessuti periapicali
durante I'esecuzione di una terapia canala-
re. Al fine di valutare la biocompatibilita di
un materiale non ci si puo affidare soltanto
al risultaio delle esperienze di carattere cli-
nico perché sono condizionale da mollepljci
(attori sistemici e locali che ne alterano il
risultato. Differenti metodi sono stati svilup-
pali per determinare la biocompatibilita dei
cementi endodontici. Essi si dividono tradi-
zionalmente in metodi 7 vivo e in vitro (1-
5). I test in vitro sono denominati test pri-
mari perché vengono utilizzati per un primo
screening dei materiali. I test in vivo sono
chiamati secondari perché vengono utilizza-
ti solo dopo che i materiali hanno dato esito
positivo con i test {#n vitro.

Metodi in vive (6-9).
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Different endodontic cements, all racco-
mended as biocompatibility by producing
factory, associated with guttapherca are
usually used in endodontic practice. In
many references are reported in vive and
in vitro tests that were used to evaluate the
biocompatibily of endodontic cements to
periapical tissues. In our study we have pre-
pared an simple experimental procedure
that evaluates the cytotoxicity of endodon-
tic Alling materials using cellular cultures of
human gingival fibroblasis. In order 10
determine the cytotoxicity and cellular
enzyme of the cellular degradation reacts
with the chromogenic substrate to produce
a yellow colour wich measured spectropho-
tometrically at 405 nm.

Key words: Endodontic matenrials.
Toxicity. Biocompatibility.

Tre sono i metodi iz vivo pili comunemente
utilizzati: reazione sistemica acuta, risposta
all'immissione e nsposta a lungo termine.

Il test all'immissione é quello preferito e
valuta sy animali da esperimento la reazio-
ne tissutale dei cementi endodontici posti in
siti d’'impianto che possono essere: 0sso
mascellare, tibia, sottomucosa, periapice
radicolare. Con il metodo in vivo parecchi
fattori come il controllo dell'operatore, il
trauma sperimentale, variazioni ed errori
della diagnosi preopertoria, infezioni nasco-
ste 0 non controllate e risposte dell'ospite
alterano j risultati e ne confondono T'inter-
pretazione (2.5.6.7).

Metodi s» vitro (8-14)

Con il metodo in vifro si determina la tossi-
citd dei materiali su colture cellulari. Con
questo metodo possiamo controllare com-
pletamente la situazione sperimentale otte-
nendo una maggiore obiettivita dei risultati
inoltre possiamo variare la condizione speri-
mentale modificandone i fattori. Le colture
cellulari sono d’altro canto eslremamente
sensibili. La sensibiliti di un certo tipo cel-
lulare ai cambiamenti cilotossici € ynarcata-
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mente influenzata da: ambiente in pilro, 1
nutrienti, il siero contenuto nel medium, jl
pH e la temperatura d'incubazione (9).

Quindi le risposte cellulani possono essere
influenzate sia dalla tecnica e dal medium
impiegato e sia dalla differenza tra i vari tipi
cellulari. Alcuni articoli precedenti hanno
enfalizzato che Velevato costo e la difficolta
al mantenimento delle colture delle cellule
umane diploidi ne impedisce un loro largo
utilizzo nei test in witro. In questi ultimi
anni sono stati pubblicati vari metodi per lo
sviluppo eqd il mantenimento di colture di
cellule umane diploidi (17,18). Con le coltu-
re cellulari studi a lungo termine sono mol-
to difficjli da realizzare perché le cellule
muojono non possedendo meccanismi di
guarigione. Inoltre non € possibile meltere
direttamente a contaito le cellule con il
materiale da testare. Nel passato le cellule
pit spesso utilizzale sopo state e cellule
Hela (2,5,6,7). Queste cellule e le cellule
trasformate posseggono proprieta biologi-
che differenti dalle normali cel]lule diplojdi e
possono di conseguenza dare delle risposte
cellulari diverse (9). Alcuni ricercatori
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hanno accentrato la loro attenzione su que-
sto problema dimostrando delle differenze
significative nella risposta biclogica tra cel-
lule trasformate e cellule umane diploidi. |
test in vitro pit comunemente utilizzati
sono tre: il “filter method”, che utilizza un
disco di filtro millipore (2,4,5,6); un metodo
che valuta Ia tossicita dei cementi studiando
I'attaccamenio cellulare sulla superficie del
materjale; infine i “Radiochrominm refease
method” una procedura che misura la tossi-
cita attraverso il rilascio di Cr radioattivo
dalle cellule premarcate di colture messe a
contatto con il cemento endodontico (4,13).
I metodi 11 eitro per misurare la citotassi-
cita dei materiali endodontici sono stati rac-
~omandali da Spangberg (15) e da Aren-
holt-Bindslev (9). Nel nostro protocollo spe-
rimentale i vitro sono stati utilizzati fibro-
blasti gengivali umani, perché sono facil-
mente riproducibili {17,18), inoltre avendo
un origine tissutale comune con 1 fibroblasti
del parodonto profondo, il loro comporta-
mento € quello che, rispetto alle altre linee
cellulari, si avvicina di piu all’ambiente
periapicale (12). Scopo del nostro studio é
stato di sviluppare un protocollo sperimen-
tale per l1a determinazione della citotossicita
dei cemenli endodontici misurando Penzi-
ma N-acetil-3-esosaminidasi che partecipa
alla degradazione cellulare. Questo enzima
legato con il substrato NAG cromogeno svi-
luppa una colorazione gialla che quantifica-
ta speitrofotometricamente misura la quan-
Lita di fibroblasti gengivali umani vivi rispet-
to a) controllo (19).

MATERIALI E METODI

Il nostro protocollo sperimentale & suddivi-
so in 4 parti:

Tubi-test

‘Tub) standardizzati di polietilene come rac-
comandato dall’FD1 per il test allimmissio-
ne sottocutaneo sono stali utilizzati per que-
sto protocollo sperimentale. I tubi dal dia-
metro di 2,5 mm sono stati tagliati a pezzi di
4 mm di lunghezza.

Fig. 1 - Campioni di un cemento
endodontico.

Preparazione dei campioni e delle
soluzioni-test

In questo studio per valutare T'efficacia del
protocollo sperimentale sono utilizzati 3
cementi endodontici : un cemento all’ossido
di zinco ed eugenolo che indicheremo con
A. un cemento con idrossiapatite che indi-
cheremo con B e un cemento resinoso che
indicheremo con C. Come controllo sono
utilizzati sia PBS (phosphate buffered sali-
ne) che i tubi test.

I cementi sono mescolati secondo le istru-
zionj dei fabbricanti e posti nei tubi-test
(Fig. 1). Dopo 48h T'operazione di riempi-
mento viene ripetula per compensare la
conlrazione avvenuta nellindurimento. Le
superfici superiore e inferiore del cemento
contenuto nei campioni sono lisciate e luci-
date con dischi Pop-On a grana fine asati su
manipolo a bassa velocita, Si ottengono cosi
30 campioni per ciascun cemento endodon-
tico aventi la stessa superficie di esposizio-
ne e la stessa massa. Viene (estata anche la
citotossicita dei tubi-test,

Tutti i campioni. tubi-test compresi, sono
sterilizzati per 48h a 37°C con assido di eti-
lene. Per rimuovere completamente i resi-
dui gassosi i campjoni sono areati per 72N,
Ciascun gruppo di 30 campioni & messo a
contatto con 30 ml di tampone Fosfato-Sali-
no (PBS) per 1 settimana in termostato a
37°C con 100% cli umidita. [1 PBS é prepara-
to con 137mM di NaCl, 2mM di KCI, 4mM
di Na,HPO,, 1.7 mM di KH,PO, a pH 7,25.
Al termine della prima settimana i campioni
sono centrifugati; il supernatante prelevato

Fig. 2 - Crescita dei fibroblasti gengivali
umani dai margini del frammento bioptico.

costituisce la soluzione-test che viene utiliz-
zata per la determinazione della citotossi-
cita. Tutti i campioni suddivisi sempre allo
stesso modo sono nuovamente posti in 30
ml di PBS fresco e lasciali per un'altra setti-
mana ripetendo la procedura su descritla.
In tal modo si ricava la soluzione-test di
ogni cemento endodontico e dei tubi-test
della prima ¢ della seconda settimana.

Il 20% di ciascuna di queste soluzioni-test
viene prelevata e viene trasferita in piastre
da 24 pozzelli contenenti i fibroblasii ad una
concentrazione di 10E+3 cell/ml/pozzetto
(area 2 cm?) ed incubate a 37°C, 100% umi-
dita per 24/48/72 ore.

Colture cellulari

[ fibrablasti umani derivano da framimeati
bioptict gengivali lasciati incubare in fla-
sche da 25 cin? con medium DME (Dulbec-
co’s modified Eagle's medium, terreno di
coltura) contenente: 1 gr/L di glucosio. 10%
di FCS, 3,7 gr/L di NaHCOQ,, 25mM di
HEPES (soluzione tampone), 2% di glutami-
na, 0,11 gr/L di acido piruvico. 0,05 mg/L.
di Gentamicina (Sigma G 1272), 2,5 mg/L
di Amphoteracina B.

Trascorsi 7-10 gg, ai margini del frammento
bioptico si evidenziano la crescita di fibro-
blasti e diverse altre cellule (Fig. 2).

1 fibroblasti vengono selezionali nel corso
dei vari passaggi di distacco cellulare con
tripsina (Fig. 3).

Dopo 1a opportuna espansione cellulare
(VII passaggio), raggiunta la confluenza, i
fibroblasti sono trasferiti in piastre da 24
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pozzetti (Fig. 4) ad una concentrazione di
10E+3 cell/ml/pozzetto (area 2 cm? in
medium contenente il 20% della soluzione
da testare ed incubate a 37°C, 100% umidita
per 24/48/72 ore.

Test di valutazione della citotossiciti

Per determinare la citotossicita (in questo
protocollo sj determina la percentuale di
cellule vitali di ciascun cemento endodonti-
co in rapporto a quelle del controllo) si uti-
lizza 'enzima cellulare N-acetil-B-¢sosamini-
dasi (EC 3.2.1.30), un enzima lisosomiale
che & coinvolto nella degradazione dei costi-
tuenti glicosilati cellulari. La soluzione di
substrato crommogeno costituila da: 3,75mM
di p-nitrofeneol-N-acetil-B-D-glucosamide
(NAG) in tampone citralo 0,05M, contenen-
te 0,25% di detergente Triton X-100, a pH 5,
reagisce con 'enzima e a pH 10,50 sviluppa
una cojorazione gialla che viene quantificata
speltrofotometricamente ad una lunghezza
d'onda di 405nm (UIf Landegren ], Immu-
nol Meth 67; 1984, 379-388). Dopo
24/48/72 ore di incubazione a 37°C. 5%
CO,, 100% di umidita, i pozzetti sono lavaii 3
volte con PBS per eliminare le cellule even-
tualmente morte e vengono aggiunti 400 pl
di substrato cromogeno NAG. Dopo 3h di
incubazione a 37°C e 100% di umidita,
100 pl delle soluzioni cellulari contenute nei
pozzetti sono trasferile in una micropiastra
da 96 pozzetti (TFig. 5). Bloccata la reazione
con 100 1 di soluzione tampone a pH 10,50
contenente: 250mM di Glicina, 10mM di
EDTA, viene misurata 'assorbanza con un
lettore di micropiastra BIO-RAD 450 a una
lupghezza d’'onda di 405 nm. Questa prace-
dura viene eseguita per tutte le soluzioni-
test della prima e della seconda settimana.
La reazione tra enzima e substrato sviluppa
a pH 10.50 dato dal tampone glicina, una
colorazione gialla che misurata spettrofoto-
metricamente quantifica la percentuale di
fibroblasti vitali dei cergenti endodontici
rispetio a quelli del controllo. Lassorbanza,
quindi, é direttamente proporzionale alla
quantita di cellule vive rispetto al controllo.
Da sottolineare che ji coefficiente di varia-
zione del metodo é risultato dell’8,9%. Inol-
tre le colture di fibroblasti umani sono state
osservate con il microscopio a inversione
per osservare sia Ja crescita dei fibroblasti
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Fig. 3 - Fibroblasti gengivali umani a
confluenza raggiunia (VII passaggio).

dal frammento bioptico e sja la risposta
morfologica cellulare dei fibroblasti a con-
tatto con le soluzioni-test dei cemenii endo-
dontici.

RISULTATI

Il nostro protocollo sperimentale é risuliato
con un coefliciente di variazione dell’8,9%.
valore che indica una bassa dispersione dei
dati ottenuti.

Fig. 4 - Piasire da 24 pozzelti contenenti i
fibroblasti e le soluzioni da testare.

Fig. 5 - Micropiastre da 96 pozzeili
contenenti if substraio cromogeno e i
Sibroblasti dopo incubazione con le soluzioni
test.

Tab. 1 - Percentuale dei fibroblasti vitali dei cementi endodontici della I e 11 settimana.

I Settimana II Settimana
Cementi 24h 48h 72h 24h 48h 72h
A 100 88.4 73,9 100 100 93,02
B 51 0,17 0,16 25,2 14,5 6,79
C 354 5,1 22 8.8 1,5 2,2
Teflon 100 100 100 100 100 100
PBS 100 100 100 100 100 100

% cellule vitali

100 100 100100

0.|6d2'2

24h

72h

I settimana

1w

B

[ Jtenion []PBS

Fig. 6 - Istogramma della percentuale di fibroblasti vitali dei cementi endodontici dopo 1

settimana.
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Citotossicita dei materiali

I tubi-test di teflon ed 11 PBS. ulilizzati
entrambi come conirolla, hanno dato una
compatibilita pari al 100% di cellule vitali.
Tutte le soluzioni-lest dei cementi provali,
tranne il C, sono migliorate nella seconda
settimana registrando valori di percentuale
di cellule vitali superjori rispetto alla prima
settimana (Tab, 1 - Figg. 6-7).

Inoltre ogni pozzelto é stato valutalo con il
microscopio a inversjone osservando lte
alterazioni della morfologia cellulare deij
fibroblasti provocale dalla tossicita dei
cementi endodontici. Nelle colture del
cemento A dopo 24h ci sono Lulli i1 fbrobla-
sti vivi (Fig. 8). Per il cemenlo B ¢'é slata
addirittura una totale moria delle cellule
(Fig. 9). Infine in quelle del cemento C di-
luito al 50%, a 24h abbiamo 1a formazione di
sincizi, segno di una alterazione morfologi-
ca cellulare e dimostrazione di una evidente
cilotossicita dei componenti del cemento
(Fig. 10). Questo studio dimostra la validita
del nostro protocollo sperimentale che per-
mette di misurare la tossicita dei materiali
in molteplici condizioni, osservare al micro-
scopio la risposta cellulare delle colture cel-
lulari ed ¢ infine di facile ripetitivita. ] risul-
tati ottenuti da questo studio trovano analo-
gie con quelli esposti da: Nakamura H. e all.
(11), Arenholt-Bindslev D. e all. (9). Si riba-
disce la validita dei test i pitro rispetto ai
test tn vivo per Ja determinazione della tos-
sicila dei materiali odonloiatrici e pit preci-
samente per quelli da otturazione canalare.

DISCUSSIONE

1l protocollo sperimentale in vitro che ab-
biamo realizzato permette di determinare la
citotossicita dei materiali da otturazione
endodontici. Con guesto studio lo stesso
materiale campione pud essere valutato in
molteplici condizioni, le colture cellulari pos-
SONo essere osservate al microscopio e infi-
ne l'esperimento & di facile ripetitivita. Nel
nostro studio i cementi endodontici sono
stati valutati allo stato solido. Molto interes-
sante sarebbe valutare la citotossicita dei
cementi endodontici miscelati freschi per-
ché ¢ in questo stalo che presentato una ele-
vata tossicita, ed & jn questa situazione che

% cellule vitali

100 100 100100
] 93.02 '

1,5

24 h

48 h

Il settimana

B

B

[ ] eflon PBS

Fig. 7 - Istogramma della percentuale di fibroblasti vitali dei cementi endodontici dopo 2

settimane.

.I" ¥ 1 &
Fig. 8 - Fibroblasti vivi a contatto con il
cemento endodontico A dopo 24h.

entrano a contatto con i tessuti periapicali
nella pratica clinica. Un metodo i» vitro che
permetta di valutare la citotossicita di un
cemenio endodontico fresco a conlatto con
le cellule della coltura é difficile da realizza-
re perché abbiamo la diffusione del cemento
sulla coltura ¢ una moria cellulare immedia-
la per Yelevala tossicita del cemento fresco.
Inoltre poiché I'indurimento del cemento
endodontico avviene nel canale radicolare a
contatto con i tessuti periapicali sarebbe
utile testare la citotossicita del cemenio
endodontico mentre indurisce in quanto le
sue caratteristiche biologiche sono in conti-

Fig. 9 - Toiale moria dei fibroblasti a
contatio con il cemento endodontico B dopo
24h.

Fig. 10 - Fibroblasii a conlatto con il
cemento endodontico C diluito al 50% dopo
24h presentano formazioni sincizialf
(safferenza cellulare).
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nua evoluzione. Un primo tentativo in que-
sto senso e stato faito da Safavi (7) e da
Arenholt-Bindslev (9) i quali hanno realizza-
to dei metodi in vitro a lungo termine per
valutare la citotossicita dei cementi endo-
dontici freschi mentre induriscono. E nostra
intenzione proseguire gli studi sulla tossi-
cita dei cementi endodontici esaminando la
capacita tossica di ciascun componente dei
cementi canalar. 1 test in ofiro rappresenta-
no dei test primari ma per valutare la bio-
compatibilita dei cementi endodontici sono
necessar anche i test i vivo per misurare la
reazione tissutale. Molti ricercatori hanno
usato metodi istopatologici per studiare )a
risposta lissutale dei materiali da riempj-
mento del canale radicolare su diversi siti
d’impianto (2,5,6,7). Le discrepanze dei
risultati tra queste pubblicazioni sono diffici-
li da interpretare a causa della natura sog-
gettiva della tecnica istopatoJogica usata,
dall'uso di differenti siti d'impianto e di diffe-
renti animali da esperimento, dal periodo
d’osservazione e dai criteri usati per la valu-
tazione (2,5). Resta comunque il fatto che le
conoscenze riguardanti la citotossicita dei
cementi endodontici ottenute con i metodi
in vitro rappresentano un notevole passo in
avanti per realizzare dei materiali da ottura-
zione del canale radicolare completamente
inerti.
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