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Valutazione in vitro della citotossicita del Resilon
su cellule endoteliali umane

In vitro cytotoxicity of Resilon on human endothelial cells

RIASSUNTO

Scopo: scopo del presente studio in vi-
tro ¢ stato quello di valutare microsco-
picamente la citotossicita del Resilon su
cellule endoteliali.

Metodologia: sono state utilizzate cel-
lule endoteliali ibride (EAHy). Tre diffe-
renti metodiche di analisi sono state im-
piegate al fine di esaminare la morfolo-
gia cellulare, I'immunofluorescenza e
I’apoptosi. Sono state analizzate morfo-
logia e vitalita cellulare tramite positi-
vita alla annexina V/PI. Coni di gutta-
perca e Resilon sono stati segmentati e
posti in diretto contatto con le colture
cellulari. Le cellule sono state, inoltre,
incubate con cemento Epiphany in fa-
se sia non polimerizzata che polimeriz-
zata. Fotografie digitali al microscopio
sono state scattate dopo 24 ore, 48 ore
ed 1 settimana di incubazione. L'apop-
tosi e stata valutata pigmentando le cel-
lule con annexina V/PI. Le indagini in
microscopia a fluorescenza sono state
effettuate con anticorpi anti-annexina
V-FITC.

Risultati: la guttaperca ha indotto mo-
dificazioni morfologiche tali da esitare
nella morte cellulare. II cemento
Epiphany in fase polimerizzata non ha
interferito con la morfologia né con la
vitalita cellulare; il medesimo materia-
le in fase non polimerizzata e risultato
tossico per le cellule EAHy.
Conclusioni: il Resilon si ¢ dimostrato
biocompatibile ed in futuro, da un pun-
to di vista biologico, potra essere con-
siderato un valido sostituto della gutta-
perca.

Parole chiave:
Resilon, citotossicita, cellule endote-
liali.

ABSTRACT

Aim: the present in vitro study aimed
at microscopically evaluating the cyto-
toxicity of Resilon on endothelial cells.
Methodology: endothelial hybrid cells
(EAHy) were used. Three different
analyses regarding cell morphology, im-
munofluorescence and detection of
apoptosis were performed.

The cells were investigated for morpho-
logy and viability by means of An-
nexinV/PI positivity. Gutta-percha and
Resilon cones were cut in pieces and put
into direct contact with the monolayer
of cells. Cells were also incubated with
polymerized and unpolymerized
Epiphany cement. After 24h, 48h and
1 week of incubation digital microsco-
pic photographs were shooted. Apopto-
sis was evaluated by staining cells with
Annexin V/PI. The fluorescence micro-
scope analyses were performed with an-
tibodies against annexin V-FITC.
Results: gutta-percha induced changes
in cell morphology resulting in cell
death; polymerized Epiphany did not
interfere with cell morphology and via-
bility; unpolymerized Epiphany was
proved to be toxic for EAHy cells.
Significance: Resilon proved to be bio-
compatible and safe to substitute gutta-
percha in endodontics.

Key words:
Resilon, cytotoxicity, endothelial cel-
Is.
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INTRODUZIONE

La biocompatibilita dei materiali denta-
ri € una caratteristica di primaria impor-
tanza, dal momento che I'eventuale pre-
senza di componenti tossici potrebbe
determinare inflammazione e/o degene-
razione dei tessuti circostanti (Wil-
lerhausen, 2000). In particolare, i mate-
riali da otturazione canalare devono
presentare caratteristiche di assoluta
biocompatibilita giustificata dalla non
infrequente possibilita di entrare in con-
tatto diretto con i tessuti parodontali
profondi attraverso il forame apicale e/o
eventuali canali accessori (Willerhau-
sen, 2000; Szep et al., 2003). Numerosi
studi hanno dimostrato che molti dei
riempitivi canalari impiegati in endo-
donzia possono causare flogosi tissuta-
le (Willerhausen, 2000; Chang & Chou,
2001; Szep et al., 2003; Shipper et al.,
2005). Sebbene venga generalmente
considerata come il riempitivo canala-
re di elezione, anche la guttaperca puo
risultare citotossica in seguito al rilascio
di ioni zinco nei fluidi parodontali ed
alla loro susseguente microinfiltrazione
(Moorer & Genet, 1982).

Le metodiche in vitro che impiegano
colture cellulari si sono dimostrate uti-
li per valutare la biocompatibilita dei
materiali dentari (Willershausen, 2000;
Szep et al., 2003; Chang & Chou, 2001;
Shipper et al., 2005; Moorer & Genet,
1982). Rappaport et al. (1964) sono sta-
ti i primi a descrivere in letteratura tali
tecniche per indagare la tolleranza bio-
logica dei riempitivi endodontici. Sva-
riate linee cellulari sono state impiega-
te a tal scopo, tra cui fibroblasti, cellu-
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le epiteliali e linfoblasti (Szep et al.,
2003; Pascon & Spangberg, 1990).
Recentemente ¢ stato sviluppato ed in-
trodotto in commercio il Resilon, un
materiale da otturazione canalare costi-
tuito da un polimero sintetico termopla-
stico del policaprolattone (Hiraishi et
al., 2005). Tale materiale agisce come un
monoblocco aderendo alla dentina sca-
nalare tramite I'Epiphany, un riempiti-
vo costituito da resina composita dua-
le (Shipper et al. 2005, Hiraishi et al.
2005). Tra i riempitivi costituenti il Re-
silon si ritrovano solfato di bario, ossi-
cloruro di bismuto e vetri bioattivi
(Shipper et al., 2005).

I1 presente studio in vitro ¢ stato dise-
gnato per valutare I’eventuale citotos-
sicita del Resilon sulle cellule endote-
liali. L’ipotesi era che nulla stabiliva
che non vi fossero differenze in termi-
ni di morfologia e vitalita tra le cellu-
le tenute in coltura con guttaperca e
con Resilon.

MATERIALI E METODI

Sono state utilizzate per il presente stu-
dio cellule endoteliali ibride (EAHy),
ottenute dalla fusione di cellule endo-
teliali umane delle vene ombelicali
(HUVEGC,; Sigma-Aldrich s.r.1., Milano,
Italia) con cellule del carcinoma di
Lung (Xenogen Corporation, Alame-
da, CA, USA). In seguito a tale fusio-
ne, le cellule EAHy sono state immor-
talizzate.

Tre differenti metodiche di analisi sono
state impiegate al fine di esaminare la
morfologia cellulare, l'immunofluore-
scenza e I'apoptosi.

Le cellule sono state coltivate con ter-
reno di Eagle modificato da Dulbecco
(DMEM; Sigma-Aldrich) implementato
con siero bovino fetale BioWhittaker al
10% (FBS; Cambrex Bio Science Corpo-
ration, Verviers, Belgio) e supplemento
di crescita HAT (Sigma-Aldrich).
Morfologia - 100.000 cellule EAHy/poz-
zetto sono state coltivate in una piastra
a 24 pozzetti (Corning Inc., Corning,
NY, USA). Dopo 48 ore di incubazione
le cellule si presentavano confluenti for-
mando un monostrato (Fig. 1). Coni di
guttaperca (Hygienic, Coltene/Whale-
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dent Inc., Mahwah, NJ, USA) e Resilon
(Resilon Research LLC, Madison, CT,
USA) sono stati segmentati e posti a di-
retto contatto con il monostrato cellu-
lare (1 pezzo/pozzetto). Analogamente,
il cemento Epiphany (Pentron Clinical
Technologies, Wallingford, CT, USA) in
fase sia polimerizzata sia non polimeriz-
zata ¢ stato messo in contatto con le cel-
lule in coltura; la polimerizzazione ¢ sta-
ta effettuata seguendo fedelmente le in-
dicazioni del produttore. I pozzetti non
trattati sono stati impiegati come con-
trollo. Tutti gli esami sperimentali sono
stati ripetuti tre volte.

Fotografie digitali al microscopio sono
state scattate dopo 24 ore, 48 ore ed 1
settimana di incubazione utilizzando
una macchina fotografica digitale colle-
gata ad un microscopio ottico, in mo-
do da poter valutare la morfologia cel-
lulare.

Rilevamento della apoptosi — 1 fenomeni
apoptotici sono stati valutati pigmen-
tando le cellule con annexina V coniu-
gata con fluoresceina (FITC; Bender Me-
dical System, Prodotti Gianni, Milano,
Italia), al fine di evidenziare ’esposizio-
ne di fosfatidil-serina sulla superficie
esterna della membrana cellulare, e con
ioduro di propizio (PI; Bender Medical
System, Prodotti Gianni).

In sintesi, 100.000 cellule EAHy/pozzet-
to sono state coltivate in una piastra a
24 pozzetti fino a risultare confluenti.
Analogamente a quanto descritto in
precedenza, i coni di guttaperca e Re-
silon nonché il cemento Epiphany so-
no stati posti in diretto contatto con il
monostrato cellulare (2 pezzi/pozzetto).
I pozzetti non trattati sono stati impie-
gati come controllo. Dopo 24 ore, i poz-
zetti sono stati accuratamente sottopo-
sti a due lavaggi con PBS (Cambrex Bio
Science Corporation) contenente ioni

Fig. 1 - Monostrato di cellule endoteliali ibride dopo
48 ore di incubazione.

Ca** e Mg** e successivamente incuba-
ti con anticorpi anti-annexina V-FITC
ad una concentrazione di 1 ng/ml per
1 ora. Prima di effettuare le indagini in
microscopia a fluorescenza, le cellule
sono state nuovamente sottoposte a
due lavaggi con PBS contenente ioni
Ca*™ e Mg™; successivamente ¢ stato ag-
giunto PI.

RISULTATI

Le cellule EAHy incubate con guttaper-
ca per uno o piu giorni sono risultate al-
terate nella loro vitalita (Fig. 2A). Con-
cordemente con tale evidenza, il rileva-
mento della apoptosi ha mostrato che
le cellule EAHy presentavano una dop-
pia positivita alla annexina V/PI (Fig.
2B). Viceversa, le cellule EAHy incuba-
te con i coni di Resilon hanno mante-
nuto invariata la loro morfologia a ciot-
tolo (Fig. 3A) ed hanno mostrato una
doppia negativita alla annexina V/PI
(Fig. 3B).

Dopo un prolungato periodo di incu-
bazione (1 settimana), le cellule EAHy
risultavano incapaci di riparare i dan-
ni indotti dalla guttaperca (Fig. 4). Al
contrario, dopo il medesimo tempo di
incubazione prolungata, le cellule
EAHy mantenevano la propria morfo-
logia e vitalita in presenza di Resilon
(Fig. 5). Inoltre, le cellule EAHy risul-
tavano aderenti ed in grado di cresce-

Fig. 2 - Cellule endoteliali ibride dopo 24 ore di incu-
bazione con guttaperca. A: vitalita alterata; B: doppia
positivita alla annexina V/PI nel rilevamento della
apoptosi.
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Fig. 3 - Cellule endoteliali ibride dopo 24 ore di incu-
bazione con Resilon. A: morfologia a ciottolo; B: dop-
pia negativita alla annexina V/PI nel rilevamento del-
la apoptosi.
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Fig. 5 - Cellule endoteliali ibride dopo 1 settimana di
incubazione con Resilon.

re sui coni di Resilon (Fig. 6) laddove
cio non avveniva in presenza di gutta-
perca.

Nelle medesime condizioni sperimenta-
li, il cemento Epiphany in fase non po-
limerizzata si ¢ dimostrato altamente
tossico per le cellule EAHy (Fig. 7) che,
da un punto di vista morfologico, si pre-
sentavano simili alle cellule incubate
con guttaperca (Fig. 8).

Fig. 6 - Adesione delle cellule endoteliali ibride. A: po-
sitiva su Resilon; B: negativa su guttaperca.

DISCUSSIONE

Nel presente studio sono state impiega-
te tecniche in vitro per valutare la bio-
compatibilita di differenti materiali da
otturazione endodontica: guttaperca,
Resilon ed Epiphany. Sono state valuta-
te microscopicamente sia le reazioni e
la crescita delle colture cellulari sia le
modificazioni fisiologiche e patologiche
delle cellule. L'indagine mediante im-
munofluorescenza ¢ stata utilizzata co-
me metodica qualitativa per visualizza-
re in modo diretto l'espressione di spe-
cifiche molecole.

Svariate linee cellulari sono state impie-
gate in studi sperimentali in vitro (Rap-
paport et al., 1964; Pascon & Spangberg,
1990; Szep et al., 2003). Nel settore del-
I’endodonzia, gli effetti dei materiali
dentari sulle cellule endoteliali risulta-
no di particolare interesse. L'endotelio
¢ costituito da una popolazione cellula-
re che riveste tutti i vasi sanguigni del-

Fig. 7 - Cellule endoteliali ibride danneggiate dopo 1
settimana di incubazione con Epiphany non polime-
rizzato.

Fig. 8 - Cellule endoteliali ibride stressate in allonta-
namento dalla guttaperca dopo 1 settimana di incu-
bazione.

I'organismo umano e che ¢ caratterizza-
ta dalla capacita di generare nuovi vasi
sanguigni a partire da cellule progeni-
trici (vasculogenesi) o da vasi preesisten-
ti (angiogenesi). Da quanto riportato si
deduce che 1'utilizzo di riempitivi cana-
lari potenzialmente tossici va evitato,
dal momento che il danneggiamento
delle cellule endoteliali puo esitare nel
rallentamento, se non addirittura nella
abolizione dei processi di riparazione
tissutale.

Le metodiche in vitro sono state ampia-
mente descritte in letteratura al fine di
valutare gli effetti del rilascio dei costi-
tuenti dei materiali dentari e I’eventua-
le citotossicita di tali materiali sulle col-
ture cellulari (Rappaport et al., 1964;
Moorer & Genet, 1982; Pascon &
Spangberg, 1990; Willershausen, 2000;
Chang & Chou, 2001; Szep et al., 2003;
Shipper et al., 2005). Conclusioni con-
trastanti sono state riportate in merito
alla citotossicita della guttaperca sulle
cellule umane (Moorer & Genet 1982,
Chang & Chou 2001). Il presente stu-
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dio ha confermato la potenziale citotos-
sicita di tale materiale dovuta, presumi-
bilmente, al rilascio di componenti tos-
sici quali gli ioni zinco (Moorer & Ge-
net 1982, Chang & Chou 2001) (Figg.
2e4).

Indipendentemente dal materiale te-
stato, il periodo di incubazione non ha
influenzato la risposta cellulare: la gut-
taperca ha determinato danneggia-
mento cellulare anche dopo sole 24
ore di incubazione (Figg. 2 e 4), laddo-
ve il Resilon non ha sortito i medesi-
mi effetti negativi (Figg. 3 e 5). Con-
cordemente con altri studi (Moorer &
Genet, 1982; Chang & Chou, 2001;
Szep et al., 2003), le modificazioni os-
servate nelle colture cellulari poste in
contatto con la guttaperca sono state
probabilmente causate dal rilascio di
elementi tossici quali gli ioni zinco. La
conseguente condizione di stress me-
tabolico ha determinato un allontana-

mento delle cellule dall’origine del
danno, ossia dalla guttaperca (Fig. 8).
Il cemento Epiphany in fase non po-
limerizzata e risultato altamente tossi-
co per le cellule EAHy ma il materiale
ha perduto tale citotossicita a seguito
della polimerizzazione: tale fenomeno
trova spiegazione nel fatto che, prima
della polimerizzazione, il materiale
contiene monomeri liberi di metacri-
lato, i quali sono ben noti essere cau-
sa di danni a carico delle cellule
(Shipper et al., 2005).

CONCLUSIONI

Considerando le limitazioni del disegno
sperimentale del presente studio, dai ri-
sultati ottenuti possono essere tratte le
seguenti conclusioni:

- la guttaperca ha indotto modificazio-
ni morfologiche tali da esitare nella
morte cellulare;

- il cemento Epiphany in fase polime-
rizzata non ha interferito con la
morfologia né con la vitalita cellula-
re;

- il cemento Epiphany in fase non po-
limerizzata si ¢ dimostrato tossico per
le cellule EAHy;

- il tempo di incubazione non ha in-
fluenzato la riposta positiva o negati-
va delle cellule ai materiali testati.

I dati ottenuti dalle prove sperimentali
in vitro mostrano che il Resilon non ha
indotto alcuna reazione tossica a carico
delle linee cellulari testate. Ulteriori in-
dagini dovranno essere condotte per
confermare i risultati del presente stu-
dio ed appropriati disegni sperimentali
sia in vitro che in vivo saranno necessa-
ri per approfondire la biocompatibilita
del Resilon.
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