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Una nuova metodica di valutazione biologica di

materiali endodontici a base di monomeri metilacrilici
A new method for biological evaluation of resin-based endodontic materials

RIASSUNTO

Scopo: di recente sono stati introdotti per 'u-
so endodontico cementi resinosi per 1'ottu-
razione canalare che contengono composti
metilacrilici, con polimerizzazione di tipo
duale. Questa reazione pero non € mai com-
pleta e cido comporta il rischio di rilascio nei
tessuti periapicali di monomeri che potreb-
bero interferire con i meccanismi di ripara-
zione delle ferite pulpo-periapicali, tra i qua-
li il sistema macrociti-macrofagi. Tali intera-
zioni sono state oggetto di valutazioni speri-
mentali in vitro nel presente studio.
Metodologia: con il presente lavoro si € vo-
luto valutare il grado di attivita funzionale
del sistema monocito-macrofagico dopo
esperimenti di incubazione con diversi mo-
nomeri, tra quelli comunemente usati in
odontoiatria, e nei cementi resinosi per uso
endodontico. L'analisi del burst ossidativo
della linea cellulare differenziata THP-1 € sta-
to analizzato usando la tecnica della che-
miluminescenza. I dati sono stati raccolti ed
analizzati statisticamente.

Risultati: i risultati ottenuti rivelano una ri-
duzione della funzionalita cellulare in pre-
senza dei monomeri, indipendente dalla lo-
10 azione citotossica o dall’esaurimento del
glutatione.

Conclusioni: dati emersi dal presente studio
aprono la strada per future indagini quali:
la determinazione dei valori di concentra-
zione dei monomeri che possono determi-
nare in vivo gli stessi fenomeni osservati in
vitro, la valutazione degli effetti clinici del-
l'alterazione del burst ossidativo sulla fun-
zionalita dei monociti-macrofagi e dell'im-
portanza dell’analisi funzionale negli studi
preliminari di biocompatibilita dei materia-
li dentali.

Parole chiave:
Monomeri- monociti, macrofagi, burst os-
sidativo, chemiluminescenza.

ABSTRACT

Aim: new dual-cure resin-based root canal
filling materials have recently been devel-
oped. These materials contain methacrylic
compounds. In clinical practice these
compounds are polymerised, but chemical
reaction is never complete. As a conse-
quence, release of uncured monomers in
the periapical tissues and in biological flu-
ids may happen, and potentially alter re-
pair of pulpal and periapical lesions. The
aim of this work was the evaluation of the
in vitro potential risk of such release on pe-
riapical cells.

Methodology: functional activity of mono-
cyte-macrophages system after incubation
with monomers was assessed. Oxidative burst
analysis of peripheral blood monocytes and
of differentiated THP-1 cell line was analyzed
using the chemiluminescence technique. Da-
ta were collected and statistically analyzed.
Results: results showed a reduced cellular
functionality in presence of the monomers,
independently from their cytotoxic action
or from gluthatione depletion.
Conclusions: these findings demand for fu-
ture evaluation of the clinical effects of ox-
idative burst alteration in monocytes-
macrophages function and may lead to in-
cluding functional analysis in biocompati-
bility preliminary studies of endodontic ma-
terials.

Key words:
Monomers- monocytes, macrophages, 0x-
idative burst, chemiluminescence.
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INTRODUZIONE

Monomeri metilacrilici quali il 2-idrossietil -
metilacrilato (HEMA), il trietileneglicol-di-
metilacrilato (TEGDMA) ed il bis-fenolo-A-
glicerolato (1 glicerolo/fenolo)-dimetilacri-
lato (Bis-GMA) sono largamente presenti nei
materiali per odontoiatria restaurativa, e di
recente hanno trovato largo sviluppo anche
nei nuovi sistemi di otturazione endodon-
tica, sia come cementi da utilizzare con gut-
taperca sia come componenti di sistemi con
materiali di sintesi (ad esempio, Resilon)
volti a sostituire la guttaperca.

In questi ultimi casi, infatti, I'obiettivo ¢ di
realizzare un’intima unione chimica e/o
meccanica fra cemento-materiale d’ottura-
zione semisolido e pareti canalari, per un mi-
glioramento del sigillo, sia apicale che co-
ronale. Per ottenere cio si sono ideati nuo-
vi materiali per sfruttare il concetto del-
I'endodonzia adesiva, secondo le indicazio-
ni sviluppate dalle esperienze sull’adesione
in altri settori dell’'odontoiatria: sono stati
sviluppati nuovi cementi di tipo composi-
to, utilizzando i monomeri comunemente
usati per i materiali da restauro, a polime-
rizzazione duale, in combinazione con pri-
mer e materiali sintetici semisolidi.

La polimerizzazione chimica o fotochimica
dei monomeri precedentemente citati gene-
ra una struttura reticolata ma il grado di con-
versione non supera - anche nei casi miglio-
1i - valori del 75-80% (1); questa trasforma-
zione incompleta comporta - nelle situazioni
della clinica odontoiatrica - il rilascio di mo-
nomeri nella cavita orale e nei fluidi biologi-
ci (2). Pertanto nel caso dei cementi endo-
dontici tale rilascio puo avvenire nei tessuti
periapicali ed interferire con i meccanismi di
riparazione delle ferite pulpari e periapicali.
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Precedenti studi hanno infatti suggerito
una possibile interazione tra i composti ri-
lasciati ed il sistema dei monociti-macrofagi
(3,9, 10, 23), determinabile attraverso I'a-
nalisi dell’interleukina-1p e del TNF-a due
mediatori dell'infiammazione prodotti dai
macrofagi (27); questi ultimi rivestono un
ruolo centrale nel processo di guarigione
delle ferite, coordinando la riparazione tis-
sutale attraverso la produzione di un’am-
pia gamma di fattori che influenzano l’an-
giogenesi e la sintesi della matrice extra-
cellulare.

Scopo del presente studio ¢ stato quello di va-
lutare la funzionalita del sistema monocito-
macrofagico dopo trattamento con differen-
ti concentrazioni di HEMA, TEGDMA, Bis-
GMA oppure idrochinone monometiletere
(HQ), quest'ultimo presente come stabilizza-
tore nelle preparazioni commerciali dei mo-
nomeri. A tale scopo, ¢ stata utilizzata la li-
nea cellulare tumorale umana THP-1 diffe-
renziata in senso monocitario con acido re-
tinoico tutto-trans (ATRA) ed ¢ stato analiz-
zato il burst ossidativo attraverso la tecnica
della chemiluminescenza (CL); questa anali-
si permette una determinazione quantitativa
delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) pro-
dotte dalle cellule, un parametro di notevo-
le importanza anche perché ¢ stato recente-
mente stabilito che il perossido di idrogeno,
prodotto dal burst ossidativo, rappresenta un
secondo messaggero coinvolto nel percorso
di attivazione dei geni deputati alla produ-
zione di interleuchine (32, 33). I’accurata va-
lutazione del burst ossidativo puo quindi aiu-
tare a comprendere meglio lo stato funzionale
del sistema monocito-macrofagico.

Gli effetti dell'idrochinone monometiletere
sono stati analizzati separatamente poiche
questa molecola ¢ sempre presente - come
precedentemente indicato - nelle confezio-
ni dei monomeri.

Nello studio di biocompatibilita di un mate-
riale contenente metilacrilati ¢ importante sta-
bilire non soltanto la citotossicita, ma tutte le
interazioni tra cellule e monomeri per com-
prendere meglio il comportamento del ma-
teriale stesso e per questo motivo la valuta-
zione funzionale del sistema dei monociti-ma-
crofagi puo rivestire un ampio interesse.

MATERIALI E METODI

I valori di concentrazione dei monomeri so-
no stati scelti in base a quelli delle rispetti-
ve TC,, (dose che provoca il 50% di morta-

52

lita), precedentemente calcolate con 1'uso del
saggio MTT sulla linea cellulare THP-1 [23],
anche se con tempi diversi (24 h) rispetto a
quelli utilizzati in questo lavoro (1 h).

Materiali e reagenti

Quando non altrimenti indicato, tutti i pro-
dotti chimici ed i reagenti (grado di purez-
za per colture cellulari) sono stati ottenuti
dalla Sigma-Aldrich Srl, Milano.

Colture cellulari

Monociti umani della linea cellulare THP-1
(Istituto Zooprofilattico di Brescia) sono stati
mantenuti a 37 °C sotto atmosfera umidificata
di CO, al 5% nel terreno RPMI 1640, con sie-
ro fetale di vitello inattivato col calore (10%,
v/v), p-mercaptoetanolo (50 mmol/L), peni-
cillina (100 unitd/mL), streptomicina (100
mg/mL) e glutammina (2 mmol/L).

Vitalita cellulare

Il numero di cellule ¢ stato determinato uti-
lizzando il saggio di esclusione del coloran-
te trypan blue.

Trattamento con

acido retinoico tutto-trans

Cellule THP-1 in crescita esponenziale (2 x 10°
cellule/mL) sono state poste nel terreno RP-
MI 1640 contenente ATRA (1 x 10 mmol/L),
per 5 giorni. Precedentemente ¢ stata pre-
parata una soluzione madre di ATRA (1
mmol/L) in dimetilsolfossido (DMSO), in
modo da ottenere una concentrazione 0.1 %
di quest’ultimo nella coltura cellulare.

Trattamento dei monomeri

Soluzioni in DMSO di TEGDMA (a concen-
trazioni crescenti da 0.0031 mol/L a 4.65
mol/L), di Bis-GMA (a concentrazioni cre-
scenti da 8.00 mmol/L a 120.00 mmol/L) e
di HQ (ad una concentrazione di 0.11
mmol/L) sono state preparate immediata-
mente prima dell'uso; come procedimento
generale 1 uL di una delle soluzioni prece-
dentemente descritte € stato aggiunto a 1 mL
di terreno RPMI 1640 contenente 400.000
cellule THP-1 differenziate con ATRA e I'in-
cubazione ¢ stata effettuata a temperatura
ambiente (TA) per 1 h. La concentrazione fi-
nale di DMSO ¢ stata pari a 0.1% (v/v) in tut-
ti i campioni durante gli esperimenti; il mo-
nomero HEMA ¢ stato invece aggiunto pu-
ro ad aliquote di terreno RPMI 1640, per ot-
tenere valori di concentrazioni finali nel-
l'intervallo da 1.10 mmol/L a 20.00 mmol/L.
Dopo l'incubazione, le cellule THP-1 sono sta-
te centrifugate per rimuovere il sovranatan-

te, lavate con PBS, raccolte e contate utiliz-
zando il metodo del colorante trypan blue. I
monociti isolati sono stati incubati con:

a) TEGDMA (a concentrazioni crescenti da
0.0031 mmol/L a 3.1 mmol/L); b) Bis-GMA
(a concentrazioni crescenti da 0.008 mmol/L
a 0.080 mmol/L); c) HEMA (a concentrazioni
di 1.1 mmol/L e 11 mmol/L).

Ciascuna incubazione ¢ stata effettuata per
1 haTA.

Saggi funzionali

Il metabolismo delle ROS della linea cellu-
lare THP-1 ¢ stato studiato attraverso la tec-
nica della chemiluminescenza secondo De
Baeselier et al. (25); i sistemi CL erano co-
stituiti da luminolo o lucigenina (100 nmo-
li), 1 x 10° cellule THP-1 trattate con ATRA
o non trattate (queste ultime utilizzate co-
me controllo), in presenza oppure in assen-
za di forbolo 12-miristato-13-acetato (PMA,
1.50 nmoli) in un volume finale di 1.00 mL
ottenuto con una soluzione modificata di
Krebbs Ringer Fosfato (KRP).

Le misure sono state effettuate in triplicato
a 25 °C ed il parametro di chemilumine-
scenza considerato per l'analisi ¢ stato l'in-
dice di trattamento (IT) seguente:

Segnale dei fotoni (area)
prodotto dalle cellule trattate
x100

Segnale dei fotoni (area)
prodotto dalle cellule non trattate

In una differente serie di tre esperimenti, rea-
lizzati in triplicato, le cellule differenziate
THP-1 (400.000 cellule/mL) sono state in-
cubate a TA per 1 h, rispettivamente, in pre-
senza ed in assenza di una soluzione di N-
acetilcisteina (10 mmol/L, NAC), cui ha fat-
to seguito un’incubazione per 1 h a TA con:
- TEGDMA 1.55 mmol/L;

- Bis-GMA 0.08 mmol/L;

- HEMA 6.00 mmol/L.

Dopo 1'esposizione le cellule sono state la-
vate con PBS, contate utilizzando il metodo
del colorante trypan blue e quindi proces-
sate per I'analisi di chemiluminescenza.

Attivita dell’enzima perossidasi

L'attivita dell’enzima perossidasi delle cellule
THP-1 trattate con i monomeri ¢ stata veri-
ficata con uno strumento Technicon H*1
Hematology Analyzer (Bayer Instrument
Corp, Torryrown, NY).

Effetto citotossico
E stata effettuata un’ulteriore serie di tre
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esperimenti, realizzati in triplicato, per ve-

rificare I'effetto citotossico dei monomeri nel

medio periodo; a tale scopo cellule THP-1

(200.000 cellule/mL) sono state incubate, a

TA per 1 h, con:

- TEGDMA (a concentrazioni crescenti da
0.775 mmol/L a 4.65 mmol/L);

- Bis-GMA (a concentrazioni crescenti da
0.04 mmol/L a 0.12 mmol/L);

- HEMA (a concentrazioni crescenti da 1.1
mmol/L a 20 mmol/L).

Dopo 'esposizione le cellule THP-1 sono sta-

te lavate con PBS, depositate in una nuova

tiasca e lasciate per 5 giorni, effettuando

conte giornaliere con il saggio di esclusione

del trypan blue.

Analisi statistica

Tutti i risultati sono espressi come media + SD
o media + SEM. I gruppi di medie sono sta-
ti comparati attraverso analisi della varian-
za (ANOVA) seguita, quando opportuno, da
una comparazione multipla di medie con il
metodo Student-Newman-Keulz. Un valore
di p < 0.05 ¢ stato considerato significativo.

RISULTATI

Vitalita cellulare

Non sono stati osservati effetti citotossici -
con il saggio di esclusione del colorante try-
pan blue - dopo il contatto tra cellule e mo-
nomeri, siaimmediatamente che nei 5 gior-
ni successivi (Tab.1).

Analisi funzionale di chemiluminescenza
con la sonda lucigenina

Tutti i monomeri analizzati si sono dimostrati
in grado di ridurre - a differenti valori di con-
centrazione - I'attivita della NADPH-ossidasi
delle cellule trattate con ATRA.

Una soluzione a concentrazione 80 umol/L
di Bis-GMA causa una significativa riduzione
del burst ossidativo delle cellule THP-1 (circa
50%, p < 0.01), ed una diminuzione ancora
maggiore (75%, p < 0.001) ¢ stata osservata
con una soluzione a concentrazione 120
umol/L. Quando le cellule sono trattate con
una soluzione 1.55 mmol/L di TEGDMA, si
osserva una riduzione dell’attivita della
NADPH-ossidasi pari a circa il 30% (p < 0.01),
mentre in presenza di valori di concentra-
zione di monomero piu alti (3.10 mmol/L e
4.65 mmol/L rispettivamente) il burst ossi-
dativo diminuisce di circa il 50% (p < 0.001).
La riduzione del burst ossidativo causata dal
monomero HEMA ¢ statisticamente signifi-

Cellule THP-1 trattate con

giorni

CelluleTHP-1 trattate con HEMA

Bis-GMA
1000
—-a-- Bis-GMA 0.04 mmol/L
N 250 —— Bis-GMA 0.08 mmol/L
I -¥- Bis-GMA 0.12 mmol/L
o == Controllo
S 5004 y
T’ "/
L& T N (R——— Z
250 ____:—_;" === -
0 T T T
1 2 3 4
giorni
Cellule THP-1 trattate con
TEGDMA
1500
™
2 10001
x —s— TEGDMA 0.775 mmol/L
% -4—- TEGDMA 1.55 mmol/L
% ~-¥--TEGDMA 3.1 mmol/L
(&) @~ TEGDMA 4.65 mmol/L
-=¢-Controllo

1000
—s— HEMA 1.1 mmol/L
- 750 - HEMA 6 mmol/L
e ~¥-- HEMA 11 mmol/L
> 500
o —-@-HEMA 20 mmol/L
F]
3 --+--Controllo
& 250+ —
0 T T T
1 2 3 4

giorni

Tab. 1 - I test di tossicita su cellule THP-1 dei diversi monomeri alle varie concentrazioni esaminate non
mostra effetti tossici.
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cativa ad un valore di concentrazione pari
a 6 mmol/L (p < 0.01) e valori piu alti (11
mmol/L e 20 mmol/L) provocano una ri- HEMA e ldrossichinone
duzione di circa il 50% (p < 0.001) (Tab. 2).

Tutti gli effetti sopradescritti permangono
anche in presenza di NAC a concentrazio- LRy 4
ne 10 mmol/L. 2%
100
Analisi funzionale di chemiluminescenza il
con la sonda luminolo =
Le cellule THP-1 trattate con TEGDMA a va- = o0
lori di concentrazione di 3.10 mmol/L e 4.65 =
mmol/L (p < 0.05) mostrano una riduzione
dell’attivita della NADPH-ossidasi di circa il 201
35-40%, mentre quelle trattate con Bis-GMA 0 = = = = :
e HEMA non rivelano diminuzioni statisti- HQ HEMA 1,1 HEMA G HEMA 11 HEMA 20
camente significative (Tab. 3). concentrazione mM

Attivita della perossidasi
La linea cellulare THP-1 trattata con i mo- Bis-GMA
nomeri mostra un’attivita della perossidasi
pari al 13.23 %.

DISCUSSIONE
E CONCLUSIONI 80
55
= 60
[ risultati ottenuti mostrano una significati- =
va diminuzione del burst ossidativo delle cel- 10
lule THP-1 differenziate, correlata alla con-
centrazione dei monomeri: mentre il Bis- 20
GMA provoca una significativa diminuzione i
del burst ossidativo solo a concentrazioni pa- 0 T T T T f
ri alla TC,,, sia HEMA che TEGDMA mostra- 0,008 8,015 0,032 0,08 012
no l'effetto a valori pit bassi delle loro TC, concentrazione mM

I dati ottenuti dagli esperimenti di prolife-
razione cellulare mostrano che l'osservata di-
minuzione del burst ossidativo avviene a .

L . . I'EGDMA
concentrazioni non tossiche dei monome-

ri: questo risultato evidenzia I'importanza

della valutazione dell’alterazione di questo 1204 O Dev. SK.
parametro funzionale negli studi preliminari —

di biocompatibilita di materiali dentali. Ne

deriva che ¢ possibile ipotizzare danni fun- 80

zionali anche quando test di citotossicita non =

elicitano risposte significative. ~ 604

I risultati ottenuti, che rivelano una ridu- e

zione della funzionalita cellulare in pre- 40

senza dei monomeri, aprono la strada per 20

future indagini quali: la determinazione dei

valori di concentrazione dei monomeri che 0 . . . . : : -~
possono determinare in vivo gli stessi fe- 0003 0031 0310 0775 L350 3100 4.650
nomeni osservati in vitro, la valutazione de- concentrazione mM

gli effetti clinici dell’alterazione del burst os-
sidativo sulla funzionalita dei monociti-ma-
crofagi e dell'importanza dell’analisi fun- Tab. 2 - Per gli stessi monomeri e concentrazioni della tabella precedente I’analisi funzionale
zionale negli studi preliminari di biocom- con sonda lucigenina: la chemiluminescenza mostra alterazioni funzionali (riduzione del bur-
patibilita dei materiali dentali. st ossidativo valutato come indice di trattamento - IT).

54



Una nuova metodica di valutazione biologica di materiali endodontici a base di monomeri metilacrilici

IT (%)

IT (%)

IT (%)

140+
120
1004
80
60
404
204

/ |

Bis-GMA

160
1404
1204
100
804
604
404
204

0,008

0,016

Ll

0,032 0,080 0,120

concentrazioni mM

HEMA e Idrossichinone

1]

/

140"

1204
1004
80+
60
404

204

HQ HEMA 1.1 HEMAG6 HEMA 11 HEMA 20

concentrazioni mM

TEGDMA

0,003 0,031 0310 0775 1,550 3,100 4,850

concentrazioni mM

Tab. 3 - L'analisi funzionale di chemiluminescenza con la sonda luminolo evidenzia differenze fra
i vari monomeri (riduzione del burst ossidativo valutato come indice di trattamento - IT) solo con

il TEGDMA.

Il burst ossidativo consiste in una produzio-
ne di ROS durante la fagocitosi di micror-
ganismi da parte dei fagociti professionali
del sistema immunitario: questa produzio-
ne dipende dall’azione della NADPH-ossidasi
di membrana (17,18), un enzima che cata-
lizza la riduzione - da parte del NADPH - di
ossigeno molecolare ad anione superossido
(O,) oppure a perossido di idrogeno (H,0,).
Inoltre enzimi cellulari quali la mieloperos-
sidasi (MPO) catalizzano la reazione tra le
specie reattive dell’ossigeno e gli alogenioni
- attraverso un'’attivita perossidativa e cloru-
rante (20) - per ottenere differenti prodotti
alogenati (19); alcune sonde, come il lumi-
nolo, originano la loro chemiluminescenza
da questa reazione. All’anione superossido
extra-cellulare O, ¢ invece attribuita l'attivita
di chemiluminescenza della lucigenina, una
molecola che registra solo eventi extracellu-
lari (21,22) poiché ¢ troppo grande per po-
ter entrare nelle cellule; il relativamente pic-
colo luminolo, al contrario, ritenuto in gra-
do di attraversare le membrane cellulari, puo
registrare anche gli eventi intracellulari (20).
La minore sensibilita del luminolo rispetto al-
la Iucigenina deriva dalle caratteristiche del-
le due sonde: la reazione di eccitazione con il
luminolo ¢ catalizzata principalmente dalla
mieloperossidasi (19) mentre la luminescen-
za della lucigenina ¢ indipendente da questo
enzima. Poiché le cellule THP-1 differenziate
mostrano una scarsa attivita della MPO, 1'ec-
citazione del luminolo e quindi I'intensita del-
la chemiluminescenza sono ridotte.

E ben noto che - durante il burst ossidativo -
il glutatione cellulare (GSH) ¢ trasferito sotto
la membrana plasmatica (29) e che i compo-
sti metilacrilici mostrano - in alcune linee cel-
lulari - una capacita di esaurimento del GSH
(30, 31). In questo lavoro i risultati degli espe-
rimenti condotti in presenza di NAC - forni-
tore di precursori del GSH - dimostrano chia-
ramente che la diminuzione del burst ossida-
tivo permane in presenza di tale composto e
che quindi tale diminuzione non puo essere
attribuita ad una perdita di glutatione.

In conclusione, possiamo affermare che la
constatazione di un danno funzionale del-
le cellule THP-1, indipendente dalla morta-
lita cellulare ed attribuibile all’azione dei
monometi, puo portare in futuro allo svi-
luppo dei seguenti studi:

- determinazione delle condizioni nelle
quali siano presenti in vivo gli stessi effetti
osservati in vitro;

- valutazione delle possibili conseguenze cli-
niche dell’alterazione del burst ossidativo dei
macrofagi.
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