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Un nuovo approccio per la valutazione
della biocompatibilita di materiali per endodonzia

A new approach for the evaluation of biocompatibility of endodontic materials

RIASSUNTO

Obiettivo: il bisfenolo A glicerolato (1
glicerol/fenolo) dimetil acrilato, il diu-
retano dimetil acrilato ed il 1,4 butan-
diolo dimetil acrilato sono monomeri
presenti nelle resine composite per uso
odontoiatrico e studi riguardanti la loro
biocompatibilita sono ampiamente pre-
senti in letteratura. In questo studio ¢
stato valutato l'effetto dei suddetti com-
posti su granulociti polimorfonucleati
isolati da sangue periferico: a tal scopo ¢
stata analizzata la produzione di specie
reattive dell’ossigeno tramite analisi di
chemiluminescenza, tecnica che misu-
ra la produzione di Specie reattive
dell’Ossigeno da parte di cellule.
Metodi: i monomeri sono stati messi a
contatto con le cellule. Dopo 1 ora di
incubazione la vitalita cellulare ¢ stata
determinata tramite colorante trypan
blue e la quantita di radicali dell’ossige-
no prodotti da 100.000 granulociti (sia
non stimolati che stimolati con zymo-
san) e stata valutata tramite chemilu-
minescenza per un periodo di 2 h. Ogni
esperimento, realizzato in triplicato e
ripetuto sei volte, ha portato a risultati
che sono stati espressi come media +
SD.

Risultati: i monomeri esaminati non
hanno mostrato una diretta azione ci-
totossica; ciononostante la lumine-
scenza basale dei granulociti decresce
quando la concentrazione dei mono-
meri aumenta. Il bisfenolo A glicerola-
to (1 glicerol/fenolo) dimetil acrilato ed

il diuretano dimetil acrilato riducono
anche il burst ossidativo.

Conclusioni: 'effetto del butandiolo
dimetil acrilato & molto interessante a
causa del coinvolgimento dei granulo-
citi in patologie infiammatorie sia gra-
vi che moderate sebbene la rilevanza
clinica del fenomeno rimanga ancora
da essere valutata.

Parole chiave:

Granulociti polimorfonucleati, mo-
nomeri metilacrilici, burst ossidati-
vo, chemiluminescenza.

ABSTRACT

Aim of the work: bisphenol A glycero-
late (1 glycerol/phenol) dimethacry-
late, diurethane dimethacrylateand
1,4-butanediol dimethacrylate are
methacrylic monomers present in den-
tal composite resins. The aim of the
present work is the evaluation of the
functionality polimorphonucleate cells
when brought in contact with different
concentrations of monomers.
Methods: ROS metabolism was stud-
ied by chemiluminescence, the meas-
ures were performed at 25°C during 2.
All the experiments were performed in
triplicates.

Results: bisphenol A glycerolate (1
glycerol/phenol) dimethacrylate, di-
urethane dimethacrylateand induce a
decrease of both basal and stimulated
reactive oxygen species production.
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1,4-butanediol dimethacrylate, on the
contrary, it does not alter total oxida-
tive burst in presence of stimulus while
induces a statistically significant de-
crease of basal reactive oxygen species
production.

Conclusions: the effect of 1,4-butane-
diol dimethacrylate appear interesting
because of the involvement of polimo-
rphonucleates in many severe and
moderate inflammatory diseases, al-
though the actual clinical relevance of
the phenomenon remains to be evalu-
ated.

Key words:
Granulocytes, methacrylic mono-
mers, oxidative burst, chemilumi-
nescence.

INTRODUZIONE

Uno dei parametri fondamentali che
deve essere attualmente considerato
nella valutazione dei materiali utilizza-
ti in campo odontoiatrico ¢ la biocom-
patibilita, cioe la capacita di svolgere la
loro funzione in assenza di reazioni
biologiche avverse che possono essere
dovute sia alla tossicita del materiale
stesso che ad altri fattori quali la proli-
ferazione batterica, etc. (1).

Le resine composite utilizzate in campo
endodontico possono entrare in con-
tatto con i tessuti vitali della polpa du-
rante le procedure di restauro oppure
con i tessuti periapicali durante i re-
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stauri con adesivi. Nella matrice orga-
nica delle suddette resine sono presen-
ti monomeri metilacrilici, quali il diu-
retano dimetil acrilato (DUDMA, Fig.
1), il 1,4-butandiolo dimetil acrilato
(BDDMA, Fig. 2) ed il bisfenolo A glice-
rolato (1 glicerol/fenolo) dimetil acrila-
to (Bis-GMA, Fig. 3). Durante la reazio-
ne di polimerizzazione, i monomeri so-
no rapidamente trasformati in una rete
solida di macromolecole ma il processo
non ¢ mai completo ed una certa per-
centuale di composti a basso peso mo-
lecolare rimane inglobata nella struttu-
ra. La non totale conversione compor-
ta una riduzione delle caratteristiche
meccaniche (2, 3) del materiale ed il ri-
lascio delle sostanze che non hanno
reagito completamente con possibili
conseguenti effetti indesiderati quali
reazioni allergiche (4), tossicita sistemi-
ca, citotossicita, estrogenicita e muta-
genicita (5, 6).

Gli studi riguardanti la biocompatibi-
lita dei materiali dentali includono at-
tualmente sia i classici saggi di citotos-
sicita, che gli esperimenti riguardanti le
interazioni tra materiali e cellule ospite
necessari per meglio comprendere le
cause degli effetti avversi osservati oc-
casionalmente nella pratica clinica.
Sebbene gli esperimenti in vitro con cel-
lule non siano in grado di riprodurre
strettamente le condizioni presenti in
vivo, essi sono largamente utilizzati per
la possibilita di analizzare separata-
mente l'azione di xenobiotici sulle po-
polazioni cellulari. Un’ altra importan-
te applicazione dei saggi in vitro riguar-
da la possibilita di valutare I'effetto di
concentrazioni  sub-citotossiche dei
monomeri metilacrilici per quanto ri-
guarda le alterazioni della funzionalita
cellulare: ¢ stata infatti suggerita una
possibile interazione tra i suddetti com-
posti ed il sistema dei monociti-macro-
fagi (7-11), valutando sia l'interleu-
china-1B ed il tumor necrosis factor-o
(mediatori dell’infiammazione prodot-
ti dai macrofagi) (12) che il burst ossi-
dativo (11). I metilacrilati potrebbero
anche interagire con i polimorfonu-
cleati (PMN), ma su quest'ultimo feno-
meno non sono a tutt’oggi riportate
evidenze in letteratura.

Durante il burst ossidativo associato al-
la fagocitosi, sia i macrofagi che i PMN
producono, mediante il complesso en-
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Fig. 1 - Struttura chimica del diuretano dimetil acrilato (DUDMA).

zimatico NADPH ossidasi di membra-
na, specie reattive dell’ossigeno (ROS)
che possono essere valutate tramite la
chemiluminescenza (CL). Dopo !as-
semblaggio del suddetto complesso en-
zimatico sulla membrana plasmatica,
vengono prodotti 1’anione superossido
(0,), il perossido d’'idrogeno e 1'acido
ipocloroso (13), con possibili conse-
guenti danni ai tessuti circostanti il si-

Fig. 2 - Struttura chimica del 1,4-butanediolo dime-
tilacrilato (BDDMA).
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Fig. 3 - Struttura chimica del bisfenolo A glicerolato (1 glicerol/fenolo) dimetil acrilato (bis-GMA).

to d’infiammazione (14-16).

Differenti fenotipi caratterizzano gli
stati di attivazione (quiescente, primed o
attivato) della NADPH ossidasi nei
PMN: nello stato quiescente i PMN cir-
colanti appaiono tondeggianti (17)
mentre la loro forma cambia durante la
fase di priming nella quale cominciano
ad acquisire la capacita di aderire ai va-
si e di rispondere a stimoli antigenici
(17). Infine, nello stato attivato i PMN
raggiungono il sito di infezione ed ini-
ziano la fagocitosi ed il burst ossidativo
(17). Alterazioni nei suddetti stati pro-
vocano conseguenze patologiche im-
portanti tra cui la granulomatosi croni-
ca (quando c’¢ una diminuzione della
funzionalita del complesso enzimatico)
o il danneggiamento di organi o tessuti
in caso di iper-attivazione della NADPH
ossidasi in un sito inappropriato (18).
Alla luce di queste evidenze sembra im-
portante - per un completo ed ap-
profondito studio della biocompatibi-

lita delle resine composite - analizzare
gli effetti dei monomeri metilacrilici
sui PMN per verificare una possibile al-
terazione del burst ossidativo.

Scopo del presente lavoro ¢ quindi
quello di valutare la funzionalita in vi-
tro dei PMN dopo incubazione con Bis-
GMA, BDDMA e DUDMA a differenti
concentrazioni.

MATERIALI E METODI

Se non diversamente indicato, tutti i
prodotti chimici ed i reagenti (cell cul-
ture grade) sono stati forniti da Sigma-
Aldrich srl, Milano, Italia. Ogni dona-
tore ha espresso il consenso informato.

Isolamento dei polimorfonucleati
Sono stati diluiti 10 mL di sangue peri-
terico di donatori sani con 10 mL di so-
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luzione fisiologica a cui sono stati suc-
cessivamente aggiunti 4 mL di una so-
luzione al 6% di destano in fisiologica
per aumentare la velocita di sedimenta-
zione eritrocitaria. Dopo 30 min., la so-
spensione ricca di leucociti ¢ stata cen-
trifugata su Lymphoprep (Pharmacia,
Uppsala, Sweden), secondo le istruzioni
del produttore, per rimuovere le cellule
monucleate contaminanti ed il pellet &
stato infine sottoposto a lisi ipotonica
per rimuovere gli eritrociti residui. I
PMN recuperati sono stati lavati tre vol-
te e risospesi alla concentrazione di
200.000 cellule/mL, in una soluzione di
Krebbs Ringer Fosfato (KRP) a pH 7,4.

Trattamento dei polimorfonucleati

con i monomeri

A causa dei diversi livelli di citossicita
(TC4,) di ogni monomero (19) sono
state preparate soluzioni di partenza in
dimetilsolfossido (DMSO), a differenti
concentrazioni per ogni monomero.
BDDMA: 0.1 mol/L, 0.2 mol/L e 0.4
mol/L

DUDMA: 13 mmol/L, 27 mmol/L e 55
mmol/L

Bis-GMA: 4 mmol/L, 8 mmol/L e 16
mmol/L

Come procedura generale, 1 mL di una
delle suddette soluzioni € stato aggiun-
to ad 1 mL del terreno di coltura RP-
MI1640 contenente PMN (100000) ed
il tutto e stato incubato per 1 ora a tem-
peratura ambiente. Durante tutti gli
esperimenti la concentrazione finale di
DMSO ¢ stata pari allo 0.1% (v/v) in
tutti i campioni.

Dopo l'incubazione le cellule sono sta-
te centrifugate per rimuovere il sovra-
natante, lavate con PBS, - raccolte e
contate con il trypan blue (20) per va-
lutarne la vitalita.

Saggi di funzionalita

I1 metabolismo dei ROS da parte dei
PMN e stato studiato tramite chemilu-
minescenza (21) con un sistema costi-
tuto da luminol (5-amino-2,3-diidro-
1,4 ftalazindione, 100 nnol/L) e PMN
(100.000), in presenza o in assenza
dello stimolo costituito da zymosan
opsonizzato (0.5 mg). Il volume finale
(1 mL) e stato ottenuto aggiungendo
KRP e l'attivita di chemiluminescenza
¢ stata determinata a 25°C per 2 ore
con un luminometro LB 953

(Berthold, EG&G Co, Germania). Tut-
ti gli esperimenti sono stati - realizza-
ti in triplicato. Il parametro di chemi-
luminescenza considerato per I’analisi
¢ stato il seguente:

cono una significativa diminuzione
della produzione di ROS sia in condi-
zioni basali che in presenza di stimoli
antigenici, il BDDMA inibisce la produ-
zione basale di ROS senza alcun effetto

x 100

Indice di Segnale fotoni prodotti da cellule trattate con i monomeri (2 h)
Trattamento =
(I.T.) Segnale fotoni prodotti da cellule di controllo (2 h)

Analisi statistica

Tutti i risultati sono stati espressi come
media + deviazione standard (DS). I
gruppi di medie sono stati comparati
tramite analisi della varianza (ANOVA)
seguita, quando necessario, da una
comparazione multipla delle medie
mediante saggio di Student-Newman-
Keulz. Un valore di p < 0.05 ¢ stato con-
siderato significativo.

RISULTATI

N

Nessun effetto citotossico € stato ri-
scontrato nelle condizioni sperimenta-
li adottate (risultati non riportati).

Effetti dei monomeri metilacrilici
sui granulociti polimorfonucleati
Mentre il DUDMA ed il Bis-GMA indu-

sulla produzione sotto stimolo antige-
nico (Figg. 4 e 5).

DISCUSSIONE
E CONCLUSIONI

I risultati di questo lavoro dimostrano
che i monomeri DUDMA e Bis-GMA
provocano una significativa diminu-
zione sia del burst ossidativo che della
produzione basale di radicali nei PMN.
Tale fenomeno deve essere attribuito
solo ad una alterazione funzionale, poi-
ché l'analisi della vitalita cellulare di-
mostra che le concentrazioni utilizzate
non inducono mortalita cellulare nelle
condizioni sperimentali utilizzate.
L'approfondimento di questo effetto ri-
sulta interessante data l'importanza
che i PMN rivestono nella resistenza

Indice di stimolazione delle cellule nello stato basale

% vs controllo

Fig. 4 - Indice di stimolazione dei PMN non stimolati in presenza ed in assenza dei monomeri.
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Indice di stimolazione delle cellule stimolate con zymosan

% va contrallo

Fig. 5 - Indice di stimolazione dei PMN stimolati con zymosan opsonizzato in presenza ed in assenza dei mo-

nomeri.

dell’organismo verso gli agenti patoge-
ni. Questo risultato, inoltre, evidenzia
la necessita di non limitare i saggi di
biocompatibilita alla sola valutazione
della citotossicita perche cio non per-
mette di valutare adeguatamente le in-
terazioni funzionali tra cellule e mate-
riali dentali.

Le cellule trattate con BDDMA non subi-
scono invece variazioni del burst ossida-
tivo mentre mostrano una riduzione sta-
tisticamente significativa della produzio-
ne basale di ROS: il risultato ottenuto
sembra quindi indicare che tale compo-
sto potrebbe essere in grado di stabilizza-
re i PMN nello stato quiescente, lascian-
do inalterata la loro capacita di rispon-
dere agli stimoli antigenici. L'effetto de-
scritto € molto interessante a causa del
coinvolgimento dei PMN in patologie
inflammatorie sia gravi che moderate,
sebbene la sua effettiva rilevanza clinica
debba ancora essere valutata.
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