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Tossicita in vitro di un irrigante sperimentale

per uso endodontico

In vitro toxicity of an experimental endodontic irrigant

RIASSUNTO

Scopo: per potenziare I'azione deter-
gente e disinfettante dell’ipoclorito di
sodio (NaOCI) di recente & stato pro-
posto I’'abbinamento di enzimi proteo-
litici, che dovrebbero favorire la lisi tis-
sutale; cio grazie all’uso di enzimi
“compatibili”, cioé in grado di eserci-
tare la loro azione anche in presenza
di ipoclorito. Un prodotto sperimen-
tale é stato messo a punto dalla ditta
Giovanni Ogna & figli S.p.A. (Milano,
Italia), sul quale sono state effettuate
prove tossicologiche con colture cellu-
lari per determinare in via prelimina-
re il grado di tossicita.

Metodologia: sono state testate due
soluzioni di ipoclorito con enzima e
due confezioni di ipoclorito di sodio
entrambe a diverse concentrazioni
(5% e 3%) prodotte dalla stessa ditta
onde confrontare la tossicita del pro-
dotto puro e di quello con enzima,
mediante il saggio colorimetrico MTT
(n=4). Questo saggio & particolarmen-
te indicato per valutare I’effetto biolo-
gico di sostanze idrosolubili. Vista I’e-
levata citotossicita dell’ipoclorito di
sodio é stato necessario diluire preven-
tivamente i campioni a differenti con-
centrazioni. La vitalita cellulare e sta-
ta determinata — dopo 5 minuti di in-
cubazione - a contatto con le soluzio-
ni diluite tramite il saggio MTT. | da-
ti in sestuplicato sono stati raccolti ed
analizzati statisticamente.

Risultati: i risultati evidenziano come

I'ipoclorito risulta essere citotossico in
tutte le soluzioni esaminate, sia al 3%
che al 5%, con o senza enzima. Vi ¢
pero una differenza significativa per
quanto concerne la presenza dell’en-
zima: essa riduce significativamente
tale effetto a valori medi di tossicita in
tutte le diluzioni eseguite, tranne una
(2 pL).

Conclusioni: i dati emersi da questo
studio servono ad evidenziare che
I’'aggiunta di enzima non sembra com-
portare effetti piu sfavorevoli rispetto
all’ipoclorito puro per quanto concer-
ne le proprieta biologiche, anzi forse
sembrano migliori, anche se I'utilizzo
clinico del prodotto sperimentale non
si pud considerare scevro da complica-
zioni.

Parole chiave:

Ipoclorito di sodio, enzimi, irrigazio-
ne canalare.

ABSTRACT

Aim: in order to increase the disinfec-
ting and cleansing efficacy of sodium
hypochlorite (NaOCI) the adjunct of
proteolitic enzymes has been sugge-
sted. The incorporation of such enzy-
mes, which can work even in the pre-
sence of NaOCI, is meant to improve
tissue dissolving properties of the irri-
gant. A new experimental irrigant has
been developed by Giovanni Ogna &
figli S.p.A. (Milano, Italia), and the-
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refore toxicity of the new product had
to be evaluated before clinical use.
Methodology: two different NaOCI ir-
rigating solutions (3 and 5%) made by
the same manufacturer, each one with
and one without the enzymes, were te-
sted for in vitro toxicity using MMT es-
say (n=4). The test is very reliable to
assess toxicity of hydrophilic mate-
rials. Since NaOCI is known to be very
cytotoxic, various dilutions of the ir-
rigants were tested. Cellular vitality
was assessed after 5 minutes of incu-
bation, in contact with the diluted so-
lutions by MMT essay. Data were
performed in sestuplicate, collected
and statistically analyzed.

Results: results show that sodium hy-
pochlorite is toxic at both tested con-
centrations (3 and 5%), with and
without the adjunct of enzymes.
However a statistically significant dif-
ference was noted in diluted solution
with the adjunct of proteolitic enzy-
mes, which were less toxic than pure
NaOCI in all dilutions with the excep-
tion of one (2 pL).

Conclusions: data from the present
study support the hypothesis that the
adjunct of proteolitic enzymed does
not increase toxicity of NaOCI, but is
likely to reduce it. However the irriga-
ting solutions still are toxic and
should be used carefully in clinical
practice.

Key words:

Sodium hypochlorite, enzymes, root
canal irrigation.
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INTRODUZIONE

Per ottenere un buon successo in cam-
po endodontico si deve sempre associa-
re all’alesatura meccanica del sistema
dei canali radicolari, eseguita sia con
strumenti endodontici manuali e/o ro-
tanti, I'irrigazione endocanalare, al fine
di detergere e disinfettare lo spazio en-
dodontico quanto meglio possibile. Le
soluzioni irriganti dovrebbero ideal-
mente soddisfare dei precisi requisiti per
un corretto uso clinico: essere non tos-
siche e non irritanti per i tessuti del pe-
riapice, avere una attivita antibatterica
e germicida (1, 2), offrire una lubrifica-
zione del canale radicolare per favorire
I’azione degli strumenti endodontici, di-
gerire i tessuti necrotici e i residui pro-
teici eventualmente presenti nel cana-
le, possedere una bassa tensione super-
ficiale per poter raggiungere zone non
trattabili con gli strumenti endodonti-
ci e infine essere facilmente reperibili e
poco costose (3, 4).

Anche se nel corso degli anni diversi
materiali da irrigazione canalare sono
stati introdotti in commercio al fine di
ottenere dei risultati sempre pit soddi-
sfacenti (5), I'ipoclorito di sodio (NaO-
CI) rimane la soluzione piu utilizzata,
anche se non svolge un’azione di rimo-
zione del fango dentinale, e soprattut-
to ha una azione antibatterica ben piu
efficace (anche a minori concentrazio-
ni) di quella di detersione e digestione
dei tessuti organici. Ne deriva che é
quasi impossibile, specialmente nelle
anatomie complesse, eseguire una per-
fetta detersione dell’endodonto, per
cui negli anni si e cercato di potenzia-
re in vari modi I’efficacia clinica dell’i-
poclorito (6): riscaldamento, attivazio-
ne della soluzione con energia sonica,
etc.

Di recente e stato proposto I'abbina-
mento di enzimi proteolitici, che in li-
nea teorica dovrebbero fornire un aiu-
to nell’incrementare la detersione favo-
rendo la lisi tissutale; cio grazie all’'uso
di enzimi “compatibili” con I'ipoclori-
to, cioe in grado di esercitare la loro
azione anche in presenza di ipoclorito.
Un prodotto sperimentale e stato mes-
so a punto dalla ditta Giovanni Ogna &
figli S.p.A. (Milano, Italia), innescando
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una serie di studi atti a verificarne I'ef-
ficacia e la sicurezza clinica.

Giova ricordare che gli irriganti canala-
ri, come tutti i materiali utilizzati in
campo odontoiatrico, sono sottoposti
alla norma di valutazione biologica dei
dispositivi medici UNI EN ISO 10993-1
(7). Tale normativa ha come obiettivo
quello di essere un documento di rife-
rimento globale per la selezione di pro-
ve che consentano di poter valutare le
risposte biologiche in relazione alla si-
curezza dei dispositivi e dei materiali
medici (8). Secondo la norma sopra in-
dicata, anche se gli irriganti canalari ri-
sultano essere dei dispositivi comuni-
canti con I'esterno ed a esposizione li-
mitata, va comunque valutata la loro
potenziale tossicita nei confronti di tes-
suti biologici.

Sulla base delle premesse sopraindicate,
nel presente lavoro di ricerca sono sta-
te effettuate prove tossicologiche con
colture cellulari per determinare in via
preliminare il grado di tossicita dell’ir-
rigante sperimentale.

MATERIALI E METODI

Sono state ricevute 4 confezioni di un

irrigante sperimentale per uso endodon-

tico della ditta Giovanni Ogna & figli

S.p.A. (Milano, Italia)

« 2 confezioni di Sodio ipoclorito 5% +
Enzima Lotto CP00806 (Scadenza
2008-05)

« 2 confezioni di Sodio ipoclorito 3% +
Enzima Lotto CP00906 (Scadenza
2008-05)

Sono state ricevute anche 2 confezioni

di ipoclorito di sodio 5% e 3% dalla stes-

sa ditta onde confrontare la tossicita del

prodotto puro, cioé senza enzima, at-
tualmente commercializzato per uso en-
dodontico.

Colture cellulari
e PE/CA-PJ15 OSCC (Oral Squamous
Cell Carcinoma)

Reagenti

Tutti i reattivi utilizzati sono di purez-
za analitica e, ove necessario, le soluzio-
ni sono state preventivamente steriliz-
zate.

Mantenimento in coltura della linea
cellulare

Le cellule (fornite dall’Istituto Zoopro-
filattico di Brescia) sono state fatte cre-
scere in incubatore con atmosfera di
CO,al 5% a 37°C in IMEM (Iscove’s Mo-
dified Eagle’s Medium) con HEPES (10
mM), glucosio (5.0 g/L), NaHCO, (3.7
g/L), penicillina (100 unita/mL), strep-
tomicina (100 pg/mL) e 10 % Siero Fe-
tale Bovino (FCS).

Studi di citotossicita

Per studiare la citotossicita indotta dai
materiali in esame é stata utilizzato il
saggio colorimetrico MTT, che permet-
te di valutare la vitalita cellulare trami-
te determinazione dell’attivita dell’en-
zima mitocondriale succinato deidroge-
nasi; tale attivita viene misurata dalla
capacita del suddetto enzima di cataliz-
zare la reazione di ossidazione del sale
di tetrazolio (MTT) a formazano, la cui
concentrazione viene determinata foto-
metricamente. Questo saggio ¢ partico-
larmente indicato per valutare I’effetto
biologico di sostanze idrosolubili (9).
Le cellule sono state seminate in piastre
da 96 pozzetti alla concentrazione di 1
x 10* cellule/pozzetto e sono state fat-
te arrivare a sub-confluenza (24 ore). Il
terreno di coltura é stato quindi rimos-
so dalle cellule e sostituito con quello
contenente il prodotto da esaminare op-
pure ipoclorito di sodio privo di enzima,
mentre nei pozzetti di controllo é stato
aggiunto terreno fresco. La vitalita cel-
lulare e stata determinata - dopo 5 mi-
nuti di incubazione - tramite il saggio
MTT.

Il saggio MTT é stato eseguito secondo
la seguente modalita [1]: una soluzione
di MTT in tampone fosfato (PBS) (5
mg/mL, 20 pL) é stata aggiunta al mez-
zo ed il tutto e stato incubato a 37°C per
4 ore. | cristalli intracellulari di forma-
zano ottenuti sono stati solubilizzati
con una soluzione di HCI in isopropa-
nolo (4 x 102 N, 200 pL). La densita ot-
tica (D.O.) della soluzione presente in
ognuno dei 96 pozzetti della piastra
stata determinata con un fotometro au-
tomatico per micropiastre (Packard
Spectracount, Packard BioScience Com-
pany, Meridien U.S.A.) ad una lunghez-
za d’onda di 570 nm.

La citotossicita e stata calcolata in base
alla seguente equazione:
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Mortalita cellulare % =

D.O. controllo - D.O. campione

x 100

D.O. controllo

DISCUSSIONE

Condizioni sperimentali

Vista I’elevata citotossicita dell’ipoclori-
to di sodio e stato necessario diluire pre-
ventivamente sia i campioni contenen-
ti I’enzima che le soluzioni del solo ipo-
clorito: cio al fine di poter effettuare cor-
rettamente gli studi di citotossicita dei
materiali in oggetto.

I campioni sono stati ottenuti scioglien-
do volumi definiti delle soluzioni di ipo-
clorito di sodio in IMEM come sotto ri-
portato:

bella 2 vengono riportati i risultati com-
parativi relativi alla presenza o meno
dell’enzima nell’ipoclorito.

I risultati evidenziano come l'ipoclori-
to risulta essere, come noto, altamente
citotossico in tutte le concentrazioni
esaminate, mentre la presenza dell’en-
zima riduce significativamente tale ef-
fetto a valori medi di tossicita in tutte
le diluzioni eseguite, tranne la prima (2
ML di soluzione di enzima + ipoclorito
di sodio al 5%).

Soluzione madre di NaCIlO (5%)

Soluzione madre di NaCIlO (3%)

Soluzioni finali di NaCIO
0.050% (2.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.025% (1.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.012% (0.5 pL in 200 pL di IMEM)

0.050% (2.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.025% (1.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.012% (0.5 pL in 200 pL di IMEM)

Soluzione madre di NaCIO (5%) + Enzima

0.050% (2.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.025% (1.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.012% (0.5 pL in 200 pL di IMEM)

Soluzione madre di NaCIO (3%) + Enzima

0.050% (2.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.025% (1.0 pL in 200 pL di IMEM)
0.012% (0.5 pL in 200 pL di IMEM)

Analisi statistica

| dati relativi a ciascuna diluzione sono
stati eseguiti in sestuplicati, indi raccol-
ti ed analizzati statisticamente con t-te-
st accoppiato.

RISULTATI

I risultati, espressi come percentuale di
mortalita rispetto al controllo, sono ri-
portati nella Tabella 1 come media e DS
nelle diverse diluzioni per le quattro ti-
pologie di materiali testato: ipoclorito al
3% e 5%, con o senza enzima. Nella Ta-

| dati del presente studio evidenziano
una marcata citotossicita di entrambe le
concentrazioni delle soluzioni irriganti
con ipoclorito di sodio (3%-5%) dato
che era logico supporre, vista la preci-
pua necessita di tali soluzioni, di svol-
gere una efficace azione disinfettante
aspecifica, presupposto indispensabile
per una corretta sterilizzazione del siste-
ma dei canali radicolari. Tra le due dif-
ferenti soluzioni I'ipoclorito di sodio pu-
ro ¢ quella che ha mostrato la piu ele-
vata azione citotossica, mentre I’aggiun-
ta dell’enzima tende a ridurre la citotos-
sicita. Il dato quindi sembrerebbe favo-
rire I'uso clinico della soluzione speri-
mentale, ma si presta ad altre conside-
razioni di interesse clinico.

Una minore tossicita potrebbe anche es-
sere interpretata come una minore azio-
ne antibatterica, anche se in realta tale
efficacia dipende non solo dall’effetto
citotossico, ma anche dalle capacita di
detergere lo spazio endodontico dissol-
vendo i detriti pulpari. Infatti, una ac-
curata detersione in igiene & spesso in-
timamente legata ad una valida disin-
fezione. La presenza di un enzima pro-
teolitico nella soluzione irrigante do-
vrebbe servire appunto a migliorare ta-
le detersione, e di conseguenza la disin-
fezione, specialmente in quelle aree ove
la strumentazione non riesce ad assol-
vere appieno tali compiti, per la presen-
za di anatomie complesse, istmi, irrego-

NaClO5% NaClO5% NaClO5% NaClO 3% NaClO 3% NaClO 3%
2.0 pL 1.0 pL 0.5 pL 2.0 pL 1.0 pL 0.5 pL
Media 76,04 75,78 68,29 75,89 67,52 62,45
DS 15,53 9,64 16,11 13,12 12,29 9,85
Enzima + Enzima + Enzima + Enzima+ Enzima+ Enzima+
NaClO 5% NaClO5% NaClO5% NaClO 3% NaClO 3% NaClO 3%
2.0 pL 1pL 0.5 pL 2 pL 1uL 0.5 pL
Media 74,86 54,41 38,91 42,23 24,46 28,48
DS 5,53 9,312 11,69 13,69 13,88 16,44

Tab. 1 - Tossicita dei campioni nelle diverse diluizioni (espressa come percentuale di mortalita rispetto al

controllo).
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20pL  1opL

0.5 uL

2.0 L 1.0 L 0.5 uL

Differenze NS  Significativa*

Significativa*

Significativa*  Significativa* Significativa*

* = Ipoclorito+enzima significativamente meno citotossico nella diluzione indicata.

Tab. 2 - Comparazione fra irriganti con o senza enzima.

larita, etc. Appare evidente che tali af-
fermazioni dovranno essere suffragate
in futuro da una serie di studi sperimen-
tali e clinici, atti a verificare tale incre-
mento nella detersione e disinfezione
dello spazio endodontico.

| dati emersi da questo studio servono
solo ad evidenziare che I'aggiunta di en-
zima non sembra comportare effetti piu
sfavorevoli rispetto all’ipoclorito puro
per quanto concerne le proprieta biolo-
giche, anche se I'utilizzo clinico non si
puo considerare scevro da complicazio-
ni. Visto che in generale tutti i prodot-
ti testati hanno una citotossicita alta,

proprio perché svolgono la loro azione
primaria come disinfettanti canalari, si
consiglia di utilizzarli con molta caute-
la evitando di estruderli fuori apice in
ampia quantita durante il trattamento.
Infatti il loro uso deve essere limitato so-
lo all’interno del canale e devono esse-
re prese tutte le precauzioni necessarie
per evitare la loro estrusione al di fuori
del forame apicale quali: il controllo del-
la lunghezza di lavoro e I'introduzione
delicata dell’irrigante all’interno del ca-
nale associata all’utilizzo di aghi molto
sottili e mai impegnati nel lume del ca-
nale radicolare. Tutto questo perché le

soluzioni irriganti risultano essere for-
temente ipertoniche, caustiche e irritan-
ti; pertanto I’eventuale fuoriuscita di ta-
li sostanze in notevole quantita puo
causare nei tessuti periapicali diversi ef-
fetti: processi infiammatori, in alcuni
casi molto gravi, e parestesie, talvolta
permanenti (10-12).

CONCLUSIONI

Dai risultati fin qui ottenuti si evince
come, in queste condizioni sperimen-
tali, la tossicita osservata & da ascriver-
si principalmente all’ipoclorito di so-
dio; potrebbe comunque essere interes-
sante ripetere le prove in presenza di
enzima senza ipoclorito per poter veri-
ficare la sua attivita sulle cellule indi-
pendentemente dalla presenza di tale
detergente.
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