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Scopo: studi precedenti hanno stabili-
to che il 2-hyroxyethyl metyhacrylate
(HEMA) ed il triethyleneglycol di-
methacrylate (TEGDMA) possono deter-
minare stress cellulare attraverso la for-
mazione di specie reattive dell’ossigeno
(ROS). Nuclear Factor kappa B (NF-kB)
è un fattore di trascrizione sensibile al-
l’equilibrio ossido-riduttivo capace di re-
golare l’espressione di proteine anti-
apoptotiche così come l’accumulo dei
ROS. In questo studio abbiamo testato
l’ipotesi che l’attivazione del pathway di
NF-kB da parte del HEMA e del TEGD-
MA induce una protezione contro la lo-
ro citotossicità attraverso la diminuzio-
ne della produzione dei ROS. 
Metodologia: Human Pulp Cells (HPC)
e Mouse Embryonic Fibroblasts (MEF),
wilde type e p65 knock-out (p65-/-), sono
state trattate con TEGDMA ed HEMA in
tutti gli esperimenti. L’effetto dei mono-
meri sull’attività metabolica cellulare e
quindi sulla vitalità veniva valutato con
il test del MTT (attività delle deidroge-
nasi mitocondriali). La produzione di
ROS influenzata dai monomeri veniva
quantificata con citometria a flusso tra-
mite l’utilizzo di Diclorofluoresceina
(DCFH-DA). L’attivazione del pathway
di NF-kB era valutata tramite western
blotting. 
Risultati:  in tutte le linee cellulari i mo-
nomeri inducevano morte cellulare, ridu-
zione dell’attività mitocondriale e au-
mento dei livelli di ROS in maniera do-

se-dipendente. Inoltre, il TEGDMA atti-
vava NF-kB nelle HPC; le cellule p65 -/-
mostravano un più alto aumento dei li-
velli di ROS e di morte cellulare rispetto
alla MEF. 
Conclusioni: questi risultati suggeriva-
no che HEMA e  TEGDMA inducevano
morte cellulare attraverso l’aumento dei
livelli di ROS e che la protezione di NF-
kB contro la tossicità di questi due mo-
nomeri poteva essere mediata attraver-
so una soppressione dei livelli di ROS.
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Aim: previous investigations have esta-
blished that 2-hydroxyethyl methacry-
late (HEMA) and triethylene glycol di-
methacrylate (TEGDMA) are a likely
cause of cellular stress via the formation
of reactive oxygen species (ROS). Nu-
clear factor kappa B (NF-kB) is a redox-
sensitive transcription factors able to re-
gulates the expression of anti-apoptotic
proteins as well as the accumulation of
ROS. In the present study we tested the
hypothesis that the activation of NF-kB
pathway by TEGDMA and HEMA indu-
ces a protection against their cytotoxi-
city via decreasing ROS production. 
Methodology: Human Pulp Fibroblasts
(HPC) and mouse embryonic fibrobla-
sts (MEF), wild type and/or p65 knock-
out (p65-/-), were treated by TEGDMA

and HEMA. MTT were used to evaluate
cell viability. Reactive oxidative species
(ROS) levels were measured by flow cy-
tometry by using DCFH-DA. NF-kB ac-
tivation were assessed by western blot-
ting.
Results: in all cell lines monomers in-
duced cell death, reduction of mito-
chondrial activity and an increase of
ROS levels in dose dependent manner.
Moreover TEGDMA activated NF-kB in
HPC. p65 -/- cells showed higher increa-
se of ROS levels and cell death related
to MEF. 
Conclusion: this results suggested that
HEMA and TEGDMA induced cell
death by increased ROS levels and that
NF-kB protection against these mono-
mers could be mediated through a sup-
pression of the formation of ROS. 
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Il 2-hyroxyethyl metyhacrylate (HEMA)
ed il triethyleneglycol dimethacrylate
(TEGDMA) sono comunemente cono-
sciuti come monomeri rilasciabili dai
materiali resinosi (1). Studi precedenti
hanno dimostrato una varietà di poten-
ziali effetti citotossici e metabolici con-
seguenti al rilascio di queste sostanze
dai restauri e dagli adesivi dentali (2).
Recenti indagini hanno fatto grandi
sforzi per chiarificare i meccanismi mo-

INTRODUZIONE

ABSTRACT

RIASSUNTO

NF-kB modula la produzione di ROS e la citotossicità
causata da TEGDMA ed HEMA nelle cellule pulpari umane
Modulation of ROS production induced by TEGDMA and HEMA in HPC



76

Gianrico Spagnuolo e Coll.

lecolari che sono alla base della citotos-
sicità dei monomeri dentari (3).
In generale, il danno e la sopravviven-
za cellulare sono regolati da diversi fat-
tori, tra cui il bilancio tra la produzio-
ne di ROS ed i sistemi antiossidanti. È
stato dimostrato, in diverse linee cellu-
lari, che HEMA e TEGDMA sono una
probabile causa di stress cellulare attra-
verso la produzione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS) (4-7). Un’eccessiva
produzione di ROS non contrastata dai
normali sistemi antiossidanti intracellu-
lari può causare danno alle strutture cel-
lulari (lipidi e proteine) o al DNA (3).
Differenti stimoli usano i ROS come
messaggeri nella segnalazione per l’at-
tivazione di fattori di trascrizione sen-
sibili all’equilibrio ossido-riduttivo co-
me Nrf2, AP-1 e il Nuclear Factor kap-
pa B (NF-kB) (8).
NF-kB regola l’espressione di proteine
antiapoptotiche (c-IAP-1/2, XIAP, Bcl-2
e Bcl-XL) e regolatori del ciclo cellula-
re, influenzando così sia la sopravviven-
za cellulare che la proliferazione (9).
Inoltre, è stato mostrato che l’attivazio-
ne di NF-kB può prevenire lo stress os-
sidativo apoptotico attraverso l’aumen-
to dei livelli di tioredoxina e di MnSOD,
riducendo quindi l’accumulo di ROS (9).
Poiché in un precedente studio abbia-
mo dimostrato che NF-kB gioca un ruo-
lo protettivo nel contrastare la citotos-
sicità del HEMA (10), gli obiettivi del-
l’attuale studio sono: 1) valutare se il
TEGDMA attiva il pathway di NF-kB nel-
le HPC; 2) scoprire se NF-kB gioca il suo
ruolo protettivo modulando i ROS in-
dotti dall’HEMA e dal TEGDMA. Quin-
di, nel presente studio, viene testata l’i-
potesi che l’attivazione del pathway di
NF-kB da parte di HEMA e TEGDMA in-
duce una protezione contro la loro ci-
totossicità attraverso il decremento dei
ROS.

Colture cellulari
Fibroblasti umani pulpari (HPC) sono
stati ottenuti da terzi molari di pazien-
ti giovani e sani, previo consenso infor-
mato. Per gli esperimenti sono state uti-
lizzate HPC tra il 2 ed il 6 passaggio.

Mouse Embryonic Fibroblasts  erano de-
rivati da topi wilde type (MEF) e da topi
p65 knock out (p65-/-). Le cellule p65-/-
erano cellule che, mancando della subu-
nità p65, non hanno NF-kB attivo. Tut-
te le linee cellulari erano cresciute in
Dulbecco’s minimal essential medium
(DMEM) con 10% di siero bovino feta-
le (FCS), 2 mM glutammina, 100 U/ml
di penicillina, 100 mg/ml di streptomi-
cina. I mezzi e i reagenti sono stati ac-
quistati dalla InVitrogen (Italia).

Attività delle deidrogenasi mitocondriali
Come precedentemente descritto (5), il
saggio dell’MTT è usato per valutare l’at-
tività delle deidrogenasi mitocondriali
e quindi la vitalità cellulare. Le HPC ve-
nivano piastrate in una multiwell da 96
pozzetti e dopo 24h il mezzo veniva ri-
mosso e le cellule venivano esposte a va-
rie concentrazioni di monomeri per al-
tre 24h.  Al termine della stimolazione
in ogni pozzetto veniva aggiunta la so-
luzione di MTT (Sigma, Italia). Dopo 1h,
la densità ottica veniva misurata con un
lettore di piastre (TECAN, Austria) alla
lunghezza d’onda di 540 nm.

Misurazione dei livelli di ROS 
intracellulari 
Per misurare l’effetto del HEMA e del
TEGDMA sull’induzione di specie reat-
tive dell’ossigeno, le cellule sono state
incubate con differenti concentrazioni
di monomeri e poi marcate con 10 µM
DCFH-DA per 30 min a 37°C. I cambia-
menti nei livelli dei ROS sono stati va-
lutati ed analizzati attraverso citometria
a flusso (FacScan, BD, Usa) a differenti
tempi di stimolazione. 

Attivazione di NF-kB
Per valutare l’attivazione del pathway di
NF-kB da parte del TEGDMA, le HPC so-
no state trattate con il monomero per
30, 60 e 120 min, ed abbiamo monito-
rato, tramite Western Blotting, i livelli
della subunità inibitoria IkBα, come pre-
cedentemente descritto (10).

Analisi statistica
L’analisi statistica dei risultati è stata ef-
fettuata attraverso ANOVA seguito dal
test di Tukey per la comparazione mul-
tipla dei campioni. È stato considerato
significativo il valore di P < 0.05.

Dopo 24 h, TEGDMA ed HEMA induce-
vano una riduzione dell’attività mito-
condriale delle cellule pulpari in manie-
ra dose-dipendente. 3mM TEGDMA e
10 mM HEMA diminuivano l’attività
mitocondriale di circa 50% (Fig. 1A, B).
I monomeri usati aumentavano signifi-
cativamente i livelli dei ROS nelle HPC
rispetto al controllo non trattato (Fig.
2). I livelli di IkBα nelle cellule lisate di-
minuivano 60 e 120 min dopo l’espo-
sizione delle HPC al TEGDMA (Fig. 3). 
Per valutare se NF-kB modula l’aumen-
to dei livelli di ROS causato dai mono-
meri, abbiamo trattato le cellule MEF e
p65 knock out (p65-/-) con HEMA e
TEGDMA. Le cellule p65 -/- mostrava-
no una riduzione significativa dell’atti-
vità della deidrogenasi mitocondriale e
quindi della vitalità cellulare quando
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Fig. 1 - Effetto del HEMA (A) e del TEGDMA (B) sulla vitalità delle cellule pulpari umane (HPC) valutata tra-
mite il test del MTT. 



esposti a TEGDMA ed HEMA compara-
te alle MEF (Fig. 4 A, B). Inoltre, entram-
bi i monomeri inducono un significati-
vo aumento dei livelli di ROS che risul-
tava più evidente nelle cellule p65 -/- ri-
spetto alle MEF (Fig. 5).

I nostri risultati dimostravano che l’e-
sposizione di cellule pulpari al TEGDMA
e al HEMA causava un aumento dose-
dipendente dei livelli di ROS ed una ri-
duzione della vitalità cellulare. Questi ri-
sultati erano in linea con quanto visto

in numerosi precedenti studi (3). 
In generale, livelli sostenuti di ROS pos-
sono portare alla necrosi e/o all’apopto-
si non solo attraverso un severo danno
a carico del DNA, dei lipidi di membra-
na e delle proteine, ma anche attivan-
do pathway di segnalazione di stress in-
tracellulare. Alcuni di questi pathway so-
no chiaramente legati all’aumento del-
la sopravvivenza, mentre altri sono as-
sociati con la morte cellulare ed altri an-
cora possono produrre effetti dipenden-
ti dalle circostanze. Molti studi eviden-
ziano il ruolo protettivo di NF-kB se-
guente al danno ossidativo, mentre al-
tre ricerche supportano la nozione che
NF-kB abbia un ruolo pro-apoptotico.
Infatti, il ruolo di NF-kB nella risposta

cellulare al danno può dipendere dalla
noxa e dal tipo cellulare (11). L’inibizio-
ne della morte cellulare da parte di NF-
kB sembra essere determinata da un’at-
tenuazione della cascata di c-Jun N-ter-
minal kinase (JNK) attraverso l’induzio-
ne di downstream target. Un concetto
molto interessante e di recente acquisi-
zione indica che NF-kB  può svolgere il
suo ruolo protettivo grazie ad una atte-
nuazione dell’accumulo dei ROS intra-
cellulari. Attualmente l’attività antiossi-
dante di NF-kB sembra essere legata ad
una upregulation sia della catena pesan-
te della ferritina che di MnSOD (9). Nel
nostro studio abbiamo dimostrato che
sia il TEGDMA che HEMA inducono una
riduzione della vitalità cellulare in ma-

DISCUSSIONE

Fig. 2 - Produzione dei ROS indotta da HEMA e TEGDMA nelle cellule pulpari
umane.

Fig. 3 - Attivazione del pathway di NF-kB da parte del TEGDMA. Degradazio-
ne della subunità inibitoria Ikbα nelle HPC esposte a differenti concentrazioni
di TEGDMA.
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Fig. 4 - Effetto del HEMA (A) e del TEGDMA (B) sulla vitalità delle MEF wilde type vs. p65 -/-. P65 -/- mo-
strano una riduzione significativa dell’attività mitocondriale. 

Fig. 5 - Induzione dei ROS nelle MEF e P65 -/- stimo-
late con HEMA e TEGDMA.
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niera maggiore nelle cellule p65 -/- rispet-
to alle MEF. Questo risultato suggeriva
che NF-kB può avere un ruolo protetti-
vo nella risposta alla morte cellulare in-
dotta sia da HEMA che da TEGDMA.
Inoltre, per entrambi i monomeri, le p65
-/- mostravano un maggiore aumento dei
livelli di ROS rispetto alle MEF. Questi ri-
sultati confermano che HEMA e TEGD-
MA causano morte cellulare correlata ad

un aumento dei livelli di ROS e, più in-
teressante, suggeriscono che la protezio-
ne di NF-kB contro questi monomeri può
essere legata alla capacità di NF-kB di ri-
durre l’accumulo di ROS intracellulari.
In conclusione, poiché è stato ampia-
mente dimostrato che i monomeri den-
tari possono diffondere attraverso la
dentina in concentrazioni tali da eser-
citare effetti tossici sul tessuto pulpare,

risulta chiaro che l’identificazione dei
maggiori pathway coinvolti nella mor-
te e sopravvivenza cellulare ha una im-
portante rilevanza clinica. Quindi, i mo-
nomeri resinosi capaci di attivare
pathway intracellulari, anche se a basse
concentrazioni, possono influenzare
una varietà di funzioni della normale
omeostasi tissutale del complesso pul-
po-dentinale.
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