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Tossicita di due sostanze chelanti mediante un sistema in vitro
In vitro toxicity test of two chelating substances

ABSTRACT

We conducted an in pitro test to assess the
chelating properties of iwo EDTA-based jr-
rigation solutions widely used in Endodon-
lics to remove the smear layer. The wo so-
lutions employed were LARGAL Ultra (Spé-
cialités Seotodont, Saint Maur, France) and
RC-PREP (Medical Products Laboratories,
Oral Pharmaceuticals Division, Phila-
delphia, PA, USA). Human gingival fibrobla-
st cultures and human umbilical endothelial
cell (HUVEC) cultures were exposed to
M 199 mediumm solutions containing concen-
trations of TITRIPLEX JII (EDTA for bio-
chemical, Merck, code #8418) in varying
strengths of from 100 mM to 0.1 mM, for 24
hrs at 37°C, 5% CO,, and 100% humidity. A
medium with PBS was used as a negative
control solution.

To assess toxicity in vitro, we followed U.
Landegren’s method (1). Regarding the
[LARGAL Ultra solution, cell vitality of the fi-
broblasts in the wells containing 100 mM of
EDTA-based TITRIPLEX 11l was 2.1% and 1-
1.6% for the wells containing the HUVEC, a
sign of strong chelating activity. The results
showed a direct ratio belween chelating ac-
livity and cytotoxicity.

The RC-PREP solution showed slight cyto-
loxicily and scarse chelating activity.
1.ARGAL Ultra and TYTRIPLEX III diluted
1o 100 mM of EDTA are cytotoxic and have
considerable chelating activity.
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RIASSUNTO

Con questo lavoro vogliamo valutare le pro-
priela chelanti, misurando la tossicita fn vi-
tro, di 2 soluziopi irriganti a base di EDTA,
largamente ulilizzate in Endodonzia per ri-
muovere il fango dentinale: LARGAL Ultra
(Spécialités Septodont, Saint Maur, France)
e RC-PREP (Medical Products Laboratories
Oral Pharmaceuticals Division, Phila-
delphia, USA). Colture di fibroblasli gengi-
vali umani e cellule endoteliali ombelicali u-

mane (HUVLEC) sono state messe a contat-
to per 24 ore a 37°C, 5% CO,, 100% umidita,
con medium M199 contenente concentra-
zioni scalari di TITRIPLEX III (EDTA per
biochimica, Merck, n° cod. 8418) da 100
mM a 0,1 mM. Medium con PBS & slato uti-
lizzato come controllo negativo. Per valuta-
re la tossicita i1 vitro abbiamo ulilizzato il
metodo di U. Landegren (1). La vitalita cel-
lulare dei fibroblasti nei pozzetli contenenti
100 mM finali di EDTA del Titriplex IIi,
LARGAL Ultra era rispeltivamente del 2,1%
e nei pozzetti con HUVEC era del 1-1,6% se-
gno di forte attivita chelante. Da questi dati
risulta una direfta proporzionalita tra azione
chelante e citotossicita.

L’RC-PREP dimoslira bassa citotossicita e
scarsa attivita chelante,

1) LARGAL Ultra e jl TITRIPLEX 11! diluiti a
100 mM di EDTA seno citotossici ed hanno
una notevole azione chelante.

Parole chiave: Endodonzia. Chelant.

INTRODUZIONE

Il fango dentinale si forma per 'azione di
mezzi rotanti sui tessuti dur dentali. 11 suo
spessore e la sua composizione variano a
seconda dei mezzl meccanici impiegati e
della dentina operata. Il fango dentinale &
organizzato in sub-unita globulari con un
diametro di 0,05-1 p formate da particelle di
idrossilapatite immerse in un film organico
di collagene gelatinoso i1 quale deriverebbe
da diversi materiali organici come processi
odontoblastici, cellule del sangue, detriti
pulpari e/0 batterici (2). In un’indagine con-
dotta con SEM su superficie canalare stru-
mentata, Mader e coll. (3) hanno dimostra-
to che il fango dentinale é organizzato in 2
modi: sulla superficie della dentina intertu-
bulare con uno strato di 2p € nei tubuli den-
tinali con 240y formato da particelle pjl fini
e con aspetto digitiforme o tubulare seg-
mentato.

In passato alcuni autori ritenevano che i
fango dentinale servisse per ridurre la per-
meabilita dentinale ai batteri (4), Brann-
strom e Nyborg (5) sostenevano che il fan-
go deniinale potesse dare rifugio a micror-

ganismi anaerobi costituendo un focolaio
cronico di sostanze dannose, Akpata e Ble-
chran (6) dimostrarono che lo smear layer
era permeabile a streptococchi e solubile a
sostanze acide. Williams e Goldman (7)
hanno dimostrafo che il fango dentinale pu6
solo rallentare il passaggio dei microrgani-
smi nei tubuli dentinali, Nel 1993 Nissan e
coll. (8) hanno provalo che i prodotti dej
batteri come l'endotossina polisaccaridica
(LPS) prodotta dall'actinobacillus actinomy-
cetes comitans permeano con relativa facilita
la dentina umana anche in presenza di fan-
go dentinale.

Ostby (9) {u il primo che, riconoscendo la
presenza di fango deatinale durante la stru-
mentazione endodontica, utilizzo I'EDTA
come soluziane irrigante chelante. Poi ¢i fu-
rono altri autori come Patlerson (10), Mc
Comb e Smith (2), Pashley (11), Brann-
strom (5) che proposero soluzioni irriganti
per rimuovere lo smear layer con ipoclorito
di sodio al 2-5%. che ha una buona azione
solo nella dissoluzione del materiale organi-
co. Alire sostanze utilizzate sono: acido po-
liacrilico al 20%, che possiede una buona a-
zione o I'acido citrico al 10%. Infine si sono
proposti Yacido ortofosforico e Yacido ma-
leico che causano la rapida scomparsa della
componente peritubulare e provacano I'al-
largamento imbutforme dei tubuli. Queste
soluzioni acide presentano delle difficolta
nell'utilizzo per quanto concerne la diffusio-
ne e il tempo d'azione dell'acido stesso. Og-
gi l'irrigante che raccoglie i pit vasti con-
sensi (12-17) é TEDTA associato all'ipoclori-
to di sodio, in quanto sembrerebbe che J'a-
zione combinata dei 2 elementi pord alla ri-
mozione del fango dentinale e del materiale
organico duranle la strumentazione endo-
dontica.

MATERIALI E METODI

In questo studio abbiamo utilizzato EDTA o
acido efilendiaminotetraceltico, C,H,N,O,.
che allo stato puro si presenta in polvere
bianca cristallina, solubile jin soluzioni acide
e moderatamente in acqua. Abbjamo utiliz-
zato tre preparati:
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RC-PRLEP (Medical Products Laborato-
ries Oral Pharmaceuticals Division Phila-
delphia, PA 19115 USA) presente in gel co-
stituito da EDTA al 15% e perossido d’urea
al 10%, base propilenico che presenta un
DH=3>
™ LARGAL Ultra (Spécialités Septodont, 58
rue du Pont de Créteil, 94100 Saint Maur,
France): disponibile in flaconi da 13 ml con-
tenente EDTA, 15 g, cetrimide 0,75 g ecci-
plent q.b. a 100,

.+ TITRIPLEX I (EDTA per biochimica -
Merck, Germany) come controllo positivo.

1 tre prodott sono stati dilujti a concentra-
zioni scalari per TEDTA TITRIPLEX 1[I e
per il LARGAL Ultra a: 100 mM, 10 mM, 1
mM, 0,1 mM, menire per 'RC-PREP non ¢
stato possibile ottenere concentrazioni di
EDTA maggjori di 15 mM ed & stato testato
a0, mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM e 15 mM.

COLTURE CELLULARI

1 (ibroblasti umani derivano da frammenti
bioptici gengivali, mentre le cellule endote-
liali venose derivano da cordoni gmbelicali
umani. Entrambe le colture cellulari erano
usate entro i 2-8 passaggi. Le flasche conte-
nenti le cellule erano incubate a 37°C, 100%
di umidita, con 5% di CO,. Il terreno di col-
tura era ricambiato ogni due giorni. Le cel-
lule erano staccate dalle flasche con tripsi-
na/EDTA 0,01% (SIGMA) e la tripsina era i-
nattivata mediante diluizione con terreno di
coltura. Le cellule erano piastrate a una con-
centrazione di 30000 cellule/cm? su piastre
multi-pozzetto (9,6 cm*/pozzetto). Giunte a
confluenza dopo 3 giorni, le cellule erano
incubate con le soluzioni da testare per 24
ore.

DETERMINAZIONE DELLA
CITOTOSSICITA

Per saggiare 1a sopravvivenza cellulare ve-
niva determinata l'attivita della esosamini-
dasi (EC 3.2.1.30), un enzima citosolico rila-
sciato dalle cellule in lisi, in accordo con il
metodo di Landegren (17). In breve, per
I'enzima esosaminidasi il substrato cromo-
geno p-nitrofenolo-N-acetil-B-D-glucosami-
nidasi, veniva disciolto a 7,5 mM con 0,1
mM tampone citrato, a pH=5. La soluzione
veniva mescolata con un egual volume di
Triton X-100 0,5% in acqua ed aggiunto alle
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cellule per 60’ a 37°C. La reazione era bloc-
cata aggiungendo glicina 50 mM, pH=10,4.
L'assorbanza era misurata mediante un let-
tore di micropiastra BIO-RAD (modello
450, BIO-RAD Laboratories, Italia) a 450
nm. ] risultali, espressi come percentuale di
tossicita erano (E-S) X100/M-S, dove E rap-
presenta I'assorbanza media delle Jetture
dei singoli pozzetti, S 1a media del rilascio
spontaneo, ed M il massimo rilascio dopo li-
si cellulare.

RISULTATI

L'azione chelante del’EDTA dei tre mate-
riali & stata valutata indirettamente dal pun-
to di vista biologico misurando la citotossi-
cita, cioe la capacita di sottrarre ioni Ca

dalle cellule e quindi di determinare la lisi
cellulare delle colture. } risultati dell'esperi-
mento sono rappresentati nelle tabelle 1 e 2
e nelle figure 1 e 2. I risultati tra i due diffe-
renti terreni di coltura cellulare sono analo-
ghi. Come controllo negativo abbiamo uti-
lizzato il medium e PBS (Phosphate Buffe-
red Saline) e come controllo positivo EDTA
puro diluito alle stesse concentrazioni del
ILARGAL Ultra ottenendo dei risultati so-
vrapponibili. A concentrazioni superiori di
100 mM di EDTA abbiamo avuto una totale
moria cellulare. Per Y/RC-PREP. anche modi-
{icando il pH da acido a basico per aumenta-
re 'EDTA dissociato e quindi in forma atli-
va, non siamo riusciti ad ottenere concen-
trazioni superiori a 15 mM di EDTA perché
il materiale precipitava. A queste concentra-
zioni il materiale non & risultato citotossico
cloé incapace di azione chelante.

Percentuale di fibroblasti gengivali umani vitali
a contatto per 24h con concentrazioni scalari di EDTA

EDTA mM EDTA LARGAL Ultra RC-PREP
T g o
” e - e il
1 a8 88 100
T TR 100
0,01 100 98 100
- T 2 —
Tab. 1

Percentuale di cellule endoteliali umane vitali
a contatto per 24h con concentrazioni scalari di EDTA

EDTA mM EDTA LARGAL Ultra RC-PREP
100 2 i
¥ 2 — S
: - - e
B 99 Bs]Ie 100
0,01 100 9 100
. = -
Tab. 2
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Citotossicita delle soluzioni da testare
su fibroblasti gengivali umani
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DISCUSSIONE

In questo lavoro abbjamo valutato la capa-
cita chelante di due soluzioni irriganti attra-
verso un sistema biologico. Abbiamo valuia-
to la direita proporzionalita tra citotossicita
e azione chelante fondata sul principio che
sottraendo ioni Ca alle cellule abbiamo
un’alterazione jonica intra-extracellulare
con conseguente morte cellulare.

Come controllo abbjamo utilizzato medivm
e PBS. Dai risultati del nostro studio sj é
provato che soluzioni di 100 mM di EDTA
sono citotossici cioe capaci di attivita che-
lante. Tali concentrazioni sono stale oftenu-
te dal LARGAL Ultra e dal EDTA TITRI-
PLEX Ill. Per FRC-PREP i risultati sono sta-
i insoddisfacenti. [l LARGAL Ultra ed il 11-
TRIPLEX I{l sono chelanti, mentre RC-
PREP rappresenta un “lubrificante”. 1! LAR-
GAL Ultra fornito in flaconi contiene una
concentrazione afttiva di EDTA di 400 mM
ad un pH=7.5 che gli permette una notevole
azione chelante sulle pareti dentinali. 1Inol-
tre contiene anche Ja cetrimide, un deter-
gente che agendo sulla matrice organica
permette un contatto diretto del’EDTA sul-
la componente inorganica dentinale. Per
I'RC-PREP invece la concentrazione di ED-
TA che agisce sulle pareti dentinali & di 15
mM, una concentrazione che nan é risullata
citotossica ciog mcapace di azione chelante.
Inoltre nella situazione clinica abbiamo )a
formazione sulla superficie radicolare di u-
na trama tridimensionale di materiale orga-
nico che impedisce il contatto diretto del-
I'EDTA con la componente inorganica e de-
termina una formazione di complessi di aci-
do-base e sali che si depositano sulla super-
ficie radicolare.

Questo Javoro conferma i dati ottenuti nello
studio svolto in precedenza (12) nel quale a-
vevamo valufato I'attivitd chelante di queste
due soluzioni irrgand dal punto di vista chi-
mico-(isico. ] risultati del nostro studio sono
in accordo con quelli di Patlerson (9), di
Shibata (14) e di Yamaguchi (16), i quali
hanno valutato l'azione chelante dellEDTA
e dell'acido cilrico misurandone lattivita an-
timicrobica. UEDTA ha dimostrato un'atti-
vita antimicrobica a 0.5 M mentre l'acido ci-
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trico a 1-2 M. I nostri dati sono in disaccor-
do con quelli di Ando (15), probabilmente
per i differenti metodi, i diversi terreni cel-
lulari e le diverse valutazioni dell’azione
chelante.

CONCLUSIONI

Luso di chelanti in Endodonzia & utile per-
ché rimuove lo smear layer, che si forma
durante la strumentazione, permette ]'alesa-
tura di canali atresici o con formazioni calci-
fiche, permette alle paste medicamentose di
passare attraverso i tubuli dentinali ed espli-
care una funzione piu completa e soprattut-
1o perché a fine sirumeniazione si ottengo-
no delle pareti dentinali che sono prive di
smear layer.

Infine si consiglia di associare la tecnica
cronw-donw che permette di formare una
specie di serbatojo che mantiene sempre at-
tiva la soluzione irrigante nella zona apicale.
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