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Citotossicita dell’eugenolo puro
Cytotoxicity of pure eugenol

RIASSUNTO

Scopo del presente lavoro & stato quello di
valutare )a citotossicita dell'eugenolo puro
(EG) in vitro, mediante diluizioni scalari in
soJuzione alcoolica e determinare la con-
centrazione massima non citotossica.

L'EG non é solubile in soluzione acquosa
ma in diversi solventi organici (ad esempio
alcoli, DMSO, esano etc.).

Abbiamo utilizzato soluzioni di EG in alcool
etilico, che in tal modo diventa solubile in
soluzion acquose in tutte le proporzioni.
Prima di utilizzare I'alcool etilico come solk
vente per V'EG, é stata valutata la citotossi-
cita dell’alcool stesso mediante una curva
dose-risposta da una concentrazione di 0,017
M a 1,7 M (conc. finale nel medium cellula-
re) (Fig. 1).

Di seguito sono state preparate concentra-
zioni scalari di EG in soluzione alcoolica da
una concentrazione di 0,015 microM ad una
saluzione di 974 microM (conc. finale) ag-
giungendo 20 microL (0,34 M conc. finale
alcool etilico) di tale soluzione in 1 ml di
medium cellulare (Fig. 2).

Dal lavoro sperimentale & emerso che:

1) 'EG puro (privo di contaminanti) é risul-
tato essere citotossico per i fibroblasti gen-
givali umani come gja descritto ampiamen-
te in precedenza da numerosi autori (1-7).
2) ad una concentrazione inferiore a 2 mi-
croM, TEG in soluzione alcoolica non é cito-
tossico.

Parole chiave: Citotossicitd. Eugenolo.

ABSTRACT

The aim of this study was to measure the
cytotoxicity of pure eugenol (EG) in an in
vitro study by diluting it to various concen-
trations with an alcohol solution and then
determining the maximum non-cytotoxic
concentration.

EG is non-soluble in water solutions, whe-
reas it is in various organic solvents (for
example, certain alcohols, DMSO, and
hexane). We used a solution of EG and
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ethylic alcohol, which is soluble in water so-
lutions in any given proportion.

Before utilizing the ethylic alcohol as a so)
vent for the EG, the cytotoxicity of the al-
cohol itself was determined by using a do-
se-response curve for concentrations
between 0,017 M and 1,7 M (final, conc. of
cell medium) (Fig. 1).

Various-strength concentrations of EG in al-
cohol solutions were then prepared
between 0,015 microM and 974 microM (fi-
nal conc.), and 20 microL (0.34 M final
conc. of ethylic alcohol) of this solution we-
re added to 1 mlof the cell medium (Fig. 2).
TFrom our experiment we found that:

1) pure EG (no contaminants) proved toxic
for human gingival fibroblasts, which con-
firms results published previously by other
authors (1-7)

2) EG in an alcohol solution at concentra-
tions of Jess than 2 microM is non-cyto-
toxic.

This experiment makes it passible for the
authors to continue an ongoing study (15)
to assess the cytotoxicity of several widely
so)d endodontic cements and the interac-
tion of their various components, one of
which is EG.

In fact, by knowing the maximum non-cyto-
toxic concentration of eugenol, it would be
possible to reduce the concentrations indi-
cated by the manufacturers for mixing diffe-
rent endodontic cements (without mo-
difying their properties), thereby obtaining
reduced cytotoxicity.

A review of the methods used by manufac-
turers to determine the quantity of EG
could then be proposed, which would grea-
tly improve the biological requisites of the-
se cements.
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INTRODUZIONE

L'eugenolo (4-allil-2-metossifenolo) & un
composto fenolico naturale usato per insa-
porire i cibi e come agente profumante.
L’EG é il componente principale dei chiodi
di garofano ed & presente in molti estratti
ed olii vegetali.
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Per le sue proprieta analgesiche ed aneste-
tiche, & comunemeante utilizzato assieme al-
l'ossido di zinco (ZnO) in diversi materiali
odontoiatrici come cementi, paste per im-
pronte ¢ paste chirurgiche (8-11).

L'EG inoltre & utilizzato dalla medicina tra-
dizionale nei disturbi gastrointestinali e nei
casi di diarrea cronica.

Per questo suo ampio utilizzo, 'EG € stato
ampiamente studiato, sia dal punto di vista
farmacologico che tossicalogico (1-5, 12,
13).

Alcuni lavori riporiano che la dose letale
(LD50) in topj e ratti ¢ di 3000 e 2680
mg/kg rispettivamente (14).

L’EG é stato visto causare degenerazione
della mucosa e dell'epitelio dello stomaco di
ratto, inibire 'attivita della prostaglandina-
sintetasi e la migrazione delle cellule poli-
morfonucleate (14).

Alcuni ncercatori hanno inoltre dimostrato
una azione citotossica su epatociti di ratto
(6), danni al DNA con mutazioni ed altera-
zioni cromosomiali in ratti (12), effetti tossi-
¢i su tessuto polmonare di coniglio (7).

Ma nonostante siano presenti in letteratura
numerosi studi su questo composto poco si
sa sui meccanismi di tossicita e delle so-
stanze intermedie che si formano durante il
suo metabolismo. Di recente alcuni autori
hanno supposto che I'EG possa essere ossi-
dato a radicale fenolico (che puo essere ri-
dotto nuovamente a fenolo dal glutatione
GSH) (6, 14).

Questo radicale fenolico potrebbe successi-
vamerte essere sottoposto ad una estensiva
polimerizzazione che da luogo ad un com-
plesso materiale insolubile.

Questultimo verrebbe poi assemblato per
dare LIGNINA, polimero ampiamente utiliz-
zato dalle piante.

Alternativamente, il radicale fenofico dek-
I'EG potrebbe essere ulteriormente ossida-
to a metidechinone.

Questo é un metabolita molto reattivo che
si lega covalentemente alle proteine, intera-
gisce con il glutatione ridotto ed & altamen-
te citotossico (6, 14).
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MATERIALI E METODI

I mateniali utilizzati sono stati: eugenolo pu-
ro “SIGMA E 5504, alcool etilico e si & uti-
Lizzato il metodo per la quantificazione della
sopravvivenza cellulare secondo i criteri di
Ulf Landegren da noi ripresi (15, 16) (Rea-
genli vtilizzati: Merck).

E noto che 'EG é un fenolo idrofobico e
pertanto prima di iniziare la sperimentazio-
ne é stato necessario, per metterlo a contat-
to con le cellule che sono sormmerse in un
medium acquoso, solubilizzarlo conun ade-
guato solvente organico.

Per tale motivo & stato necessario valutare
1a citotossicita intrinseca del solvente pre-
scelto mettendo a contatto con le cellule
concentrazioni scalari di alcoo) etilico da
0,017 M a 1,7 M (conc. finale) (Fig. 1).
Successivamente sono state preparate con-
centrazioni scalari di EG puro dilujto in al-
cool etilico, (alla conc. risultata non tossica
pel precedente test); ad ogni pozzetto con-
tenente cellule e medium sono stati aggiun-
ti 20 microlitri di alcool contenenti varie
conc. di EG e precisamente da 0,015 micro-
molare a 974 microM.

Come metodica di quantificazione della so-
pravvivenza cellulare, sono stati utilizzati,
come precedentemente affermato, fibrobla-
sti umani derjvanti da frammenti bioptici
gengivali sottoposti ad opportuni trattamen-
ti e alla quantificazione della sopravvivenza
cellulare secondo Ulf Landegren (15, 16).

RISULTATI E
DISCUSSIONE

Il grafico relativo alla citotossicita dell’al-
cool etilico dimostra che la vitalita cellulare
rimane uguale al controllo 100% (cellule che
non vengono messe a contatto con l'alcool
etilico), fino ad una concentrazione di 40
microlitri di alcool per ml di medium acquo-
s0 per pozzetto pari a circa 0,68 M finale
(Fig. 1).

Aumentando la concentrazione si inizia ad
osservare upa diminuizione significativa
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Fig. 1 - Grafico relativo alla citotossicita dell’alcool etilico.
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Fig. 2 - Grafico relativo alla citolossicita dell'eugenolo.

della sopravvivenza cellulare.

Per sicurezza i vari test sono stati eseguiti
con una concentrazione alcoolica (sopravvi-
venza 100%) pari a 0,34 M finale, vale a dire
20 microlitri/ml medium pozzetto.

[l grafico dell'’EG mostra che dopo 24 ore di

incubazione delle soluzioni alcooliche con-
tenenti concentrazione crescenti di EG con
le cellule, la sopravvivenza al 100% viene
conservata fino ad una concentrazione dj
1,9 mM di EG libero nel medium cellulare
(Fig. 2).
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Le conclusioni sono quindi le seguenti:

1. L’EG puro (privo di altre molecole conta-
minanti e con il solvente a concentrazione
sicuramente non lesive), & con cerlezza ci-
totossico come ampiamente dimostrato da
altri autori in precedenza.

2. Ad una concentrazione superiore a 1,9
mM di EG inizia la citotossicita cellulare,
Questi risultati sono pero in disaccordo con
le conclusioni di Maseki e coll. (17) per
quanto riguarda la mancata correlazione tra
quantita di EG e citotossicita.

Maseki ha dosato mediante gas-cromato-
grafia I'EG nlasciato dai cementi dopo 1-2 fi-
no a 6 settimane e ha assistito (come c'é pe-
raltro da aspettarsi) ad una diminuizione
progressiva del rilascio di EG dai cementi
con il passare del tempo.

Al contrarjo pero trova un aumento della ci-
totossicita cellulare man mano che aumen-
tano le settimane di incubazione dei cemen-
ti senza trovare una spiegazione plausibile a
tale fenomeno (da segnalare pero che sono
state utilizzate cellule diverse dai fibroblasti
gengivali umani).

Pertanto Maseki afferma che ¢'é una corre-
lazione negaliva ira diminuizione dell'EG ed
aumento della citotossicita ed imputa il fatto
ad altre sostanze, quali ad esempio vari altri
componenii che potrebbero essere rilasciati
dai cementi contenenti ossido di zinco-eu-
genolo.

E da notare, per quanto riguarda lossido di
zinco (sostanza pura) che agli auton, in pre-
cedenti test, € risultato essere non citotossi-
co fino alla massima concentrazione solubi-
le, avendo inoltre un bassissimo prodotto di
solubilita.

CONCLUSIONI

La presente ricerca consentira agli autori di
proseguire il lavoro iniziato precedentemen-
te (15), volendo gli stessi valutare la citotos-
sicifa di alcuni cementi endodontici di vasta
commercializzazione e dellinterazione dei
loro vari costituenti tra i quali compare
IEG.

Infatti, conoscendo la concentrazione mas-
sima non citotossica di EG, si potra verifica-
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re la possibilita di ridurre le concentrazioni
indicate dalle case produttrici per la misce-
lazione dei vari cementi (senza alternarne le
proprieta) ed osservando una eventuale di-
minuizione della loro citotossicita.

Se cio si rivelasse tale si potra proporre una
revisione critica dei metodi di quantificazio-
ne delle dosi di EG fino ad oggi adottati dal-
le case produtirici, potendo cosi migliorare
1 requisiti biologici di questi cementi,
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