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REZUMAT

intrucat studiul “in vitro” se impune printre metodele
importante, atat in utilizarea clinicd, cét si in standardizarea
biologicd a substantelor medicamentoase folosite in
stomatologie, am testat toleranta tisulara comparativa, in
culturi de celule, a trei solutii irigante antiseptice, utilizate
in tratamentul antiinfectios al gangrenei pulpare.

Pentru testarea si evaluarea acestor solutii
medicamentoase (solutie clorhexidina 1%, Ca(OH), 0.1%,
NaOCl 2% si 5%) s-au folosit doua tipuri de experimente,
urmarindu-se efectul solutiilor medicamentoase asupra
celulelor stationare, pe de o parte, cat si asupra cresterii
celulare, pe de alta parte.

Cuvinte cheie: solutii antiseptice, tolerantd tisulara.

ABSTRACT

Biocompatibility testing, in cell culture, of

some antiseptic irrigant solutions used in the
antiinfectious treatment of the endodontic
system

Because “in vitro” study is an important method for
clinical use as well as for biological standardisation of
medicaments used in dentistry, we tested the comparative
tissular tolerance in culture cells of three irrigant solutions
used in the antiinfectious treatment of the endodontic
system.

The evaluation of this medicaments (clorhexidin solution
1%, Ca(OH), sol. 0.1%, NaOCI sol. 2% and 5%]) has been
executed on two types of experiments following the effect
of this antiseptic solutions on stationar culture cells as on
cellular growth, on the other side.

Key words: antiseptic solutions, tissular tolerance.

Material si metoda de lucru

Ca substrat celular de testare, am optat pentru o populatie
celulard umani normali si anume linia celulard diploida
umani, ICP-23, obtinuti si caracterizatd in Institutul
Cantacuzino, dupi o metodologie originald (5); este o
populatie de celule de tip fibroblastic, normali citogenetic,
derivati din embrion uman total.

Am testat, pe cultura mentionatd, efectul a trei solutii
antiseptice, pe care ne-am propus si le folosim in tratamentul
gangrenei pulpare, in spilituri endodontice. Cele trei solutii
investigate sunt: clorhexidina (solutie terapeuticd propusd
1%), solutia de Ca(OH), (solutie 0,1%) si NaOCl (solutie
2% si solutie 5%).

Testarea si evaluarea acestor substante am realizat-o prin
doui tipuri de experimente, urmarind:

1. efectul solutiilor medicamentoase asupra culturilor
celulare stationare, utilizindu-le in cantitati extrem
de mici din concentratia lor de lucry;

2. efectul solutiilor medicamentoase asupra cresterii
celulare “in vitro” utilizind concentratii mult

) reduse;

1. In ceea ce priveste primul aspect, am investigat efectul
solutiilor medicamentoase folosind cantitati extrem de mici
in concentratia lor de lucru, i anume cate 0,05 ml din solutia
de clorhexidini, Ca(OH),, NaOCl 2% si respectiv 5% -
per tub de 2 ml cultura celulard stationard din linia celulard
mentionatd. Urmdrirea dinamicii celulare confluente s-a

realizat la intervale de 24 de ore timp de 4 zile.

Prin acest sistem de testare am incercat sd suprindem
timp de 96 de ore eventualul efect al solutiilor
medicamentoase, manifestat prin: reducerea treptatd a
concentratiei celulare in stratul celular confluent, precum si
prin efecte vizibile microscopic pe celulele vii din cultura.

2, Referitor la cel de-al doilea aspect, am studiat efectul
celor trei solutii antiseptice asupra cresterii celulare “in vitro”,
utilizind de aceasti datd concentratii din solutiile
medicamentoase antiseptice mult reduse si anume de 1/25
dintr-o solutie 10 x pentru clorhexidins, Ca(OH), si NaOCl
2% si 1/50 dintr-o solutie 10 x pentru NaOCl 5%.

Tabel I: Solutiile, cantitétile
si concentratiile utilizate

Cantitati/ Concentratii de lucru
pe cultura utilizate in cultura
stationar in cregtere

Clorhexidina 0,05 ml 1/25 din solutia 10 x

1% per tub a 2 ml =4 mg/mi

Ca(OH), 0,05 ml 1/25 din solutia 10 x

0,1% per tub a 2 mi = 40 mg/ml
(10 min)

NaOClI 0,05 mi 1/25 din solutia 10 x

2% pertub a2 ml =0,8 mg/ml
(10 min.)
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NaOCI 0,05 ml 1/50 din solufia de 10 x
5% per tub a 2 ml =0,1 mg/ml
(10 min.)

Tindnd seama si de rezultatele obtinute anterior, de
aceastd datd am urmdrit efectul solutiilor irigante testate,
exprimate prin dinamica cresterii celulare, prin mortalitatea
celulard (in procente), ca si prin eventuale aspecte
morfologice vizibile pe celulele vii in culturs.

Testarea celor trei solutii irigante in cadrul celor doui
sisteme alese, ni se pare justificatd in conditiile in care
medicamentele propuse rimén in contact atit cu tesutul
sdndtos, ct si cu resturile celulare prin procesul infectios
pentru un scurt timp, la concentratia de lucru indicati,
influentind intr-o primi etapi alituri de bacterii si resturi
tisulare si structuri normale (mai ales la suprafata lor). Intr-
0 etapd ulterioard este de presupus diluarea prin fluide
biologice a acestor solutii care vor rimane pe perioade mai
lungi in contact cu structurile celulare normale, dar in
concentratii mult si progresiv reduse: astfel pot influenta
cresterea populationald a celulelor mucoasei bucale sau a
tesutului periodontal.

In cadrul experimentului am realizat si aprecierea
numericd a concentratiei celulare la intervale de 24 de ore,
iar in cazul testirii pe cultura in crestere am studiat si
mortalitatea celulard exprimati procentual, cu ajutorul testului
de excluzie cu albastru de tripan.

Considerarea densititii celulare la intervale de 24 de ore
in cazul celui de-al doilea sistem de testare, a permis
elaborarea curbei dinamicii celulare in cursul cresterii
celulare.

Rezultate si discutii

1. Rezultatele studierii efectului celor trei solutii irigante
pe celule in cultura stationarii sunt prezentate in tabelul 1I,
in care se observi o reducere treptatd de-a lungul celor 96
de ore de urmiirire a concentratiei celulelor aflate in faza
stationara (exprimati in nr. cel./cm? suprafata de crestere, in
cazul celor trei solutii irigante testate.

Tabel II: Dinamica concentratiei celulare
stationare (linia celulard ICP - 23)
dupd tratarea cu trei droguri

24 ore 48 ore 72 ore 96 ore
(*10 (*10¢ (*10* (10

cellem?) cellem?)  celicm?)  celicm?)
Martor 16,88 16,53 14,83, 14,51
Ca(OH), 0,1% 15,00 15,00 13,3 13,00
Clorhexidind 1% 14,00 13,00 12,55 12,00
NaOCl 2% 14,20 13,35 12,00 11,60
NaOCl 5% 7,37 5,13 3,63 2,30

Curbele concentratiei celulare se plaseazi la niveluri mai
coborite fatd de martor si diferite intre ele astfel: la intervale
paralele, apropiate intre ele si ugor inferioare martorului,
pentru clorhexidini 0,1%, Ca(OH), 0,1% si NaOCl 2%;
la un nivel mult si abrupt coborét fati de martor pentru
NaOCl 5%. In paralel, se constati la examinarea
microscopici - fig. 3 - rotunjirea si desprinderea de celule
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din stratul celular, progresivi pentru toate cele trei droguri,
dar mai brutald si cu o rati superioari pentru NaOCl 5%.

Observatiile experimentale ne sugereazi ci drogurile
testate au, in paralel cu efectul scontat asupra bacteriilor si
tesuturilor afectate de procesul infectios si un grad de
citotoxicitate pentru celulele normale aflate in faza stationari,
relativ redus si diminuat in timp pentru clorhexidin,
Ca(OH), si NaOCl 2%, dar important si progresiv cresciitor
pentru NaOCl 5%, ceea ce indici prudenta in utilizarea
terapeuticd a acestei din urmi concentratii,

2. Efectul drogurilor testate asupra celulelor in curs de
multiplicare este ilustrat in tabelul III.

Reducerea ratei de crestere a celulelor normale cultivate
fatd de martor se observi in tabelul II, aceasta este mai
micd pentru clorhexidini, moderati pentru Ca(OH), si
NaOCl 2%.

Tabel III: Dinamica cresterii celulare,
sub influenta a trei droguri,
de-a lungul a 96 de ore
Inocul celular 24 ore 48 ore 72 ore 96 ore
5,88x10° cel/lcm?

Martor 4,18x10*  6,93x10* 10,56x10* 12,54x10*
celule/em® celule/em? celule/cm? celule/cm?
M=0 M=0 M=0 M=0,86%
Clorhexidind 1%  4,07x10*  528x10* 9,68x10* 10,56x10*
celule/cm? celule/cm? celule/em? celule/cm?
M=0 M=4% M=7,36% M=588%
Ca(OH), 0,1% 3,74x10*  4,93x10*  6,6x10*  5,28x10*
celule/em? celule/cm? celule/cm? celule/cm?
M=55%  M=625% M=625% M=2724%
NaOCl 2% 2,97x10*  4,4x10°  581x10°  4,95x10°
celule/cm? celule/cm? celule/em? celule/cm?
M=12,9%  M=10% M=8,95% M=16,66%

NaOCl 5% / ) / /

Celulele nu au putut fi cultivate in prezenta NaOCl 5%,
desi concentratia de lucru a drogului in cultura celulari in
crestere a fost de 1/50 dintr-o solutie de 10x; faptul indici o
datd in plus, atentie la utilizarea NaOCl 5%, folosirea ei in
aceastd concentratie fiind mai curind contraindicati,

reprezentand cel mai mare grad de citotoxicitate al solutiilor
testate.

&S

Fig 1 - Prezenta de celule rotunjite, neviabile,
desprinse din stratul celular si aflate in sus-
pensie, in mdsurd diferitd pentru cele trei
droguri testate, mai micd pentru clorhexidi-

nd §i moderatd pentru Ca(OH), si NaOCl 2%.
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Fig. 2 - Dezintegrarea membranei celulare,
prezenta pseudopodelor patologice,
modificdri ale nucleilor si nucleolilor.

Fig. 3 - Toate aceste modificari celulare
patologice conduc in scurt timp la moartea
celulard cu formarea unei demarcatii nete
intre celulele afectate si cele intacte.

Testarea unor concentratii extrem de reduse ale acestor
substante, pentru efectul lor asupra cresterii celulare, se
justifici prin diluarea locald progresiva, pini la concentratii
mult inferioare celei initiale folosite, a drogurilor de catre
fluidele biologice, pe de o parte, si de sensibilitatea crescuta
la influente citotoxice adverse a celulelor normale in curs de
multiplicare fati de aceleasi celule in stare stationard, pe de
alta parte.

Mortalitatea celulard prezinti valori foarte mici si abia
dupid 48 h de cultivare in cazul clorhexidinei 1%, valori
usor mai mari si relativ apropiate, dar fard a depisi 10% la 24,
48 si 72 ore pentru Ca(OH), si NaOCl 2%, in timp ce la
96h, Ca(OH), genereazi o mortalitate inalti de pana la 27,
24% din cauza sensibilititii deosebite a celulelor de
pH-ul alcalin, lent corectat chiar in decursul a 96 ore, in cazul
celulelor in curs de multiplicare.

Concluzii

1. Privitor la studiul biocompatibilititii “in vitro” care
reprezinti o metodd utild de standardizare biologica a

solutiilor irigante, in legaturd cu dinamica concentratiei
celulare stationare (linia celulard ICP-23), se constatd o
reducere treptati a concentratiei celulare, aflatd in faza
stationard, insd cu rate diferite: usor inferioare fata de martor
in cazul clorhexidinei 1% si a Ca(OH), 0,1% si mult mai
coborate fati de martor pentru NaOCl 5%. Deci, NaOCl 5%
este puternic toxic, ceea ce indicd prudentd in utilizarea
terapeutici a acestei concentratii, avand un indice de
biocompatibilitate redus.

2. Sub aspectul dinamicii cresterii celulare (linia celulard
ICP-23), sub influenta celor trei solutii antiseptice, se observa
o reducere a ratei de crestere a celulelor cultivate fata de
martor, in misurd mai micd pentru clorhexidind 1% si
moderati pentru Ca(OH), si NaOCl 2%. Pentru solutia NaOCl
5%, celulele nu au putut fi cultivate, desi concentratia de lucru
a fost 1/50 dintr-o solutie 10x, indicénd o dati in plus prudenta
in utilizarea NaOCl 5%, sugerand mai degraba contraindicatia
acestei concentratii.

3. Mortalitatea celulard prezinti valori foarte mici si abia
dupa 48h de cultivare, in cazul clorhexidinei 1%, valori usor
mai mari si relativ apropiate, dar fard a depisi 10% la 24, 48
si 72 ore pentru Ca(OH), si NaOCl 2%, in timp ce la 56h
Ca(OH), genereazd o mortalitatea de pana la 27, 24%, din
cauza sensibilititii deosebite a celulelor la pH-alcalin; prin
urmare, NaOCl si Ca(OH), au efect disctructiv asupra
culturilor de celule in comparatie cu efectul lor benefic,
antibaterian.

4. Testarea celor trei solutii irigante in cadrul celor doud
sisteme de testare ni se pare justificatd in condifiile in care
substantele medicamentoase riméan in contact un timp scurt
cu tesutul sindtos, ca si cu resturile celulare din procesul
infectios. In ceea ce priveste solutia NaOCl, este de evitat
contactul cu tesutul periapical.

5. Acest studiu relevd o tolerantd tisulard bund pentru
solutiile de clorhexidind 1%, o toleranta tisularda medie,
comparativi pentru NaOCl 2% si Ca(OH), 0,1%, iar NaOCl 5%
si-a demonstrat cel mai mare grad de citotoxicitate, nefiind
valabili biocompatibilitatea, stiut find faptul ci solutia NaOCl
este cea mai uztatd solutie de lavaj endodontic folositd in
tratamentul sistemului canalului radicular, astfel trebuie avut
in vedere ci are efecte toxice asupra celulelor vii, deci se
impune prudenti in utilizarea concentratiilor mai mari de
3%.
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