Evaluation biologique
des produits dentaires

G. SCHMALTZ, R. STARKMANN-POLTZ

Introduction

Méthodes

L'évaluation biologique des produits dentaires peut étre réalisée soit clini-

quement sur des patients, soit précliniquement en expérimentation anima-

le soit enfin a I"aide de cultures cellulaires. Dans ce travail, nous nous en

tiendrons aux essais précliniques. Les informations obtenues par ces essais

sont nécessaires a I'estimation.du risque que ces biomatériaux font courrir

avant de passer a leurs applications a I'homme.

La base d'une telle estimation du risque est fondée sur :

1. les résultats des xecherches biologiques précliniques,

2. les données sur les qualités thérapeutiques établies, le plus souvent sur

les propriétés physico-chimiques et

3. des données sur I'assurance de qualité de la production

Les expérimentations biologiques portant sur les matériaux dentaires donc

ne définissent seulement qu'un seul aspect des matériaux. Cette informa-

tion n’est pas seulement nécessaire pour I'estimation du risque, mais, elle

permet de s protéger des réactions indésirables. Par exemple, I'emploi du

ciment au silicate, au temps ou la technologie des résines composites

n’avait pas atteint son dé actuel, a été ¢ en dépit

de son effet trés nocif pour la pulpe — parce que par I'usage d’un fond de
vité approprié il permettait d'éviter une réaction indésirable de la pulpe

).

standardisées

Les examens biologiques, précliniques peuvent étre effectués premicre-
ment par des méthodes d'essais standardisés ou par des méthodes d'essai
non-standardisés.

Les méthodes d’essais standardisés ont été définis par les commissions na-
tionales (A.D.A (2), A.F.N.O.R (1), D.L.N (4)) et internationales (1.5.0,
_D.I (5)). L'emploi de telles méthodes d'essai présente I'avantag
pouvoir comparer — du moins en ordre de grandeur — les résultats de dif-
férents laboratoires. En outre, on s’assure d’un certain niveau de qualité
des essais.

Toutefois ces méthodes d'essais standardisés ne peuvent pas dans tous les
tenir compte de toutes les questions que I'on peut étre amen¢ a se po-
ser au cours de I'étude d'un matériau récemment élaboré.

A cause de la bonne comparabilité des résultats, nous préférons normale-
ment les méthodes d’essais standardisées, a I'exception des cas ou I'on ne
peut pas les employer de fagon appropriée, ce qui reste toujours possible.
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Données du rapport technique 7405

Les méthodes d’essais standardisés, classifiés par I'.S.O dans le rapport
technique 7405 (5), servent de base pour ceux de 'A.F.N.O.R (1), D.L.N
(4) et A.D.A (2). cependant, pour les protocoles de ’A.D.A et du D.I.N,
quelques modifications ont été effectuées.

Le rapport technique de 1.S.0 7405 subdivise les méthodes d’essai en trois
groupes :

1. essais initiaux

2. essais de deuxieme niveau

3. essais d’usage.

Outre la vue d’ensemble qu’elle offre, cette classification peut aussi per-
mettre au fabricant de choisir les essais appropriés a un produit nouveau.
D’abord, on accomplira normalement les essais initiaux. Les matériaux,
qui franchissent avec succés les premieres étapes seront soumis aux essais
de deuxiéme niveau. Si ceux-ci sont également concluants, les essais d’usa-
ge, qui sont tres chers, peuvent suivre. Quelques exceptions dans le dérou-
lement de ce protocole sont toujours possibles. Dans chaque groupe d’es-
sais, on envisage des risques différents. Pour chaque risque, il existe plu--
sieurs méthodes différentes d’appréciation. C’est pourquoi pour chaque
matériau nouveau, des experts sontresponsables du choix des essais néces-
saires pour le produit dans chaque groupe.

Les essais inifiaux
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Dans ce groupe (Tableau I), on inclut tous les expérimentations relatives
a la toxicité générale; ce qui permet de répondre & des questions de cet or-
dre : quelle est la dose 1éthale (DL). En général, on obtient cette informa-
tion avec des animaux d’expérimentation et par la définition de la DL 50.
La DL 50, la dose 1éthale moyenne, indique la concentration d’une subs-
tance qui est statistiquement responsable de la mort de 50 % des animaux
auxquels la substance a été administrée. Le groupe des essais initiaux com-
prend aussi les essais d’inhalation, de mutation (Ames-Test et mutation
dominante 1éthale) et de cytotoxicité.

Les essais de cytotoxicité comprennent des méthodes différentes.

1. Méthode par libération de Cr°'.

2. Méthode du filtre moléculaire.

3. Méthode de diffusion dans la gélose (Agar Diffusion).

4. Essai d’hémolyse.

Dans I’essai par diffusion dans I’Agar (9) on applique les matériaux sur de
la gélose (fig. 1) et sous cette couche de gélose se trouvent des cellules de
fibroblastes. Ces cellules sont colorées avec du rouge neutre (fig. 2).

Tableau |. — Essais initiaux.

— Essai de toxicité générale

— Essai d'inhalation

— Essai d’hémolyse

— Essai d’Ames

— Essai de mutation dominante Iéthale
— Essai de cytotoxicité
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La toxicité est évaluée par la surface de la zone décolorée sous ou autour
de I’échantillon, que I’on évalue (fig. 3). On peut aussi analyser les cellules
_ et surtout on peut apprécier I’étendue de la lyse cellulaire (fig. 4).

Figure 1. — Essai de cytotoxicité (Agar-Diffusion) : Figure 2. — Monocouche de cellules (L-929 Fibro-
application des échantilions d’'essai sur la gélose. blasts); 27x.

Figure 3. — La surface de la zone de décoloration
constitue une mesure de la cytotoxicité. échantillon d’essai; 27x.

Les essais de deuxiéme niveau

Ce groupe comprend essentiellement des expérimentations pratiquées sur
des animaux (tableau II). Dans I’essai d’implantation sous-cutanée, on
place soit la substance elle-méme, soit le produit contenu dans des tubes
de polytétrafluoréthyléne (P.T.F.E) dans le tissu sous-cutané de rats (fig.
5). Quatre échantillons par essai sont implantés dans chaque animal (fig.
6). Apres 14 jours le tissu est excisé et préparé de la maniére habituelle
pour ’examen histologique (10, 12). La figure 7 montre la réaction du tissu
conjonctif & un produit pour empreintes a base de silicone polymérisant
par condensation. On peut reconnaitre la présence d’une tuméfaction bien
distincte chez I’animal, qui s’étend sur I’extrémité des tubes de P.T.F.E,
au site de contact du tissu conjonctif avec le produit a évaluer. Les sections
histologiques (fig. 8) révelent dans la zone de contact du produit avec le
tissu, une accumulation massive de cellules inflammatoires, indication de
la réaction trés prononcée du tissu au produit que I’'on évalue.

En comparaison, la figure 9 illustre la réaction envers un silicone polymé-
risant par addition. II n’y a pas de réaction inflammatoire (13).
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Un test trés important entrant dans le cadre des essais de deuxiéme niveau
porte sur la sensibilisation, telle que I'ont décrit Magnusson et Kligman
(8).

Durant la premiére phase d’induction, le produit est appliqué sur la peau
d’'un animal d’expérience ou injecté par voie sous-cutanée (fig. 10). 14
jours apres, on effectue un test de provocation. On procéde a I’examen
d’une autre région. Si I'animal utilisé pour I’expérimentation est sensibili- -
s€, le nouveau contact avec le produit provoque plus qu’une légére répon-
se inflammatoire et on peut parler de sensibilisation. Quelques produits
dentaires ont montré un résultat positif dans cet essai (6).

Figure 5. — Essai d'implantation sous-cutanée : ap="

plication des échantilions d’essai. -

TR RR AT e i AR d i
Figure 7. — Réaction macroscopique sévére envers Figure 8. — Réaction microscopique sévére envers
.un silicone polymérisant par condensation. un silicone polymérisant par condensation; 21x.

s

Figure 9. — Réaction microscopique (pas d’inflam- Figure 10. — Essai de sensibilisation : phase d'in-

mation) envers un silicone polymérisant par addition; duction (gracieusement mis a disposition par le Dr A.
21x. Hensten-Pettersen, NIOM).
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Les essais d’usage

Les essais d’usage (tableau III) représentent une part essentielle des
méthodes d’essais standardisés. Bien qu’elles soient extrémement dispen-
dieuses, elles offrent beaucoup d’avantages en comparaison avec toutes les
autres méthodes d’essai, essentiellement parce qu’on teste les matériaux
dentaires exactement comme ils seront utilisés plus tard chez ’homme. La
réaction biologique s’évalue par I'examen des organes qui sont aussi po-
tentiellement en danger chez ’homme.
De cette fagon, par exemple, dans I’essai d’usage d’un produit pour restau-
ration, on contréle I'influence de ce matériau sur les pulpes des animaux
- d’expérimentation (7). Des animaux spécifiquement utilisés pour ces tests
sont par exemple des singes (7) ou des porcs miniatures (15).

Tableau Il. — Essais de deuxiéme niveau. Tableau lil. — Essais d'usage.

— Essai d'implantation sous-cutanée — Essai d'irritation de la mugqueuse buccale

— Essai d'implantation endo-osseuse : , — Essai pulpaire =
— Essai de sensibilisation -amts ____ — Essai de coiffage pulpaire et de pulpotomie

~— Essai d'usage endodontique =~ -

— Essai d'irritation de la muqueuse buccale = =
7 : — Essai d'usage d'implant osseux S

Figure 11. — Phase de provocation (gracieusement Figure 12. — Réaction envers une substance sensi-
mis a disposition par le Dr A. Hensten-Pettersen, bilisante (gracieusement mis a disposition par ie Dr
NIOM). A. Hensten-Pettersen, NIOM). .

Pour ces observations des cavités cervicales sont préparées et des maté-
riaux d’essai sont appliqués (fig. 13). Les temps d’observations post-opé-
ratoires sont de 3-5 jours, 30 jours ou 90 jours. Aprés I’extraction des
dents, la pulpe est préparée histologiquement. '

L’évaluation de la réaction est réalisée suivant les critéres définis comme
semi-quantitatifs selon une réponse graduée. La figure 14 illustre la réac-
tion pulpaire envers un ciment au verre ionomére. On peut reconnaitre
une réaction inflammatoire trés prononcée. Mais ces expérimentations ne
se limitent pas seulement a I’évaluation de la réaction du produit sur la pul-
pe. Elles prennent aussi en compte celle du fond de la cavité. Par exemple
il faut cerner I'effet de la présence ou de I’absence d’une contamination
bactériologique. Ainsi nous avons trouvé (16), que la réaction de la pulpe
envers un ciment au verre ionomeére n’est pas relative au seul matériau,
mais est due a la présence d’une couche bactérienne sous le matériau (fig.
15). SiI’on a évité, du fait d’une obturation étanche, une telle pénétration,
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on n'observe pas de réaction, ou seulement des réactions insignifiantes
(16). Les expérimentations d’usage ont tout aussi bien montré des réac-
tions pulpaires envers un amalgame d’argent (14). Apreés cing joursily a
une altération dans la couche d’odontoblastes (fig. 16). Au bout de 90
jours, la réaction est devenue seulement modérée (fig. 17).

Au contraire, la figure 18 illustre une réaction sévére déclanchée par une
résine composite utilisée avec la technique du mordangage acide, aprés 90
jours sans protection propre de la pulpe/dentine (14).

: 2 AR S o

- Figure 14. — Réaction pulpaire sévére envers un Ci- -
- ment-au verre ionomere; 21X, s STEe T E

Figure 13. — Essai d'usage : application des-échan---
tiions par essai dans les cavités cervicales:=z=-=

i o

; e e R % é 3 S ey :
Figure 15. — La couche bactérienne au fond de la Figure 16. — Réaction pulpaire modérée envers un
cavité est la cause de la réaction pulpaire; 540x. amalgame, 5 jours aprés linsertion; 21x.

Figure 18. — Réaction pulpaire sévére envers une

Figgre 17. — Reaction pulpaire faible (pas d’inflam- résine composite avec la technigue de mordangage
mation) envers un amalgame, 90 jours apres l'inser- acide, 90 jours apres l'insertion sans protection de la
tion; 21x. pulpe; 21x.
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Conclusions

Dans ce bref exposé un petit secteur de la gamme des méthodes d’essai
biologiques courantes aujourd’hui peut étre seulement présenté. Il faut
surtout souligner :
1. Que chaque méthode a ses avantages et ses inconvénients. Ce n’est que
par la combinaison des différentes méthodes que ’on peut essayer de des-
siner un profil de la toxicité d’un produit dentaire (3). |
2. Il n’est pas seulement important de dégager 'influence des matériaux
sur le tissu vivant, en tant que phénomene, mais il importe aussi d’en com-
prendre les mécanismes de réaction.
3. Ces informations constituent une base destinée & I’extrapolation pour
I’'homme des résultats obtenus par ’expérimentation animale et ceux ob-
tenus in vitro. Cependant il est difficile de transférer directement 4 ’hom-
me les résultats obtenus par I’expérimentation animale ou in vitro.
4. 11 est possible d’établir une bonne corrélation (r = 0,6 — 0,8) entre les
résultats des expérimentations en culture cellulaire et ceux des implanta-
tions (11), surtout si I'on dispose d’une série de matériaux présentant une
toxicité tres différente. Il est également possible d’établir une corrélation - -
entre les résultats des essais d’usage et sur ’homme (7). Mais il est difficile =
— et en principe inopportun — d’essayer d’établir une corrélation entre =~
les résultats de la culture cellulaire et de I'implantation d’une part et des
essais d’usage (par exemple I’essai pulpaire) ou la réaction sur I’homme
d’autre part. Car dans les expérimentations sur cultures cellulaires on me-
sure seulement la cytotoxicité, dont la cause sont des substances qui
s’échappent hors d’un matériau. Au contraire, dans les expérimentations
d’usage on mesure lirritation, qui peut avoir des causes différentes, par
. exemple la toxicité, mais aussi ’absence d’étanchéité ou encore le dégage- .
— ment-de-chaleur pendant la polymérisation-(9).- Cependant;-les essais de-—
culture cellulaire et d’implantation sont utiles pour clarifier le mécanisme
de I’agression. Par exemple si ’on étudie la question de savoir, pourquoi
un ciment au verre ionomere nuit a la pulpe, il apparait que I’absence de
cytotoxicité fournit une premiere indication et reporte sur la présence de
bactéries les facteurs d’irritation.

5. Enfin 'information biologique doit étre interprétée par un spécialiste,
dans le cadre des examens d’agrément gouvernementaux ou du cabinet du
dentiste. En Allemagne Fédérale, tous les produits nouveaux destinés aux
restaurations dentaires doivent subir des examens d’agrément effectués
par une agence gouvernementale.
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