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Resumen

Las resinas composites se emplean desde hace varias décadas en distintas aplicaciones
estomatológicas, volviéndose indispensables para lograr una alta calidad en los servicios moder-
nos. Uno de los monómeros acrílicos más utilizados en estos materiales poliméricos de recubrimien-
to es el 2-bis-[p-(2-hidroxi-3-metacriloxipropoxi) fenil] propano, conocido comúnmente como Bis-
GMA. El conocimiento de las interacciones de estos materiales con el sistema biológico es de vital
importancia debido al uso tan difundido de los mismos en la práctica clínica. El comportamiento de
una célula viva en contacto con un material extraño es un problema esencial en las aplicaciones
biomédicas de polímeros sintéticos. Los ensayos in vitro son sistemas muy útiles para la evaluación
de los efectos biológicos de los biomateriales.

En  el  laboratorio  de  Inmunofarmacología del INOR se llevó  a cabo la evaluación de la
toxicidad de dos resinas dentales tipo Bis-GMA producidas por el Centro de Biomateriales de la
Universidad de La Habana: el Obtudent Fotocurado (FC), resina fotopolimerizable para restaura-
ciones dentales y el Cubridem Autocurado (AC), sellante dental para fosas y fisuras. Este estudio
forma parte de las evaluaciones preclínicas biológicas de biomateriales y equipos médicos
implantables que se lleva a cabo en Cuba a través de la Red Funcional de Implantología del
Ministerio de Salud Pública. Se aplicó el método de citotoxicidad in vitro descrito por Stanley para
la evaluación toxicológica de materiales dentales. Ambos composites resultaron citotóxicos para
la línea de fibroblastos L929, lo que se corresponde con lo descrito en la literatura para este tipo
de material. Su citotoxicidad se encontró en el rango de la de los análogos comerciales evaluados.

Abstract

Composite resins are being used in dental applications some decades ago and they have become
indispensable for high quality modern services. The bis-phenol-A-diglycidylether dimethacrylate,
commonly known as Bis-GMA, is one of the acrylic monomers more used in these filling polymeric
materials.The knowledge of biological systems and dental materials interactions has a vital
importance because of the spread use of these materials in clinical practice. The cell behavior in the
strange material interface is an essential problem in the biomedical applications of synthetic polymers.
In vitro assays are useful systems for the  biological evaluation of biomaterials.

In the Immunopharmacology laboratory at Oncology Institute we evaluated the cytotoxicity of
two Bis-GMA dental resins produced by the Havana University Center of Biomaterials: Obtudent
FC, photocured resin for dental restorations and Cubridem AC, dental sealing for pits and fissures.
This study is part of the preclinical biological evaluation of biomaterials and medical devices that
take place in Cuba through the Health Ministry Functional Implantology Network. We applied the
in vitro cytotoxicity test described by Stanley for a toxicological evaluation of dental materials.
Both composites were cytotoxic in L929 fibroblast line, in accordance with the literature reports of
this kind of materials. Their cytotoxicity was in the range of the commercial analogs evaluated.

Palabras Claves: composite resins, polymeric materials, synthetic polymers, Bis-GMA dental resins,
in vitro assays, biological evaluation, cytotoxicity.
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Introducción

Los biomateriales son por definición aquellos
materiales que asumen las funciones de los tejidos
en los órganos naturales, siendo capaces de imitar
en lo posible las propiedades del tejido en su am-
biente biológico. Los biomateriales deben reunir los
requisitos de factibilidad funcional, bioestabilidad,
biocompatibilidad y esterilidad.1, 2

Hoy en día, es una práctica habitual en Odonto-
logía el empleo de recubrimientos poliméricos, tan-
to con fines preventivos (sellantes de fosas y fisuras,
adhesivos, etc) y restaurativos (obturantes) como
estéticos. En la mayor parte de estos materiales el
proceso de polimerización (fraguado) se inicia a tra-
vés de un mecanismo de radicales libres, produci-
dos tanto por vía química (sistemas autocurados)
como por la acción de la luz (sistemas fotocurados).
La mayoría de los recubrimientos dentales
fotopolimerizables, contienen una mezcla, cuidado-
samente seleccionada, de monómeros acrílicos
mono- y multi-funcionales, siendo uno de los más
utilizados el 2-bis-[p-(2-hidroxi-3-metacrilo-
xipropoxi) fenil] propano, conocido comúnmente
como Bis-GMA, que fue desarrollado por Rafael
Bowen en 1956. Estos materiales compuestos,
composites, están generalmente constituidos por una
matriz polimérica y un relleno inorgánico.  El análi-
sis de las resinas dentales y los materiales
composites han demostrado que la mayoría de ellos
contienen dimetacrilatos derivados del Bis-GMA.3-
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A pesar del progreso en el desarrollo de nuevos
materiales dentales poliméricos, han existido algu-
nos problemas en su aplicación; entre ellos: degra-
dación química, daños mecánicos del polímero en
el ambiente de la mucosa oral y también problemas
alérgicos y toxicológicos. Se han reportado reac-
ciones alérgicas a las resinas de composites causa-
das por las moléculas de Bis-GMA; otras sustan-
cias, como el metil metacrilato, presentan una toxi-
cidad pulpar relativamente alta. Estos sistemas
poliméricos se colocan en contacto con el tejido in-
mediatamente después de mezclados, por lo que
uno o más de sus componentes pueden migrar al
mismo, ocasionando respuestas locales irritantes, o
tóxicas de origen sistémico.3, 4,12-19

La despolimerización es ampliamente reconoci-
da como el mayor inconveniente de los materiales
de restauración dental basados en resinas. La can-
tidad de productos migrables se relaciona indirec-
tamente con el peso molecular y directamente con
la difusibilidad de las moléculas del polímero. Los
componentes citotóxicos son extraídos de las resi-
nas en diferentes cantidades y a diferentes  pro-
porciones y la cantidad de productos tóxicos
migrables puede ser afectada por el pH. Las sus-
tancias que eluyen pueden inhibir el crecimiento
celular, provocar cambios en el pH del medio y al-
terar varios procesos metabólicos, como el meta-
bolismo lipídico. Algunos estudios realizados con
resinas activadas por diferentes vías han demos-
trado un mayor efecto citotóxico para los eluatos
recobrados a un menor tiempo de extracción. 3,20-25

El uso de resinas para restauraciones indirectas
está difundiéndose con rapidez y constituye una
aplicación importante en la práctica clínica, por lo
que es de vital importancia el conocimiento de las
interacciones de estos materiales con el sistema
biológico. El comportamiento de una célula viva en
contacto con un material extraño es un problema
esencial en las aplicaciones biomédicas de polímeros
sintéticos. Los estudios toxicológicos constituyen una
herramienta eficaz en estas investigaciones y sus
resultados pueden servir de base para hacer pre-
dicciones y proyecciones razonables acerca de las
condiciones en que el producto ofrece seguri-
dad.1,3,26-30

Los ensayos in vitro son sistemas muy útiles
para la evaluación de los efectos biológicos de los
biomateriales y tienen como ventajas que no re-
quieren el uso de animales de experimentación, la
rapidez con que se realizan los estudios y la rela-
ción costo/efectividad de los mismos. Los cultivos
de células son  modelos toxicológicos alternativos
de gran sensibilidad, lo que es una ventaja impor-
tante para el tamizaje de toxicidad de rutina de los
biomateriales, aunque no siempre las respuestas in
vitro son indicadoras de reacciones in vivo ya que
las condiciones que pueden reproducirse in vitro
son solo una parte de las que pueden presentarse
in vivo. Una de las principales atracciones del uso
del cultivo de tejidos es la posibilidad de observar el
comportamiento de tipos específicos de células vi-
vas en un ambiente controlado.21,31-36

La evaluación cuantitativa del daño celular se
basa en la medición de la liberación de trazadores
radioactivos por las células marcadas expuestas a
un agente tóxico. Un sistema de ensayo recomen-
dado en este tipo de estudio es la línea celular L-
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929 de fibroblastos. Estas células están especiali-
zadas en el establecimiento y mantenimiento de la
estructura de la matriz extracelular, en cuya fun-
ción son muy importantes las interacciones célula-
célula y célula-sustrato. Esta es una línea celular
establecida, disponible y bien caracterizada, que ha
demostrado resultados reproducibles en muchos la-
boratorios.37

En el Laboratorio de Inmunofarmacología del
INOR se llevó a cabo la evaluación de la toxicidad
in vitro de dos resinas tipo Bis-GMA obtenidas en
el Centro de Biomateriales de la Universidad de La
Habana,  el Obtudent FC y el Cubridem AC, como
parte de la evaluación preclínica biológica de
biomateriales y equipos médicos implantables que
se lleva a cabo en Cuba a través de la Red Funcio-
nal de Implantología del MINSAP.

Materiales y Métodos

El Obtudent FC es una resina foto-polimerizable
para restauraciones dentales y el Cubridem AC es
un sellante dental autocurado para fosas y fisuras.
En ambos materiales la matriz polimérica está cons-
tituida por Bis-GMA y dimetacrilato de
tetraetilenglicol en diferentes proporciones, entre
otros compuestos. El Obtudent FC presenta como
relleno inorgánico cuarzo cubano del yacimiento del
Cacahual, que constituye el componente sólido
mayoritario (77 % del material). Para la evaluación
toxicológica de estos materiales se aplicó el ensayo
de citotoxicidad in vitro (contacto directo) en la lí-
nea de fibroblasto de ratón L929, descrito por
Stanley. 38

Ensayo de citotoxicidad in vitro:
Las células L929 se  subcultivaron en  Medio

RPMI  1640  suplementado  con 10 % de  suero
fetal bovino,  durante  3-5 días previos a la realiza-
ción  del  ensayo.  Luego se colectaron  en  tripsina
al  0.25%  en  solución  salina, se marcaron  duran-
te  24  h  con 1.5 mCi 51Cr/106 células y se ajusta-
ron a una concentración final de 3 x 105 células/
mL;  la viabilidad fue del 97%.

Los materiales se depositaron en placas de
poliestireno estériles de 24 pozos por 10 réplicas.
Se realizaron dos series de ensayos, cada una en
dos placas de cultivo: en un caso las células se sem-
braron a los 30 min del mezclado inicial de los com-
ponentes del material (2.0 mL de la  suspensión
celular por pozo) y en el otro la siembra se realizó a
las 24 horas de comenzada la polimerización. Se
emplearon 2.0 mL de  la  suspensión celular como

control negativo y 2.0 mL  de  dicha suspensión
más 0.2 mL de fenol al 6.4 % como control positi-
vo, ambos por 5 réplicas.

Las placas se incubaron a 37ºC, por 4 y 24 h
respectivamente, en ambos casos y se evaluó la
citotoxicidad de los materiales al cabo de cada tiem-
po de contacto con las células. Transcurrido el tiem-
po se extrajo 1.0 mL del medio sobrenadante de
cada pozo en las placas correspondientes y se
centrifugó a 2500 rpm durante 10 min, separándo-
se 0.5 mL  del  sobrenadante  para  el  conteo  de  la
radioactividad  durante 10 min/tubo.  Se calculó el
% de liberación de 51Cr, empleando como valor de
referencia de radioactividad total el promedio de
los conteos de 4 muestras de 0.5 mL de la suspen-
sión celular marcada. Para el análisis estadístico
de los resultados se realizó una comparación múlti-
ple de medias a través de la prueba de Duncan.

Resultados y Discusión

Los resultados obtenidos en la aplicación del
ensayo de citotoxicidad in vitro con el Cubridem
AC y un análogo comercial (Coltene brilliant margin
bond) (Figura 1) indican que ambos son severa-
mente citotóxicos, de acuerdo con la clasificación
propuesta por Stanley, ya que los porcentajes de
liberación de 51Cr exceden el doble del valor de la
media del control negativo en los ensayos de 24
horas con el material fresco y endurecido. No exis-
te diferencia entre la citotoxicidad del producto y la
del control comercial.

Los  resultados  obtenidos  con  el  Obtudent FC
y  un control comercial (Degufill LC) (Figura 2)
muestran  que  ambos  materiales  también  resul-
tan  severamente  citotóxicos. En  los  ensayos  de
4 y 24 h de exposición, tanto con el material fresco
como endurecido, la liberación de 51Cr por las célu-
las excede el doble del valor de la media del control
negativo, lo que también ocurre con el control
comercial.Estos resultados concuerdan con repor-
tes anteriores en la literatura que evidencian que
resinas dentales basadas en Bis-GMA y
dimetacrilatos de glicoles, como los casos de este
estudio, manifiestan efectos tóxicos significativos
sobre cultivos  celulares,  lo  cual se atribuye a  la
migración de los monómeros u oligómeros
residuales hacia el cultivo celular.  El material
migrable representa alrededor de un tercio del peso
de la porción orgánica del composite.21,39

Los componentes usuales de las resinas denta-
les han mostrado acción citotóxica aún en grandes
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Figura 1.  Citotoxicidad in vitro  del Cubridem AC con el material fresco (30 min) y
endurecido (24h). Ensayo a las 4 y 24 horas de contacto.

                 Cn: Control  negativo   C: Cubridem AC   Cc: Control  comercial

30 min                                                          24 hr

                   Cn: Control  negativo    O: Obtudent FC    Cc: Control  comercial

30 min                                                          24 hr

Figura 2.  Citotoxicidad in vitro  del Obtudent FC con el material fresco (30 min) y
endurecido (24h). Ensayo a las 4 y 24 horas de contacto.

En  los  ensayos  realizados  con  ambos  mate-
riales cubanos  se  obtuvo  que el material endure-
cido era  menos citotóxico que el polimerizado 30
minutos antes de la siembra, al cabo de 4 horas de
exposición de las células. Este resultado se debe a
que al aumentar el tiempo de polimerización del
material, es menor la cantidad de sustancias
migrables que se desprenden del mismo. El grado
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diluciones y se ha demostrado que la extracción
previa del material con solventes adecuados provo-
ca la reducción de su citotoxicidad casi en un 90%,
en una razón directamente dependiente de la tem-
peratura de extracción. Se ha evidenciado que la
citotoxicidad de los materiales dentales constitui-
dos por Bis-GMA es causada principalmente por
este componente.21,40,41



7

de polimerización de los composites es cerca de un
25 % en la capa superficial y un 75% en el volu-
men.21 A las 24 horas de contacto no se obtuvieron
diferencias en la liberación de 51Cr causada por  los
materiales frescos y endurecidos; esto puede de-
berse a un aumento de la concentración de produc-
tos tóxicos en el medio, al ser mayor el tiempo de
extracción a que se someten los materiales.

La mayoría de los materiales dentales compues-
tos de sistemas poliméricos han demostrado efec-
tos tóxicos cuando se ensayan en animales de ex-
perimentación. Algunos experimentos in vivo han
demostrado que las resinas de restauración y los
cementos a base de acrílicos son irritantes a la pul-
pa, relacionándolo con el hecho de la difusión de
algunos monómeros a través de la dentina, lo cual
se ha evidenciado con el metacrilato de metilo y
otros componentes.3,42-44

Sin embargo, Mjor  y  Langeland  no  encontra-
ron  relación  entre  el grado de irritación pulpar  in
vivo  y la citotoxicidad in vitro de ciertos materia-
les. Los resultados reportados por Northup expli-
can en parte estas contradicciones, la comparación
de la repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo
de citotoxicidad en los modelos in vitro e in vivo
demuestra las ventajas del modelo in vitro. Se  ha
observado que  resinas dentales  colocadas en ca-
vidades dentales profundas con fondo cercano  a la
pulpa, e incluso con la pulpa expuesta, solo produ-
cen una respuesta tóxica muy ligera  a pesar de
manifestar elevada toxicidad  in vitro. Este hecho
puede atribuirse a que en las técnicas in vitro  la
acción de los migrantes tóxicos sobre las células es
constante, mientras que in vivo  la acción es aguda
(temporal), debido a la rápida migración de todo el
monómero residual gracias a la acción lixiviante y
diluyente de la saliva, lo que se apoya en las obser-
vaciones de Pham y Ferracane, quienes encontra-
ron que aproximadamente el 60% de los compo-
nentes migrables de una resina dental eran eluidos
en solución salina durante las 8 horas posteriores al
fraguado.21,45-50

Las resinas de restauración dental, ya sean
sellantes de fosas y fisuras u obturantes, se aplican
habitualmente en pequeñas cantidades en sitios
donde no hay contacto directo con el tejido pulpar o
gingival, siendo además poco probable su ingestión,
por lo que se minimiza el riesgo sistémico de toxici-
dad por vía oral.

Las reacciones observadas en el tejido pulpar o
gingival con la aplicación de los materiales de res-
tauración dental pueden ser causadas por varios
factores, tales como: traumas durante la prepara-

ción del paciente, la aplicación de los materiales de
recubrimiento y el procedimiento de acabado, de-
fectos en el recubrimiento, rupturas por contrac-
ción, infección residual y raramente debido a efec-
tos tóxicos del material. Si las resinas se aplican
apropiadamente, se espera que sean bien toleradas
por el tejido pulpar. Se considera que las reaccio-
nes pulpares son debidas fundamentalmente al efec-
to de bacterias en la interfase diente–recubrimien-
to. Si el tejido no está expuesto y si se evita la pe-
netración bacteriana, entonces las reacciones
gingivales son principalmente atribuibles a la placa
bacteriana.3,51,52

Las técnicas de cultivo de células constituyen
sistemas muy simples para el tamizaje de toxicidad
de rutina de los biomateriales y un medio muy efec-
tivo para la investigación de los mecanismos de las
respuestas tóxicas. Con el desarrollo de las técni-
cas de cultivo de tejidos, los estudios in vitro se
han convertido en uno de los métodos más impor-
tantes para la evaluación biológica de los materia-
les dentales, constituyendo una referencia obligada
antes de profundizar en los estudios in vivo. Se
han realizado  estudios de validación  que han  de-
mostrado  que existe  una  alta  correlación (97%)
entre los ensayos de toxicidad local in vitro e in
vivo, esto se debe a que los mecanismos de acción
son generalmente los mismos.21,25,32-34,53

Conclusiones

El obturante dental Obtudent FC y el sellante
dental Cubridem AC resultaron severamente
citotóxicos en contacto con la línea L929 de
fibroblastos de ratón, de acuerdo a lo reportado para
las resinas basadas en dimetacrilatos aromáticos
tipo Bis-GMA. El grado de citotoxicidad mostrado
por ambos materiales estuvo en el rango de los aná-
logos comerciales evaluados.

Estos estudios complementaron otros ensayos
preclínicos biológicos desarrollados que  posibilita-
ron reunir la  evidencia  científica  válida  necesa-
ria  para  la autorización del registro clínico al
Cubridem AC, registrado en Cuba en la especiali-
dad de estomatología.
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