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tibilidad de biomaterialesin vitro

LIC. MIRIAM RIOSHERNANDEZ, LIC. JANET CEPERO CANAS, TEC. ANNIA GONZALEZ PEREZ
TEC. KENYA PEREZ GARCES, DR. JOSE LUISBELLO GARCIGA

Ingtituto de Oncologia y Radiobiologia. (INOR). Departamento de Ensayos Preclinicos.

Grupo de Inmunofarmacologia.Ciudad de La Habana.Cuba.

Resumen

Los biomateriales para uso médico se han ido desarrollando de acuerdo a los avances en los
campos de la medicina, bioquimica, farmacia y las ciencias de los materiales. Estos deben ser
biocompatibles, por eso es necesario desarrollar un grupo de ensayos hiol 6gicos encaminados a
estefin.

Las pruebas de citotoxicidad in vitro tienen aplicabilidad general y uso extensamente difundido
en la evaluaciéon de un amplio rango de materiales. Se ha encontrado cierta relacion entre la
citotoxicidad no especifica del biomaterial in vitro y su efecto irritante in vivo.

En nuestro laboratorio se aplicod € método descrito por Sanley HR (1985) para la evaluacién
toxicol 6gica de biomateriales, habiéndose evaluado hasta la fecha diferentes material es obtenidos
en e Centro de Biomateriales de la Universidad de La Habana, entre ellos: € obturante dental
Obtudent Fotocurado (FC), € sellante dental Cubridem Autocurado (AC), e adhesivo tisular
Tisuacryl y los cementos 6seos Biograft-G y Apafill-G.

El Obtudent FC resultd citotoxico, sin embargo su citotoxicidad se encontr6 en el rango dela de
sus anélogos comerciales. La citotoxicidad del Cubridem AC y del Tisuacryl no se diferencié
significativamente de los niveles encontrados para sus controles comerciales, al igual que el
Biograft-G, aunque en este caso € resultado fue ligeramente citotdxico segun la clasificacion de
Sanley. El Apafill-G no resultd citotdxico.

Summary

Biomaterials for medical use have been devel oped according with the improvement on the fields
of medicine, biochemistry, material science and pharmaceutics. All the materials used in medicine
should be biocompatible, that’s why it's necessary to develop a biological evaluation to assure this.

In vitro cytotoxicity tests have general application and these assays have had an extensively
spread usage in the diversity material’s evaluation. Certain relation between in vitro inespecific
biomaterial’s cytotoxicity and its in vivo irritant effect has been found.

In the laboratory we applied the in vitro biomaterial’s cytotoxicity test described by Sanley HR
(1985). We have evaluated by the moment some materials of Havana’s University Biomaterial Cen-
ter, such as: dental obturant Obtudent FC, dental sealing Cubridem AC, tissue adhesive Tisuacryl
and the bone cements Biograft-G y Apafill-G

Obtudent FC was cytotoxic, although its toxicity was similar to the comercial analog. The cyto-
toxicity of Cubridem AC and Tisuacryl haven't significant differencesin relation to their comercial
analogs. Biograft-G have a lightly cytotoxicity and Apafill-G wasn't cytotoxic.
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Introduccion

L os biomateriaes son por definicion materiaes
gue asumen lasfunciones delostejidos en 6rganos
naturales o partesde el os, pudiendo ser capacesde
imitar en lamedida posible las propiedades del te-
jido natural en su ambiente biolégico. Los
biomateriales deben reunir los requisitos de
factibilidad  funcional, bioestabilidad,
biocompatibilidad y esterilidad. 2

Aunque hay disponible un amplio espectro de
materiales, la biocompatibilidad y la propiedades
mecani cas esténdar restringen €l nimero actual de
polimeros Utiles en medicina. Larespuestanatural
de un sistemabiol 6gico alapresenciade un cuerpo
extrafio es €l rechazo, el sistemaresponde con una
seriedereaccionescelulares, enlasqueinfluyen e
tamarfio, la formay la naturaleza de la superficie
del implante.®

El uso tan difundido de los polimeros necesita
por lo tanto & conocimiento de las interacciones
de los biomateriales con € sistemabioldgico. Los
cultivos de células son modelos toxicol 6gicos al-
ternativos de gran sensibilidad, esto es un benefi-
cio obvio parael tamizaje detoxicidad derutinade
los biomateriales. Paramuchas aplicacionesunade
las principales atracciones del uso del cultivo de
tgjidos es la posibilidad de observar € comporta-
miento de tipos especificos de cdlulas vivas en un
ambiente bien controlado, aungue las condiciones
gue pueden reproducirse en cultivo son una parte
simplificadade lo que puede ocurrir invivo.*

El ensayo de citotoxicidad in vitro es un siste-
ma muy Util parala evaluacion de los efectos bio-
|6gicos de los biomateriales implantables, tenien-
do como ventajas que no requieren e empleo de
animales de experimentacion, la rapidez con que
seredlizanlos estudiosy larelaci on costo/efectivi-
dad de los mismos.

Paralaevaluacion cuantitativadel dafio celular
se usalaliberacion de trazadores radioactivos por
las células expuestas a un agente toxico. En este
caso un sistema de ensayo recomendado son los
fibroblastos, yaque son unafamiliade células pre-
sentes en casi todos |os tejidos que puede distin-
guirse por sus productos biosintéticos, los antigenos
de superficie o por su comportamiento en la
replicacion. Estas células estén especializadas en
€l establecimiento y mantenimiento de la estructu-
rade lamatriz extracelular, para cuya funcién son
muy importantes las interacciones célula-célulay
célula-sustrato.®
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Materialesy métodos

Se aplicd e método descrito por Stanley HR para
la evaluacion toxicoldgica preclinica de
biomateriales y equipos médicos implantables®.
Entre los biomateriales evaluados se encuentra el
sellante dental Cubridem AC (resina basada en
dimetacrilatos aromaticos tipo BissGMA), € ad-
hesivo tisular Tisuacryl ( cianoacrilato de n-butilo),
e obturante dental Obtudent FC (resina dental de
dimecrilatos arométicos tipo BisGMA) y los ce-
mentos 0seos Apafill-G (granulado denso de
hidroxiapatita sintética) y Biograft-G (granulado
densodeb- fosfatotricdcico), todosestosdel La
boratorio de BiomateridlesdelaUniversidad dela
Habana.

El ensayo de citotoxicidad in vitro descrito por
Stanley HR emplea células L929 (fibroblasto de
ratdn), marcadas previamente con cromato de sodio
(51Cr), que se ponen en contacto con € material por
diferentestiemposy se realizala evaluacion cuan-
titativadel dafio celular apartir delaliberacion del
radioi sétopo por lascélulas. Previo alarealizacion
del ensayo las céulas se subcultivaron en Medio
RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero fetal
bovino durante 3-5 dias, colectandose en tripsina
al 0,25% en solucién salina. Las células se marca
ron durante 24 h con 1,5 mCi 5:Cr/10° célulasy se
gustaron aunaconcentracion final de3x 10° célu-
las/ ml, laviabilidad fue del 97%.

Los materiales se depositaron en placas de
poliestireno estériles de 24 pozos por 10 réplicas.
Como control negativo seempled 2,0 ml delasus-
pension de células y como control positivo 2,0 mi
dedichasuspensién alacual seleanadi6 0,2 ml de
fenol al 6,4 %, delos controles se pusieron 5 répli-
cas. En los pozos restantes se afadieron 2,0 ml de
cultivo celular y seincubd durante el tiempo esta-
blecido a 37°C. Serealizaron 2 series de ensayos,
unaenlaquelascélulas se sembraron alos 30 min
del mezcladoinicial delos componentes del mate-
rial en dos placas de cultivo y otra en la que se
sembraron a las 24 horas, también en dos placas.
Seevalud lacitotoxicidad alas 4 y 24 horas poste-
riores en ambos casos.

Transcurrido € tiempo se extrgjo 1,0 ml del
medi o sobrenadante de cadapozoy se centrifugd a
2500 rpm durante 10 min, separandose 0,5 ml del
sobrenadante para €l conteo de la radioactividad
durante 10 min/tubo. Se calculé e % deliberacion
de5*Cr empleando como valor dereferenciadera
dioactividad total el promedio de los conteos de 4
muestras de 0,5 ml del cultivo celular.



Resultadosy discusion

A continuacion se presentan y discuten los re-
sultados obtenidos en la aplicacion del ensayo de
Citotoxicidad invitro descrito por Stanley HR para
la evaluacion de cinco productos del Centro de
Biomateriales.

En laFigura 1 se muestran los porcentgjes de
liberacion de 5Cr en el ensayo con € Apéfill-G.
Como puede observarse la liberacion de *'Cr cau-
sadapor laceramicade hidroxiapatitaalas4 horas
de exposicion no difiere significativamente (1 %)
delaprovocadapor € control negativo tanto con €
materia fresco como endurecido, mientras que a
las 24 horas de contacto fue significativamente
menor respecto al control en ambos casos; por 1o
que segun la clasificaciéon de Stanley e producto
resultano citotéxico.

Estosresultados concuerdan con otras experien-
cias obtenidas en nuestro laboratorio con
hidroxiapatitas de diferentes fuentes y con lo re-
portado por otrosinvestigadores.”° No hemos en-
contrado en laliteraturaningunaevidenciaguere-
flgje citotoxicidad de materiales de hidroxiapatita;
de hecho este materia esel componente mayorita-
rio delafasemineral del tejido 6seoy dental delos
vertebrados y numerosas experiencias preclinicas
y clinicas han demostrado que las ceramicas de
hidroxiapatita son biocompatibles, bioactivas,
bi oestables y osteoconductivas3,

Los resultados obtenidos con el Biograft-G,
granulado denso de b- fosfato tricalcico, se mues-
tranenlaFigura2. Enlosensayosde4 horas, tanto
con el material fresco como endurecido, no hay di-
ferencias significativas en los porcentgjes de
citotoxicidad de este respecto a control negativo
ni al control comercial. En los ensayos de 24 horas
€l porcentaje obtenido difiereen mésdeun 1 % del
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Figura 1. Citotoxicidad in vitro del Apafill-G con €
material fresco (30 min) y endurecido (24 h).
Ensayo alas 4 y 24 horas de contacto.
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Cn: Control negativo B: Biograft-G Cc: Control comercial
Figura 2. Citotoxicidad in vitro del Biograft-G con €

meaterial fresco (30 min) y endurecido (24 h).
Ensayo alas 4 y 24 horas de contacto.

valor del control negativo, pero no llega a exceder
el doble del valor de la media del mismo, siendo
este el mismo comportamiento del control comer-
cia, por lo que ambos pueden clasificarse como
ligeramente citotoxicos.

En numerosas experiencias preclinicasy clini-
cas sehademostrado laexcel ente biocompatibilidad
delascerdmicasde b- fosfatotricalcico, justifican-
dose por el hecho de que esta constituido por iones
cacioy fosforo, entidades presentes en losfluidos
corporales. El b- fosfato tricalcico estapresenteen
un 10 % en d tgjido 6seo natural, pero su principal
atractivo radica en que se hademostrado por estu-
dios in vitro e in vivo que este material es més
bi odegradable que la hidroxiapatita, cualidad que
lo convierte en un material muy (til paralosim-
plantestemporal es que requieren ser sustituidos por
tegjido 6seo en un tiempo relativamente corto. 415

Los resultados obtenidos con el Cubridem AC
y un andlogo comercial (Figura3) indican que am-
bos son severamente citotoxicos, de acuerdo conla
clasificacién propuesta, ya que los porcentgjes de
liberacion de SCr exceden el doble del valor dela
media del control negativo en los ensayos de 24
horas con e materid frescoy endurecidoy no existe
diferencia significativa entre la citotoxicidad del
producto y ladel control comercial.

Este resultado concuerda con reportes anterio-
resen laliteraturaque evidencian queresinas den-
tales basadas en BissGMA y dimetacrilatos de
glicoles, como es €l caso de las empleadas en este
estudio, manifiestan efectos toxicos significativos
sobre cultivos celulares, lo cual se atribuye a la
migracién de mondmeros u oligdbmeros residuales
haciadl cultivo celular 1617,

Laliberacion de 5Cr alas 4 horas de contacto
con e Cubridem AC muestraunadisminucién sig-
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Cn: control negativo C: Cubridem AC Cc: Control comercia

Figura 3. Citotoxicidad in vitro del Cubridem AC
con € material fresco (30 min) y endurecido (24 h).
Ensayo alas 4 y 24 horas de contacto.

nificativa en el ensayo de 24 horas de
polimerizacion del materia respecto a de 30 mi-
nutos. Esta disminucion es causada por la menor
cantidad de sustancias migrables al aumentar €
tiempo de polimerizacion del material.

El Obtudent FC también es una resina basada
en dimetacrilatos arométicostipo BissGMA. En €l
estudio de este producto se empled un control co-
mercia (Degufill LC), cuyos resultados se mues-
tran en laFigura4.

Ambos material estambién resultan severamen-
te citotoxicos. Los componentes usuales delasre-
sinas dentales han mostrado accion citotoxica aln
en grandes diluciones y se ha demostrado que la
extraccion previa del material con solventes ade-
cuados provocareduccionesde su citotoxicidad cas
en un 90 %?.

Sin embargo Mjor y Langeland no encontraron
relacion entreel grado deirritacion pulpar invivoy
la citotoxicidad in vitro'®®, Se ha observado que
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Cn: Control negativo O: Obtudent FC Cc: Control comercial (Degufill LC)

Figura 4. Citotoxicidad in vitro del Obtudent FC con
el material fresco (30 min) y endurecido (24 h).
Ensayo alas 4 y 24 horas de contacto.
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resinas dentales colocadas en cavidades dentales
profundas con fondo cercano ala pulpa, e incluso
con lapul paexpuesta, solo producen unarespuesta
téxica muy ligera a pesar de manifestar elevada
toxicidad in vitro?. Este hecho puede atribuirse a
gueenlastécnicas invitrolaaccion delos migrantes
toxicos sobrelas células es constante, mientras que
in vivo la accién es aguda (temporal), debidaala
rapida migracion de todo € mondmero residual

graciasalaaccion lixiviantey diluyente delasali-

va, lo que se apoyaen las observacionesde Phamy
Ferracane, quienes encontraron gue aproximada-
mente el 60% deloscomponentesmigrablesen una
resinadental eran eluidos en solucién salinaduran-

telas 8 horas posteriores al fraguado %,

En la Figura 5 se muestran los resultados del
estudio del adhesivo tisular Tisuacryl y su control
comercia Histoacryl.

Como seobserva, € Tisuacryl resultaseveramen-
te citotoxico ya que e % de liberacion calculado
excedeel dobledel valor delamediadelos contro-
les negativos en todos | 0s ensayos, pero se encuen-
traen e rango del andlogo comercial utilizado.

Estos resultados estan en correspondencia con
lo reportado por Ciapetti y col., quienes encontra-
ron actividades muy citotdxicas en cianoacrilatos
evaluados en células L929 por diferentes métodos
detincion?. Se hademostrado quelacitotoxicidad
de los polimeros de cianoacrilatos depende de su
razén de degradacion, que asu vez estadada por €
tipo de cadena lateral que posean y por e peso
molecular del polimero. Sehasugerido quelos pro-
ductos de degradacion son los responsables de la
toxicidad, especialmente el formaldehido .
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Figura 5. Citotoxicidad in vitro del Tisuacryl con €
material fresco (30 min) y endurecido (24 h).
Ensayo alas 4 y 24 horas de contacto.



Conclusiones

El ensayo de Citotoxicidad in vitro es un méto-
do sensible, rapido y econdmico para €l tamizaje
de biomateriales y equipos médicos implantables.
Los niveles de citotoxicidad mostrados por loscin-
co biomateriales cubanos evaluados estuvieron en
todos los casos en el rango de citotoxicidad de sus
analogos comerciales. El obturante dental
Obtudent FC y € sdlante dental Cubridem AC
fueron severamente citotoxicos, de acuerdo a lo
reportado paralasresinas basadas en dimetacrilatos
aromaticos tipo BissGMA. El adhesivo tisular
Tisuacryl resultdé severamente citotdxico, lo que
se corresponde con lo descrito para los
cianoacrilatos. El granulado de b- fosfatotricdcico
Biograft-G tuvo una ligera toxicidad y la
hidroxiapatita Apafill-G no resulto citotoxica, 1o
gue esta de acuerdo con las caracteristicas de este
tipo de material.
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