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Resumen

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

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

En nuestro laboratorio se aplicó el método descrito por Stanley HR (1985) para la evaluación
toxicológica de biomateriales, habiéndose evaluado hasta la fecha diferentes materiales obtenidos
en el Centro de Biomateriales de la Universidad de La Habana, entre ellos: el obturante dental
Obtudent Fotocurado (FC), el sellante dental Cubridem Autocurado (AC), el adhesivo tisular
Tisuacryl y los cementos óseos Biograft-G y Apafill-G.

El Obtudent FC resultó citotóxico, sin embargo su citotoxicidad se encontró en el rango de la de
sus análogos comerciales. La citotoxicidad del Cubridem AC y del Tisuacryl no se diferenció
significativamente de los niveles encontrados para sus controles comerciales, al igual que el
Biograft-G, aunque en este caso el resultado fue ligeramente citotóxico según la clasificación de
Stanley. El Apafill-G no resultó citotóxico.

Summary

Biomaterials for medical use have been developed 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 Stanley 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 differences in relation to their comercial
analogs. Biograft-G have a lightly cytotoxicity and Apafill-G wasn’t cytotoxic.
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Introducción

Los biomateriales son por definición materiales
que asumen las funciones de los tejidos en órganos
naturales o partes de ellos, pudiendo ser capaces de
imitar en la medida posible las propiedades del te-
jido natural en su ambiente biológico. Los
biomateriales deben reunir los requisitos de
factibilidad funcional, bioestabilidad,
biocompatibilidad y esterilidad. 1,2

Aunque hay disponible un amplio espectro de
materiales, la biocompatibilidad y la propiedades
mecánicas estándar restringen el número actual de
polímeros útiles en medicina. La respuesta natural
de un sistema biológico a la presencia de un cuerpo
extraño es el rechazo, el sistema responde con una
serie de reacciones celulares, en las que influyen el
tamaño, la forma y la naturaleza de la superficie
del implante.3

El uso tan difundido de los polímeros necesita
por lo tanto el conocimiento de las interacciones
de los biomateriales con el sistema biológico. Los
cultivos de células son modelos toxicológicos al-
ternativos de gran sensibilidad, esto es un benefi-
cio obvio para el tamizaje de toxicidad de rutina de
los biomateriales. Para muchas aplicaciones una de
las principales atracciones del uso del cultivo de
tejidos es la posibilidad de observar el comporta-
miento de tipos específicos de células vivas en un
ambiente bien controlado, aunque las condiciones
que pueden reproducirse en cultivo son una parte
simplificada de lo que puede ocurrir in vivo.4

El ensayo de citotoxicidad in vitro es un siste-
ma muy útil para la evaluación de los efectos bio-
lógicos de los biomateriales implantables, tenien-
do como ventajas que no requieren el empleo de
animales de experimentación, la rapidez con que
se realizan los estudios y la relación costo/efectivi-
dad de los mismos.

Para la evaluación cuantitativa del daño celular
se usa la liberación de trazadores radioactivos por
las células expuestas a un agente tóxico. En este
caso un sistema de ensayo recomendado son los
fibroblastos, ya que son una familia de células pre-
sentes en casi todos los tejidos que puede distin-
guirse por sus productos biosintéticos, los antígenos
de superficie o por su comportamiento en la
replicación. Estas células están especializadas en
el establecimiento y mantenimiento de la estructu-
ra de la matriz extracelular, para cuya función son
muy importantes las interacciones célula-célula y
célula-sustrato.5

Materiales y métodos

Se aplicó el método descrito por Stanley HR para
la evaluación toxicológica preclínica de
biomateriales y equipos médicos implantables 6.
Entre los biomateriales evaluados se encuentra el
sellante dental Cubridem AC (resina basada en
dimetacrilatos aromáticos tipo Bis-GMA), el ad-
hesivo tisular Tisuacryl ( cianoacrilato de n-butilo),
el obturante dental Obtudent FC (resina dental de
dimecrilatos aromáticos tipo Bis-GMA) y los ce-
mentos óseos Apafill-G (granulado denso de
hidroxiapatita sintética) y Biograft-G (granulado
denso de β−  fosfato tricálcico), todos estos del La-
boratorio de Biomateriales de la Universidad de la
Habana.

El ensayo de citotoxicidad in vitro descrito por
Stanley HR emplea células L929 (fibroblasto de
ratón), marcadas previamente con cromato de sodio
(51Cr), que se ponen en contacto con el material por
diferentes tiempos y se realiza la evaluación cuan-
titativa del daño celular a partir de la liberación del
radioisótopo por las células. Previo a la realización
del ensayo las células se subcultivaron en Medio
RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero fetal
bovino durante 3-5 días, colectándose en tripsina
al 0,25% en solución salina. Las células se marca-
ron durante 24 h con 1,5 mCi 51Cr/106 células y se
ajustaron a una concentración final de 3 x 10 5 célu-
las/ ml, la viabilidad fue del 97%.

Los materiales se depositaron en placas de
poliestireno estériles de 24 pozos por 10 réplicas.
Como control negativo se empleó 2,0 ml de la sus-
pensión de células y como control positivo 2,0 ml
de dicha suspensión a la cual se le añadió 0,2 ml de
fenol al 6,4 %, de los controles se pusieron 5 répli-
cas. En los pozos restantes se añadieron 2,0 ml de
cultivo celular y se incubó durante el tiempo esta-
blecido a 37oC. Se realizaron 2 series de ensayos,
una en la que las células se sembraron a los 30 min
del mezclado inicial de los componentes del mate-
rial en dos placas de cultivo y otra en la que se
sembraron a las 24 horas, también en dos placas.
Se evaluó la citotoxicidad a las 4 y 24 horas poste-
riores en ambos casos.

Transcurrido el tiempo se extrajo 1,0 ml del
medio sobrenadante de cada pozo y se centrifugó a
2500 rpm durante 10 min, separándose 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 ra-
dioactividad total el promedio de los conteos de 4
muestras de 0,5 ml del cultivo celular.
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Resultados y discusión

A continuación se presentan y discuten los re-
sultados obtenidos en la aplicación del ensayo de
Citotoxicidad in vitro descrito por Stanley HR para
la evaluación de cinco productos del Centro de
Biomateriales.

En la Figura 1 se muestran los porcentajes de
liberación de 51Cr en el ensayo con el Apafill-G.
Como puede observarse la liberación de 51Cr cau-
sada por la cerámica de hidroxiapatita a las 4 horas
de exposición no difiere significativamente (1 %)
de la provocada por el control negativo tanto con el
material fresco como endurecido, mientras que a
las 24 horas de contacto fue significativamente
menor respecto al control en ambos casos; por lo
que según la clasificación de Stanley el producto
resulta no citotóxico.

Estos resultados concuerdan con otras experien-
cias obtenidas en nuestro laboratorio con
hidroxiapatitas de diferentes fuentes y con lo re-
portado por otros investigadores.7-10 No hemos en-
contrado en la literatura ninguna evidencia que re-
fleje citotoxicidad de materiales de hidroxiapatita;
de hecho este material es el componente mayorita-
rio de la fase mineral del tejido óseo y dental de los
vertebrados y numerosas experiencias preclínicas
y clínicas han demostrado que las cerámicas de
hidroxiapatita son biocompatibles, bioactivas,
bioestables y osteoconductivas 11-13.

Los resultados obtenidos con el Biograft-G,
granulado denso de β− fosfato tricálcico, se mues-
tran en la Figura 2. En los ensayos de 4 horas, tanto
con el material fresco como endurecido, no hay di-
ferencias significativas en los porcentajes de
citotoxicidad de este respecto al control negativo
ni al control comercial. En los ensayos de 24 horas
el porcentaje obtenido difiere en más de un 1 % del

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-
cial, por lo que ambos pueden clasificarse como
ligeramente citotóxicos.

En numerosas experiencias preclínicas y clíni-
cas se ha demostrado la excelente biocompatibilidad
de las cerámicas de β− fosfato tricálcico, justificán-
dose por el hecho de que está constituido por iones
calcio y fósforo, entidades presentes en los fluidos
corporales. El β− fosfato tricálcico está presente en
un 10 % en el tejido óseo natural, pero su principal
atractivo radica en que se ha demostrado por estu-
dios in vitro e in vivo que este material es más
biodegradable que la hidroxiapatita, cualidad que
lo convierte en un material muy útil para los im-
plantes temporales que requieren ser sustituidos por
tejido óseo en un tiempo relativamente corto.  14,15

Los resultados obtenidos con el Cubridem AC
y un análogo comercial (Figura 3) indican que am-
bos son severamente citotóxicos, de acuerdo con la
clasificación propuesta, 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 y no existe
diferencia significativa entre la citotoxicidad del
producto y la del control comercial.

Este resultado concuerda con reportes anterio-
res en la literatura que evidencian que resinas den-
tales basadas en Bis-GMA y dimetacrilatos de
glicoles, como es el caso de las empleadas en este
estudio, manifiestan efectos tóxicos significativos
sobre cultivos celulares, lo cual se atribuye a la
migración de monómeros u oligómeros residuales
hacia el cultivo celular 16,17.

La liberación de 51Cr a las 4 horas de contacto
con el Cubridem AC muestra una disminución sig-
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Figura 1. Citotoxicidad in vitro del Apafill-G con el
material fresco (30 min) y endurecido (24 h).

Ensayo a las 4 y 24 horas de contacto.
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nificativa en el ensayo de 24 horas de
polimerización del material respecto al de 30 mi-
nutos. Esta disminución es causada por la menor
cantidad de sustancias migrables al aumentar el
tiempo de polimerización del material.

El Obtudent FC también es una resina basada
en dimetacrilatos aromáticos tipo Bis-GMA. En el
estudio de este producto se empleó un control co-
mercial (Degufill LC), cuyos resultados se mues-
tran en la Figura 4.

Ambos materiales también resultan severamen-
te citotóxicos. Los componentes usuales de las re-
sinas dentales han mostrado acción citotóxica aún
en grandes diluciones y se ha demostrado que la
extracción previa del material con solventes ade-
cuados provoca reducciones de su citotoxicidad casi
en un 90 %18.

Sin embargo Mjor y Langeland no encontraron
relación entre el grado de irritación pulpar in vivo y
la citotoxicidad in vitro19,20. Se ha observado que

resinas dentales colocadas en cavidades dentales
profundas con fondo cercano a la pulpa, e incluso
con la pulpa expuesta, solo producen una respuesta
tóxica muy ligera a pesar de manifestar elevada
toxicidad in vitro21. 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), debida a la
rápida migración de todo el monómero residual
gracias a la acción lixiviante y diluyente de la sali-
va, lo que se apoya en las observaciones de Pham y
Ferracane, quienes encontraron que aproximada-
mente el 60% de los componentes migrables en una
resina dental eran eluídos en solución salina duran-
te las 8 horas posteriores al fraguado 22,23.

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

Como se observa, el Tisuacryl resulta severamen-
te citotóxico ya que el % de liberación calculado
excede el doble del valor de la media de los contro-
les negativos en todos los ensayos, pero se encuen-
tra en el rango del análogo comercial utilizado.

Estos resultados están en correspondencia con
lo reportado por Ciapetti y col., quienes encontra-
ron actividades muy citotóxicas en cianoacrilatos
evaluados en células L929 por diferentes métodos
de tinción24. Se ha demostrado que la citotoxicidad
de los polímeros de cianoacrilatos depende de su
razón de degradación, que a su vez está dada por el
tipo de cadena lateral que posean y por el peso
molecular del polímero. Se ha sugerido que los pro-
ductos de degradación son los responsables de la
toxicidad, especialmente el formaldehído 25.
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Conclusiones

El ensayo de Citotoxicidad in vitro es un méto-
do sensible, rápido y económico para el tamizaje
de biomateriales y equipos médicos implantables.
Los niveles de citotoxicidad mostrados por los cin-
co biomateriales cubanos evaluados estuvieron en
todos los casos en el rango de citotoxicidad de sus
análogos comerciales. El obturante dental
Obtudent FC y el sellante dental Cubridem AC
fueron severamente citotóxicos, de acuerdo a lo
reportado para las resinas basadas en dimetacrilatos
aromáticos tipo Bis-GMA. El adhesivo tisular
Tisuacryl resultó severamente citotóxico, lo que
se corresponde con lo descrito para los
cianoacrilatos. El granulado de β−  fosfato tricálcico
Biograft-G tuvo una ligera toxicidad y la
hidroxiapatita Apafill-G no resultó citotóxica, lo
que está de acuerdo con las características de este
tipo de material.
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