Informes de Citotoxicidad y Citocompatibilida de Implantes Dentales

Introducción:

Los biomateriales dentales utilizados en medicina odontológica reparadora pueden presentar por medio de procesos corrosivos, una serie de elementos citotóxicos que a través de su liberación o contacto, pueden producir sobre las células reacciones tóxicas, alérgicas, mutagénicas o inflamatorias. Muchos iones metálicos difunden a través de los tejidos duros y blandos generando síntomas clínicos tales como dolor, lisis y necrosis de tejidos.

Los estudios de citoxicidad y citocompatibilidad de prótesis dentales consisten frecuentemente en evaluar el efecto citotóxico o la capacidad que poseen de integrarse al tejido receptor.

El propósito del presente trabajo fue analizar, por medio de técnicas de biocompatibilidad en cultivos celulares, la existencia de elementos tóxicos liberados por las muestras que afectaran el comportamiento normal de las células en cultivo como también predecir anticipadamente una oseointegración de los implantes a los tejidos. Para dichos ensayos se utilizan generalmente líneas celulares de origen óseo que conservan características del fenotipo osteoblástico. 

Materiales y método: 

A.Cultivos celulares

En los bioensayos se utilizó la línea celular establecida UMR-106, obtenida de American Type Culture Colecction (ATCC .CRL 1661). Esta línea es derivada de un osteosarcoma de rata y posteriormente clonada. El tumor parental fue inducido en ratas de tipo Sprague-Doubley por inyección intraperitoneal de fósforo 32 radioactivo. Estas células  retienen varias de las características de las células óseas, como sensibilidad a  la hormona paratoidea, receptores citosólicos de hueso que se unen a hormonas esteroideas y responden a prostaglandinas. Tanto el sarcoma como las líneas celulares clonadas fueron desarrollados por T.J Martin de la Universidad de Sheffield, Inglaterra.

La línea celular fue propagada en medio de cultivo D-MEM (Gibco, Grand Island, NY) suplementado con el 10% de suero bovino fetal (Natocor), 100 U/ml de Penicilina y 100µml de Estreptomicina (Gibco) en estufa con atmósfera humidificada 95% y anhídrido carbónico al 5%. Las células eran subcultivadas utilizando tripsina al 0.25% en PBS sin calcio ni magnesio. En los experimentos de citotoxicidad y citocompatibilidad fueron sembradas 1x 105 células por placas de Petri de 35 x 10mm.

B Estudios de Biocompatibilidad

B.1 Viabilidad celular

La viabilidad de las células fue determinada utilizando la mezcla de bromuro de etiodio/naranja de acridina.Se empleó una mezcla 1:1 de bromuro de etidio (100µ/ml. Sigma) y naranja de acridina (100µg/ml, Sigma) que se mezclaba con 50µl de la suspensión celular. Inmediatamente eran observadas en un microscopio invertido Zeiss de epiflorescencia equipado con filtros apropiados. Las células viables aparecen de color verde fluorescentes mientras que las células muertas aparecen teñidas de naranja. La densidad celular se expresa como número de células por cm2 de superficie.(1)
B 2. Ensayo de Citotoxicidad

Se acondicionó medio de cultivo siguiendo las Normas ISO10993-5 para la extración de  vehículos tóxicos permaneciendo las muestras (implantes y discos) sumergidas en medio de cultivos con suero durante 120 hs a 37º C con una relación de 2cm2 /ml.

Se utilizó la técnica de Rojo Neutro. Las células fueron sembrados con medios acondicionados en  en cajas “multipozos” (well) con 100 µml de suspensión celular

por  well con cada uno de los medios acondicionados y los correspondientes controles positivos y negativos durante 24 hs.

La absorbancia fue medida a 540 nm.

B3. Ensayo de Fosfatasa Alcalina

Las células fueron incubadas a 37 ºC durante 24 hs en medio libre de suero, conteniendo los diferentes medios acondicionados.Las células son lavadas con la solución HBSS y solubilizadas con 0.5 ml con Tritón X 100 al 0.1%, alícuotas del extracto celular (10%) eran usadas para la determinación de proteínas   usando Bio Rad Bradford  técnica y un 10-20% fie utilizadao para evaluar la actividad de la fosfatasa alcalina.(3) 

La actividad enzimática es evaluada por la hidrólisis de p-nitrofenilfosfato( pNPP) en p-nitrofenol (pNP) a 37 ºC por 15 minutos en 20mM de buffer HEPES pH:8  en la presencia de 20 mM de Cloruro de potasio y 30mM de Cloruro de Magnesio.

La absorbancia fue mediada en un espectrofotómetro a 405nm.

La actividad de la fosfatasa alcalina es reconocida como un excelente marcador fenotípico de células de maturaleza osteoblástica.

B4.Ensayo de  Contacto directo

Este  ensayo permite la evaluación de la citotoxicidad y citocompatibilidad.

Las muestras ( implantes y discos) son fijadas en la superficie de  placas de Petri de 35 mm x 10mm, con grasa de silicona, donde luego es inoculada una suspención celular (3 mL con 3x105  células).

Luego son incubadas en atmósfera saturada de humedad, con el 5% de dióxido de carbono, a 37ºC, durante 120 hs.(2)
Resultados

Los valores de absorbancia de los medios de cultivo acondicionados, obtenidos por la
técnica de Rojo Neutro, resultaron altamente significativos con respecto a los controles positivos ( solución de fenol) y comparables a los controles negativos ( medio sin acondicionar).
Los medios acondicionados demostraron que no afectan la actividad lisosómica de las células osteoblásticas.Ver fig. 1
La actividad de la fosfatasa alcalina de los osteoblastos sembrados con medios acondicionados fue comparable a la obtenida en los controles.Ver fig. 2
 En el siguiente trabajo de viabilidad celular  se utilizó la ténica de coloración de naranja de acridina y bruomuro de etidio, de acuerdo a (1) .Ver fig. 3
En el ensayo de contacto directo, la proliferación y la viabilidad fue controlada durante

5 días y no demostró cambios morfológicos en la línea celular, como también alta compatibilidad con los sustratos, ver fotografías adjuntas.
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Fig. 1. Los valores de absorbancia son proporcionales al número de células viables.El control (-) está representado por el medio de cultivo sin acondicionar, y el control (+) corresponde al medio de cultivo conteniendo 0.01% de fenol.
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Fig. 2. Se representan los valores obtenidos de la actividad enzimática de la fosfatasa alcalina en células osteoblásticas, que fueron cultivadas con medios acondicionados con las muestras, y el control con medio sin acondicionar.
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Fig. 3. La viabilidad celular expresada como el valor promedio del número de células viables por cm2 en control y los diferentes implantes
Conclusiones:

Los estudios de citoxicidad y biocompatibilidad  realizados a los implantes dentales y al material tratado y sin tratar sugieren que dichas muestras son biocompatibles y no tóxicas. Las cuales permiten la proliferación celular como también sus actividades bioquímicas demostradas por su actividad enzimática y lisosómica.  
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