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Resumen

Contexto: diferentes materiales son utilizados para fabricar prétesis empleadas en medicina
reparadora siendo el titanio, por sus caracteristicas quimicas, el mds frecuentemente empleado.
Propésito: en el presente trabajo se evalla la biocompatibilidad de diferentes muestras de protesis
médicas fabricadas por la Empresa FICO S.A.

Métodos: mediante técnicas de citotoxicidad y genotoxicidad se estudié su potencial capacidad
de integrarse a los tejidos, empledndose en los bioensayos cultivos celulares de las lineas UMR-106
y L929. Por medio de las técnicas de rojo neutro, colorimétrico de MTT, contacto directo, difusion en
agar y produccion de coldgeno se estudiaron los niveles de citotoxicidad. Ademds, a través de la
técnica de naranja de acridina se determind la viabilidad celular. El “ensayo cometa” se empled
para determinar la genotfoxicidad.

Resultados: los resulfados de los bioensayos empleados mostraron una alta biocompatibilidad, y no
se evidenciaron diferencias significativas con los controles negativos.

Conclusién: las técnicas empleadas en el presente trabajo pueden constituirse en herramientas para
el andlisis de materiales de uso biomédico.
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In vitro biological essays of material used in osteosynthesis

Abstract

Context: some materials are used to factory medical prosthesis, in repairing medicine. Titanium is the
most common used material bi their chemical characteristics.

Aim: to evaluate biocompatibility in different samples of medical prosthesis, manufactured by FICO
S.A. enterprise.

Methods: through cytotoxicity and genotoxicity techniques, it analyzed the potential capability to
integrate into the tissues, working with cell cultures and celllines UMR-106 y L929. Also it used techniques
such as, neutro red, colorimetric of MTT, direct contact, diffusion on agar and collagen production,
it evaluated the cytotoxicity levels. Also with acridine orange technique it sets cell viability. Comet
essay was used o establish genotocicity.

Results: the study shows high biocompatibility, and it does not found significant difference in negative
controls.

Conclusion: It recommends these techniques to evaluate biomedical prosthesis.
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Introduccidon

Los biomateriales estdn disenados para actuaren
interfase con sistemas bioldgicos; son utilizados
para fabricar implantes, dispositivos de uso
odontolégico y protesis dseas, para citar algunos
ejemplos.Eltitanioysusaleaciones, caracterizados
por su gran resistencia a la corrosidén, son
biomateriales de eleccién para fabricar protesis
e implantes 6seos. Dependiente de su objetivo
de uso, el material estd disefhado para generar
un efecto interactivo en su lugar de destino'.
Para decidir la colocacion y mantenimiento
de una osteosintesis, se consideran factores
fisicos como son la caracteristica del material
empleado, la superficie y la composicidn quimica
del mismo. Diversos estudios centran su atencion
sobre la superficie del material, orientados
fundamentalmente a lograr la tfolerancia vy
favorecer la osteointegracion?, mediante el
recubrimiento por capas adherentes de éxido
de fitanio, aleaciones de cobalto (Co), aluminio
(Al) o vanadio (V).

Cuando un metal entra en contacto directo
con las células, se produce en mayor o menor
grado, liberacion de iones que pueden alterar
la respuesta fisular, provocar toxicidad vy
generar una menor tfolerancia®, por lo que, es
indispensable estudiar el efecto bioldgico de
los biomateriales, mediante técnicas predictivas
in vivo e in vitfro que ponen en evidencia,
eficientemente, las propiedades de los materiales
y ademds anticipar los posibles efectos que
pueden producirse en luego de su implantacion.
Es indudable que los ensayos in vivo reflejan
completamente las reacciones tisulares al
biomaterial, sin embargo, existe presidon social en
paises desarrollados contra la experimentaciéon
en animales y gracias a los notables avances
de distintas técnicas in vitro, es factible realizar
estudios experimentales en cultivos celulares
como metodologia de uso corriente para
evaluar el efecto bioldgico de los biomateriales
in vitro*. El andlisis de la citotoxicidad vy la
genotoxicidad pueden evidenciar eventuales
danos morfoldgicos, fisioldgicos y genéticos
generados por la interaccién del material de
implante y el tejido circundante.

En el presente estudio se analizaron muestras
comerciales de biomateriales fabricados por
la Empresa Fico SRL, utilizando técnicas in vitro
sugeridas en las normas ISO 10993-5%. Se usaron
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las lineas celulares establecidas L929 CCL-1
(tejido conectivo de ratén, ATCC) (W.R. Earle en
el ano 1943) y UMR-106, CRL-1661 (osteosarcoma
de rata Sprague-Dawley, ATCC) (T.J Martin de
la Universidad de Sheffield, Inglaterra). La linea
celular L929 es una de las recomendadas por las
normas ISO 10993-5 para este tipo de bioensayos,
razén por la cual, fue incluida en el presente
frabajo. Dado el destino del biomaterial, se
incluyé una linea celular simil a una célula del
tejido 6seo razén, denominada UMR-106.

Material y métodos

Lineas celulares: la linea celular UMR-106 se
obtuvo de la American Type Culture Collection
(ATCC CRL 1661 Rockville, MD, USA), la cual fue
mantenida en medio de cultivo D-MEM (Gibco,
Grand Island, NY) suplementado con 10% de
suero bovino fetal (Internegocios, Mercedes, Bs.
As. Argentina), 100 U/ml de penicilina y 100 ug/
ml de estreptomicina (Richet, Bs As. Argentina),
mantenida en una atmosfera humidificada al
95% con 5% de CO, a 37°C. Las células fueron
subcultivadas con fripsina (Gibco) 0,25% en PBS
carente de calcio y magnesio.

La linea L929 procedente de la American Type
Culture Collection (ATCC CCL-1 Rockville, MD,
USA), mantenidaenmediode cultivoMEM (Gibco,
Grand Island, NY), suplementado con 10% de
suero bovino fetal (Internegocios, Mercedes, Bs.
As. Argentina), 100 U/ml de penicilina, y 100 ug/
ml de estreptomicina (Richet, Bs As. Argentina);
el cultivo se mantuvo en atmosfera humidificada
al 95% con 5% de CO, a 37°C. Las células fueron
subcultivadas con fripsina (Gibco) 0,25% en PBS
carente de calcio y magnesio.

Obtencion del vehiculo de extraccion (VE):
se obtuvieron por inmersién de las muestras en
medio de cultivo D-MEM, suplementado con 10%
de suero bovino fetal y antibidticos manteniendo
una relacion superficie geométrica-volumen
de 2 cm? por cada mililitro, segin las normas
ISO 10993-5. Las muestras fueron incubadas
durante 72 horas a 37°C. Como control negativo
se Utilizd medio de cultivo completo, el cual
fue previaomente incubado bajo las mismas
condiciones de tiempo y temperatura. Como
control positivo se usé medio de cultivo completo
con 5% de etanol. Las muestras consideradas
para el estudio fueron un fornilo monoaxial
(muestra 1) y Winglock (muestra 2).

Rev Fac Cien Med (Quito) 2014 - 39 (1)



Ensayo de contacto directo: permite evaluar
la citocompatibilidad del material analizado?.
Se utilizaron muestras con forma de disco de 5
mm de didmetro por 2 mm de espesor, las cuales
tienen la misma composicion, fratamiento vy
propiedades que elmaterialcomercialanalizado.
El disco, se fij6 en la superficie de cajas de de
Petri de 35 mm x 10mm, con grasa de silicona
estéril; posteriormente se sembrd una suspension
celular que contiene 3x10° células por cada 3
mililitros de medio. La placa de Petri se incubd en
estufa a 37°C, en una atmosfera humidificada al
95% y 5% de Co, durante 120 horas.

Ensayo colorimétrico de rojo neutro (RN):
técnica basada en la incorporacion por
endocitosis del colorante supravital rojo neutro
(RN) por los lisosomas de las células vivas’. Para
este andlisis se sembraron 1x10* células por pozo
en placas 96 multipozos y se cultivaron durante
24 horas. Posteriormente se reemplazd el medio
de cultivo por el VE, con sus correspondientes
controles (negativos, medio sin acondicionar vy
positivos, medio con etanol al 5%) y se cultivaron
24 horas adicionales; el siguiente paso fue poner
las células en contacto con el reactivo de rojo
neutro disuelto en medio de cultivo durante 3
horas para culminar el proceso con la lectura
de la absorbancia a 540 nandmetros en un
lector ELISA multipozos. Una disminucién de la
absorbancia indica la pérdida de funcionalidad
de los lisosomas.

Ensayo colorimétrico MTT (3(4,5-dimetilthiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromuro): ensayo
desarrollado por Mosmann® y modificado por
Twentymen y Luscombe’. Permite medir el
formazdn (color violeta) obtenido por reduccion
del MTT cuando éste es puesto en contacto
con células vivas. La reduccion del compuesto
ocurre por accion de enzimas mitocondriales
(deshidrogenasas) de células vivas. Para esta
prueba fue necesario sembrar 1x10* células
por pozo en placas de 96 pozos. Se cultivaron
durante 24 horas y luego se reemplazd el medio
de cultivo por el VE con sus correspondientes
controles (negativos, medio sin acondicionar vy
positivos, medio con etanol al 5%) cultivindose
24 horas adicionales y por Ultimo, se adiciond una
solucién de sal de tetrazolium (0,5 mg/ml) a cada
uno de los pozos con las células, sometiendo a
incubacion por 3 horas. Finalmente se lavaron los
pozos con PBS y se adiciond DMSO para disolver
el colorante y luego medir la absorbancia a 540
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nanémetros en un lector de ELISA multipozo.

Técnica de difusién en agar noble: se siembra
3 ml de suspension del cultivo de células UMR-
106 (5x10* células/ml) en cajas Petri de 3,5 mm
de didmetro e incuban durante 48 horas a 37°C
en una estufa humidificada al 95% con 5% de
CO,. Posteriormente, se reemplaza el medio de
cultivo por 3 ml de medio fresco compuesto
por una mezcla de agar (4%) y medio (2X) con
doble concentracién de suero, adicionando 10
ml de solucién de rojo neutro. El cultivo se incuba
en oscuridad durante 30 minutos a 37°C para
finalmente colocar los discos de los materiales
a ser evaluados. Paralelamente se ingresa un
control positivo y un control negativo durante 24
horas a 37°C'°,

Se valorard la zona de decoloracién alrededor
de la muestra (disco) y de los controles para
determinar el indice de zona (IZ) y el indice de
lisis (IL) en cada muestra ensayada. Con estos
datos se calcula el indice de respuesta (IR) (ver
tabla N° 1).

Tabla 1. indices de respuesta en el método de difusién en

agar.

IR Respuesta celular Interpretacién

0 0/0 No toxico

1 11 Ligeramente téxico
de 2/2a3/3 Moderadamente

2 téxico

3 de 4/4a5/5 Severamente téxico

Determinacién de colageno tipo I: se siembran
8x10°% células (por ejemplo, del cultivo celular
UMR-106) por pozo con medio D-MEM 10% SBF
con bicarbonato e incuba en estufa a 37°C con
infercambio gaseoso durante 24 horas. Luego
se adiciona en cada pozo 100 ul del medio
acondicionado o del medio de cultivo con la
droga a ensayar y se incuba durante un periodo
de 7 dias''. Cumplido el tiempo de cultivo, se lava
dos veces con 100 yl de PBS no estéril cada pozo.
Posteriormente se agregan 100 ul de fijador (15
ml de solucién de dcido picrico saturado + 5 ml
de formaldehido al 37% + 1 ml. de &cido acético
glacial) por pozo y se incuba a temperatura
ambiente durante 1 hora.

Terminada la etapa de fijacion, se lava con 100
ul de agua destilada por dos ocasiones dejando
reposar en el segundo lavado el agua durante
15 minutos (se agitard ligeramente). El proceso
continua con la adicion de 100 ul de solucion de
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colorante Sirius Red (100 mg de Sirius Red en 100 ml
de solucion saturada en dcido picrico), se agita
suavemente e incuba durante 1 hora, luego se
lava con 100 ul de HCI0,01N por dos ocasiones o
hasta eliminar por completo el resto de colorante
Sirius Red presente. El coldgeno, producido por
las células, podrd observarse en microscopio
Sptico y si es necesario fotografiar. Finalmente
se cuantifica, extrayendo el colorante fijado en
las células, agregando a cada pozo 100 ul de
soluciéon de NaOH 0,1N, agitando suavemente
durante unos 30 minutos.

Figura N° 1. Ensayo de contacto directo en células UMR-
106. Foto micrografia de células UMR106 tratadas con

naranja de acridina. Magnificacién de 10 X.

Flecha A. Indica el material en estudio
Flecha B. Indica las células creciendo sobre la superficie de

la caja de Petri. Las células viables tratadas con naranja
de acridina tienen color verde cuando son observados en
microscopio con fluorescencia.

La lectura se hace en el contador de Elisa para
placas multipozo, a una longitud de onda
de 550 nandmetros; la cuantificacién puede
realizarse ejecutando conjuntamente una curva
de cadlibracién de coldgeno, a partir de una
solucién de coldgeno tipo | de concentracion
conocida (optativo).

Ensayo cometa: procedimiento descrito
por Singh vy colaboradores? con ligeras
modificaciones que se explican a continuacion.
Se procesan con tripsina las células tratadas
con el vehiculo de extraccién y los controles.
Las células suspendidas en PBS se mezclan a
37°C con agar de bajo punto de fusion al 0,5%,
distribuyendo la mezcla obtenida sobre un
portaobjeto previamente tfratado con una capa
de agar comUn que actia como base. Luego
de la gelificaciéon del agar, las células se lisan con
buffer de lisis (2,5M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Trizma base, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10)
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durante 2 horas a 4°C. Previa la electroforesis,
el portaobjetos se incuba 20 minutos a un pH
13,0 (300mM NaOH, T mM EDTA) para favorecer
el desenrrollamiento del ADN. Para generar la
migracién del ADN, se aplican 300 mA por 30
minutos.

Figura N° 2. Ensayo de contacto directo en células L929.
Microfotografia de células L929 coloreadas con naranja de
acridina. Magnificacién de 10 X.

La flechaindica el crecimiento de células sobre la superficie
de la muestra 1. Las células viables se colorean de verde

con naranja de acridina. Se observa con microscopio de
fluorescencia.

Una vez realizada la corrida, se neutralizé el pH
con 0,4 M Tris-HCI (pH 7,5). El material se tind con
el colorante Syber Green (Sigma Chemical Co.,
St. Luis, Mo, USA) para visualizar el ADN. Se toman
fotografias y se evalla la presencia, tamano y
cantidad de cometas. Es necesario evaluar al
menos 50 células por condicion experimental.
Como control positivo, se trata a las células por
20 minutos con bleomicina 0,1 ug/ml en medio
de cultivo. Para el control negativo se utilizd
medio de cultivo completo. El andlisis se realiza
con el software cometScore (Free comet scoring
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software).
Resultados

Figura 3. Ensayo de Rojo Neutro en células UMR-106 con las
muestras 1y 2. Cada muestra se ensayo por cuadruplicado.
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* p < 0.05 versus Control (-). ** p< 0.01 versus Control (-)

Figura 4. Ensayo de Rojo Neutro en células L929 con las
muestras 1y 2. Cada muestra se ensayo por cuadruplicado.
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Control (-} Muestra 1

** p< 0.01 versus control (-)

Ensayo de contacto directo: el bioensayo
usé las lineas celulares L1929 y UMR-106. El
andlisis cualitativo no demuestra diferencias
morfolégicas significativas enfre los controles
negativos y las muestras. Como se aprecia
en las figuras 1 y 2, las células fratadas con
naranja de acridina se encuentran en contacto
con los materiales y sobre la superficie de los
mismos, demostrando ser compatibles para el
crecimiento de las células.

Muestra2 Control (+)

Ensayo de rojo neutro: la actividad lisosomal de
las lineas celulares UMR-106 y L929 fue evaluada
por medio del ensayo de rojo neutro; se ufilizaron
medios acondicionados de las muestras 1y 2,
un control negativo (medio sin acondicionar)
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y un control positivo (medio de cultivos con
etanol 5%). Cada muestra, por experimento, fue
ensayada por cuadruplicado (n=4). El numero
de experimento fue de n=3.

Figura 5. Ensayo de MTT en células UMR-106 con las muestras
1y 2. Cada muestra se ensayo por cuadruplicado.

120

100 4

Porcentaje de Viabilidad

Control(-) Muestra1 Muestra2 Control (+)

Figura 6. Ensayo de MTT en células L929 con las muestras 1y
2. Cada muestra se ensayo por cuadruplicado.

Porcentaje de Viabilidad
@
(=]

Control (-} Muestra 1 Muestm 2  Control (+)

** p< 0.01 vs. Control (-)

Las figuras 3 y 4 muestran el porcentagje
de viabilidad calculado respecto  del
control negativo en células UMR-106 y L1929
respectivamente. En la figura 3 se observa
diferencia significativa de la muestra 2 respecto
del control (-) con un aumento de la viabilidad
celular, mientras que en la muestra 1 no existe
diferencia alguna. La figura 3 evidencia que no
existe diferencia significativa de las muestras 1y
2 respecto al control negativo.

Ensayo de MIT: usd las lineas celulares UMR-
106 y L929, los medios acondicionados de las
muestras (1 y 2), un control negativo (medio
sin acondicionar) y un confrol positivo (medio
de cultivos con etanol 5%). Cada muestra, por
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experimento, fue ensayada por cuadruplicado
(n=4); el numero de experimento fue de n=3. Las
figuras 5 6 6 muestran los porcentajes de viabilidad
calculados respecto del control negativo en
células UMR-06 y L929 respectivamente. La figura
5 muestra la diferencia significativa de la muestra
2 respecto del confrol (-), sin determinarse
diferencia con la muestra 1. En la figura 5 4 no se
evidencia diferencia significativa de las muestras
1y 2, respecto del control (-).

Técnica de difusion en agar noble: permite
colegir que tanto las muestras y el control
negativo no presentan citotoxicidad, mientras
que el control positivo es ligeramente téxico. Los
resulfados son mostrados en el cuadro 2.

Cuadro 2. Resultados del método de difusion en agar en
las muestras.

Mvuestras Respuesta Clasificacién
Control (-) 0/0 No téxico

Muestra 1 0/0 No toxico

Mvuestra 2 0/0 No toxico
Control(+) 3/1 Ligeramente téxico

Figura 7. Ensayo de producciéon de coldgeno tipo | usando
las muestras 1y 2.
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Porcentaje de Viabilidad
[=1]
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Control (-) Muestra 1 Muestra 2

Cada muestra se procesé por octuplicado (n=4), el nGmero

de experimento fue de n=2.

Ensayo cometa: luego de redlizada la corrida,
se tomaron microfotografias previo agregado de
una solucién de Cyber Green Invitrogen (dilucién
1:5000). Para esto se utilizo un microscopio Nikon
con el cubo correspondiente (FITC). Las fotos
fueron analizadas con el software CometScore,
registrdndose  distinfos  pardmetros de los
cometas. Los pardmetros utilizados en el cdlculo
fueron: longitud del cometa y didmetro de la
cabeza expresados en el cociente L/D. Se graficéd
este cociente en cada uno de los tratamientos.
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Se evidencid que las muestras no presentan
diferencia significativa respecto al confrol, sin
embargo, si presentan diferencia estadistica la
muestra y el control negativo respecto al control
positivo, lo que es indicativo de innocuidad para
la molécula de ADN (ver figuras 7 y 8).

FFigura 8. Ensayo cometa version alcalina realizada en

células UMR-106 tratadas con medios acondicionados de
las muestras 1y 2.
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También se incluye el control (-) (medio sin acondicionar)

y control (+) (medio con bleomicina).

Discusion

Los bioensayos de citotoxicidad realizados
con los VE demuestran que no afectan las
funciones de las mitocondrias y lisosomas de
las lineas celulares empleadas, sobre la base
de los diferentes valores de absorbancia
detectados entre las muestras 1y 2 y el control
positivo; ademds, se comprueba la ausencia de
productos citotdxicos que pudieran generarse
por el deterioro corrosivo de la superficie de
las muestras al estar en contacto con el medio
de cultivo celular que simula las condiciones
del ambiente in vivo'*'5. Adicionalmente, no se
detectaron cargas o sustancias que afecten la
adhesividad y viabilidad celular, demostrado por
la prueba de contacto directo donde se puede
apreciar el crecimiento de células alrededor de
las muestras y el crecimiento sobre la superficie
descartando un fendmeno de anoikis celular'®,
Los resultados obtenidos por el ensayo cometa
en solucién alcalina, sugieren que no se liberan
compuestos toxicos al medio de cultivo durante
su acondicionamiento que podrian afectar la
molécula de ADN de las células utilizadas (ver
figura 7).

Los andlisis realizados sobre los vehiculos de
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extraccion obtenidos a partir de las muestras
provistas por los fabricantes, no evidenciaron
efectos citotéxicos frente a los ensayos
colorimétricos de MTT (3(4,5-dimetilthiazol-2-il)-
2,5-difeniltefrazolium bromuro) y rojo neutro,
ni con la técnica de difusion en agar noble.
Tampoco se observd un efecto genotdxico en
la evaluaciéon realizada por medio del ensayo
cometa en solucién alcalina. Ademds, las lineas
celulares puestas en contacto directo con las
muestras no alteraron su morfologia y lograron
adherirse con efectividad a la superficie de las
muestras metdlicas analizadas (ver figuras 1y 2).

De acuerdo a los resultados analizados se
concluye que el recubrimiento realizado sobre
las superficie de las muestras 1 y 2 no sufre
alteraciones corrosivas que liberen compuestos
de naturaleza citotdxica y se presenten en los VE.
Las lineas celulares en contacto directo con los
materiales logran adherirse sobre la superficie,
propagdndose sin alterar la morfologia celular.
Asimismo serd necesario incluir lineas celulares
semejantes al tejido donde se implantardn los

N, ticcuilo Orrigiinal

biomateriales, como en el presente trabagjo
que incorpord la linea UMR-106 que posee
caracteristicas de células dseas.

Finalmente, el estudio demostrd que las protesis
enfregadas por la Empresa FICO SRL no son

citotéxicas y genotdxicos con las técnicas
empleadas.
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