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E
RESUMENRESUMENRESUMENRESUMENRESUMEN

l acero inoxidable AISI 316L es el biomaterial mas utilizado para la fabricación

de implantes temporales, pero presenta limitaciones para implantes

permanentes debido a la liberación de iones metálicos hacia los tejidos

circundantes, produciendo especies reactivas de oxígeno (ERO) y daño en ADN,

factores que aumentan el riesgo de aparición de tumores locales y fallas mecánicas

del implante. Una estrategia utilizada para disminuir la liberación de iones es la

modificación superficial de los implantes metálicos por medio de recubrimientos

inorgánicos, cerámicos o vítreos, aplicados por el método sol-gel, el cual presenta

una serie de ventajas comparativas con otras técnicas de deposición, como buena

adherencia, aplicación sencilla, mínimos problemas de secado, bajas temperaturas

de densificación y posibilidad de agregar partículas y/o grupos orgánicos que mejoran

la adherencia celular al implante aumentando su biocompatibilidad. En el presente

trabajo se evaluaron los efectos citotóxico por medio de la técnica MTT, y genotóxico
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por electroforesis en gel de células individuales

(Ensayo Cometa), sobre células de la línea celular

CHO, de los productos liberados en medio MEM por

el acero inoxidable 316L sin recubrir, recubierto con

una monocapa de vidrio de sílice (MC), o con doble

capa que contiene partículas bioactivas de

hidroxiapatita (HA), vidrio (V) o vitrocerámico (VC),

después de un periodo de 30 días. Los resultados

muestran que a los 30 días de envejecimiento en

medio MEM no se encuentra ningún efecto

citotóxico, pero se encontró efecto genotóxico en

las probetas de A y MC que no representa un peligro

inminente a sistemas celulares.

PPPPPALABRALABRALABRALABRALABRAS CLAAS CLAAS CLAAS CLAAS CLAVEVEVEVEVE

ACERO 316L
CITOTOXICIDAD
ENSAYO COMETA
GENOTOXICIDAD
RECUBRIMIENTOS VITREOS
SOL-GEL
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The stainless steel AISI 316L is the must used

biomaterial for the making of temporal prosthesis,

but it presents severe limitations for permanent

implants due to the generation and migration of

metallic ions to the surrounding peripheral tissues,

which produces oxygen reactive species (ERO) and

damages of the ADN, increasing the possibility of

local tumors and mechanical failure of the implant.

A strategy used to minimize the generation of ions

is the superficial modification of the implants by

means of inorganic coatings, ceramic or vitreous,

applied by the sol-gel process; this method has a

series of comparative advantages, compared to

other deposition methods, as good adherence, easy

application, minimum drying problems, low

densification temperatures and the possibility of

adding particles and/or organic groups that

improve the adhesion of the cell to the implant,

increasing the biocompatibility. In the present

work, the citotoxic effects were valuated by means

of the MTT technique, and the genotoxic ones by

electrophoresis of individual cell gels (Cometa test),

on CHO cells, of the released products in a MEM

media, after a period of 30 days, of the stainless

steel 316L with no coat, coated with a coat of silica

glass (MC), or with two coats of the same glass,

containing bioactive particles of hydroxyapatite

(HA), glass (V) or glassceramic powder (VC). The

results show that there is not citotoxic effects in a

test with an aging of 30 days in MEM media; a

genotoxic effect was found in the A and MC

samples, but without real risk for cell systems.

KEY WORDSKEY WORDSKEY WORDSKEY WORDSKEY WORDS

COMET ASSAY
CYTOTOXICITY
GENOTOXICITY
GLASS COATING
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STAINLESS STEEL 316L

INTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓN

El acero inoxidable AISI 316L es ampliamente

utilizado para la fabricación de implantes

ortopédicos temporales, pero no tanto en implantes

permanentes debido a su relativamente baja
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resistencia a la corrosión en medios fisiológicos y

a su tendencia a liberar iones metálicos a los tejidos

que lo rodean.

Cuando los dispositivos elaborados con este tipo

de acero son implantados en el cuerpo humano

entran en contacto con  los fluidos corporales, los

cuales son ricos en agua con oxígeno disuelto,

proteínas y una variedad de iones que crean un

ambiente agresivo a los metales usados para la

implantación, iniciando el proceso de corrosión.

En este proceso se liberan iones de Fe, Cr y Ni en

diferentes estados de oxidación, los cuales

involucran una gran variedad de efectos adversos,

dentro de los cuales podemos resaltar a escala

macroscópica, la inflamación de los tejidos vecinos

y el rechazo de los dispositivos implantados1,2 y a

escala microscópica, la producción de especies

reactivas de oxigeno (ERO),3 daño en ADN

(incremento de quiebres en la cadena,

depurinaciones, ligamientos cruzados y

modificaciones en las bases)4,5 deterioro del sistema

de reparación del ADN6 y alteraciones en la

señalización celular,7 alteraciones fuertemente

asociados a la etiología del cáncer.8,9

Con el propósito de mejorar la resistencia a la

corrosión y mejorar la biocompatibilidad de los

implantes fabricados con este tipo de acero, la

estrategia mas comúnmente utilizada para

disminuir la liberación de iones es a través de

métodos de modificación superficial, entre los que

se cuentan la implantación iónica de metales nobles

o nitruración, la pasivación de la superficie a través

de la oxidación por técnicas como la fusión de la

superficie con láser, pulido electroquímico,

oxidación térmica o por pasivación con ácido nítrico

Últimamente se han desarrollado recubrimientos

inorgánicos cerámicos o vítreos por el método sol-

gel, que presenta una serie de características

ventajosas comparadas con otras técnicas de

deposición: buena adherencia, aplicación sencilla,

mínimos problemas de secado, bajas temperaturas

de densificación, y posibilidad de darle diversas

funciones a la película mediante el agregado de

partículas y/o presencia de grupos orgánicos.13-15

A través de varias organizaciones a nivel mundial

se han recomendado una serie de pruebas

biológicas para garantizar  la biocomapatibilidad

de los biomateriales metálicos y satisfacer los

estándares de calidad de la mayoría de países.

Dentro de las pruebas recomendadas para la

evaluación de la biocompatibilidad se destacan las

pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad, las que

permiten comprender de una manera mas clara

los potenciales efectos nocivos que pueda tener

un biomaterial.

El potencial efecto citotóxico y genotóxico de un

biomaterial es generalmente medido sobre los

extractos en diferentes soluciones fisiológicas

artificiales, como saliva artificial, soluciones salinas

balanceadas de Hank’s, PBS o medios de cultivo

(como Eagle´s MEM, α MEM o RPMI 1640) que

son enriquecidos con aminoácidos, azúcares y

vitaminas.16,17

Por esta razón en este trabajo se cuantificó el efecto

citotóxico por medio de la técnica MTT, y el

genotóxico por electroforesis en gel de células

individuales (Ensayo Cometa) de los productos del

acero inoxidable 316L sin recubrir, y acero 316L

con una monocapa de recubrimientos vítreos (MC)

y doble capa más partículas bioactivas de

Hidroxiapatita (HA), Vidrio (V) o Vitrocerámico

(VC) liberados en medio Eagle´s MEM en un

periodo de 30 días.

MAMAMAMAMATERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOS

Recubrimientos vítreosRecubrimientos vítreosRecubrimientos vítreosRecubrimientos vítreosRecubrimientos vítreos

con partículas bioactivascon partículas bioactivascon partículas bioactivascon partículas bioactivascon partículas bioactivas

Se realizaron recubrimientos por sol-gel de sílice con

partículas bioactivas de vidrio, vitrocercerámico e
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hidroxiapatita, sobre láminas de acero inoxidable 316L

de 3 x 4 x 0.5 cm pulidas a espejo. El sol se preparó

usando como precursores tetraetilortosilicato (TEOS)

y metiltrietoxixilano (MTES), en proporción molar

40/60, como lo describe García en trabajos previos14,15

Las partículas bioactivas se suspendieron en el sol

usando hidróxido de tetrapropil amonio como

dispersante en el caso del vidrio, y el vitrocerámico y

éster de fosfato para el caso de la hidroxiapatita. Se

realizaron dos tipos de recubrimientos: un

recubrimiento monocapa que se obtiene por la técnica

de inmersión de la probeta en el sol de sílice a 4 cm/

min, seguido de un tratamiento térmico a 450 °C

durante 30 minutos. La segunda capa con partículas

bioactivas HA, V o VC fue aplicada de la misma manera

sobre las probetas que ya tenían una monocapa de

vidrio y tratadas térmicamente a 450 °C por 30

minutos

Prueba de inmersión estáticaPrueba de inmersión estáticaPrueba de inmersión estáticaPrueba de inmersión estáticaPrueba de inmersión estática

Todas las probetas de acero 316L desnudo (A),

acero 316L recubierto con monocapa de vidrio

(MC), acero 316L con doble capa con partículas

bioactivas de hidroxiapatita (HA), vidrio (V) o

vitrocerámico (VC) fueron esterilizadas en

autoclave a 121 °C por 20 min y colocadas en

frascos de polipropileno esterilizados de la misma

forma. A cada frasco con su correspondiente

probeta se le adicionaron 30 ml de medio Eagle-

MEM (Sigma) pH=7,3, suplementado con 2 g/l de

NaCO3; luego se llevaron a una incubadora con un

ambiente a 37 °C y 5% de CO2 por un periodo de

30 días. Una vez finalizado el periodo de

envejecimiento se sacaron las probetas de una

manera aséptica en cámara de flujo laminar y los

extractos se refrigeraron a 4° C hasta el momento

de la evaluación de la citotoxicidad y genotoxicidad.

Cultivo celularCultivo celularCultivo celularCultivo celularCultivo celular

Las células CHO derivadas de ovario de hámster

chino fueron cultivadas en medio RPMI 1640

(Sigma) con 10% de suero bovino fetal (SBF), 2%

de penicilina-estreptomicina (P-S). Los cultivos se

mantuvieron en atmósfera humidificada, a 37° C y

5% de CO2; las células confluentes se desprendieron

con tripsina al 0,25% y EDTA al 0,05% por cinco

minutos. Las células fueron subcultivadas cada tres

días a una concentración de 3x104 células/ml.

Prueba de MTTPrueba de MTTPrueba de MTTPrueba de MTTPrueba de MTT

MTT [3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio

Bromuro] (Sigma) es un colorante amarillo soluble

en agua derivado de sales de tetrazolio, el cual es

reducido por las células vivas a un producto de

formazan azul insoluble en soluciones acuosas. La

cantidad de formazan generado es directamente

proporcional al número de células viables.18 Las

células en fase de crecimiento exponencial son

expuestas a las sustancias que se desean evaluar y

se dejan crecer por dos o tres ciclos con el

propósito de distinguir entre las células que

permanecen viables y con capacidad de proliferar

y aquellas que permanecen viables y son incapaces

de proliferar.

La suspensión celular a una concentración de 1x104

células fueron sembradas en cajas de cultivo de

24 pozos, en los extractos de las probetas de

acero inoxidable 316L (A), acero 316L recubierto

con una capa vítrea (MC), acero 316L con doble

capa con partículas bioactivas de HA, V Y VC. El

control negativo (C-) se realizó con medio MEM

envejecido durante 30 días sin ninguna probeta y el

control positivo (C+) adicionando al cultivo 50 μl

de etanol grado reactivo. Una vez sembradas las

células, se suplementó con 10%  de SBF, 0,29 g/l de

glutamina y 2% de P-S y se dejaron incubar por un

periodo de 48 horas; luego se le adicionaron 100

μl de MTT (5 mg/ml en PBS) al cultivo. Las células

fueron incubadas en la oscuridad a 37 °C y 5%

cuatro horas, posteriormente se removió el medio

de cultivo y se adicionaron 2 ml de dimetil

sulfóxido (DMSO) a cada pozo para disolver los

cristales morados de formazan. La absorbancia fue
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medida en un espectrofotómetro a una longitud de

onda de 540 nm.

Ensayo cometaEnsayo cometaEnsayo cometaEnsayo cometaEnsayo cometa

La electroforesis en gel de células individuales

(Ensayo Cometa) es un método rápido y altamente

sensible para determinar la genotoxicidad de un

compuesto a través de la detección de quiebres en

la cadena de ADN de células individuales.19-23  Esto

la convierte en una herramienta de gran utilidad para

la investigación de la biocompatibilidad de materiales

con aplicaciones biomédicas e industriales.

Las células se obtuvieron de un cultivo en estado

logarítmico de crecimiento y se llevaron a una

concentración de 1x106 células/ml en 200 µl de

los extractos de las probetas de A, HA, V, VC;

como control negativo (C-) se utilizaron 1x106

células/ml en medio envejecido sin ninguna

probeta, y como control positivo (C+) medio

MEM con H2O2 a una concentración final de 50

µM. Cada una de las suspensiones celulares se

incubó a 4 °C por 30 minutos.

Una vez finalizado este periodo se mezclaron 10 µl

de la suspensión celular con 90 µl de agarosa de

bajo punto de fusión (0,5% LMA en PBS libre de

Ca++, Mg++), en portaobjetos pre-tratados con 100

ìl de agarosa de punto de fusión normal (0.5%

NMA en PBS libre de Ca++, Mg++). Los portaobjetos

fueron incubados a 4 ºC durante cinco minutos, y

una vez solidificada la agarosa fueron colocados

en solución de lisis (2,5M NaCl, 0.1 M  EDTA, 10

mM Tris-HCl 10% DMSO 1% de Triton X 100

pH=10) por 15 horas a 4 ºC. Posteriormente

fueron lavados con PBS frío e incubadas en cuarto

oscuro a 4 ºC por 30 minutos, en una cámara de

electroforesis con buffer de corrido (0,3 M NaOH,

200 mM, EDTA 1mM, pH=13). El corrido

electroforético se realizó a 25 V y 300 mA durante

30 minutos, luego se cubrieron los portaobjetos

con buffer neutralizante (0,4 M de Tris HCl

pH=7,5) a temperatura ambiente por 15 minutos

y deshidratadas con metanol puro; todos los pasos

fueron realizados en la oscuridad para prevenir

daño adicional al ADN. Por último, los portaobjetos

secos se colorearon con bromuro de etidio (2 µg/

ml) y se observaron en un microscopio Axiolab-

Zeiss provisto por un sistema de fluorescencia, con

objetivo 20X, se tomaron 25 fotografías con una

cámara CCD SONY (DSC-S85 de 4.1 mega píxeles)

las cuales fueron analizadas en el software Comet

Score proporcionado gratuitamente en Internet

por la empresa TriTek-Corp.24

Las variables evaluadas para determinar el efecto

en el ADN fueron el momento de la cola Olive (MCO

= producto de la distancia (en dirección X) entre

el centro de gravedad de la cabeza y el centro de

gravedad (en dirección X) de la cola  dividido por

el porcentaje de ADN en la cola) y el porcentaje

de ADN en la cabeza (% ADN Cabeza).

El análisis de los datos se realizó utilizando un

modelo completo al azar con tres repeticiones.

Los análisis de varianza y la respectiva

comparación de medias se hicieron con ayuda del

software SAS.

RESULRESULRESULRESULRESULTTTTTADOSADOSADOSADOSADOS

Prueba de MTTPrueba de MTTPrueba de MTTPrueba de MTTPrueba de MTT

En la figura Nº 1 podemos observar la comparación

de medias para la absorbancia de los diferentes



17
IAIAIAIAIATREIA / VTREIA / VTREIA / VTREIA / VTREIA / VOL 20/No.1 / MARZO / 2007OL 20/No.1 / MARZO / 2007OL 20/No.1 / MARZO / 2007OL 20/No.1 / MARZO / 2007OL 20/No.1 / MARZO / 2007

tratamientos, donde se puede ver que no se

encontró diferencia estadística significativa entre los

tratamientos y el C-, pero si se observó una

diferencia estadísticamente significativa entre los

tratamientos y el C+ (p < 0,05), lo cual indica que

los productos liberados en medio MEM, tanto del

acero inoxidable 316L desnudo como de las

probetas recubiertas con MC, HA, V y VC en un

periodo de 30 días, no producen efectos

citotóxicos o cito-estáticos sobre células CHO en

un periodo de exposición de 48 horas.

El porcentaje de ADN en la cabeza se ha utilizado

por diferentes autores para evaluar el efecto

protector de diferentes sustancias sobre el ADN;25

en este trabajo se encontró diferencia significativa

entre el A, MC, HA y el control negativo (p < 0,05),

pero no se encontró diferencia significativa entre

los tratamientos de V, VC y el control negativo;

de otro lado, se observa que hay diferencia

significativa entre el A y todos los tratamientos,

además, se observa la tendencia de las medias a

aumentar el porcentaje de ADN en la cabeza, en

la medida que aumenta el número de capas vítreas

que recubren las placas de acero inoxidable; esto

evidencia que los recubrimientos vítreos tienen

un efecto positivo en la protección de las células

contra los productos liberados por el acero

inoxidable 316L, efecto que se puede observar

en la Figura N° 3.

DISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓN

El acero inoxidable AISI 316L es el material mas

utilizado para la fabricación de dispositivos médicos

por  sus propiedades mecánicas como una óptima

dureza y maleabilidad, lo cual permite moldear

Figura N° 1Figura N° 1Figura N° 1Figura N° 1Figura N° 1
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Ensayo cometaEnsayo cometaEnsayo cometaEnsayo cometaEnsayo cometa

El control negativo y todos los tratamientos

evaluados por las diferentes variables, tuvieron

diferencia significativa con el control positivo

(p < 0,05).

Para el momento de la cola Olive se encontró dife-

rencia significativa entre los tratamientos de A, MC

y el control negativo (p < 0,05), pero no se en-

contró diferencia estadística significativa entre los

tratamientos de HA, V, VC y el control negativo,

como se puede observar en la figura N° 2.
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fácilmente este material por la técnicas mas

comunes, además de que tiene un costo

relativamente bajo. No obstante, el acero inoxidable

presenta la menor resistencia a la corrosión a largo

tiempo comparado con otros biomateriales

metálicos, lo que llevaría a la pérdida del implante,

inflamación, dolor o aparición de tumores locales

debido a la genotoxicidad producida por los iones

metálicos de Fe, Cr y Ni 26 liberados. Particularmente

la genotoxicidad del Ni y el Fe puede ser consecuencia

de la generación de especies reactivas de oxigeno

(ERO) y la inhibición de la reparación del ADN, lo

cual puede ocasionar la transformación o muerte

celular. De otro lado, la carcinogenicidad del Cr está

limitada por su solubilidad, pero durante la reducción

del Cr(VI) a Cr(III) se genera un gran número de

lesiones genéticas que incluyen aductos Cr-ADN,27

ligamientos cruzados entre ADN-proteínas,28

quiebres en cadena sencilla29  y oxidación de bases.30

En el presente trabajo no se halló efecto

citotóxico para ninguno de los tratamientos

evaluados, pero se encontró un leve incremento

en la genotoxicidad de las probetas de A y MC

(figura N° 2), que se explica por la mayor

liberación de iones metálicos a medios fisiológicos

como lo han reportado algunos autores en

trabajos previos;31-33 los cuales son capaces de

inducir la producción de radicales libres como el

radical hidroxilo por las reacciones tipo Fenton y

Haber-Weiss, induciendo daño al ADN.34

Para aumentar la resistencia a la corrosión y mejorar

la biocompatibilidad del acero 316L se ha empleado

una variedad de recubrimientos, entre los que vale

la pena resaltar a los recubrimientos de plata, los

que además de mejorar la resistencia a la corrosión

disminuyen la colonización de bacterias en

dispositivos de fijación externos,35 los recubrimientos

de hidroxiapatita y dobles recubrimientos

hidroxiapatita-titanio36, 37 utilizados en dispositivos

para la reparación de fracturas y en procesos de

óseo-integración. Los recubrimientos vítreos

aplicados por el método sol-gel representan una

buena alternativa para la modificación superficial del

acero inoxidable ya que confieren mejor resistencia

a la corrosión en medios fisiológicos, se pueden

aplicar partículas orgánicas que mejoran la

biocompatibilidad y protegen a las células del efecto

deletéreo de los iones metálicos liberados en el

proceso de corrosión.33, 38 Los resultados del

presente trabajo corroboran el efecto protector de

los recubrimientos vítreos aplicados por el método

sol-gel, ya que se encontró que las probetas de acero

que tenían recubrimientos de doble capa mas

partículas bioactivas tienen un efecto protector

contra los productos liberados por el acero

inoxidable, disminuyendo así el daño sobre el ADN

(figura N° 3). La mejoría en estas características para

el acero inoxidable 316L permitirá utilizar este

biomaterial para la fabricación de implantes

permanentes sin efectos colaterales que puedan

limitar su uso.
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