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RESUMEN

Introduccion: Los materiales de uso odon-
tologico son sometidos a diferentes pruebas
para determinar su compatibilidad, bioac-
tividad, y demostrar que son aptos para
permanecer en el medio oral sin producir
una respuesta adversa. Con tal propdsito ac-
tualmente en el mundo se emplean distintas
técnicas como los cultivos celulares, técni-
cas de biologia molecular hasta el empleo
de larvas de camardn (brineshrimplarvae)
mejor conocidas como Artemia salina.
Objetivo: Caracterizar cinco materiales
odontoldgicos, utilizando la prueba de
citotoxicidad con larvas de camaron Ar-
temia salina.

Materiales y métodos: Se realiz6 prueba de
citotoxicidad de unas muestras de Titanio
1V, Silicona Pesada, Acrilico de Auto-cu-
rado, Resina de foto-curado y Eugenolato,
utilizando el método de Artemia salina.
Resultados: El ensayo de citotoxicidad con
Artemia salinamostroque para la viabilidad
de las larvas el eugenolato es 100 % toxico-
ya que elimino todas las larvas, y los otros
productos mostraron biocompatibilidad
en los siguientes porcentajes: titanio tipo
IV 100%, silicona 46%, acrilico 62% y
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resina 72%.

Conclusion: El método de la Artemia salina
es sencillo y econdmico para realizar estu-
dios de citotoxicidad, no requiere mayor
tecnologia en infraestructura, y combinado
con otras técnicas de biologia celular puede
convertirse en un método tan especifico
como se desee. El titanio tipo IV mostro 0%
y el eugenolato 100%de citotoxicidad para
viabilidad de las larvas de Artemia Salina.

Palabras clave: Materiales dentales,
biomaterial, biocompatibilidad, test de
citotoxicidad, Artemia salina.

SUMMARY

Background: The dental materials are
subjected to various tests for consistency,
bioactivity, and demonstrate that they can
remain in the oral environment without
producing an adverse response. Currently
for this purpose worldwide are employed
different techniques such as cell culture,
techniques of molecular biology and the
use of shrimp larvae (brineshrimplarvae)
better known as Artemia salina.
Objective: Characterize five dental mate-
rials using a cytotoxicity test with larval
shrimp Artemia salina.

Materials and methods: A cytotoxicity
study was performed on samples of Tita-
nium Type 1V, Silicone Heavy, Auto-cured
acrylic resin and photo-curing and Euge-
nolatousing the method of Artemia salina.
Results: The cytotoxicity assay for Artemia
Salina showed no viability foreugenolato
because all the larvaes were eliminated, and

other products showed biocompatibility in
the following percentages. Titanium type
IV 100%, the silicone 46%, acrylic 62%
and resin 72%.

Conclusions: The method of brine shrimp
is a simple and economical method for
studies of cytotoxicity, requires greater
infrastructure technology, and combined
with other techniques of cell biology can
become as specific method as desired. The-
re is viability for the artemiasalina larvae
with type IV titanium of 100% and with
eugenolato of 0%

Key words: Dental materials, biomaterial,
biocompatibility, cytotoxicity assay, Arte-
mia salina.

INTRODUCCION

Todos los materiales dentales utilizados en
la consulta odontologica, seglin su aplica-
cidnestara en contacto con tejido 6seo, gin-
gival, muscular, mucoso y pulpar, ademas
con fluidos como, sangre y saliva. Como
sustitutos artificiales que interaccionan con
el organismo, los materiales odontologicos
deben ser sometidos a diferentes pruebas
para determinar su biocompatibilidad.

En las conferencias de Chester (1) 1986
y 1991 no hay una definicion clara del
concepto biocompatibilidad, debido a
que esta no es una propiedad inherente o
intrinseca de un material, es claro que un
material esbiocompatible o no dependiendo
del entorno bioldgico; en este sentido se
podria definir la biocompatibilidad como



la aceptabilidad bioldgica y el estudio de
la interaccion de los biomateriales con los
tejidos susceptibles de estar en contacto
con ellos.

La evaluacion de la biocompatibilidad in
vivo con modelos animales es un paso
previo y obligatorio que debe ser realiza-
do antes de ensayar un producto en seres
humanos segun la Declaracion de Helsinki
1964 (2), las Normas CIOMS OMS-2002
(3), y LaResolucion 8430 1994 del Minis-
terio de Salud de Colombia.

Desde la década de 1980 ha tomado fuer-
za la tendencia a realizar cada vez mas
estudios de citotoxicidad in vitro para dar
cumplimiento a las recomendaciones de las
tres R de Russell (Reduccion, Refinamiento
y Reemplazo) (4), y también debido a los
avances que se han tenido en el campo de
la biologia celular con los desarrollos en
técnicas de cultivos y en nuevos métodos
de caracterizacion.

La norma ISO 10993 o su equivalente
europea UNE-EN ISO 10993 (evaluacion
biologica de productos sanitarios), describe
los diferentes tipos de prueba a realizar,
biomodelos animales, sitios de implan-
tacion, disefio de preparaciones, diseflo
de muestras a implantar, etc. Esta misma
norma recomienda, siempre que en lo po-
sible se deben realizar pruebas preliminares
en modelos celulares. Como tipo celular
pueden utilizarse fibroblastos, linfocitos,
osteoblastos, etc., las lineas de células
inmortales (continuas) son muy populares
por su larga duracion y disponibilidad,
pero presentan el problema del costo, y que
pueden ser menos sensibles a sustancias
toxicas que las células normales (finitas)
(4), por esta razon también se utilizan las
c¢lulas provenientes de cultivos primarios
adecuadamente obtenidos y caracterizados.

En el area odontoldgica se emplean nume-
rosos materiales, los cuales dependiendo de
su aplicacion estaran en contacto con diver-
sos tejidos como mucosa, tejido gingival,
tejido pulpar, tejido dental duro, tejido 6seo,
etc. Pero todos tienen en comiin que van a
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estar en contacto de una u otra forma con
células vivas, de esta forma son similares
los test empleados para operatoria y estética
(5-16), endodoncia (17-21), periodoncia
y cirugia oral (22-28), ortodoncia (29), o
rehabilitacion (30-35). En la mayoria de
los trabajos revisados utilizan poblaciones
celulares para evaluar la citotoxicidad, sin
embargo en el estudio in vitro de los bio-
materiales dentales también se han utilizado
organismos completos como las larvas de
camaron brineshrimplarvae, mejor conoci-
das como Artemia salina (36,37).

La artemia adulta es utilizada como fuente
de alimento para acuarios, y su utilizacion
en el laboratorio se debe a la sensibilidad de
lalarva ante la citotoxicidad. El camarén de
agua salada Artemia pertenece al Phylum
Arthropoda, clase Crustaceae, subclase
Branchiopoda; y estan estrechamente re-
lacionados al zooplancton (38).

El ciclo de la artemia se inicia por la
eclosion (brote) de los quistes latentes,
embriones encapsulados que son metabo-
licamente inactivos. Los quistes pueden
permanecer latentes durante muchos afios,
siempre y cuando se mantengan secos.
Cuando los quistes se colocan de nuevo en
el agua salada, a la temperatura adecuada,
son rehidratados y pueden reanudar su
desarrollo. A la sensibilidad de las larvas
se le debe su amplio uso en laboratorios
de pruebas toxicologicas, y su amplia yva-
riada aplicacion ya que se ha utilizado por
mas de 50 afios como referencia de prueba
citotoxica (39-43).

MATERIALES Y METODOS

Se realizo la caracterizacion de biocompa-
tibilidad a cinco materiales de aplicaciones
odontologicas, utilizando una prueba de
citotoxicidad con larvas de camardén Ar-
temia salina. Ensayo que fue realizado en
el laboratorio de cultivos celulares in vitro
de la Universidad del Valle, y en el marco
de una investigacion que contaba con aval
del comité de ética de la Universidad del
Valle; segun el protocolo referenciado por
Sanchez y Neira (44):

1. Seprepard una solucion de agua salada
(1000 ml/3 gms sal marina).

2. Se pesaron 2,5 gramos de huevos de
Artemia salina (Figura 1).

3. Sehidrataron los huevos en 1 litro de la
solucion preparada, en presencia de luz
artificial, oxigenacion y a temperatura
ambiente durante 48 h (Figura 1).

4. Se revisaron si los huevos hicieron
eclosion (Figura 1), mediante un mi-
croscopio Optico corriente.

5. Sesembraron 10 individuos (larvas en
etapa Nauplius) por pozo en una caja
de 25 pozos.

6. En 5 pozos se depositod el material a
evaluar (discos titanio IV, silicona
pesada, acrilico de auto-curado, resina
de foto-curado y eugenolato) (Figura
2), en contacto con las larvas y el
medio salino.

7. En 5 pozos se depositaron las larvas

solo en contacto con el medio salino.

No se us6 control negativo

9. Se incubaron a temperatura ambiente
por 24 h, se realizo un monitoreo cada
4,6,8,12y24h.

10. Al cabo de las 24 horas se contabi-
lizaron los organismos vivos y por
diferencia se determiné el porcentaje
de mortalidad.

*

RESULTADOS

Los materiales a evaluar titanio IV, silicona
pesada, acrilico de auto-curado, resina de
foto-curado y eugenolato, presentaron di-
ferentes grados de citotoxicidad a observar
(Tabla 1). Se midio6 el pH del medio de
cada uno de los pozos, con el producto y
la Artemia salina; se determino el pH de
la siguiente manera silicona 12.2, acrilico
7.8, eugenolato 12.7 y resina 2.8 (Tabla 2).

DISCUSION

Es necesario asegurar que los materiales
que van a estar en contacto con tejido vivo,
tanto como aplicaciones odontologicas
o de cualquier otro tipo sean probadas
adecuadamente para garantizar su bio-
compatibilidad. La literatura cientifica
especializada muestra numerosos métodos



que evaltan diversos aspectos segun el
nivel de complejidad, de esta forma en el
campo de los biomateriales odontologicos
podemos encontrar desde las pruebas que
evaluan la citotoxicidad de materiales
dentales con base a la integridad celular
utilizando métodos colorometricos como:
Eltest por azul tripan (5,19,45); el ensayo
de sulforhodamina-B (6,46), el test de la
lactato deshidrogenasa (5), MTT (5) y el
test del methyltetrazolium (8). La inte-
gridad celular se puede evaluar también
por morfometria utilizando microscopia
electronica; o se puede estudiar la expresion
de componentes especiales mediante Elisa,
Western Blot, Citometria de flujo, etc. (5).

Un método que aparece reportado desde
hace 40 afios no utiliza células sino larvas
de camar6n puede dar una idea inicial de la
citotoxicidad de un material, y combinado
con otras técnicas de biologia molecular
puede llegar a ser tan especifico como
cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, se trata del Test de citotoxi-
cidad con Artemia salina (36-44).

Normalmente, el Test de Artemia es uti-
lizado como una via inicial de tamizaje
citotdxico in vivo de extractos,fracciones
y compuestos depurados, lo que permite
discriminar muestras deelevada toxicidad;
ademas presenta buena correlacion con la
citotoxicidad in vitro (47).

El bioensayo de la Artemia salina fue
realizado de acuerdo con protocolos ya
estandarizados y disponibles en la literatura
referenciada; de acuerdo con De Albuquer-
que et al (2014), es considerado toxico el
producto que induce la mortalidad mayor
o igual a 30% (43).

Este estudio determind que usando la
prueba de Artemia salinacomo prueba
preliminar de valoracion de citotoxicidad,
el eugenolato es 100 % toxico y los otros
productos mostraron citotoxicidad en los
siguientes porcentajes. El titanio tipo IV
0%, la silicona 54%, el acrilico 38% (mues-
tras previamente polimerizadas) y la resina
28%. Después de 48 h se encontraron todas

Volumen 22 N° 2 2014

Figura 1. Determinacion de la cantidad de huevos de Artemia salina. A. huevos de Artemia salina,
B. Se pesaron 2,5 gramos de huevos de Artemia salina, C, D y E. Se hidrataron los huevos en 1
litro de la solucion preparada, en presencia de luz artificial, oxigenacion y a temperatura ambiente
durante 48 h. F. Se observa la eclosion de las larvas con el microscopio.

Figura 2. Pozos con los materiales de estudio.

las larvas muertas para todos los materiales
lo cual es aceptado como normal en el test.

En reportes anteriores se ha demostrado que
el eugenol puede llegar a provocar lesiones
causticas o quemaduras superficiales cuan-
do es colocado en forma directa y en altas
concentraciones en los tejidos blandos.
La severidad del dafio es proporcional al
tiempo de exposicion, a la dosis y a la
concentracion. Se ha visto que el eugenol
puede llegar a mostrar tanto in vivo como
in vitro diferentes tipos de toxicidad, tales
como dafio directo al tejido, dermatitis,
reacciones alérgicas, disfunciones hepati-
cas, coagulacion intravascular diseminada,

hipoglicemia severa, e incluso la muerte por
falla organica multiple (48).

El eugenol puro en concentraciones mayo-
res de 10-4 mol/L produce la inhibicion de
la migracion celular y modifica la sintesis
de las prostaglandinas, lo que afecta la res-
piracion celular, la actividad mitocondrial
y produce severos cambios en la actividad
enzimatica de la membrana celular (49).

Este estudio mostrd que la resina de foto-
curado presenta un 28% de toxicidad para
las larvas de Artemia salinalo cual se acerca
al limite de 30 % planteado anteriormente
como indicador de toxicidad 43, y con-
trasta con estudios in vitro de la actividad



citotoxica de resinasdentales tipo BIS-
GMA (50-52) que indican que este material
es toxico, lo cual podria explicarse por la
diferencia de blanco ya que en el caso de
Rios et al (50) se utilizan fibroblastos lo
queaumenta lasensibilidad al componente
toxico.

Variosgrupos de investigacion han utilizado
el método de Artemia salina como prueba
de viabilidad de distintos materiales, in-
directamente tratando de estandarizar el
empleo de este método como uno de los
primeros pasos en las pruebas de biocom-
patibilidad.

En el estudio de Manar et al (37), cuatro
materiales compuestos con diferentes
composiciones se ensayaron junto con un
iondmeroconvencional de auto- curado
CIV (Ketac-Fil) y un ionomero modificado
con resina de fotocurado CIV-RM (Vitre-
mer) y dos compoémeros y un compomero
fluido. Donde los resultados del estudio
apoyar6n la hipdtesis de que los extractos
etanolicos de materiales compuestos y los
CIV y compdémeros son toxicos para las
larvas de camaron de salmuera (48).

Estos mismos materiales fueron estudiados
previamente y el grado de efecto citotoxico
fue diferentecon el ensayo de toxicidad de
MTT en ratones Balb/C3T3 fibroblastos.
Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que
las dosis toxicas para las larvas de camarén
de salmuera se encuentran en el rango de
10-100 veces mayor en comparacion con
los métodos de cultivo de células (37).

Pelka et al (51) evaluaron la toxicidad de
los residuos de composites y compdmeros
en Artemia salina considerado como un
organismo sensible, concluyeron que la
técnica era rapida y de bajo costo, pero que
tenia baja sensibilidad.

Kedjaurne et al (52) compararon la libe-
racion de Metil-metacrilato MMA y la
cantidad de monémero residual liberado en
saliva de tres acrilicos de termo y autocura-
do con diferentes métodos de procesamien-
to y/o diferentes proporciones durante la
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Tabla 1.Viabilidad de las larvas de Artemia Salina frente a los 5 materiales odontolégicos

Material Titanio Silicona Acrilico Resina Eugenolato Control
Pozo Vivas % Vivas % Vivas % Vivas % Vivas % Vivas %
1 10 100 7 70 6 60 8 80 0 0 10 100
2 10 100 6 60 7 70 6 60 0 0 10 100
3 10 100 5 50 7 70 8 80 0 0 10 100
4 10 100 5 50 6 60 7 70 0 0 10 100
5) 10 100 0 0 5) 50 7 70 0 0 10 100
Total 50 100 23 46 31 62 36 72 0 0 10 100

Tabla 2. PH del medio (inicial), con las muestras y las Larvas de Artemia a las 24 h (final)
frente a los porcentajes de toxicidad a las 24 y 48 horas.

Tipo de pH del medio pHalas 24 hrs Toxicidad alas 24 Larvas vivas alas
muestra (inicial) (final) horas (%) 48 horas (%)
Titanio 7.8 7.8 0 0
Silicona 7.8 12.2 54 0
Acrilico 7.8 7.8 38 0
Eugenolato 7.8 12.7 100 0
Resina 7.8 2.8 28 0
Control 7.8 7.8 0 0

(sin muestra)

mezcla utilizando un cultivo de fibroblastos
humanos. Los resultados mostraron que
la cantidad de residual monémero era no
solo depende del tipo de polimerizacion,
sino también en la cantidad de liquido en
larelacion de mezcla y el método de proce-
samiento. El acrilico que tenia menor canti-
dad de mondmero residual, también liberd
la menor cantidad de MMA, sin embargo,
los materiales que tenian mayor cantidad
de monomero residual, no fueron los que
liberaron la mayor cantidad de MMA, el
cual resulto toxico para el cultivo celular.

CONCLUSIONES

La prueba de toxicidad por Artemia salina
es un método de aproximacion preliminar
valido para realizar tamizaje inicial de
toxicidad, y puede ser implementado sin
requerimientos especiales de infraestruc-
tura o equipo

Las pruebas realizadas a los diferentes
materiales mostraron resultados que estan

acorde con lo reportado en la literatura
especializada

El titanio tipo IV mostr6 0% y el eugenolato
100% de toxicidad para viabilidad de las
larvas de Artemia Salina.

Al tener en cuenta que el pH inicial y final
para el titanio (control bajo) y para el medio
(control sin larvas) no cambid, podemos
decir que las alteraciones en el pH en el
caso de las demas muestras se deben a cam-
bios quimicos de los materiales, los cuales
posiblemente influyeron en el aumento de
la toxicidad y produjeron la muerte de los
organismos.

La técnica de Artemia Salina estd indica-
da para usar durante periodos de pocas
horas, debido a su corto periodo de vida
(48 horas).
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