Capitulo 4

Estudio de la citotoxicidad de los

vidrios de fosfato

4.1. INTRODUCCION

En los capitulos anteriores se ha presentado las propiedades fisico-quimicas y
mecanicas de los diferentes vidrios desarrollados en el sistema P,Os-CaO-Na,O-TiO;,
asi como también del comportamiento de los mismos durante su degradacién in vitro.
Debido a que estos vidrios han sido desarrollados con la finalidad de ser usados en
aplicaciones biomédicas, es indispensable el estudio de la respuesta biolégica que
suscitan.

Los estudios in vitro son el primer paso que se suele utilizar para la comprensién de la
interaccion substrato-célula y la biocompatibilidad de los materiales. Los cultivos
celulares son sistemas ideales para el estudio y observacién de un determinado tipo de
células bajo condiciones especificas, dado que estos sistemas no presentan con la
complejidad que un sistema in vivo conlleva, debido al gran namero de variables que
interaccionan.

Ya vimos en los capitulos previos que la incorporacion de TiO, dentro del sistema
vitreo, reduce considerablemente la velocidad de degradaciéon del vidrio al mismo
tiempo que aumenta su dureza y su mddulo elastico. Sin embargo, a partir de un 5%
molar de TiO,, tanto las propiedades mecanicas como la estabilidad quimica no
mejoran significativamente.



Con el fin de estudiar el efecto de la velocidad de degradacién de los vidrios en la
citotoxicidad celular, se seleccionaron los vidrios GO y G5 ya que el GO presentd la
mayor velocidad de degradacion y el G5, junto con el G8, presentd la menor velocidad
de degradacion. Se eligié el G5 y no el vidrio G8 ya que tiene un menor contenido de
T|02

En este capitulo, se utiliza un modelo representado por células fibroblasticas de piel
humana para el estudio de la biocompatibilidad in vitro de estos vidrios de fosfato de
calcio. Los fibroblastos son células pertenecientes al tejido conectivo y son ampliamente
utilizadas en los estudios biolégicos.

La respuesta celular sera estudiada mediante ensayos de citotoxicidad, adhesion y
proliferacion. El ensayo de citotoxicidad permite estudiar el efecto téxico de un
biomaterial sobre un tipo determinado de células. La adhesién y la proliferacion son
comportamientos celulares indicadores de la funcionalidad celular. La adhesién celular
es el proceso mediante el cual la célula se ancla a un sustrato y condiciona en gran
parte eventos posteriores como la proliferacién y la diferenciacion. Por lo tanto, los
resultados de citotoxicidad, adhesion y proliferacion dan una buena idea sobre el tipo
de respuesta que se podria esperar al utilizar el biomaterial in vivo.

Teniendo en cuenta que los vidrios de fosfato son solubles y se disuelven en un
periodo de tiempo limitado, los diferentes ensayos se llevan a cabo no sélo en contacto
directo con los vidrios, sino también con sus extractos, con el fin de simular la situacién
in vivo, donde el proceso degradativo conlleva la liberacion i6nica de las especies que
constituyen el vidrio.

Objetivo

El objetivo principal de este capitulo es evaluar la respuesta bioldgica de los vidrios GO
y G5 a tiempos cortos mediante ensayos de citotoxicidad y proliferaciéon para asi
observar el efecto de la incorporacion de TiO; en el comportamiento celular, asi como
también relacionar la respuesta celular con el grado de solubilidad de los vidrios.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Materiales

4.2.1.1. Biovidrios

Para los estudios in vitro se utilizaron los vidrios GO y G5, es decir, el vidrio sin titanio
y el vidrio con un 5% molar de TiO; los cuales han sido descritos en detalle en las



secciones anteriores. Su composicion quimica se recoge en la Tabla 4.1. Para la
preparacion de los mismos se siguio el procedimiento descrito en el apartado 2.2.1.1.4.

Tabla 4.1
Composicion quimica delos vidrios GO y G5 en por centajes molar es
Material P2Os (%) CaO (%) Na.O (%) TiO2 (%)
GO 44.5 44.5 11
G5 445 445 6 5

Tanto para el ensayo de citotoxicidad como para los de adhesion y proliferacién se
utilizaron dos modalidades, el cultivo en contacto directo y el cultivo con extractos. En
la primera, se cultivaron las células directamente sobre el vidrio, y en la segunda se
cultivaron en presencia de extractos procedentes de la disolucion de los vidrios.

Para el cultivo en contacto directo con los vidrios, se utilizaron muestras de vidrio en
forma de discos de 6 mm de didmetro y 1.5 mm de espesor aproximadamente. Para la
obtencion de los discos, se perforaron las placas de vidrio con una broca hueca de 6
mm de didmetro interno. Los discos fueron pulidos por ambas caras con alimina hasta
0,05 mm y posteriormente fueron lavados en ultrasonidos con etanol. Una vez limpios,
fueron esterilizados con calor seco a 160-180°C durante 2 horas para evitar la presencia
de endotoxinas. Las endotoxinas son moléculas complejas de polisacaridos que se
encuentran en la membrana externa de las bacterias gram-negativas, y se encuentran
dispersas en el aire. Este tipo de toxinas produce reacciones antigénicas e inflamatorias.

En el caso de los vidrios utilizados para la elaboracion de extractos, se usaron bloques
de vidrio de 15x15x5 mm pulidos por todas sus caras. Las muestras fueron lavadas y
esterilizadas igual que en el caso anterior.

4.2.2. Métodos
4.2.2.1. Preparacion de los extractos de vidrio

Para la preparacion de los extractos de vidrio, pequefios bloques de GO y G5 ademas de
cubreobjetos de vidrio convencionales previamente esterilizados fueron introducidos
en un envase con 45 ml del medio de cultivo modificado siguiendo una relacién
superficie/volumen de 5 ml/cmz2 (1). Los diferentes vidrios fueron sumergidos en el
medio a 37°C y agitados ocasionalmente. Después de 24 h de incubacién el fluido fue
filtrado a través de un filtro de 0,22 mm impidiendo asi el paso de posibles precipitados
debidos a la disolucion del vidrio. Los extractos se dividieron en alicuotas de 10ml en
envases estériles y se guardaron a —-20°C hasta su utilizacién. Para los ensayos se
utilizaron tanto los extractos puros como diluciones 1:20 de éstos. En todos los casos se
incorpord HEPES (Sigma) como tampdn de la solucién. EI HEPES es un buffer orgénico



utilizado para mantener los niveles de pH del medio basal en el cultivo celular que
mantiene el medio con un pH entre 7,2 y 7,6, el rango de pH fisiolégico.

4.2.2.2. Cultivo celular

Para la realizacion de los diferentes ensayos se utilizaron fibroblastos de piel humana
obtenidos a partir de cultivos primarios. Para el cultivo, inicialmente se colocaron las
células en placas de cultivo junto con 10 ml de medio de cultivo modificado, DMEM
(Dubelcco’s Modified Eagle Medium, Gibco) el cual fue suplementado previamente para
mejorar las condiciones de las células y evitar cualquier tipo de contaminacién. Se
afladieron 4,5 gr de glucosa, 10% de suero bovino fetal (Gibco), 100 1U/ml de
penincilina, 100 mg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (todos los reactivos
de Sigma). Las células se mantuvieron a 37°C en una incubadora bajo una atmdsfera
con 5%CO.. El medio de cultivo fue cambiado cada dos dias.

Para la realizacion del sub-cultivo, es decir, el traspaso de las células a los pocillos con
los materiales a ensayar y sus extractos, se procedid a lavar las monocapas celulares
con una solucion salina tamponada, PBS (Phosphate Buffered Saline) y luego fueron
tripsinizadas con tripsina-EDTA (Ethylene-dinitrilo tetraacetic acid) durante 5 min a 37°C
para separarlas de la placa. La tripsina es una enzima proteolitica que actla
degradando las proteinas que sirven de unién entre las células del tejido y las libera en
suspension, separandolas entre ellas y de la capsula de cultivo. Una vez tripsinizadas,
se procedio a afiadir medio completo para neutralizar la reaccién de tripsinizacion.
Luego se concentraron las células mediante centrifugacién para eliminar asi la tripsina
y afladir nuevo medio. Las células fueron resuspendidas y contabilizadas por medio de
un hematocitémetro. Partiendo del numero de células totales, se realizaron las
diluciones necesarias para obtener la cantidad de células por pozo deseada.

4.2.2.3. Ensayos de citotoxicidad

Se realizaron 2 tipos de ensayo como ya se dijo, uno con discos de vidrio y otro con los
extractos de vidrio.

Para la evaluacion de la citotoxicidad de los materiales se utiliz6 la prueba WST
(Roche). La WST es una sal de tetrazolio (4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno) la cual es transformada en formazan mediante
un complejo sistema mitocondrial-succinato-tetrazolio-reductasa y es activo sélo en el
caso de células viables. Por lo tanto, la cantidad de formazan producida durante el
ensayo, que se evalla mediante medidas de absorbancia en un espectrofotémetro, esta
relacionada con el numero de células viables, es decir, el niamero de células
metabolicamente activas dentro del cultivo.



En el caso de los ensayos en contacto directo con el material, se colocaron los discos de
los vidrios estudiados dentro de los pocillos de una placa multipozos de 48 pocillos.
Ademas se colocaron cubreobjetos de vidrio como control. Sobre cada disco se
depositaron 8.103 células junto con 20 Ml de DMEM por cada pocillo. Se permitié que
los fibroblastos se adheriesen a los substratos durante 3h y luego se afiadieron 280n de
medio de cultivo a cada pocillo.

En el segundo caso, es decir, los ensayos con los extractos de vidrio, se coloco la misma
concentraciéon de células que en el caso anterior junto con 20m de DMEM directamente
en los pocillos de la placa multipozos. Después de 4h de incubacion se cambi6 el medio
por los extractos puros y sus diluciones (1:20). Se incluyeron un control positivo y otro
negativo para monitorizar el medio de cultivo. Como control positivo se afiadi6é al
medio 0,02%v/v de SDS (dodecil sulfato de sodio) que es una sustancia toxica y
representa el 100% de mortalidad de las células. Para el control negativo se usé el
medio con 0,01N de NaCl que es una solucion inocua para las células.

En ambos casos se mantuvieron los cultivos 20 y 44 horas sin cambiar el medio y una
vez transcurrido dicho periodo de tiempo, se afladieron a cada pocillo 30 Ml de WST
con el fin de medir la actividad mitocondrial de las células. Se determind la
absorbancia después de 4h de contacto con la WST a 450 nm utilizando un
espectrofotobmetro LX800 (Bio-Tech Instruments). Finalmente, los resultados se
expresaron como el promedio de los valores de absorbancia, obtenidos a partir de 6
réplicas.

4.2.2.4. Ensayo de adhesion y proliferacion

La adhesién de las células fue estudiada sélo sobre los discos de vidrio. El ensayo se
llevé a cabo segun Gillies et al.(2). Para el estudio de la proliferacion se utilizé tanto el
método de contacto directo como los extractos de vidrio y sus diluciones.

En ambos casos se utilizd6 una concentracion de 8.103 células/pocillo. Se realiz6 el
cultivo de las células siguiendo las mismas condiciones que para el ensayo de
citotoxicidad. Después de 4 h en el caso del estudio de adhesién y después de 24, 48, 72
y 96 horas para el estudio de proliferacién, se lavaron los fibroblastos con PBS y se
fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 min. Después de fijadas, las células
fueron tefidas usando la técnica de Cristal Violet Dye Elution (CVDE) y lavadas con
agua destilada para eliminar los excesos de tincion. El cristal violeta, también conocido
como violeta de genciana (gentian violet), es un colorante utilizado como una tincion
bioldgica general. Una vez tefiidas, se procedié a la observacion de las células por
medio de microscopia éptica. Posteriormente se afiadié una solucion 0,1M de HCl a las
células tefiidas para disolver el color y pasados 3-4 min., se determiné la absorbancia a
630 nm utilizando un lector de ELISA. Se llevaron a cabo 2 experimentos
independientes, cada uno por triplicado.



4.2.2.5. Analisis estadistico de los datos

La significacién estadistica de las diferencias de los valores medios de las absorbancias
de los diferentes materiales (GO y G5) fue evaluada mediante el método One-way-
ANOVA con el software Origin 6.1. Se consider6 que las diferencias eran
estadisticamente significativas cuando p<0.05.

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Citotoxicidad
a) Ensayos en contacto directo con los materiales

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos con el WST después de 24 y 48 horas
de cultivo mostraron que la influencia de la composicion quimica de los vidrios sobre
la viabilidad de las células fue mucho mas marcada en el caso de las células que fueron
cultivadas directamente con los discos de vidrio que en aquellas que fueron cultivadas
con los extractos. Asimismo, los cultivos en contacto directo con los discos de vidrio
sugirieron un mejor comportamiento en el caso del vidrio G5 que en el caso del vidrio
GO0 como se observa en la Figura 4.1.
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Figura 4. 1. Resultados del ensayo WST en contacto directo con |os discos de vidrio después de 24 y 48
horas (n=6).

b) Ensayos con los extractos de los materiales

En el caso de los extractos de los vidrios (Figura 4.2), no se detecté ningun efecto
citotoxico. Los valores de absorbancia correspondientes a las diluciones 1:20 y a los
extractos sin diluir de las diferentes composiciones de vidrio no presentaron grandes



diferencias respecto a los valores de absorbancia obtenidos con los extractos elaborados
a partir del vidrio control, es decir, del cubreobjeto, tanto puro como diluido y a su vez
con la muestra control representada en este caso por las células sembradas en la placa
de cultivo de poliestireno.
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Figura 4. 2. Resultados del ensayo WST con los extractos de los vidrios después de 24 y 48 horas
(n=6).

4.3.2. Adhesién y Proliferacion

a) Ensayos en contacto directo con los materiales

La Figura 4.3 muestra los resultados obtenidos a partir de los ensayos de adhesion con
las células fibroblasticas después de 4 horas en contacto con los discos de vidrio. Segun
las observaciones hechas con microscopia Optica y las mediciones de los niveles de
absorbancia, después de la coloracién con cristal violeta, se observd que las células
tuvieron una mejor adhesién sobre el vidrio GO que sobre el vidrio con TiO, (Gb).
Tanto GO como G5 mostraron un mayor nivel de adhesion que la muestra control. Los
resultados de los ensayos de proliferacion para las células en contacto directo con los
vidrios (ver Figura 4.4) mostraron que el vidrio sin Ti (G0), increment6
significativamente la proliferacién de los fibroblastos segun los valores de absorbancia
reportados.



0,10

T
~ 0,084 =
£
8 T
P 0,06 T -
N—r
<
2 0,044 -
]
o)
o]
v 0,02 - -
o)
<
0,00 } }
Control GO G5

Figura 4. 3. Resultados de adhesién de las células fibroblasticas sobre los diferentes vidrios
después de 4 h.(n=6).

No obstante, observacion por microscopia Optica después de 72 y 96 horas de cultivo,
mostro el levantamiento de algunas de las células inicialmente adheridas a los discos
de GO asi como también se observo el recubrimiento de la superficie de los discos de
vidrio por una matriz intensamente coloreada.
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Figura 4.4. Proliferacion de los fibroblastos en contacto directo con los vidrios después de
diferentes tiempos de incubacién (n=6).



b) Ensayos con los extractos de los materiales

Con respecto a las diluciones 1:20 y a los extractos puros de los diferentes vidrios
(Figura 4.5), no se distinguieron grandes diferencias entre las dos diferentes
formulaciones de vidrio hasta 72 h de cultivo. Sin embargo, después de 96 horas de
contacto, los extractos de GO indujeron una proliferacion de fibroblastos mayor que el
vidrio G5y los cubreobijetos.
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Figura 4.5. Proliferacion de las células fibroblasticas en contacto con los diferentes extractos a
distintos tiempos de incubacién (n=6).

4.3.3. Anélisis por ICP-MS

Los resultados obtenidos a partir del analisis por ICP se muestran en la Tabla 4.2. En
esta tabla, la concentracion iénica de los extractos puros (24h de incubacion del los
vidrios en DMEM suplementado con 10%FCS), puede ser comparada con la
concentracién iénica del medio suplementado con 10% de suero bovino fetal. Como era
de esperarse, debido a su alta solubilidad, el vidrio GO liber6 una mayor cantidad de
iones en el medio que el vidrio G5. Por lo tanto, la concentracion iénica de los extractos
fue ligeramente mayor para GO que para G5. El ién Ti no fue detectado en ninguno de
los casos.



Tabla 4.2
Concentracion iénica delos diferentes medios (medio de cultivo y extractos). (Media
+ Desviacion Estandar, n=3)

Muestra Ca (ppm) P (ppm) Na (ppm) Ti (ppm)
DMEM 10% 54.67 + 0.02 28.5+0.02 3187.81+ 0.3 -
FCS
Ext GO (24 h) 62.34 +0.16 33.94 +0.01 3505.34 + 0.5 -
Ext G5 (24 h) 60.16 + 0.06 32.34 +0.003 3350.75 + 0.6 -
Ext GO (48 h) 44.11 +0.04 56.40 + 0.01 2690.63 + 0.4 -
Ext G5 (48 h) 50.40 + 0.02 29.34 +0.02 2389.82 + 0.7 -

4.4, DISCUSION

Ya sabemos que tanto el GO como el G5 son vidrios solubles, que la velocidad de
degradacion de los mismos depende de su composicién quimica y que a su vez el
vidrio G5 ha resultado ser 8 y 10 veces menos soluble que el GO en agua y en SBF
respectivamente, gracias a la incorporacion de TiO, dentro de la red vitrea. Debido a
esta diferencia en la solubilidad de ambos vidrios, es interesante estudiar la interacciéon
célula-material con dichos materiales para asi poder establecer la existencia de algun
tipo de relacién entre el grado de solubilidad del material y la respuesta biol6gica en
nuestro caso particular.

El propoésito de este trabajo es evaluar el comportamiento in vitro de los vidrios GO y
G5 utilizando un modelo de fibroblastos humanos mediante ensayos de citotoxicidad,
adhesion y proliferacion. Como ya se dijo tanto el WST como el cristal violeta fueron
los reactivos utilizados para medir la citotoxicidad y la adhesién y proliferacion de los
cultivos celulares. EI WST es un ensayo muy efectivo para determinar la viabilidad de
las células en sus primeros estadios. No obstante, se debe tener en cuenta la existencia
de algunas diferencias entre los resultados obtenidos mediante el ensayo WST vy el
ensayo de proliferacion con cristal violeta. Estas diferencias se deben principalmente a
que las dos técnicas utilizadas se basan en fundamentos distintos para el recuento de
las células. En el caso del ensayo de citotoxicidad se utilizaron sales de formazan que
actan en el sistema mitocondrial de las células, permitiéndonos medir de forma
directa la viabilidad celular y también la proliferacién, pero de manera indirecta. En el
caso del ensayo de proliferacion, se utiliz6 cristal violeta, esta técnica permite valorar la
masa celular total de un cultivo celular y por lo tanto es un método directo para la
medicion de la proliferacion celular. Como consecuencia, es factible que para el mismo
namero de células, el recuento celular por ambos métodos arroje resultados diferentes.



Los resultados del WST en el caso del estudio en contacto directo con la superficie de
los vidrios, mostraron una ligera disminucién de la absorbancia en ambas
formulaciones que a su vez, fue mas pronunciada para el vidrio GO. Por lo tanto, se
podria decir que la respuesta celular mejoré con la incorporacion de Ti en el sistema
vitreo. Este hecho puede ser atribuido a la reduccién de la solubilidad del vidrio y a
una liberacién de iones mas controlada, lo cual conlleva probablemente a un pH local
mas estable.

Segun los resultados del WST, ni los extractos provenientes del GO ni los del G5
conllevaron a una respuesta negativa (ver Figura 4.2). Estos resultados indicaron que
los niveles de las concentraciones de calcio, fésforo y sodio en los extractos, mostrados
en la Tabla 4.2, no afectaron la actividad celular para ninguno de los vidrios estudiados
durante el tiempo de duracidon del analisis ya que no se observaron diferencias
significativas entre ellos.

Con respecto a los valores de liberacion de iones mostrados en la Tabla 4.2, se observo
gue los valores de concentracion de Ca y de Na tanto en el extracto del vidrio GO, como
en el vidrio G5 después de 48 horas, resultaron ser significativamente menores (p<0.05)
gue los niveles de dichos iones en el DMEM con 10% FCS y en los extractos de 24
horas. Esta disminucién de la concentracion de Ca y Na en los extractos de 48 horas
puede ser atribuida a la formacion y precipitacion de algin compuesto en el medio de
cultivo.

En general, los resultados obtenidos sugieren que la presencia de iones Ti en el vidrio,
no tuvo ningun efecto adverso en ninguno de los dos casos, extractos o contacto
directo. El contenido de Ti en los extractos no pudo ser detectado por el analisis de ICP,
lo cual indica que la concentracion de este ién fue menor a 0,2 ppm que es el limite de
deteccidn de esta técnica.

Es un hecho conocido que la liberacién de elevadas concentraciones de titanio conlleva
a la acumulacion de este metal en el tejido 6seo circundante al implante (3;4) y en
organos parenquimales como los pulmones, el higado o el bazo (5-9), en algunos casos
también se ha constatado su eliminacion por medio de la orina (10). Sin embargo, esto
ocurre en el caso de implantes metalicos, principalmente por problemas de corrosion o
desgaste del material y generalmente el titanio se encuentra en forma de
microparticulas. El efecto del titanio en forma i6nica en el metabolismo celular ha sido
objeto de varios estudios con diferentes tipos de células. Algunos estudios realizados
con neutrofilos humanos, que son unos de los leucocitos mas representativos junto con
los macréfagos a la hora de responder ante la presencia de un cuerpo extrafio,
indicaron que este tipo de células experimenta una cierta estimulacién a nivel de la
membrana celular al estar en contacto con concentraciones entre 2 y 10 ppm de titanio
(11). Mientras que Liao et al. (12) encontraron que concentraciones de titanio alrededor
de los 10 ppm inhibian la proliferacién celular. Estudios realizados con células



osteoblasticas (13;14) determinaron la concentracion i6nica de Ti a la cual se observo el
50% de citotoxicidad en este tipo de células. El llamado TC50 (toxic concentration 50%)
resultd ser 50 ppm, a partir de esta concentracién se observaron ciertos efectos
citotoxicos en las células.

Por otra parte, la respuesta celular ante un determinado i6n varia segun el tipo de
célula utilizada ya que cada tipo de célula tiene una sensibilidad diferente. Por
ejemplo, en el caso del Ti, ya hemos visto que los neutréfilos mostraron ser mas
sensibles al titanio que los osteoblastos. A su vez, las lineas de células osteoblasticas
han mostrado ser mas sensibles que las células fibroblasticas (15).

Segun los andlisis de ICP la concentracién de titanio presente en los extractos resultd
ser mucho menor que el valor de TC50 para los osteoblastos. Dado que los extractos
son soluciones que intentan emular la liberacion de iones in vivo, los resultados
obtenidos sugieren que las cantidades de Ti liberadas a partir de ambos vidrios, bajo
las condiciones de estudio utilizadas, parecen ser no citotéxicos para las células
fibroblasticas usadas.

Los resultados presentados en la seccion anterior de este capitulo indican que la
informacion obtenida a partir de los extractos y del cultivo en contacto directo con los
discos de vidrio, no puede considerarse como equivalente. Las interacciones célula-
material estan influenciadas no sélo por la composiciéon quimica, sino también por
otras propiedades del substrato como son la rugosidad superficial, y la energia
superficial, entre otras variables (16-18). Todos estos, factores no estan presentes en el
caso de los extractos. Por otro lado, las condiciones locales, como el nivel de pH y la
acumulaciéon de iones pueden ser muy diferentes en ambos métodos y altamente
dependiente del procedimiento usado en el ensayo utilizado. De hecho, se ha visto por
ejemplo que tanto la composicién como el contenido del suero en el medio de cultivo
puede afectar la disponibilidad y el transporte de iones hacia la célula y dentro de ésta
ya que concentraciones elevadas de suero pueden proveer mas transferrina y otras
moléculas capaces de transportar los iones a las células (19). Esto debe tomarse en
cuenta sobretodo cuando se estan desarrollando materiales para ser usados como
andamios tridimensionales para aplicaciones de ingenieria de tejidos, los cuales deben
ser colonizados por las células para la regeneracién del nuevo tejido.

Por otro lado, también es conocida la dificultad de extrapolar los resultados in vitro al
comportamiento in vivo del material, especialmente en el caso de materiales altamente
reactivos o solubles. De hecho, en un estudio previo, el comportamiento in vivo del
vidrio GO fue evaluada en conejos, en el tejido subcutaneo dorsal (20). En ese estudio in
vivo, el vidrio GO mostré una buena biocompatibilidad y no present6 ninguna reaccion
adversa, a pesar de su alta solubilidad, mientras que en este estudio pareciera que el
vidrio GO aparece como ligeramente citotdxico ya que en el ensayo WST presenta una
absorbancia menor que la del control después de 24 y 48 horas de cultivo como indica



la Figura 4.3. Esta aparente contradiccion puede ser explicada por el hecho de que in
vivo, los cambios quimicos locales estan tamponados por el medio fisiologico y por la
continua circulacion de los fluidos fisioldgicos, lo cual “suaviza” las condiciones
locales. Ademas, algunos mecanismos de degradacion celular, que son activados in
vivo y no in vitro, pueden modificar el comportamiento biolégico del material.

Asimismo, los resultados obtenidos en los ensayos de adhesién y proliferacion parecen
ser un poco contradictorios en comparacion con los ensayos de citotoxicidad. De hecho,
tanto los valores de absorbancia como la observacion por microscopia 6ptica mostraron
una mejor adhesion en el caso del vidrio sin titanio que en el vidrio con 5%molar de
TiO. y que el control, a pesar de los resultados de citotoxicidad mostrados en la Figura
4.1. La misma tendencia fue vista en los ensayos de proliferacién en contacto directo
con la superficie de los vidrios (Figura 4.4).

Hay que mencionar que en el método de contacto directo, a pesar de que los valores de
absorbancia para la proliferacion fueron mayores para GO que para G5 y para el
control, la observacion por microscopia después de 72 y 96 horas de cultivo, mostré
que algunas de las células se despegaron de la superficie del vidrio GO. En cambio en
los discos de vidrio G5, se observd una monocapa confluente sin desadhesion de
células.

Ademas, se observo la formacion de una capa de tipo proteico en la superficie de los
discos de GO que provocé la coloracion intensa de la superficie del vidrio, lo cual
podria ser la explicacion a los altos valores de absorbancia obtenidos. Para confirmar
gue la capa de proteina formada en la superficie de GO no era simplemente el resultado
de la adsorcion de las proteinas provenientes del medio de cultivo, los vidrios fueron
incubados en DMEM con 10% de FCS sin células durante periodos comprendidos entre
24 y 96 horas. Se detectd una tenue coloracion en ambas formulaciones de vidrio. Los
valores de absorbancia obtenidos después de diferentes periodos de incubacion estan
recogidos en la Tabla 4.3. Se puede ver que estos valores son pequefios cuando son
comparados con aquellos medidos en presencia de células y por lo tanto no justifican
los altos valores de absorbancia que se obtienen para GO en comparacion con G5 en los
estudios de proliferaciéon (Figura 4.4).

Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de los extractos de los vidrios
estudiados (Figura 4.5), mostraron que a partir de 72 horas de cultivo, los extractos de
GO resultaron tener valores de absorbancia ligeramente mayores que los del G5,
induciendo una mayor proliferacién de los fibroblastos. A pesar de que los resultados
del ensayo de proliferacion (48, 72 y 96 horas) con extractos siguieron una tendencia
similar a los resultados obtenidos en los ensayos de adhesién y proliferacion en
contacto directo, las diferencias entre las dos formulaciones fueron mucho menores.



Los resultados obtenidos a partir de los diferentes estudios sugieren que GO parece
inducir la sintesis y secrecion de algun tipo de proteina en la matriz extracelular, como
podria ser la fibronectina u otras proteinas extracelulares. Estos resultados estan de
acuerdo con los reportados por Salih et al (21), que encontraron que lineas celulares de
osteoblastos humanos en presencia de extractos provenientes de vidrios de fosfato con
una composicién quimica similar a la del vidrio GO, experimentaron un aumento en la
proliferacion y una sobreregulacion de la expresion de sialoproteina, osteonectina y
fibronectina. Las razones que pueden explicar estos efectos producidos por el vidrio GO
en los fibroblastos y la sobresecrecion de proteinas extracelulares no estan claras, pero
ya que so6lo aparecen en el caso de GO y no en el G5, puede que estén relacionadas con
la diferencia en la composicion quimica y en la velocidad de disolucion, lo cual
corroboraria que la solubilidad es un punto de gran importancia en las interacciones
célula-material.

Tabla 4.3

Valores de absorbancia obtenidos a partir de la coloracion de los vidrios GO y G5
con cristal violeta después de diferentes tiempos de incubacién con DMEM
suplementado con 10% FCS. (Media + Desviacion Estandar, n=5)

Tiempo de contacto (h) GO0 (Absorbancia, 630nm) G5 (Absorbancia, 630nm)

24 0.084 + 0.006 0.04 +0.004
48 0.041 + 0.006 0.042 + 0.004
72 0.073 £ 0.021 0.045+0.011
96 0.125 + 0.036 0.071 +0.025

El aumento en la sintesis y secrecion de proteinas puede estar relacionado con varios
factores como las variaciones en los niveles de pH o en las concentraciones ionicas del
medio. Por ejemplo, en lineas celulares osteoblasticas y osteoclasticas se ha visto que
un descenso en el pH del medio inhibe la actividad de los canales de calcio que se
encuentran en las membranas plasmaticas (22;23).

En el caso de que esta sobreregulacién esté ligada a las variaciones en las
concentraciones iénicas, aunque no esta muy claro cual de los iones es el responsable
de los efectos observados, algunos autores sugieren que el calcio puede jugar un papel
fundamental en la secrecion de proteinas ya que algunos cationes divalentes como el
Ca?*, juegan un papel fundamental en la activacion y regulacion de ciertos mecanismos
y eventos intracelulares (24;25).

De nuevo, los resultados han sido “suavizados” cuando los extractos fueron usados.
Esto puede ser explicado por el hecho de que en el método de contacto directo, los
fibroblastos estdn expuestos a un ambiente quimico el cual puede sufrir fuertes
variaciones locales, cerca de la superficie del vidrio soluble, de donde pueden difundir
las especies ionicas hacia el fluido. En contraste, en el caso de los extractos, las células



estan inmersas en un medio mucho mas homogéneo donde las concentraciones iGnicas
estan “promediadas” en el volumen total del extracto.

En resumen, el estudio presentado en este capitulo indica que la solubilidad de los
materiales a implantar es un factor que influye en el comportamiento celular. Los
resultados obtenidos mostraron que el G5 es el vidrio con una mejor respuesta celular.
Por lo tanto, este sera el vidrio seleccionado para la elaboracion de los materiales
compuestos estudiados en los préximos capitulos.
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