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Evaluación de la genotoxicidad inducida por materiales dentales a base de PMMA en cultivos de fibroblastos gingivales humanos.
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ResumEn

Introducción. Los materiales a base de polimetilmetacrilato (PMMA) son ampliamente utilizados para la fabricación de prótesis dentales. Sin embargo, durante su elaboración difícilmente se logra completar el proceso de polimerización. Por tanto, puede ocurrir una liberación de monómero residual en la cavidad oral de los usuarios, sobre todo en las primeras horas de estar en contacto la prótesis con la mucosa bucal. Existe evidencia de que dicha sustancia puede provocar alteraciones en la mucosa, tales como, irritación, inflamación, alergias, reacciones tóxicas, genotóxicas o carcinogénicas. Objetivo. Evaluar y comparar la genotoxicidad inducida por dos materiales dentales a base de PMMA en cultivos de fibroblastos gingivales humanos. Materiales y métodos. Se analizaron los siguientes acrílicos para base de prótesis (NicTone): autocurable y termocurable. Se prepararon discos de 15 mm de diámetro y 3 mm de grosor, siguiendo las instrucciones del fabricante. Después del ciclo de polimerización, los discos fueron esterilizados en luz UV e incubados en medio de cultivo celular durante 24 hrs a 37°C. El eluido obtenido se utilizó para la determinación de la genotoxicidad mediante la versión alcalina del ensayo cometa. Los cultivos celulares de fibroblastos humanos se obtuvieron a partir de una biopsia de tejido gingival. Las células fueron expuestas al eluido durante 30 minutos a 37°C. Posteriomente, fueron fijadas en agarosa de bajo punto de fusión para ser sometidad a una solución de lisis celular. Lo siguiente fue someterlas a una carga electroforética y finalmente fueron teñidas con solución de bromuro de etidio para determinar el daño inducido en el ADN mediante microscopia de fluorescencia. Resultados y conclusiones. Los datos obtenidos indican mayor daño inducido en el ADN de fibroblastos gingivales humanos expuestos a un acrílico autocurable a base de PMMA, en comparación con las células expuestas a un acrílico termocurable y el grupo control.
1. Introducción

Las propiedades genotóxicas de los materiales usados en odontología se consideran un criterio esencial para que puedan ser utilizados de una manera biológicamente segura en los pacientes. Entre los más utilizados se encuentran los materiales a base de polimetilmetacrilato (PMMA), los cuales son ampliamente utilizados para la fabricación de prótesis dentales. Sin embargo, durante su elaboración difícilmente se logra completar el proceso de polimerización. Por tanto, puede ocurrir una liberación de sus componentes en la cavidad oral de los usuarios, sobre todo en las primeras horas de estar en contacto la prótesis con la mucosa bucal. Se ha sugerido que dichos componentes pueden ser liberados en forma de monómeros residuales; la difusion de dichos componentes, puede darse dentro de la pulpa dental, mucosa y glándulas salivales, esto como consecuencia de una polimerización incompleta o, también como parte del proceso de degradación de los materiales debido a las propiedades térmicas, enzimáticas y microbiológicas existentes en el ambiente oral. Una vez liberados, pueden interactuar con el tejido y causar citotoxicidad a través de la generación de especies reactivas de oxígeno, las cuales a su vez, pueden contribuir para producir efectos genotóxicos. Además, existe evidencia de que dicha sustancia puede provocar alteraciones en la mucosa, tales como irritación, inflamación, alergias y reacciones tóxicas, principalmente.

2. PARTE EXPERIMENTAL
Cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos.
El cultivo celular se obtuvo a partir de una biopsia de tejido gingival. El procedimiento se realizó en una campana de flujo laminar bajo condiciones adecuadas de esterilidad.

El tejido fue transportado al laboratorio en un tubo falcon que contenía 1 mL de medio de cultivo celular DMEM. Lo siguiente fue colocarlo en una caja de petri y agregar 200 µL de penicilina-estreptomicina para realizar cortes pequeños. Los cortes se pasaron a un tubo falcon, se llevó a centrifugar a 2000 rpm durante 1 minuto y se extrajo el sobrenadante. 
Lo siguiente fue resuspender en 200 µL de DMEM suplementado con antibióticos y SFB al 10% + 200 µL de penicilina-estreptomicina, centrifugar a 2000 rpm/1 minuto y desechar el sobrenadante. Este paso fue repetido 3 veces.

Posteriormente, el tejido fue resuspendido en 1 mL de tripsina e incubado a 37°C durante 1 hora. Después de esto se agregó 1 mL de DMEM suplementado con antibióticos y SFB al 10%, se llevó a centrifugar a 2000 rpm/1 minuto y se descartó el sobrenadante. 

Los cortes de tejido se resuspendieron nuevamente en 1 mL de DMEM suplementado con antibióticos y SFB al 10%, y finalmente se pasaron a un frasco de cultivo celular. Se distribuyeron homogéneamente en el frasco y se agregó 1 mL de DMEM suplementado con antibióticos y SFB al 10%. El tejido fue incubado bajo las siguientes condiciones:

37°C

95% de Oxígeno

5% de CO2
100% de humedad

El medio de cultivo celular (DMEM suplementado con antibióticos y SFB al 20%) se cambió después de dos días transcurridos. Posteriormente, se realizó cambio de medio cada 5 días. Se realizó el subcultivo al observar una confluencia del 80%. 
Nota: En el cuarto pasaje o subcultivo, las células se encuentran en condiciones óptimas para realizar el ensayo.

Preparación de especímenes de acrílico.

Se analizaron los siguientes materiales para base de prótesis: 

NicTone® autocurable

NicTone® termocurable 

Se prepararon 30 discos de cada material con dimensiones de 15 mm de diámetro y 3 mm de grosor, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

60 moldes en cera fueron colocados en muflas dentales que contenían yeso. Las muflas fueron sometidas a 2 bares de presión. Posteriormente se colocaron en baño maría para derretir la cera y evitar la formación de poros o burbujas. Lo siguiente fue preparar la mezcla de acrílico utilizando 21 g de polvo (PMMA) por cada 10 mL de líquido (MMA), y colocarla en las muflas. Después de esto, se aplicaron 2 bares de presión. El ciclo de polimerización del acrílico autocurable se llevó a cabo aplicando 2 bares de presión a temperatura ambiente durante 10 minutos, y el del acrílico termocurable aplicando 2 bares de presión en baño maría durante 1½ hrs.

Después del ciclo de polimerización, los discos fueron pulidos mecánicamente, esterilizados en luz ultravioleta e incubados en medio de cultivo celular durante 24 hrs a 37°C. El eluido obtenido se utilizó para la determinación de la genotoxicidad mediante la versión alcalina de la técnica  ensayo cometa.

Evaluación de la genotoxicidad mediante la técnica ensayo cometa.
Este método se basa en la observación de células individuales con la finalidad de evaluar la fragmentación del ADN ocasionada por la exposición a contaminantes tóxicos. Consiste en lo siguiente: obtener las células, fijarlas con agarosa en un portaobjetos, someterlas a una solución de lisis con la finalidad de romper su membrana celular, desenrollar el ADN en una solución amortiguadora, realizar la electroforesis y la determinación del daño al material genético.
En placas de doce pozos fueron sembradas aproximadamente 10 000 células por pozo. Al observar una morfología normal en las células, éstas fueron expuestas al eluido obtenido de los especímenes durante 30 minutos a 37°C.

Posteriormente, el eluido fue extraído y se realizaron 3 lavados con PBS. Lo siguiente fue agregar 300 µL de tripsina e incubar a 37°C durante 5 minutos. Después se agregaron 300 µL de DMEM suplementado con antibióticos. Finalmente se extrajo todo el líquido y se colocó en un tubo eppendorf para llevar a centrifugar a 1000 rpm durante 3 minutos. Se desechó el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 50 µL de PBS.
Para la determinación del daño inducido en el ADN, se tomaron 10 µL de células y se mezclaron con 85 µL de agarosa de bajo punto de fusión. Se tomaron 80 µL de esta mezcla y se colocaron en una cama de agarosa de punto de fusión normal previamente preparada. Una vez que solidificó, se colocó una tercera capa con 85 µL de agarosa de bajo punto de fusión. Con este paso se consigue fijar las células para posteriormente someterlas a una solución de lisis celular y romper la membrana de las mismas. Una vez expuesto el ADN, las células se sometieron a una solución de desenrrollamiento durante 20 minutos a 4°C. Lo siguiente fue someterlas a una carga de electroforesis durante 20 minutos a 25 V y 300 mA con la finalidad de que migrara el ADN dañado. Después de esto, se agregó una solución de neutralización. Posteriormente, las células fueron fijadas con metanol absoluto y finalmente se tiñeron con bromuro de etidio para ser analizadas mediante microscopia de fluorescencia.  
Las muestras fueron procesadas por duplicado y se analizaron 100 células por cada espécimen preparado. La lectura de resultados se realizó con el software Komet 4. La evaluación de la genotoxicidad se reportó como el parámetro Olive Tail Moment (OTM), definido como el producto de la longitud de la cola y la fracción de ADN total de la cola.
3. CONCLUSIONES
Los datos obtenidos indican mayor daño inducido en el ADN de fibroblastos gingivales humanos expuestos a un acrílico autocurable a base de PMMA, en comparación con las células expuestas a un acrílico termocurable y el grupo control.
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