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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo el hombre ha tratado de sustituir partes de su cuerpo dafiadas cn
accidentes o gucrras, con materiales sinwticus, utilizando derivados de los polimeros,
cerdmicas y aleacioncs mctflicas, para sustituir hueso, ligamentos, o incluso cormegir
malformaciones congénitas etc.

En 1a segunda guerra mundial hubo la necesidad de utibizar materiales para ayudar, 2
soldados y o personas civiles que habian perdido un miembro durante las batallas.(1)
Muchos matcriales no cran totalmente cumpatibles con ¢l cucrpo humano, comu algunos
polivinilos, clastdémeros, alcaciones (de acera), gomas de silicon, por lo cual se empezo a
tratar de encontrar malteriales biocompatibles que no produjeran reacciones tisxicas en el
Organismu,

Durante este siglo sc ha desarrollado ampliamente la ciencia y la teenulogia y han
aportado grandes e importantes contribuciones a Is medicina. La industria de materiales
médicos se ha desarrollado ampliamente y, con ello, ¢l surgimiento de las pruchas de
segunidad para salvaguardar la salud de los pacientes se hizo necesario, debido
principalmente a que a principios de siglo y durante Ta 1 y 2* guerras mundiales no hubo
un control en el uso de estos materiales, ya que la filosoffa de la industria durante décadas
fue, la de colacar en el mercadu el producto para incrementar las ventas, sin importar si cl
producto ¢ra o no aceptado por el paciente, por lo cual s¢ increment6 el riesgo de
toxicidad, ya que muchos de estos materiales no habfan sido evaluados para uso en
humanos.(1,2,3).

En fa evaluacion de la seguridad en ¢! uso de biomateriales y aparatos médicos, han sido
usados a menudo dos términos como sindnimos; "prucbas toxicoldgicas” y "pruebas de
scguridad”, sin cmbargo no significan lo mismo.

Las pruchas toxicolégicas se refieren generalmente a un amplio grupo de pruebas, lus
cuales dan detalles o informes de fa toxicidad de los productos (substancias o materiales),
aunque no vayan a ser usados como biomateriales. Por otra parte, las pruchas de
seguridad son una serie de prucbas para demostrar que el producto o malerial cs scguro
para uso en humanos y que no provoca ningin dafio, por ejemplo algin aparata o
medicamento puede tener una traza bioldgicamente activa, elemento que cn grandes
cantidades puede ser txico, pero al usarse en pequefias dosis nu es perjudicial para cl
hospedero. Las pruebas toxicoldgicas forman parte de las pruchas de seguridad y a veees
se sobrepones unas con atras. (1)

El primer pafs que tomd cartas en cf asunto del riesgo en el uso de materiales en humanos,
fue Estados Unidos y, en 1938, di6 a conocer un acta, la "Foed, Drug and Cosmetic Act”,
donde daba a la "Food and Drug Administration” (FDA) la autoridad para la accion
reguladora contra el uso de aparatos, pero csta Acta sélo le permitfa de revisar que los
productos o matcriales no estuvieran adulterados, limitando asi, la accién de ésta.

La FDA sc esforz6 para ejercer acei6n legal, para someter a revisin los nuevos productos
miédicos que la teenalogfa desarrollaba, sus acciones fucron sometidas a un largo
procedimicento fegal.

En los afios 50, 1a FDA fundd los laboratorios de "Material Science Toxicology" (MST)
para desarrollar una seric de pruchas "in vivo" con animales ¢ "in vitro” en cultivos



celulares, las cuales ayudadfan a discriminar el agudo potencial 16xico de nuevos
biomateriales, compardndolos con otros materiales. (1)

En los aios 60 la FDA establecid que todas las pruebas deberian cumplir con ciertos
requerimientos, como los siguientes:

1.- Los sistemas de prueba debhen gencrar una amplia gama de respuestas bioldgicas en
diferentes condiciones.

2.- Los resultados de las pruchas deben ser calificados y trasladados a un valor numérico
que serfa cl valor acumulativa de toxicidad (CT1),

3.- Las pruebas deben ser bastante répidas, para que un nimero grande de muestras
pudieran ser evaluadas.

4.- Los protocolos y procesos de prucha deben ser suficicntemente claros y sencillos para
ser ejeeutados por personal de otros taboratorivs,

5.~ Los resultados deben ser reproducibles no sélo por el grupo original gue ided la prucha
sino por olros grupos.

6.- Los resultados de las pruchas deben ser ficiles de obtener, y comunicarlos de modo
claro.

7.- Los resultados de las pruebas deben estar asociados con resultados clinicos en
humanos.

En esta misma década la "Pharmaceutical Manufactures Association”" (PMA), clasifico
aparatos médicos de acuerdo con el uso gue se les daba de la siguiente manera:

Tipo L- Aparatos internos(Injertos, protesis, ete.)

Tipo 11.- Aparatos locales (agujas hipodérmicas, ete.)

Tipo HL- Aparatos indirectos(estetoscopios, aparatos para medir presion, vendajes, ete.)
Tipo IV.- Aparatos que no tiencn contacto con los pacientes (Mmparas, cquipo
clectrénico, etc.)

Las razones para hacer esta clasificacion se basaron en ¢l empleo de diferentes pruebas de
seguridad para cada tipo de aparato, ya que por ejemplo, los aparatos tipo I deben pasar
pruebas de tuxicidad y de seguridad més estrictas y detalladas gue los aparatos tipo 1V,

Ya a finales de los 6075, los problemas con aparatos médicos habfan crecido, sc tenfa
canocimiente de algunos incidentes adversos en pacientes que usaban marcapasos y
aparatos intrauterinos. En octubre de 1969, en un mensaje al Congreso de los Estados
Unidos, s¢ hizo un Hamado para que hubiera una regulacién federal de aparatos médicos, y
no fue sino hasta 1976, que se promulgé la enmienda de sustancias y aparatos médicos, la
cual e dié la autoridad a la FDA para someter a prucha a todas los aparatos médicos y
sustancias que se usan cn aplicaciones clfnicas en humanos y cred una nueva clasificacion
de Sstos, la cual siguc on vigencia y es la siguienie:

Clase L.-  Aparatos y sustancias gue requicren s6lo controles generales.

Clase IL.- Aparatos y sustancias que dehen someterse a prucbas estdndares

de funcionamicnto, y controles generales.

Clasc H1L.- Aparatos y sustancias que requicren una estricta aprobacidn de mereadv. (1)

La clase I son aparatos y sustancias de uso general con poco potencial para causar daiio
(vendajes, agujas hipodérmicas, etc.); la clase H, se reficre a todos los aparatos médicos,
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los cuales dependiendo de su uso requicren diferentes niveles de prucha, y un control de
calidad; Ia clase TH sc refieren principalmente a nuevas drogas y medicamentos;

Las prucbas a que son sometidos cstos aparatos han sido creadas por diversas
organizaciones, que ya llevan mucho tiempo repitiéndolas en diversos laboratorios, dando
a estas pruchas ol cardeter de estdndares, Lay principales organizaciones gue Hevan acabo
gufas de pruebas estdndar estdn bajo ¢f marco legal de la FDA, son las siguientes: “United
States Pharmacopeia” (USP), "Pharmaceutical Manufactures  Association” (PMA),
“American Dental Association® (ADS); "American Society for the Testing of Materials®
(ASTMY; "Association for the Advancement of Medical Instrumentation” (AAMI).

El primier estindar aceptado oficialmente por I FDA fue elaborado por la USP en 1965,
para probar un pldstico utilizado para productos de maternidad, éste fue sometido a
prucbas bioldgicas.(3)

Debido al desarrollo de estas pruebas diversos pafses comenzaran a preocuparse por cl
control en el uso de materiales médicos; principalmente los pafses europeos y Japdn, que
contaban con una gran tecnologfa, y empezaron a crear organizaciones para regular el uso
de estos materiales, aunque al principio s6lo las usaban para tener un contro! de calidud de
los aparatos, sin tomar en cuenta la seguridad en los pacientes.(4)

Una de las principales organizaciones que tomé conciencia de esto fuc la British Standard
Institution, y tomanda como referencia a la ASTM y a la USP, llevd a cabo una scrie de
pruchas, principalmentc con concjos.(4)

A partir de mitad de los aflos 70 con el desarrollo de las pruchas estdndares, y el
incremento del uso de materiales médicos, hubo necesidad de definir nuevos conceptos, ya
que cn esta década cl concepto de biomaterial y biocompatibilidad se fue usando con mds |
frecuencia. Asf, se pucde decir que un biomaterial cs un material que se requiere para
ayudar en un tratamiento médico y que tiene cantacto con tejidos de los pacientes por un
perfodv de tiempo. La biocompatibilidad se refiere a la interaccién que tiene on
hiomaterial en un ambiente fisioldgico, en el (ue estd en comtacto con tejidos y fluidos
corporales, sin afectar adversamente este medio ambiente, El problema de  la
biocompatibilidad de los materiales, es el rechazo natural def cuerpo a cualquier material
extraio que entre en ¢l (2,3,4,5)

Como puede verse ¢l desarrollo de Ia ciencia de biomateriales ha sido un proceso largo,
llevindose mds de 30 afos de discusiones, en institntos de imvestigacion, congresos,
sociedades, ete.

La ASTM es la asociacion mds conocida internacionalmente, cuenta con una serie de
comités especializados que llevan a cabo  pruchas estdndares, estas prucbas son diseiadas,
revisadas y renovadas cada afto para los requerimientos estindar en diferentes dreas:
Industria, Ingenicria, Fisica, Quimica, Medicing ete. Cada comité s designado con un
fetra mayiiscula del alfabeto Los cstdndares de la ASTM constan de 68 volimenes,
divididos cn 16 secciones, cada seecidn dependiendo del drea es realizada por uno o mdy
comités, por ¢sta razén fas prucbas ticnen una literal del comité y el nimero del estdndar.
Este trabajo trata fundamentalmente de las pruebas bioldgicas mids conunes que se dehen
aplicar a los materiales propuestos para ser implantados, y se complementan con algunas
pruebas fisico-quimicas.

Todas estas pruchas son  esténdares internacionales aprobadas por la FDA y llevadas a
cabo por fa ASTM. Entendiendo por pruebas estdndases intemacionales aquéllas que



proporcionan un conacimiento cientffico sobre algin materal para uso médico, repetitivo
en cl tiempo y cn ¢l espacio, caracterizando a éste desde cualquier punto de vista: fisico,
quimico y bioldgico. Estas prucbas han sido realizadas y aprobadas en varios laboratorios
del mundo, ddndoles el cardcter de internacionales,

Con el incremento del vso de Jos biomateriales en sus diversas aplicaciones, ha crecido fa
necesidad de proporcionar un mejor entendimicnto de la biocompatibilidad, los métodas
para estimar la biocompatibilidad han sido analizados minuciosamente par organizaciones
especialistas en prucbas estindar, su interés esta enfocado al funcionamicnto de los
diversos materiales en ¢l medio ambiente {isiolGgico.

Las Principales pruebas bioligicas que se Hevan 4 cabo son de dos tipos:

a) "in vitro®, las cuales implican ¢l vso de las téenicas de cultivo celular (de células de
animales extrafdas de un donador y cepas ya establecidas), entre estas estdn: las pruebas
de citotoxicidad, ctc.

b) "in vivo" las cuales requicren el uso de animales de laboratorio (ratas, conejos , perros,
ctc.), como: las pruebas de irritacidn de picl, alergia, inycecion sistémica, implantacidn,
ete. (4)

Estas pruebas se complementa con otras prucbas fisicogufmicas especificas, como por
cjemplo, la prucba de corrosion, la prueba de extraccidn, la prueba de terminado de
superficic de implantes, etc.

La biocompatibilidad invelucra las reacciones entre los biomateriales y los tejidos, ambos
s¢ afectan mutuamente, por lo cual el conocimiento de las ciencias flsicas, qufmicas y
bioldgicas sc complementan,

La biocompatibilidad de los materiales usados cn aparalos médicos sencillos o
multicomponentes para uso humano depetde en gue parte del cuerpo se va a utilizar y
para que fin, porque los tejidos reaccionan de manera diferente en funcidn del tipo de
malterial. Los métodos que se mencionan en este trabajo son aplicados cn diferentes pafses
del mundo, por cso se consideran estindares internacionales y son desarrollados y
aplicadas a materiales ya usados como protesis, o para materiales polencialmente
hiocompatibles.

Cuando se usan nuevos materiales para aplicacidn médica en bumanos, se hace un estudio
hibliografico para conacer las prucbas estdndar méds adecuadas que se les deben aplicar,
para ascgurarnos que no produzcan unit respucsta hiolégica adversa que perjudique al ser
humiano y ¢l beneficio del aparato en el cual sc usa ¢f material.

Las pruebas estdndar son aplicadas a los materiales 4 veees sin un orden espectfico, o sci
cudl de las pruebas primero a cudl después, pero también es cierto que entre mds pruchas
se apliguen a un material cstard mejor caracterizado(60), tanto fisicoquimicamenie como
biolégicamente 'y se podrd obtener asf, una informacitn mds detallada de la
biocompatibilidad y compararta con las caracterfsticas que debe tencr un material para ser
considerado biomaterial, como son:

1. Ser compatible bioguimicamente, no ser téxico, no ser irritante, no ser alergénico, ni
carcinogénico.

2.- Ademss de ser [isicamente compatible, es decir, debe contar con una estructura
mecednica que armonice con ¢l tejido donde serd implantado.

3. Ser bio-adhesivo, o sea que se adhiera al tejido vivo. (59)



Para conocer Ia biofuncionalidad de un material son necesarias el conocimiento y la
aplicacidn de las pruchas estdndar de hiocompatibilidad por tres razones:

. Desarrollan el conocimicnto y la investigacién de materiales  potencialmente
biocompatibles o pruchan los matcriales ya usados como prélesis, para saber su
funcionalidad a nivel clfnico,

2. Las pruchas pueden ofrecer informacidn para regular el uso de materiales y aparatos
médicos para uso en humanos.

3. Las prucbas de biocompatibilidad sc aplican, para medir ¢! grado de hiocompatibilidad
de materiales.(59)

El estudio de la hiocompatibilidad, es vn campo relativamente nuevo, en ¢l cual las
aporaciones de las investigaciones son valiosas, el desarrollo de 1a pruebas tendientes a
este conoeimicnto se han ido modificando grandemente con ¢l tiempu y se han tomado
experiencias de las aplicaciones de €stas en otros laboratorios para complementarlas,
Auravés de la investigacién bibliogrdfica se encontrd que el drea de la biocompatibilidad de
matcriales ¢s un campo relativamente nuevo y las pruchas que s presentan en esie trabajo
tienen hasta hoy una aplicacion general cn todos los pafses que han tenido un avance
significativo en esta rama, como Estados Unidos, Inglaterra, Suiza, elc.

Estas pruehas pueden ser aplicadas en pafses donde no cxista un reglamento que
especifique que tados los aparalos médicos que tengan contacto con el cuerpo humano
scan sometidos a prucha independicniemente de si son ulilizados internamente o
externamente. (36)

En general, las pruebas de biocompatibilidad incluyen pruchas para cada tipa de
maieriales, porosos, no poroses, biodegradables y extractos de ¢stos, dependiendo de Ia
naturaleza de la aplicacién y usa final del material o aparato.(4)

Estas pruebas al aplicarse en México se pueden madificar de acuerdo a las condiciones
del trabajo de investigacién como son; ¢l presupuesto y Ja infracstructura con la cual se
cuente, principalmente debido a Jus costos de fos diferentes métodos, asf como el modelo
experimental que se emplee.

En el Institato de Investigaciones en Materiales (IIMUNAM) se han propucsto materiales
para su uso como implantes ortopédicos, por o que es necesario conocer y méds tarde
instrumentar, las pruebas a las que se dehen someter estas materiales.

Estas prucbas se tomaron como referencia, ya que en México no existen pruchas de cste
lipo y ademds no existe hasta ¢! momento de iniciarse ¢ste trabajo una legislacién que
regule la seguridad en el uso de materiales para aplicaciones médicas.

El abjetivo de este trabajo es recomendar suficientes prucbas bialdgicas para establecer un
nivel razunable de confianza concerniente a la respuesta bioldgica de vo muaterial o
aparatn. (22,23,35)

En esle frabajo se rccomicndan métodos de pruebas biolGgicas, para probar la
hiocompatibilidad de materiales y aparatos gue se intentan usar en humanos, coma
pratesis, rellenos dscos, eic.

En la hibliograffa, se encontraron varias organizaciones intemacionales dedicadas a la
estandarizacién de pruebas para la hiocompatibilidad de materiales, pero muchas de éstas,
tienen hase en la ASTM, por lo cual se tomd comu referencia a esta organizacion,

Las pruchas tomadas como referencia son de dos tipos: pruchas "in vitro" y pruebas “in
viv'", ademis se incluyen tres pruebas fisicoquimicas, que son de gran ayuda para las



pruchas bioldgicas, y que se deben levar a cabo antes que éstas. Las pruebas biol6gicas se
mencionan en un orden, el cual nos parece el mds ldgico para una mejor caraclenzacion y
estudio de los materfales, por que en este orden se analiza ¢l material a probar primero “in
vitro” para estar seguros de que no tenga cfectos 16xicos y de esta forma cvitar probarlos
“in vive" y sacrificar animales indtilmente, avn asf, si ¢l material llega a pasar las pruchas
“in vitro”, y al aplicarle als prucbas “in vivo” resulla ser irritante o alergénico, se pueden
cvitar las pruchas de imiplante evitando también el sacrificio de m4s animales.

Las pruebas biolgicas que se mencionan en este trabajo estan divididas en dos :
A)"in vitro" las cual incluyen las siguientes:

a) Pruebas de citotoxicidad en cyltiva celular: Esta prueba evalda "in vitro” In toxicidad de
materiales ya sca en polvo, pelfculas o extractos, los cuales se aplican a un cultivo cclular,
Tres pruchas se han incluido en este trabajo: difusién en agar, cultivo celular en contacto
directo con el material, y citotoxicidad en cultivo de células de la region orofacial, Todas
estas prucbas estiman la toxicidad de cada uno de los substratos de materiales o extructos
de solucion para cultivo celufar. Ef dafio celular es observado y comparado con controles
positivos y negativos. (40,41, 43)

b) Hemdlisis: Esta evalda qué matcriales provocan lisis de los eritrocitos "in vitro”,
midiendo la cantidad de hemoglobina liberada en el plasma. Las varillas de prucba y
extractos de materiales son incubados con sangre humana o de concjo en tubos de prucba
dindmicas y estdticos .La cantidad de plasma y hemoglobina s medida y comparada tanto
para materiales de prueba como de control. (38, 44, 50)

B) “in vivo" Las cuales incluyen las siguientes:

Previamente antes de llevar a cabo las pruebas de irritacion de picl, de alergia ¢ inyeceidn
sitémicu se debe Hevar a cabo 1a prucha auxiliar de

Extraccign; ¢sta se basa en el fendmeno de lixiviacion, yue se Heva a cabo utilizando
liquidos que simulen fluidos corporales como: sueros fisiolGgicos, aceites vegetales, elc.,
éstos lMquidos pueden llegar a extracr sdlidos téxicos que se encuentran en la superficic de
los materiales (metdlicos y polimeros), una vez hecho Ja extraccién b lixiviacion, los
extractos lfguidos se utilizan en las pruchas “in vivo” de inyeceidn intracuidnca, inyeccién
sistémica, irritacidn, también sc pucden utilizar en los cultivos celulares.(13,14,15,16, 18,
17,27)

a) Prucha de irrtacidn de piel: Esta prueba es recomendada en lu piel de conejo, los

materiales sc colocan en Ia piel de conejos en forma de parche para evaluar st es o no
irritante, después de 24 horas los parches son removidos, y la piel es calificada par eritlema
v edema. (32)

b) Prueba de alergia: Esta cvalta qué tan alergénico s un material, ¢s un procedimiento
de prueba por medio del cual ef material, o polvos de ¢ste son mezclados con un

[¢



complemento (coadyuvante de Freud) y administrado a la picl de los puercos de guines
durante dos semanas, que es el periodo de induccién. Después de dos semanas los puercos
de Guinca son calificados si se observa reaccion alérgica de su piel (edema y critemia)
durante 24 horas.(33)

¢) Prucha de inyeecidn intracutdnea (irritacidn): Esta prueba evalda qué tan irritantes son
los productos de lixiviacién de un material. Esta prueba estd disciada para determinar la
respuesta bioldgica de conejos, para una dosis sencilla de inyeccidn  intracutdnea de una
solucidin blanco (de control) y extractos preparados de las muestras de prucha. Todos los
conejos son observados para determinar si tiencn seftales de critema (cnrojecimiento de Ja
pich), y edema (inflamacidn de la piel), en ¢l sitio de la inyeccidn pur perfodos de mds de
72 horas. Las reacciones significativas son registradas y los extractos de prucha son
clasificados. (36)

d) Prucha de inyeccidn sistémica (toxicidad aguda): Esta prucha evalda L toxicidad de los
praductos de lixiviacion de un material. Esta prucba estd disciada para detenminar la
respuesta bicldgica de animales (ratas, conejos, cte,) para la dosis de inyeccidn intravenosa
o intraperitoncal de extractos, los cuales son preparados del material a probar, por medio
de la prucha qufmica de extraccidn.Los medios de extraccién preferidas son salinos,
aceites vegetales y otros liquidos simulando fluidos corporales. Todas las ratas son
observadas para ver si tienen signos de toxicidad inmediatamente después de la inyeceion
y de nuevo a intervalos especificados, (37)

Antes de las pruchas de implantacién de deben llevar a cabo las siguicntes pruchas
fisicoquimicas (principalmente para metales):

Prueba de Corrosion; c¢n esta prugha nucstro material candidato es sumergida cn una
solucidn fisioldgica dentro de una celda de corrosién, por medio de un potencioestata se
le cstimula con ur potencial cléctrico, con la ayuda de un clectrodo de referencia se mide
la diferencia de potencial en diferentes tiempos para canocer a que patencial y i que
tiempo se crean grictas u hoyos de corrosién; de esta forma se clasifica st cs o no
resistente a la carrasin . Estos datos nos ayudan para conocer si el material dentro del
sitio de implante dentro del cuerpo humano puede o no degradarse debido a la corrosion
y de esta forma afectar Ja biocompatibilidad y fa biomecdnica, (9,10,11,34, 44, 51, 52)

Prueba de terminado de superficie para implantes: La biocompatibilida de los
materiales es dada también  par las caracterfsticas ffsicas dc su superficie, por eso se
recomienda en esta prueba pulirlas a cspejo por medio de lijas de 600 y alumina de 3 um,
después formarles una capa llamada de pasivasién sumergiéndolas cn un 4cido fuerte
diluido, posteriormente también se recomiendan diferentes tipos de marcados para los
implanics. (6, 8, 25)

¢) Prucba de implantacion intramuscular o de_periado_corto: Este tipo de prucha cstd
disefiado para evaluar fa reaccidn del tejido vivo con una muestra del material que serf
implantado quirdrgicamente en un tejido animal (conejo, ratdn, perra). Al final del perfodo



de prueba, los sitios de implantacién serdn examinados por el tipo y grado de reaccion del
tejido, y ¢l material de prueba es clasificado con base en estas reacciones. También sirve
para evaluar la movilidad de implantes y tejidos en los planos subcutdneos, estos sitios son
significativamente diferentes a otros sitios de implantacién, por eso es importante
considerar la reaccidn de esta drea de tejido para implantes y materiales. (39)

) Prueba de implante por un perfodo largo: Esta prucha involucra la implantacion de
metales, pldsticos y cerdmicas, por un periodo largo en misculo y hueso, al final de los
diferentes periodos se analizan los sitios de implante para determinar el grado de reaccidn
del tejido.(42, §3, 54)

A continuacion sc menciona una lista de aparatos médicos clasificados dependiendo de su
usoy aplicacidn;

Aparatos externos, son aquéllos que sdlo tienen contacto con superficics externas del
cuerpo, coma: electrodos, tablillas, protesis externas, vendajes de varios tipos, material de
curacion, aparalos §scos ete.

Aparatos que comunican externamente como:

2) Los que comunican con canales naturales, por cjemplo: lentes de contacto, catéieres
urinarios, aparatos intraintestinales (sigmoidoscopios, colonoscopios, tubos estomacales
gastroscopios), tuhos endotraqueales, broncoscopios y algunas partes de equipo auxiliar
que estdn en contacto con materiales internos del cuerpo o irrigacion instalada.

b) Los intraoperativos: que se emplean cuando se lleva un procesa aclivo en pocas horas;
los ejemplos incluyen: agujas hipodérmicas, clectrodos penctranies, instrumentos de
biopsia, artroscopios, equipo de imrigacién, instrumentos quirdrgicas, y algunas partes de
equipo auxiliar que cstdn en contacto con tejidos internos del cuerpo, por un:

b') Perfodo corto (menos de treinta dfas), estos incluyen: aparatos de perfusidn, aparatos
de drenaje, aparatos de estabilizacién ortopédica, algunas partes de equipo auxiliar que
estdn en contacto con material interno del cuerpo.

b") Perfodo crénico (mids de treinta dfas), ejemplos: electrodos percutdneos, clectrodos
penetrantes activos, alambres de Kirschner, alfileres Steinman, prétesis cstapendotémicas,
prétesis de reemplazamiento  oscicular parcial o total, o tubos de ventlacion
taponopldsticy.

Aparatos que tienen conlacto con sangre:

@) Aparatos que ayudan a establecer una trayectoria de sangre indirecta: productos que
hacen contacto con la sangre en un punto usualmente por 24 horas y sirven como un
conduetor para corriente de fluido en el sistema vascular, ejemplos. administracidn de
soluciones, trans fusiones, o administracién de sangre.



b) Aparitos usados para establecer un contacto directo con la trayectoria de fa sangre por
un periodo corto. Exposicion sencilla de recirculacién de sangre o un producio gue
generalmente estd en la trayectoria de la sangre menos de 24 horas, cjemplos: catéteres
intravenosos, oxigenadores, tuho oxigenador extracorporeal y accesorios.

¢) Aparatos usados para establecer un contacto directo con la trayectoria de sangre por un
perfodo largo. Exposicién crdnica, cjemplos: dializadores, tubos de didlisis y accesorios,

Aparato implantados por un periodo largo:

a) En contacto principaimente con  hueso, cjemplos; alfileres ortopédicos, placas
aomiliadas, reemplazo de articulaciones, prétesis de hueso, cementos o implantes
dentales.(49)

b) Aparatos en comtacto principalmente con tejidos y fluidos, cjemplos: marcapasos,
aparatos que administran medicamentos, sensores neuromusculares y estimuladores,
reemplazamiento de tendones, faciales, pechos y otros implantes, tubos de fluidos
cerchroespinales, laringes artificiales, vélvalas de vasos deferentes o pinzas de ligacidn,

<) Aparatos gue cstdn en contacto principalmente con sangre, como: efectro-marcapasos,
venas artificiales, vlvulas del corazén, injertos vasculares, monitores de sangre, catéteres
de distribuci6n interna de drogas o bombas ventriculares auxiliares,

El cuadro siguiente enlista fos métodos de pruebas hiolégicas para materiales o aparatos,
incluyendo sus aplicaciones; la posicion de la seric y la interseccidén de columna sc marca
para indicar si la prucha se recomienda para un material o un aparato, o para la aplicacion
espeeifica indicada. Este cuadra sirve para conocer de acuerdo al tipy de material y su
aplicacidn qué prueba de bivcompatibilidad se debe de usar.

En la siguiente seccidn expongo las pruchas, a que deben ser sometidos todos los
materiales potencialmenie biocompatibles o los que ya han sido aceptados coma
biomateriales para uso clinico en humanos,
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PRUEBA ESTANDAR PARA LA EVALUACION DEL CULTIVO
CELULAR EN CONTACTO DIRECTO CON MATERIALES PARA
APARATOS MEDICOS. (40)

INTRODUCCION

Esta prictica proporciona un método de cultiva celular para predecir el potencial
citotdxico de materiales que s¢ usan en la construccién de aparatos y materiales médicos.
En general los métados de prucha de cultivo celular han demostrado una buena
correlacidn con las pruebas en animales y son frecuentemente mds sensibles para pequefias
cantidades de téxicos, ademas de que son métados rédpidos.

Los aparatos médicos cama los implantes o ciertos aparatos que se proponen para up
contacto fntimo con Srganos no deben producir reacciones binldgicas adversas, por eso
esta prueba puede usarse como una referencia para otre tipo de pruchas de citotoxicidad,
como la prucba de difusién en agar y como parte de un programa de control de calidad
para probar y establecer aparatos y materiales médicos.

RESUMEN DE LA PRACTICA

Se propone fa linea celular L-929 de ejido conjuntive de ratén para cl método de prucba,

porque tiene una historia relevante en las pruebas de este tipo. Esto no implica que su uso .
sca preferencial; sdlo que la linca L-929 es una lmea celular establecida, bien

:aracterizada, disponible y que ha proporcionado resultados reproducibles ¢n varios

laboratorios. (40, 56)

El cultivo celular se deja crecer hasta formar una monocapa confluente en cajas de petri.

El medio de crecimiento es aspirado y reemplazado para proporcionar un descanso a la

capd celular confluente. Las muestras de prueba (material a evaluar o probar) y de control

son colocadas en contacto directo con fa capa celular para proporcionar una estimacidn

rdpida de la presencia o ausencia de un efecto citotdxico de un material o aparato dado,

Sc¢ evalda la reaccion del material de prucha usando como referencia Jag reaceiones gue
producen los materiales de control, tanto positivos como negativos y con base en esto, s¢
decide si ol material de prueba cs citotéxico o no. Los resultados son considerados validos
sdlo cuando las respuestas esperadas para ambos controles son obtenidas y ¢} material de
prueba se compara con ambos y se vbserva si las reacciones que produjo éste son
parecidas al control positivo o negative, si son parecidas al control positivo ¢l material
puede ser toxico, si son parecidas al control negativo ¢l material no s toxico.



MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las muestras:
- Estenilice todas las muestras por un método apropiado, ya sea por calor, radiacién UV,
ete.

Materiales de control:

- Prepare muestras de control negativo de un material que no provoque una respuesta
celular adversa  por cjemplo, ¢l estdndar de referencia de pldstico de control negativo
(polietilena de ultrapeso molecular) de la USP.(57)

- Prepare muestras de control positivo de un material que provoque un predecible, y
moderado grado de citotoxicidad. Puede usar fenol acuoso (0.45 + .05 % por volumen)
para producir una reaccion de degeneracin y desprendimiento celular o la goma de ldtex
por cjemplo, cortada de un catéter de Foley.

-Corte los materiales de prucba de aparatos médicos sélidos grandes en secciones
ransversales para obtencr una superficie plana con una drea de 100 a 250 mm? y para
colocarlos en contaclo directo con la monocapa celular.

- Prepare muestras de aparatos médicos que tengan forma de varilla o who como sigue:

- Cuando ¢l didmetro es menor de 6.4 mm, cortar secciones de 5 a 15 mm de longitud,

- Cuando ¢l didmelro es de 6.4 4 |5 mm, cortar sccciones de 22 8 mm de fongitud.

- Cuando ¢l didmetro excede los 15 mm, prepare secciones transversales a parlir de sitivs
con secciones relativamente largas para cxponer el material interior.

- Si un aparato es construido con dos 0 mis malcriales, cortar cada una de Jas muestras
dc prueba de la interfuce de los materiales o muestras separadas de prueba de cada
matenal, 4
- Las muestras de extractos o Mquidos para evaluar citotoxicidad se filtran, una vez
saturado el papel filro esterilizado, permita que el exceso de lfquido drene micntras se
manticne la asepsia. Use el filtro de disco saturado como muestra de. prucha.

- Cuando se usa el dxido de etileno u otros quimicos parccidos como esterilizante, debe
dejarse un tiempo adecuado de aireacidn, para permitir Ia disipacion de residuos los cuales
pueden tener efectos adversos en los resultados de esta prueba,

- En general, las mucestras deben ser limpiadas y esterilizadas para remover algin residuo
yue haya quedado después que han sido cortadas a la medida.

- La medida y Ia forma de las muestras de prucha pueden variar considerablemente, por tal
mativa trate de proporcionar fisicamente su ensamble en la caja de petri.

Preparacion de la capa celular:

Prepare fos medios y las monocapas celulares como sigue:

-Prepare ¢l media esencial mfnimo (MEM), suplementado con sales de Earle y 10% de
suero fetal bovino, inmediatamente antes de su uso; | ml de solucion de L- glutamina, son
afadidos a cada 100 ml de MEM, también afiada 100 unidades de penicilina por mililitro
de medio y (00 pg de estreptomicing/m! de medio. Abiertos los recipientes de MEM
pueden ser almacenados a una temperatura de 2 4 8 °C por periodos de no mds de una
semana.

- Solucidn de L glutamina, 29.2mg/m} de agua estéril.



- Solucién de Hanks, libre de calcio y magnesio (almacenar en cuarto de temperatura),

- Solucién de tripsina al 1 % en solucién de Hanks libre de calcio y magnesio o buffer
salino de losfato (almacenar en congelador).

- Aspire ¢l medio de un frasco de cultivo con 150 em? de cultivo celular conteniendo una
monaocapa celular casi confluente.

- Enjuague las células con 5 £ 0.5 mi de solucidn de Hanks.

- Aspirar la solucion de enjuague.

- Adada 5 = 0.5 ml de la solucidn de tripsina (al 0.1 %) al matraz.

- Incube por § a 10 min para suspender las células,

- Transficra la suspensién celular a un tubo de centrifuga,

- Centrifuguc a 1300 g por 6 min.

- Descarte el sobrenadante.

- Resuspenda las células en 10 = (L1 ml de medio freseo, mezclando la suspensién
totalmente.

- Afinda 2 + 0.1 ml de medio a cada caja de petri.

-~ Usando una pipeta serolégica estéril de 10 ml, afiadir 5 a 7 gotas de la suspensién
cclular a cada caja.

- Incube hasta tener formada una monacapa cercanamente confluente, que se observa por
examinacion microscépica.

- La formacién de una monocapa casi confluente usualmente requicre de 3 a 5 dfas. El
tiempo requerido para ta formacion de una monocapa puede ser regulado de acuerdo a la
cancentracidn celular que se cologue en el medio, por que una concentracidn celular de
1.3 x 10° células/mi darfa un dempo consistente de 24 hr. Debe reconocerse que este
pracedimicnto puede incrementar ¢l riesgo de contaminacién bacteriana.(40, 55, S8)
- 8i lIa suspensin celular permanece sin usar, un subcultivo puede ser preparado al afadir
9 ml de medio fresco por cada ml de cada suspension en un frasco de cultivo celular con
una superficie de drea de aproximadamente 3 cm? por cada ml de células diluidas ¢
incubadas hasta tencr formada una monocapa celular casi confluente.

Procedimiento de prueba

Ejecute la prucba de citotoxicidad por contacto directy como sigue:

- Examine al microscopio fos cultivos cclulares y rechace alguno en el cual la monocapa
celular no sea correctamente canflucnie o las células muestren signos de granulacidn o
desprendimiento.

- Aspirar ¢l medio de todos los cultivos aceplables y reemplace éste con L5 a 2 mi de
medio fresco. _

- Coloque una muestra de control o de prueba en cada caja en contacto directo con la
monocapa celular. Prepare duplicados de cultivos para cada material de prueba, tanto para
controfes posilivos como negativos.

- La baja densidad de los materiales que ticndan a flotar en el medio puede estar apoyado
en contacto con la monocapa celular al colocar una pieza de control negativo encima de
éste para que baje.

- Incube todos los cultivos por 24 + 1 hra 37°C, con CO, al 5%.

- Examine cada cultivo microscépicamente.



- El uso de una tincidn histolégica tal como e} violeta cristal al 2 % en etanol al 20 %
puede ser til en la observacion de los cultivos.

Evaluacion de los resultados

- El cultivo cclular se debe examinar en busca de un efecto citotdxico si al microscopio
revela lo siguiente:

a) Si la malformacién, la degencracidn, ¢! desprendimicnto, o la lisis de las cflulas se
extiende mds alld del perimetro de la muestra de material; o

b)Una reduceion moderada del 20% o severa mas del 50% de la densidad de la capa
celular.

¢)Una reduccidn leve menor del 20% de la densidad de la capa celular ¢s aceptable, con
tal de que no haya evidencia de las condiciones especificadas arriba,

- Si, para una scric dada de muestras, un efecto citotéxico es observado para los controles
negativos o no ¢s provocado un efecto citotoxico par el cantrol positiva, los resultados
para esta seric de muestras deben considerarse invélidos,

- Si ninguna muestra de un material de prucha  provaci un efecta citotéxico como se
describe arriba, el material debe ser considerado para pasar este prucba.

- Si las muestras de un matcrial de prucha provocan un efecto citotéxico, el material debe
ser considerado como fallo para este prueba.

-~ St 8610 una muestra del matcrial de prueba provoca un efecto citotéxico, la prueba debe
ser repetida. El material debe ser considerado para pasar este prueba sélo si ninguna de las
muestras restantes provocan un efecto citotdxico, de otra mancra, estc debe ser
considerado fatlo.

REPORTE

- El reporte de fos resuitados de la prueba debe tener como minimo lo siguiente:

- Fecha de la prueba.

- Cepa celular usada.

- Historia del cultivo de ¢élulas,

- Medio usado (anotando si fueron usados antibidticos)

- Descripeidn de todas las muestras de control y de prucba incluyendo:

- Nomhre del material o aparato

- Nimero de lote u hornada.

- Fuente de suministro,

- La medida y el método de preparacion.

- El mérodo de esterilizacidn.

- El informe de que cada material de prucba pass o fallé la prueba, esto de acuerdo @ las
comparaciones hechas con las muestras de contrel positivo y negativo. Dando los
porcentajes de la lisis para cada muestra,

- Alguna otra observacidn pertinente, incluyendo algunas desviaciones o modificaciones
dcl método exacto descrito aquf.



PRUEBA ESTANDAR PARA PROBAR CITOTOXICIDAD EN
CULTIVO CELULAR POR DIFUSION EN AGAR. (41)

INTRODUCCION

Este método de prucha es apropiado para materiales que tengan varias formas y en
situaciones donde la cantidad de material es limitado, por ejemplo; aparatos pequefios o
polvos los cuales son colocados sobre el agar y es examinada la presencia de una zona de
inhibicién del crecimiento celular.

Este método de prueba no es apropiado para las trazas que no difunden en el agar o
agarosa. La capa de agar actia como amortiguador para proteger las células de I
muestra, pera no son apropiados para este métado las materiales que son muy pesados y
comprimen ¢l agar y no difunden o eausan dafio mecdnico alas células.

La limea celular L-929 fue elegida por que tiene una historia relevante de uso en pruchas
de este tipo. Esto no implica que su uso es preferido, s6lo que es una linea celular
establecida, bien caracterizada y fdcilmente disponible, que ha demustrado resultados
reproducibles en varios laboratorias, (41, 56)

Este método de prueba es qtil para la estimacién del potunual citotoxico de nuevos
materiales, y como parte de un programa de control de calidad para establecer
componentes y aparatos médicos; por que la estimacidn de la citotoxicidad proporciona
informacidn dtil para ayudar en la prediccién de las aplicaciones c¢lfnicas potenciales en
humanos. Los métodos de cultivo celular han demostrado buena correlacion con prucbns
de animales y son frecuentemente més sensibles a agentes citotéxicos.

Este método de cultivo celular es adecuado por la incorpuracién dentro dc
especificaciones y estdndares para materiales que se utilizan en la construccién de aparatos
médicos para ser implantados en ¢l cuerpo humane o colocados en contacto conlos
fluidos de tejidos o sangre por un periodo largo,

Algunos biomateriales con una historia de uso clinico general y que se suponen son
scguros pueden ser citotéxicos. Este método de prucha no implica que todos los
biomateriales puedan pasar esta prueba para ser considerados seguros para su uso clfnico,

Los métodos de laboratoriv de cultive celular proporcionan un métode rdpido para la
estimacién del potencial citotoxico de aparatos médicos y de materiales utilizados en su
canstruccién. El método de difusién de agar es una de las vanas téenicas que son
comdnmente usadas. El mélodo de cultivo celular descrito en este estindar ¢s una
modificacién de los métodos que han sido rutinariamente usados por mds de 10 afios.

RESUMEN DE LA PRUEBA

Se evalia la reaccién del material de prucba usando como referencia las reacciones que
producen los materiales de control, tanto positivo como negativo y con base en esto, se
decide si un material es citotdxico o no. Los resultados son considerados vélidos s6lo
cuando las respuestas esperadas para ambos controles son obienidas y comparadas con ¢l
de prueba.

Los cultivos celulares crecen hasta una monocapa confluente en las cajus de cultivo, El
medio ¢s aspirado y reemplazado con un medio conteniendo agar, el cual se deja
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solidificar. Los materiales de control y de prucba son cotocados en la superficie del agar
para evaluar las propicdades citotéxicas de un material o aparato dado. Los componentes
toxicos del material de prucba pucden difundirse en ¢l medio de cultivo, formando un
gradiente dc concentracién y afectando adversamente a las células a alrededor de éste.
Este métado estd bien adaptado para materiales de baja densidad (en forma de pelfculas,
polvos, lquidos, ete,),

MATERIALES Y METODOS

Maseriales de prueba y de control:

Para las caracterfsticas dec los materiales de prucba y de control; siga las mismas
indicaciones de la prucha cstdndar para la evaluacion del culivo celular en contacto
directo con materiales para aparatos médicos, o consulte Jas referencias 40 y 41,

Preparacion de medios y Mantenimiento del cultivo celular

- Para maniener el cullivo celular, ef medio X es preparado al mezclar 90 ml de MEM
de Eagle con sales de Earle, sin L-glutamina, ajustando la solucion al pH 7.15, afadir 1 ml
de aminofcidos no esenciales 100X (L-glutamina)a cada 100 ml de MEM antes de
colocarlo en cl cultivo, también afada 100 unidades de penicilina/ml de medio y 100 mg
de cstreptomicina/mi de medio.

- Solucidn de L glutaming, 29.2mg/m] de agua cstéril,

- Solucién de Hanks, calcio y magnesio libre (almacenar en cuarto de temperatura). -

- Solucitn de tripsina al | % en solucidn de Hanks o calcio y magnesio libres, y buffer
salino de fosfato (almacenar en congelador).

Use los siguientes procedimientos para mantener las células por subcultivo serial

- Aspire ¢l medio de un frasco de cultivo celular de 150 em? que contenga una monocapa
casi confluente de cualquicra de fos clones de Ia cepa 929 ATCC, CCL I NCTC: (clon de
la cepa L, de tejido conectivo de ratén) designada L-929.

- Enjuague las células con suficiente solucién de Hanks balanccada de sales para remover
residuos de suero (por ejemplo, 5 a 10 ml),

- Aspirc la solucidn de enjuague.

- Afada al frasco de cultivo hasta cubrir la monocapa celular aproximadamente § ml de
una solucién de tripsina (al 0.1 % cn solucién de sales balanceada de Hanks almacenar en
frfo).

- Incubar de § a 10 min para suspender las células.

- Transferir la suspension cclular a un wbo de centrifuga.

- Centrifuguc a 1300 g por 6 min,

- Descarte el sobrenadante.

- Resuspenda las células en 10 £ 0.1 mi de medio freseo y mezelar la suspension a fondo,

- Distribuya Ia suspension celular equitativamente entre 2 a 8 frascos de cultivo de tejidos
de 150 cm?.

- Afiadir un volumen suficicnte de medio fresco para que cada frasco contenga 50 mi
aproximadamente,

- Cambice ct medio cada 2 o 3 dfas hasta que la monocapa sea casi confluente,



Preparacion de la capa celular

- Prepare la monocapa celular confluente como sigue:

- Afiada 2.0 £ 0.1 ml de medio a cada caja de petri.

- Use una pipeta seroldgica estéril de 10 ml, afada de 5 a 7 gotas de la suspension celular
(descrita arriba) a cada caja. Gire las cajas para asegurar una distribucién uniforme de
células,

- Incubar hasta que se haya formado una monocapa casi confluente, que es observada
microscdpicamente.

- Si la suspensién celular permancee sin usar despuds del paso, un subcullivo puede ser
preparado al afladir 9 ml de medio freseo por cada ml de suspension en un frasco de
cultive celular de aproximadamente 3 em? por cada ml de células diluidas ¢ incubadas
hasta que sc haya formado una monocapa casi confluente, que s¢ determing
microscpicamente.

‘Procedimiento para la prueba de citotoxicidad

- Lleve i cabo la prueba de citotoxicidad por difusién en agar como sigue:

- Examinc microscdpicamente los cultivos celulares y rechace alguno en donde la
monacapa celular no sea correctamente confluente o las células muestren signos de
granufacion o desprendimiento,

- Meta al autoclave cl agar al 3 % por 15 min a 121°C,

- Coloque el agar esterilizado en un bafio marfa a 45°C y deje que se enfrfe a 45°C,

- Para preparar ta capa de agar, mezele 20 ml de MEM de Eagle 10X (con sales de Earle,
sin L-glutamina), 0.22 pr de bicarbonalo de sodio (buffer) y agua destilada estéril hasta
llevar el volumen al 70 % (70ml). Ajustar el pH hasta 7.15. Aadir 20 m! de suero fetal
hovino y 2 ml de aminodcido no esencial 100X (L-glutamina). Llevar hasta e volumen
final (100 mt) con agua destilada estéril, filre para esterilizar el nedio 2X.

- Coloque MEM 2X en un bafio marfa a 45°C’ y deje que se entibie a 45°C. No deje que ¢l
medio permanczca en 45°C por mds de una hora.

- Mezcle volimenes iguales de MEM 2X yagar nobel al 3 % a fondo. Deje que la mezcla
se enfrfe aproximadamente hasta 39°C.

- Aspire el medio de todos los cullivos aceptables. y reemplace éste con 2.0 ml de medio
de agar.

~ Calaque las cajas de cultivos a 37° C sobre una superficie plana para que solidifique ¢l
medio,

- Coloque una muestra de prucha sencilla 0 de control en cada caja en contacto con la
superticic del agar. Prepare duplicados de cultivos para cada material de prucha, tanto
para controles positivos cono negativos.

- Este método puede ser modificado usando cajas grandes de cultivo para acomodar asf las
muestras de control positivo y control negativo en la misma caja, como las muestras de
prucha. Las cuantificaciones de células y reactivos pueden ser  incrementadas
apropiadamente si Se usan cajas grandes.

- Incube todos las cultivos por 24 £ Lhra 37°C y § % de CO, .

- Marque el contorno de las miestra en La parte baja de la caja de cultivo con un marcador
permanente, luego remucva la muestra.
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- Afiada 2 mi de una solucién de rojo neutro al 0.0} % por peso en ¢} buffer salino de
fosfatos ¢ incube por una hora, y examine eada cultiva microscdpicamente sobre y
alrededor de cada muestra de pruebi y de control.

Evaluacicn de los resultados

- Las mediciones del fndice de zona se realiza donde estdn las células que no se tileron
con roja neatro. Tabla |

- Las medidas del fndice de lisis es el nimero de células afectadas dentro de la zona de
toxicidad. E1 cultiva celular debe ser observado para ver si hubo o no un cfecto citotéxicu,
cs decir; si el examen microscopico revela malformaciones, degeneracién, desprendimiento
o lisis de las oélulas dentro de la zona; o una reduccion moderada o severa en la densidad
de la capa celular, Tabla 2

- Una reduccion escasa de la densidad de la capa celular es aceptable, con tal de que no
haya otra evidencia de I citotoxicidad como se especifica arriba,

- El fndice de respucsta puede ser determinado por Ja razdn del indice de zona y ¢ fndice
de lisis para cada muestra (Ri= ZULI).

. fndice de zona (0-5)
Indice de respuesta = --se-nsmsaromeesam e emeees
fndice de tisis (0-5)

El fndice de respuesta debe ser reportado como una fraceidn por ejemplo 3/2. Un indice
no citotoxico debe ser menor a 1, un indice citotdxico es mayor a |, (41).

- Si, para una serie dada de muestras, s observa un cfeeto citotdxico para los controles
negativos o el efecta ciloudxico no es provocade por los controles positivos, los
resultados para esta serie de mucstras deben de ser invalidados.

REPORTE

- El reparte de las resultados de la prueha debe de incluir. perp no estar limitados a
siguiente informacion:

- Fecha de fa prucha.

- Cepa celular usada,

- Medio usado ( anotando si se usaron antibidticos).

- Una descripeidn de fas muestras de control y de prueba, incluyenda:

- Nombre del aparato v materdal (Incluyendo nidmero de especificacion de fa ASTM
apropiada),

- Ndmero de grupo o lote

- Fuente de suministro,

- Medida y métado de preparacion.

- Métoda de csterilizacién.

- Valoses numéricos para el indice de zona, fndice de lisis, ¢ indice de respuesta,

- Alguna otra observacion pertinente, inchiyendo alguna modificacion del método exacto
descrito aqgul.
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Tabla 1 Descripcion de la zona de reaccion. (41)

fndice de

Zona Descripcitn de la zoua
0 No s¢ detecta 1a zona ni alrededor ni abajo de la muestra.
1 Zona limitada a una drea sobre [ muestra.
2 L.a zona s¢ cxtiende mas all4 de 1 muestra, menos de § cm
ki La zona se exticnde mas alld de la muestra05a 1 cm,
4 La zona sc cxticnde mas ala de la muestra més de | cm

pero no abarca toda la caja de cultivo.
5 Lazona envuelve toda la caja de cultivo.

Tabla 2. Descripcion de 1a Lisis. (41)

fndice
de Lisis Descripcion de la zona

No se observa citotoxicidad.
Zona afcctada menor del 20 %.
Zona afectada entre el 20 y 39 %,
Zona afectada entee el 40 y 59 %,
Zona afectada entre ¢l 60 y 80 %,
Zona afectada mayor al 80 %

B e B = D




PRUEBA ESTANDAR PARA LA ESTIMACION DE LA
COMPATIBILIDAD CELULAR Y DE TEJIDO PARA
MATERIALES Y APARATOS PARA PROTESIS OROFACIAL. (43)

INTRODUCCION

Esta prictica es dtil para cstimar ¢l potencial citotdxico de nuevos materiales o
formulaciones con posible aplicacidn médica y como parte de un programa de control de
calidad para aparatos médicos propuestos para In fabricacidn de injertos o implantes en la
region orofacial. Esta prctica exid restringida al uso de 1ejido orofacial humano normal no
transformado (TOH) extrafdo de un donador y de lineas celulares humanas establecidas
(LCHE). (56)

Esta préctica puede ser itil para determinar los cfectos de Ja edad, la radiacion, ¢l estado
de carcinogenicidad y la sensibilidad de los tejidos TOH a materiales y aparatos usados
para prétesis orofacial. (35)

El tejido (TOH), es cultivado en suero humano, como un sistema para estimar la
hiocompatibilidad de materiales de protesis para la reconstruccion orofacial. Este sistema
cs correlacionado con ¢l uso de Hncas celulares establecidas, tomando en cuenta ¢l
conocimiento de la variabilidad extensa de fuentes de tejido humano, suero humano, y sus
componcates separados.

El sucro humano se procesa para remover cntidades moleculares que cstdn como
contaminames y nativas por medio de didlisis y cromatografia en colunina con cluciones
19nicas de bufferes sohre micracuentas de vidrio.

Para monitorear la calidad y Ja unifomidad del sucro humano procesado, sc realizan
cultivos con una LCHE, la cual sirve como una referencia estdndar para poder cultivar ¢l
tejido TOH para la prucha de biocompatibilidad. E! uso de Mneas celulares establecidas
coma referencia, can factores de crecimiento definidos, proporcionan un medio  para
comparar la sensibilidad de las células TOH, ya que de esta forma nos proporcionan
resultados relevantes para estimar la biocampatibilidad y la scguridad para el uso de
materiales de prétesis en la region orofacial,

Existe una variedad de métodos de culivo celufar para células  humanas, los
procedimicntos relacionados y medios s¢ pucden encontrar comiinmente en Ja bibliograffa,
para tamar en cuenta que tipo celular se va a emplear, de acuerdo at sitio anatémico donde
se va & colocar el biomaterial. La litcratura publicada proporciona numerosos estudios de
métodos de cultivos celulares "in vitro” y procedimicnios de cétulas humanas normales no
ransformadas. La tabla 6 proporciana un resumen del continuo  desarrollo y
modificaciones de los métodos del culivo celular y alpunas caracteristicas principales
entre las cuales estén: el empleo de células adultas que se usan mds en 1as prucbas clfnicas,
gue fas células embrionarias, debido principalmente & que las embrionasias tienen
complicacitn para estabilizarse y thegar correctamente al estado confluente,



RESUMEN DE LA PRACTICA

- El tejido orofacial humano (TOH) y la LCHE son cultivadas en medio A3 con suero
homéloge humano en matraces de cultivo celular o recipientes apropiadoes. Sc llevan a
caho las siguicntes series de cultivos celulares:

a) Cultivo de control primario, con el cual se verifica la calidad del sucro y el actor de
crecimicnto procesados.

b) Cultivo de prucba, en el que el material a probar se coloca en contacto con la capa
celular para su evaluacion citotoxica (de este cultivo se pueden levar a cabo una o mds
réplicas, segin las nccesidades).

¢) Cultivo con un control positivo, en el que la capa celular esté en contacto con un
material que provoque una respuesta toxica conocida, como un quimico 1oxico que se
encuentra e la lista de materiales toxicos referidus en la Hiteratura,

d) Cultivo con un cantral negativo, en el que la capa celular esté en contacto con
poliestireno o algdn owro material que no provoeque un efecto txico.

Se observan todos los cultivos diariamente para sefalar el crecimiento y toxicidad. La
prucha debe ser terminada hasta alcanzar La confluencia.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras de control (veferencia) y muestras de prueba

A) El control negativa debe ser un material que no inhiba el crecimicnto celular
permitienda que el cultivo llegue hasta la confluencia. Puede usar el siguiente material:

- Estdndar de referencia de control negativo de pldstico de la USP; pelfeula u hoja de
flurcarbono (FEP teflén) de 10 mm (0.010 pul) de grucso, cste flurocarbono s usado
por que es un quimico excepeionalmente inerte, con alta gravedad especilica, mds grande
que la mayoria de los nutrientes del medio, y de claridad excepeional pari revisar la
estructura celular, (87)

- También se pueden usar el poliestireno que cominmente se usa para tabricar los frascos
de cultivo de celular.

B) El control positive debe ser un material que provoque un efecto tdxico en el cultivo
celular, tal como Ja goma de 1dtex de un caler de Foley o el fenol, que estdn registradas
en la literatura como substancias t6xicas, Sin embargo el fenol es un tdxico de referencia
comin (40), su solubilidad acuosa y por consiguiente su lixiviacion es también rdpida. Por
conveniencia, use altenativas menos solubles, use alguno de sus arilos substitutos cloro o
nitro derivados enlistados cn el registro de algunas referencias de sustancias téxicas.

C) El material de prueba, debe ser el material que se usa en la protesis o un material
potencialmente biocompatible.

-Todos los materiales de prucha para prowsis, incluyendo los contrales positivos y
negativos deben estar en Ja forma susbtancial similar o equivalente de pelicula u hoja.

- Prepare los matcriales de prueha y de control en forma de pequefias pelfculas con un
intervalo de 0.1 a 1 mm de grueso, cortadas de forma cuadrada o triangulur, cada lado



debe medir de 10 a 15 mm. Antes de colocarlas en el cultivo ademds de esterilizarlas y
para asegurar que queden totalmente inmersas ¢ inmovilizadas realice un par de ranuras a
los lados de éstas y ensarte una o dos cubiertas de vidrio limpias de 9 por 50 mm a través
de las ranuras. También haga uno o més orificios de 3 mm de didmetro cn ¢l centro de las
muestra de prucba y de control, para proporcionar un drea de alta concentracién de
substancias lixiviadas y también un foco para un registro fotomicrogrifico.(ver figura 1).
-Proporcionc para todas las mucstras los siguientes datos: descripeion de la forma:
cuadrada, rectangular, ete, densidad o gravedad especifica, grueso (mm), peso (mg), drea
de superficic (in?), volumen (ml), y la razén de drea/volumen.

Preparacion de cultivos:

a) Adapte al crecimiento las células humanas de referencia LCHE en medio Holmes A3
afiadicndo lo siguiente: ‘

- Una densidad celular de 10" a [¢¥ células/ml.

- 10 % de suero humano procesado ( ver ancxo Al).

- Una serie de factor de crecimiento alfa (FCA) comprendiendo 0, 0.1, 1.0, y 10 ug (bases
secas) por mililitro de medio.(ver anexo A.2)

- Haga cuatro series de cultivos y dejelos crecer hasta una capa confluente, incubdndolos a
37° £ 1°C con una atmdsfera con 5 % de CO, y 95 % dc aire, cambie el medio tres veees
por semana. Esto es escncial para reconocer las diferentes fases del crecimiento celular, las
euales incluyen: (I) adaptacién, usualmente con decremento de la poblacién celular por
uno o mds dfas, siguiendo un largo crecimicnto (1), generalmente referido al dempo de
duplicacion de la poblacién permitido para la conflucncia de la monocapa celular (111), y
finalmente basta el declinar (IV) de la poblacién celular debido a la senecencia o toxicidad.
En csta fases, puede ser aplicado el conteo periddico celular hasta la confluencia (V).

- Anote la complementacin minima necesaria de FCA después de gue se haya alcanzado
la confluencia sobre el intervalo de éste (de 0 a 10 pug/m)), para usarla en ¢l procedimiento
de biocompatbilidad.

-Mantenga la linea celular referida (LCHE) como cubtivo de cepas (stock), la confluencia
cs generalmente alcanzada en § dfas,

-Cambie los medios de cultivo cada 48 a 72 horas.

-Revise Jos cultivos microseépicamente en los tiempos mencionados y observe si hay
algunos cambios morfolGgicas o contaminacién, ya que estos cultivos son una fuente de
c€lulas para la estimacion de la biocompatibilidad, para averiguar y verificar la calidad del
suero humano procesado y a preparacién del FCA separado.

b) Preparacién y mantenimicnto del tejido orofacial humano (TOH):

-Extraiga de la regibn orofacial ya se del tjido gingivial, mucosa bucal o nasal un
explante,

-Coloque el explante de tejido humano en una caja de petri estéril comteniendo una gasa
cubierta con medio Holmes A3 y 10 % de suero humano procesado.

- Disecte ¢l cxplante ¢n pequeias piczas, cortar rebanadas de | a 2 mm de grueso y
aproximadamente de 2 4 4 mm? de drea.



- Incube a 37" + 1°C con una atmdsfera con 5 % de CO, y 95 % de aire en series
cuadruplicadas de contenedores de cultivo basta que  se forme una monocapa,
confirmdndola microscopicamente a las 48 y 72 horay,

- Agregue tripsing ¢n medio fresco al 25 % una vez que se haya alcanzado la confluencia
para que se desprendan las células.

- Coloque las células tripsinadas en frascos de cultivo ostériles para preparar una cepa
celular de primer paso, para la prucha de biocompatibilidad.

- Revise el primer paso de cultivo celular por si se encuentra contaminacion y descarte si
presenta, identifigue el ipo de contaminante.

- Caseche el cultivo celular propagado y idselo en cantidades necesarias para la estiimacion
de la biocompatibilidad,

- Almacene alguna poreidn del cultivo celular que no use en glicerol o dimetilsulfoxido
(DMSO) a -70°C para nucvas series de pruchas,

Estimacion de la biocompatibilidad del material de pruela

- Use tres combinaciones de vipo celular y suero (A, B y C de la tbla [), junio con el
formato mostrado en lu wbla 2, pura estimar la biocompaubilidad de las muestras del
material de protesis

- Decante el glicerol o el dimetilsuffoxido (DMSQ) de Ya cepa celufar primaria (TOH)
almacenada,

-Suspenda la cepa celular primaria (TOH) cn medio A3 fresco, 0 medio equivalenie, con
aditivos ptimos de suero, insulina y factor de crecimiento descrito en la tabla 1, usando
tripsina.

-Use un hemocitémetro para contar las células y poder realizar lo siguiente:

-Cologue una alfcuota de 1P hasta 108 células/ ml, en cada una de las series’
cuadruplicadas de la 1abia 2, con medio A3,

- Reemplace el medio de cultivo tres veces por semana o cada 48 horas por 7 dfas.
-Examine cada uno de los cultivos B, Cy D de la tabla 2, y compare las anormalidades del
crecimiento celular, éstas deben incluir la evidencia visual de (a) malformaciones o
degeneracidn de fa estructura, (b) lisis celular, o ¢) reduceidn de la poblacién celular por
conteo, con respeeta a la serie A de control de Ia misma tabla

-Prepare fotomicrografias con aumentos de [00 a 200 X de cada una de las series de fa
tabla 2, en diferentes dias cultivados; 1, 3, 5,y 7 dias para el andlisis cualitativo (marcaje)
de cflulas, aplicando un apropiado sistema de porcentaje de toxicidad. El sistema
apropiado de marcaje debe ser alguno de los convencionales descritos ya en la literatura,
en fos cuales se aplica un grado o marca de () = no toxicidad, y de 1 a 4 para et grado de
degeneracidn o inhibicién celular.,

- Opcionalmenie puede continuar [a confluencia de la monocapa mds altd del periodo de 7
dias, continte ¢l mantenimiento de la scrie de cultivos revisando indicios de reacciones
citotéxicas y ¢l registro microgrifico con intervalos semanales aproximadamente, hasla
completar 30 dfas, o hasta lerminar debido al toval fallecimiento de células (mas del 75
%).

- Hje el cultivo celular con formaldehfdo deshidratado al final de los 7 o 30 dias dc
prueba, posteriormente coloree el cultivo con hematoxilina y eosina,



- Aplique opcionalmente un andlisis bioguimico a los cultivos como se indica en la tabla 2,
para cvidenciar la transfurmacidn celular durante el curso de tos 7 o 30 dias de prucbs,
observanda posibles cambios bioquimicos y citogenéticos de Ia cepa primaria y la cepa de
referencia celular. La estimacion bioquimica debe incluir actividades de enzimas clave,
para ¢} caso; deshidrogenasa Ietica o lactosa y la citogénetica, aberracioncs
cromosdmicas.

- Las células cultivadas por estimacion biogufmica y o conteo deben ser enjuagadas al
micnos dos veees con 4 ml de medio A3 freseo o su equivalente seleccionado, sin aditivos.
- Colecte fas céiulas enjuagadas, al término de la fase de prucba, cn frascos de cultivo
con | mi de medio A3, scleccidnelas para estimacién bioguimica, si no se usan
inmediatamente almacénelus en frio a - 70°F hasta que sean usadas para ta estimacion
bioquimica o contco celular, 0 ambos,

Validez y estandarizacion

El rango de estandarizacidon de [a bivcompatibilidad debe scr juzgada valido s6lo cuando
las respucstas morfoldgicas sean evidentes con respecto a los controles negativos y
puositivos.

La estimacidn estadfstica convencional debe ser aplicada por medio de la prucba de
P*(hipdtesis nula) para comparaciones pares con los controles de referencia wxicos y no
toxicos, para cualquier perfodo de tiempo entre los 7 y los 30 dfas,

El rango de citotoxicidad debe basarse en algunos de los siguientes criterios: lisis celular
visible o dafio cclular, 0 ambes, en la vecindad del material de prucha, reduccién marcada
en ¢l contco cclular por conteo directo v medios equivalentes, tal coma ¢l andlisis de
DNA, cambios marcados en niveles enzimfticos cuando sc compara con conlroles, que
son determinados por andlisis de enzimas blanco detesminadas.

La no-toxicidad debe estar también basada en la carencia de ia estimacidn ioxica utilizando
cl andlisis microscépico y fatatnicrogrdfico mencionado arriba,

ELABORACION DEL REPORTE

Reporte la siguiente informacion:

Toda [a infarmacién posible es necesaria debido a que las pruehas por ser cstindar
internacionales deben ser comparadas con otros faboratorios

- Células de prucba utilizadas

- Designacién de la Iinea celular establecida utilizada,

- Designacidn de las células humanas utilizadas; clasificacion anatémica, piel facial, labio,
mucosa bucal, paladar, nasal faringeo, ctc.

- Historia anterior del cultivo primario, medio de adaptacidn, traslados, etc,

- Resultados de acuerdo con latabla 2,

- Medio utilizado.

- Factur o factores de crecimiento, que son FCA v substituios, o ambos.

- Método preparativo general, st es plasma humano o de suero, y la coneentracion o
prucha empleada.

- Fuente disponible comercialmente del medio, factores de crecimiento celular, ete, con
determinada concentracion usuda en fa prucha,



- Muestra de material propuesto para uso médico

- Determinacion quimica general de los principales componentes.

- Determinacién comercial de los principales componentes, si es proporeionado como
artfcula de comercio, por la clasificacién, tipe o grado, con identidad de lote u homada,

- Caracterizacion molccular del componente principal en términos de peso molecular,
grupo en el espectro de freeuencia det infrarrojo(IR), andlisis térmico diferencial (DTA) o
exploracion calorimétrica diferencial (DSC). '

- Componentes aditivos, tal como catalizadoses, estabilizadores, fiftros, pigmentos y
colorantes con detenninactdn quimica convencional.

- Méwodo general de procesamiento o conversion de los materiales utilizados en su
fabricacidn

- Principal uso de las propicdades tensiles y resistencia al rasgueo en: (a) muestra de
prucba fabricada no expuesta y (b) muestra de prucha apropiadamente expuesta a réplica
de metabolitos reactivos, nombrando, al menos (1) glicerina scleccionada o un aceiwe
vegetal comestible, y (2) deido ictico.

- Cuantificacidn y medicidn de las muestras de prucha.

- Densidad de la muestra (gr/cm? a temperatura estable).

- Pesoen (gr).

- Grueso (cm), ancho (cm), longitud (cm).

- Volumen (¢m?) |

- Volumen (em®) del medio de prucha por mantenimiento.

- Volimenes totales (¢cm?) de medio hasta vatuar la citotoxicidad,

Razanes de:

- Arca / peso de 1a muestra

- Peso de Ja mucsira /volumen del medio de prucha

- Proporcionar refacion resumida con una valoracion graduada, de O para no toxico hasta
+4 para toxicidad extrema.

- Transparencias montadas permanentemente tedidas y conteniendo el matenal de prueba,
o fotograffas de las transparencias mencionadas arriba y algunas otras fotografias tomadas
duranic la prueba las cuales pueden servir como un registro permancente de los resultados.

“Todos los datos cuantitativos derivados de los conteos celulares, andlisis de DNA,
andlisis de enzimas, ete.

ANEXOS

Al.- PREPARACION DE SUERO HUMANO PARA SU USO EN MEDIO DE
CULTIVO POR LA SEPARACION Y PREPARACION DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO CELULAR,

El mejor suero se obtienc de sangre humana fresca coagulada no eonteniendo aditivos. Sin
embargo, este tipo de sucro es diffeil de obtener, los resultados satisfactorios pueden ser
logrados a partir de plasma suministrado por un banco de sangre, aunque este plasma
contenga un anticoagulanie . La sangre del banco debe ser utilizada por completo antes de
48 hrs,



- Permita que 1a sangre se asiente en el paquete original por 1o menos durante 48 hrs a una
temperatur de 2 a4 °C para obtener ¢l plasma.

- Decante el plasma y centrifiguclo a 17210 g por 20 min a 20°C para remover residuos
de células sanguineas.

- Lleve a cabo la didlisis del plasma con una solucidn balanceada de sales conteniendo 48
gr de NaCl, 4.8 gr de KCl, 2.4 gr de MgSO,-7H,0, 1.68 gr de CaCl,-2H,0, 1.37 gr de
Na,HPO,-TH,0, y 0.72 gr de KH,PO, en 12 litros de agua desionizada y destilada, La
diflisis es levada a cabo en whos de membrana Spectrapor de peso molecular de
exclusidn de 3500, El tiempo de diglisis total es de 48 hrs. La sulucidn balanceada de sales
es cambiada despuds del primer perfodo de 24 hrs, Bl tratamiento de didlisis sirve para
remaover toxicos, medicamentos ingeridos, tejido, et

-Al terminar la didlisis, ¢l plasma se coagula demtro del tubo como resultado de la
remocidn del anticoagulante y la introduceién de calcio como se menciona arriba. El sucro
resultante es sucado del tubo y almacenado en frfo (de 2 a 4°C). Este se puede utilizar
posteriormente, directamente en el cultivo o para 1a elueidn del factor FCA..

A2.- PRODUCCION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO ALFA (FCA)

Preparacién de las microcuentas de vidrio para Hevar a cabo una cromatograffa o elucion
en columgia; .
- Coloque las cuentas sccas en una cubeta de precipitacion de vidrio hasta un volumen de
500 ml, ‘
- Aftada 50 gr de Hacmosol grado enzima activa (EA) scguido de 1 litro de agua caliente
destilada o destonizada (60 a 70°C) mientras sc revuelve por | minuto.
- Permita ¢l ligamiento de la enzima a las microcuentas, dejdndola estacionaria en un
cuarto de temperatura toda 1a noche o aproximadamente 16 horas,

- Remucva el agua al siguiente dfa por decantacion o par succidn,
- Lave las microcuentas cuatro veces con | litro de agua destilada o desionizada para
remaover e} Haemosol sobrante.
- Ailada 250 ml dc 4cido hidroclothidrico concentrado y ajuste ¢l volumen y las
microcuentas a 1 litro con Ja adicién de agua destilada o desionizada.
- Agite la suspension resultante de las microcuentas por 2 minutos y permita que se
cstabilicen toda fa nache bien tapadas para retener ¢f vapor det deido (HCH).
- Decante el dcido y enjuague 5 veces con 1 litto de aguus destilada o desionizada, Las
microcuentas lavadas son almacenadas on este estado para el uso siguiente o futuro.

Preparacidn de la columna de microcuentas:

- Lave la columna con 50 ml de Haemosol y epjuague con 500ml de agua destifada o
desionizada, regulando cl flujo del chorro de 2 a 5§ mVminuto.
- Antes de colocar las microcuentas en la columng, lave éstas con 2 litros de una solucién
de bicarbunate de sodio (NaHCQ,) 0.6. M. Este pretratamiento neutratiza los cambios de
acidez en el lavado regular de dcidos de microcuentas, asi previene la formacidn de
burbujas atrapadas en la columna,



-Vacfe la suspensién de microcuentas en bicarbonato de sodio (NaHCO,) 0.6 M en la
columna a una profundidad de 25 ¢m.

- Coloque un papel cromatogréfico de § em (Whatman de 3mm de grueso), encima del
nivel de las microcuentas. El papel puede estar flotando hasta que las butbujas de aire no
estén atrapadas entre €sta y la capa de microcuentas.

- Drene el sobrenadante de la salucién de bicarbonato hasta el Hmite de la interface del
papel filtro y las microcuentas, cierre el flujo por medio del adaptador de teflén inferior,

- Coloque 200 ml de um solucién 0.6 M de bicarbonato de sodio (NaHCO,) pH 8.0,
sobre la columna y permita que ésta corra totalmente por gravedad con un intervalo de 30
a 40 gotas/minuto.

- Ascgirese de que la columna nunca se seque. Para al flujo, la columna puede ser
presionada por medio de aire comprimido no mayor de 18 Pul. (ver figura 2).

- Cuando la capa de bicarbonato sobrenadante alcanza fa interface papel-cabeza, detenga
el flujo cerrando el drene adaptador de teflon; Ia columna ya cstd lista para la fraccionar ¢l
suera humano dializado (anexo Al).

Preparacion de las seluciones de la columna de elucidn:

-Prepare las series de a lista de soluciones pateén enlistadas con las tablas 3 y 4, almacene
en recipientes bien tapados y Gselas por un mdximo de 12 semanas,

- Prepare previamente las series de soluciones cnlistadas en I tabla 5 antes del
procedimiento de separaciin.

- Afiada poco a poco 20 mi de suero humano diatizado, utilizando dos pipetas de 10 ml,
esto se afiade después de gue en la columna ha sido anadido ¢l bicarbonalo de sadio (L&
M.

- Despugés que se colocan los 20 mi de suero en la columna, afiada 200 ml de bicarbonato
de sodio 0.6 M (Na HCO,), con pH 8, primero sc aftaden 10 mi con una pipeta del mismo
volumen dejando caey la solucidn en Ja pared interna para enjuagar ¢l sucro absorbido,

- Después de colocar los 10 ml iniciales de bicarbonato, los restantes 190 ml son
cuidndosamente vertidos en la columna para no pertucbar la capa de papel filtro y Ia capa
subyacente de las microcuentas.

- Ajuste e} intervato de flujo de 30 a 40 gotas por minuto por medio de Ia lave de eflén
del grifo, colecte fracciones de 10 a 12 ml en tubos de prueba, que se colocan en un
especiofotémetro con un detector variable de longitwd de onda para localizar el punto
méiximo de coleccidn del factor de crecimicnto alfa a 280 mm.

- Con la disminucién de ta clucidn del bicarbonato de sodio, proceda a lo siguiente afiada
100 ml de la solucién de NaHCOQ,-Na,CO, y siga colectando la fraccidn y monitoree la
absorbancia a 280 mm.

- Siguiendo ininterrumpidamenie la elucidn de la solucidn de NaHCO,-Na,CO,. proceda
con la elucién de 150 ml de agua destilada.

- Siguiendo ininterrumpidamente la disminucion de la elucion del agua destilada, proceda
con fa clucién de 200 ml de KHCO,-K,CO,,

- Siguicndo ininterrumpidamente con la disminucion de I clucidn de la solucidn de
KHCO, K,CO,, proceda a lo ultimo, clucién de agua destilada,
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- Si ¢s neeesario, cluir un total de 670 mi desde la columna para ascgurar que todas las
fracciones del factor de crecimiento activo han sido elucidas en el buffer de clucifn de
KHCO,K,CO,.

Identifique y coleccione las fracciones de FCA:

- Usando la deteccion a 280 mm de la fraccion del FCA, siguiendo el ion potasio del
buffer (pH 9.6), coleete de 6 a 10 tubos de prucha con las fracciones absorbidas a 280 nm.
- Cologue las fracciones en una membrana de didlisis (Spectra/Por 2. Membrane, 12000 4
14000 MWCO).

- Suspenda el contenido de la membrana de didlisis en 8 2 10 ml de agua destilada o
deionizada a 4°C con constanie agitacion.

- Después de 6 hrs mfnimo, cambiar ¢l agua y continuar {a didlists por 16 hrs.

- Esterilice el factar FCA por filtracién a través de un filtro de 0.2 mm.

- Almacenc ¢l factor FCA cn un recipicnte estéril,
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Tabla 1, Tipos celulares de prueba, medios sueros opcionales. (43)

Tipo Celulyr Medio Suero humano en %

(A) Orofcial Humano A3 con medio 6,60 10

(B) Linca Celualr Establecida* A3 (remplazado por 0.1a 10 % de
FCA)

© Linca celular establecida* A3 10

*Las combinaciones (B) y (C) de esta tabla son usadas para ascgurar la viabilidad cclular y la
lo apropiado del procedimiento,

TABLA 2 Formato de Biocompatibilidad para Células Humanas Primarias, para7 o
30 Dias (opcional) de cultivo. (43)

Material de prueha en series de Numero de trascos de culiivo
cultivo :

Estimacidn mortoldgica. Estimacidn bioquimica

opcional,

a) Ningun procedimiento de 4 4
control.
b) Muestra de prucba de la
pétesis o de un material 4 4
polencialmente biocompatible.
¢) Control positivo (referencia 4 4
citoiéxica)
d) Contro negativo (referencia 4 4
10 citotéxica).

) Las cepas celulares en esta matriz deben ser aspirados de un caldo de cultivo mantenido en el mismo
medio A3 o medio equivalente que ¢s complemtado y seleccionado para este formato.

b) El periodo opcional de 30 dfas, o mas largo, debe ser regulado dependiendo de las células y de las
modificacianes ded medio, ya que ¢l crecimeinto de las células humanas debe tener periodos extensos de
adaptacion.

¢) Para la estimaciin de la viabilidad y Iy tranformacioa celalar, o ambas.

) Cuando se usan contenedores de poliestireno no citotdxicos, la serie (o) puede ser usada como control
negativo en vez de a serie (d)
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Tabla 3. Soluciones para buffers de elucion. (43)

Soluciin Cantidad pH

0.6 M NaHCQ, 100.0 gr/21. R0

0.2 M Na,COy 424 gL, Desajustado
0.4 M K,CO, 130.6 gr/2L, Desajustado
12 M KHCO, 340.2 g/l Desajustado
0.2 M Na,COy 424 g2, Desajustado
0.4 M K,(0, 130.6 pr/2L Desajustado
12MKHCO, 13402 gr/l. Desajustado

Tabla 4, Preparacion del Buffer de elucion. (43)

Solucién

Volume |pH
n Final

Volumen utilizado

0.6 M NaHCOq 1200ml ...

0.2M Na,CO,  [390m)  [9.5+0.02 [ 100 ml
04MK,CO,  1429ml |
12MKHCO, [572ml  [9.620.1 [200ml

Tabla §. Soluciones que se afiaden a la columna de eslucion. (43)

Soluciones Volumen
Sucro Humano 20 m!
NaHCO4q 200 m!
NaHC(Oz- Na,CO4 {00 mi
| Agua destilada {50 mi
KHCO,. K,CO, 200 m!
250 m}

Agua destilada
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TABLA 6. Desarrotlo y Modificaciones de Métodos de cultivo de Células Humanas,

43)

Designacion | Fapecie Tipo Celular. | Nutrieate Tipo de litapa de [Nas de Criterio de Inplicacién
pur Autur. fucnie Primario. Suere Pructa Prucka Toxicided Clinica.
Crecimienin
Celuln
A. Méwdos Hetesdlogos de cujtiva Célula- Suern
ASTM FR13 Tejido MEM. Hovine Conlluencis 1 | lohibicidn Hrucba de
Austian Ratép. cunedtive nosfolégica, | seguridad
(1968) finis, e, genenl
Wilsnak Feto uimén MFM. Buvino Confluencia i
(1976} Hunwno Prepucio MEM Bovino Confluencis 1
Heuten- Humeao Linen ciular Morfold- Segwidad
Pettemmen adulta de mucosa MEM Bavino Prolifers- 3 | gxolnhibi- pArs resinas
{9m {aringea cién vidn deatales para
Lejida
hunwng
Va(lontz, et | Humena Orofactal MM Bovino yolifera. 30 | Morfolé- Maxilolacial
a) (1977 adult cibn gien, y oral
inhibicion,
lisis, efc.
B. Métados de Cultivo Ilomdlagoa Célulaz H Suero Humano
Davisun, et al | Humano Endoteho, MEM Humano Proliferu- 10 | Morfulé- (Potencial}
(1980) reciennacido { prepucio tién gica,
velocidad de
crecinienln,
formu.
Devison, et al | Humam Fadotetio MiM humano + prolifera- 16 | Morfold- Propusito de
{1980) wiulo (meloplia-tia, (fcureade <ion gicv, prueba
maisoplds- wrecimien-to) velocitad de
ts crecimieoly,
vaiable.
Va(lootz, el | [lumano Orofaciat MEM Thimano + Totifera- 30 Marfol- Maxilo/acial
o (1978) adulto (fatores de cibn ke, y orel,
crecimien-ta} inhiicibn,
lisis, gte.
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PRUEBA ESTANDAR PARA ESTIMAR LAS PROPIEDADES
HEMOLITICAS DE MATERIALES.(38)

INTRODUCCION

Esta prictica proporciona un método "in vitro" para la estimacién de las propiedades
hemolfticas de materiales usados en la fabricacién de aparatos médicos que tendrdn
contacto con sangre.

Esta préctica consiste en dos procedimientos; el procedimiento A, que describe una prueba
en condiciones cstdtieas y ¢l procedimicnto B, que describe una prueba que en condiciones
dindmicas, puede usarse uno o ambos procedimientos para la evaluacién.

Esta prictica es una de las vanias desarrotladas para la estimaci6n de la biocompatibilidad
de materiales.

La presencia de un material hemolftico en contacto con la sangre pucde incrementar los
niveles de hemoglobina en plasma y es capaz de inducir efectos téxicos u otros cfectos los
cuales pueden causar tensién al rifidn 6 a otros Grganos.

Esta préctica sc presenta como un procedimiento de escrutiniv para comparar ¢l potencial
hemolitico de un material con un material de control, el cual debe ser generalmente
conocido por ser apropiado para estar en contacto con la sangre.

El procedimiento que se presenta en este trabajo es una prucba reproducible. Esta no
quiere decir que sca el mds sensible, ni el més especffico para estimar el potencial
hemolitico de los materiales. Los resultados obtenidos con este procedimiento son usados
en conjunto con los resultados de otras pruebas gue estiman la compatibilidad sangufnea
de los materiales de prucba.

RESUMEN DE LA PRACTICA

Las mucstras de material de control y de prucha o extractos de estos son expuestos al
contacto con sangre de conejos en condiciones estdticas (procedimicnto A) y dindmicas
(procedimicnto B) y es medido el incremento de hemoglobina en el plasma . Las
comparaciones son hechas con referencia a los materiales de prueba y de control probados
en condiciones idénticas.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras de prueba y de control

-Prepare un minimo de 6 réplicas cada una de 50 tiras o varillas rectangulares de muesiras
de prueba y 50 de control para ser probadas para hemdlisis, cada una de | cm de longid
por I cm de didmetro o de una configuracion apropiada para dar un drea de superficie
equivalente de 15.7 ¢cm¥S ml de sangre diluida o los extractos emplcados. (Esta
corresponde al drea de superficie de plésticos recomendada por la USP, as{ como el
material de control positivo) (57).

-Las muestras finales dehen ser preparadas con un acabudn de superficie apropiado, tal
como sc requierc para su aplicacion y uso final,

- Esterilice las muestras, por medio de autoclave, luz ultravioleta, u otro método
apropiadv.

34



P coleccidn y preparacion de substratos sanguineos

- Obtenga sangre con uma jeringa previamente heparinizada de tres conejos diferentes para
cada prucba. Almacene la sangre a 4 £ 2°C y dscla antes de 96 hr.

- No lave las eélulas; use &stas suspendidas en ¢l plasma original.

- Determine la cantidad de hemoglobina del plasma por medio del siguiente
procedimiento:

- Centrifuge una alfcuota de 1 mi de cada muestra de sangre a 700 v 800 G cn una
centrifuga clinica cstandar por 15 min.

- Afiada 100 pi de cada muestra de plasma a 5 ml de reactivo de Drabkin (1 g de
hicarbonato de sodio; 0.03 gr de cianuro de potasio, 0.2 gr dr ferracianuro de potasio y
diluido con agua destilada hasta 1 Jitro),

- Deje la muestra estacionaria 15 min. Lea la absorbancia de Ja solucion con un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 540 nm.

- Preparc una curva de calibracidn y calcule los resultados en miligramos de  bemoglobina
liberada, de acuerdo con algin cstdndar (ue comdnmente se encuentran en la literatura,

- Si 1a hemoglobina de plasma libre ¢s mds grande que | mg/ml, no use las muestras de
sangre para esta prueba, on caso de que no sca mayor realice lo siguiente:

- Diluya los substratos sanguineos anadienda 20 pl de cada mezcla bucna a 5.0 mi de
reactivo de Drabkin,

- Deje 1a solucidn resultante estacionaria 15 min, pasando este tiempo lea 1a absorbancia
de la solucidn con un espectrofotémetro a una Jangitud de onda de 540 nm,

- *Determine la cancentracidn  de hemoglobina sanguinea de acuerdo con algdn estdndar
que cominmente s¢ encuentsa cn a literatura '

- Ajuste ¢l contenido de hemoglabing total de cada muestra de sangre a menos de 2.5 £
0.25 mp/ml diluyendo con una cantidad apropiada de solucidn salina normal, cstas
diluciones serdn utilizadas en ambos procedimiemos A y B.

PROCEDIMIENTO "A" (PRUEBA ESTATICA)

- Procese como sigue las muestras de prueba y de control cortadas y preparadas a I
medida que se especifico al inicio de la metodologfa:

- Prepare un extracto de cada una de las wes réplicas de las muestras de cada material de
prucha, de acuerdo con ta practica de extraccidn que se menciona en este trabajo y use las
condicioncs que se describen en ésta, utilice fa temperatura més altas que el material pueda
soportar, para mayor informacidn consuite la referencia (38).

- ‘Transfiera 4 mi del extracto resultante de cada muestra de los especimenes del material
de prucha a vasos de borosilicato individuales, quimicamente mpios, siliconizados, de 16
por 150 mm, con tapa atornillable.

- Transficra cada una de las tres muestras no extrafdas de los muestras de prueba en tubos
individuales tal como se descrihid para los extractos.

- Cologue 5 ml de substrato sangufneo difuido a 2.5 £0.25 mg/ml en solucidn salina, tal
y como se describié anteriormente en cada tubo que contienen las muestras no extrafdas y
en las que contienen el extracto resultante, una vez hecho esto se tapan fos tubos.

- Mantenga los tubas estacionarios por 4 hr a 37°C,



- Centrifugue todos los tubos a 100 0 200 G en una centrifuga clivica estdndar por 15 min.
- Transfiera cada fraccidn de plasma sobrenadante libre de células a whos individuales de
vidrio de borosilicato de 16 a 150 mm. Recentrifugue a 700 u 800 G por § min.

- Remueva el sobrenadante cuidadosamente para evitar revolver algin botén de eritrocitos
los cuales pueden estar presentes. Coloque el sobrenadaate e¢n un tercer tubo de
borosilicaro con tapa enroscable.

-Analice lus muestras del paso anterior para hemoglobina usando el método siguiente:

-Si no se¢ usan las muestras inmediatamente, pucden ser tapadas, congeladas, y
almacenadas para subsecuentes andlisis de hemoglobina,

Determinacidn de hemoglobina (método directo):

- Aflada 1.0 ml del sobrenadante a 3.0 ml de reactivo de Drabkin,

- Deje la muestra cstacionaria 15 min, después lea la absorbancia de la solucién con un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm,

- Prepare una curva de calibracién de acuerdo con las especificaciones de algin estdndar,
usc un estdndar de referencia tal como la sigma de bemoglobina No. 525 o equivalente.
Calcule los resultados en miligramos de bemoglobina liberada. (50)

- Diluya la solucidn estdndar reconstituida (6 mg/ml) 1+10, 1420,1+50,1+100, y 14200
con reactivo de Drabkin para dar concentraciones de 0.60, 0,30, 0.12, 0.060 y 0.30
mg/ml. Deje las muestras estacionarias por 5 min, Lea la absorbancia contra un reactivo
blanco de Drabkin en un espectrofotémetro a 540 nm,

- Determine la concentracién de hemoglobina de plasma en cada uno de los sobrenadantes
usando la curva de calibracidn,

- Calcule el fndice hemolitico (1.H) como a continuacion se describe:

Hemoglabina liberada (mg/ml)
LH=- X 100
Hemoglobina presente (mg/mt)

- Un indice hemolftico ¢s mayor al 50 %.

Determinacion de hemoglobina (métodos alternativos)

- Puede determinar el hierro presente en ¢l o los sobrenadantes de acuerdo con los
métodos de las referencias 19y 21 o un método equivalente.

- Convierta la concentracidn de hicrro a la concentracion de hemoglobina al multiplicar los
valores de hierro en miligramos por 2.96.

PROCEDIMIENTO "B" (PRUEBA DINAMICA)

- Debe llevarse a cabo como se describe para el procedimicnto A con la excepeidn de que
en vez de mantener los tubos estacionarios, éstos deben estar en movimiento, coma sigue:
los tubos de una alfcuola de sangre estdndar deben moverse de 30 = 6 movimientos en
cfreulos, o laterales por minuto durante 1 hr a 37°C. Los wbos deben estar en movimiento
con un dngulo méximo de + 45°,

16



REPORTE

- Exprese los resultados en forma de un fndice hemolftico el cual es el poreentaje de
hemoglobina liberada de la hemoglobina presente total.

- El reporte final, como minimo debe incluir lo siguiente:

- Descripeidn de la muestra detallada, incluyenda nombre genérico y quimico, nimero de
catdlogo y otras designaciones disponibles pertinentes o descripciones requeridas.

- Detalles de la preparacidn de muesira y de control, incluyendn medida de muestra, fa
canfiguraci6n de las muestras de prueba y método de esterilizacidn,

- Edad de los substratos sangufncos y tipo de anticoagulante usado.

- Condicivnes de prueba. Procedimicnto A (estético) o procedimicnto B (dindmico),

- Método de determinacién de hemoglobina,

- Hemoglobina total presente en cada uno de los substratas de sangre.

- Tabulacidn del nivel total de la hemoglobina sobrenadante,

- {ndicc hemolitico para la muestra de prueba y los controles expresado en  porcentaje
total de hemoglobina presente.

- Desviacién media o estindar para cada una de las series de tres substratos.

- Otras observaciones pestinentes del experimento,
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PRUEBA ESTANDAR PARA PROBAR BIOMATERIALES EN
CONEJOS POR IRRITACION PRIMARIA DE PIEL. (32)

INTRODUCCION

Esta prictica proporciona un procedimiento, para estimar la irritacidn que puede provocar
un biomaterial a través del contacto con la picl de concjo.

Los resultados de esta prdctica dependen de la efectividad del contacto entre a piel y el
material de prueba, asf como de su establecimiento y mantenimiento.

De la técnica del operador depende el éxito de ésta prueba, es importante que sca Hevada
a cabo por pessonal capacitado.

Los materiales que estdn en contacto con la piel, a veces, no son los causantes de la
irritacién, cs probable que la irritacin sc deba a las sustancias lixiviadas de éstos. Esta
-prctica proporciona una prucha dirccta de contacto material-piel, o expone la piel a ios
liquidos extraidos del material de procba.

Una de fas razones por fa cual s¢ usa esta prdctica en congjos es que cs rdpida, ademds cl
conejo tiene una piel muy sensible a irritantes y focilmente los deteeta, se ha usado por
muchos afios y ha llegando  ser un método aceptable.

RESUMEN DE LA PRACTICA

La exposicidn de la piel de conejo al material de prueba sc realiza usando una técnica a
base de parches, los cuales son impregnados del lfquido de extraccin del material de
prucba, o sujetan a pelfculas de éstos. Se usan cuatro sitios, dos donde Ia piel estd intacta
y 1o tiene ningin trasma o exconaeion y dos sitios donde la piel estd rasguda o excoriada
sobre lu espulda de cada uno de los seis conejos athinos. La piel es rasurada un dfa antes
de la prucba. Lu sustancia de prucha es aplicada usanda 0.5 ml. para lquidos o extractos,
0.5 gr. para s6lidos o semisélidos, y un parche cuadrado de 2.5 por 2.5 em por capas.
Después de la aplicacitn, cada sitio de prucha es cubierto con una gasa suave de 2.5 por
2.5 cm y ¢l tronco os obstruido totalmente con una manga de polictileno. Después de 24
hrs, Ja manga, Ja gasa y ¢l material de prueba son removidos y loy sitios de prucba son
evaluados para eritema y edema.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de prueba :

L.as muestras de prucba pucden ser de tres formas:

- Extractos Ifquidos v salinos de prueba, de los cuales se utilizan (.5 ml, éstos se obtienen
por medio de la prdctica de extraccion mencionada en este trabajo v para mayor
informacién puede consultar las refencias 13, 14, 15, 27.

- El pH de las soluciones debe ser medido y separtado.

- De materiales semi-sdlidos se utilizan 0.5 gr.

- Pelfculas de materiales s6lidos de prueba, sc utilizan con un tamafio de 2.5 por 2.5 cm.
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-Se requiere un medio de control positivo para liguidos, debido a que la piel de los conejos
sufre cambios de temperatura con la manipulacion y se puede cuer en un error al aplicar un
material ya sea positivo ¢ negativo. Los controles positivos pueden ser usados para la
validez del método de prucba. El uso de procafa al 5 % en HCI es sugerido como un
conlrol positivo,

Preparacion de animales de prueba:

- 30 hrs antes de la prucba rasurce la picl de la espalda de 6 conejos albinos jévenes
variedad Nueva Zelanda para exponer dos dreas a cada lado de la espina dorsal, de 10 ¢em,
cada una,

- Para obtener un contacto més efectivo entre la piel y lu sustancia de prueba, puede ser
necesario el uso de un agente depilatorio no irritante.

- Localice dos sitios de prueba a vada lado de la espina. Alernativamente, el drea puede
ser dividida en cuadrantes con aplicacién de sustancias de prueba y control en cada uno de
los cuadrantes.

- Limpie cl 4rca expuesta de 1a espalda con alcohol,

- Usando una cuchilla estéril, rasgue dos de los cuatro sitios al mover una cuchilla ¢n
dngulos rectos a la piel con un movimiento rasgante para crear un drea excoriada en la
piel.

- Haga cuatro incisiones epidérmicas (las cuales penetren el estrato cdrneo pero no la
denuis), con dos incisiones perpendiculares a las otras dos.

- Coloque la cantidad apropiada de material de prueba ya mencionada, sobre un sitio
intacto y uno con incisi6n o rasguco. Coloque ¢l material de control sobre las sitios
inlactos y rasgados. Si son Ifquidos impregne una gasa con la cantidad ya mencionada, si
son sdlidos, senii s6lidos ¢ peliculas coléquelos directamente en la piel.

-~ Innicdiatamente tape los sitios colocando una gasa de 2.5 por 2.5 ¢cm de gasa suave
sobre los sitios de control y de prueba. Asegure los parches con cinta adhesiva,

- Envuelva el tronco del animal con una manga de polictileno limpia, de modo que se
ajuste a ésle.

- Examine los sitios de prucha removiendo Jas mangas de polictilena, las gasas suaves, los
materiales de control y de prucha, ¢l exceso de los Mquidos de control y de prucha a las 24
horas después de  haber aplicado éstas. Use soluciones de alcohol para remover excesos
de liquidos.

- Use ¢l criterio de la tabla 1, para calificar los sitios de prueba para eatema y edema una
hora después de remover Jos parches.

- Recalifique los sitios de prueba para eritema y edema a las 24 y 48 horas después de
remover los parches de acuerdo con Ja tabla 1. Tenga cuidado al distinguir los sitios de
prueba con eritema de los cambios pequedios de temperatura de Ia picl.

- Hay una posibilidad de infeccién asociada con la abrasién de la piel. Ya que la infeccién
causa los mismos sfntomas de irritacidn primaria (edema y eritema), y por eso es esencial
ascguramos que la reaccién no es debida a Ja infeccién, Una reaccidn en los sitios de
control podrfa ser un indicador de infeccion. Si hay sospecha de una infeccion, la prueba
debe ser repetida con un nuevo animal,
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- Bl indice de irritacién primaria (ITP) para cada uno de los animales y las substancias es el
total de fas calificaciones de piel intacta y rasgada (incidida) para eritema y edema a la 1,
24, y 48 brs. después de remaver los materiales de prueba y de control, dividida por scis,
E! porcentaje de irritacin primaria es igual a Ia suma de los [P para cada una dc las
substancias para todos los animales de prucha dividido por el nimero de animales de
prueba.

REPORTE

- El reporte debe contener una deseripeitin de Jos materiales de pruebu, ndmero de lote,
medio, y pracedimicento de extraceion usado.

- El valor de pH de Ja solucién de prucba y el medio de extraccién.

- Los datos de prucha para critema y edema se deben presentar de acuerdo con la figural,

TABLA 1 Criterio de I'untuacion paru lus Reacciones de bn Prueba. (32)

Reaccion Descripeidn

Puntuaciéit

Brilema (ER)  Eritema y Escara
Stn eritema 0
Eritema muy leve (apenas pereeptiblc) 1
Eritema bien definido (de color rojo palido) 2
Eritema de modcrado a severo (4rea bicn 3
definida y roja)
Eritcma seveso (amoratado y una leve escara) 4

Edema (ED) Formacion d¢ Edema
Sin edema 0
Edema muy leve (apenas perceptible) 1
Edema leve (Inmites de drea bien definidos por un 2
levantamicento)
Edemu moderado (Limites elevados aproximadamente k!
1 inm)
Edema severo (levantamicnto mayor de | mm y se 4
extiende mas alla del arca de exposicién)

41



FIGURA 1 Forma de reporte para la prueba de irritacion. de piel de conejo. (32)
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PRUEBA ESTANDAR PARA PROBAR MATERIALES EN CUYOS
POR CONTACTOS ALERGICOS. (33)

INTRODUCCION

Esta prdctica sirve para determinar el potencial alergénico de una sustancia, o extracto de
algin material por contacto dérmico,

Al seleccionar un nuevo material para contacto humano en aplicaciones médicas
(implantes), es importante ascgurarnos que cf material no estimule ¢l sistema inmune y
produzea una reaccidn alérgica. La reaccidn puede ser debida a Jas sustancias que pueden
lixivise de un material, esta prictica propone usar cxtractos de materiales o
constituyentes de los mismos,

-La razén por la cual esta prictica usa puercos de guinea, estd basada en el hecho de que
éstos han demostrado gue son el mejor modelo animal para observar dermatitis provocada
por la alergia que produce un material al hacer contacto con la pict y simula lo que pasa en
la piel humana. El uso del complemento auxiliar de Freud y lauril sulfato de sodio tiende a
incrementar ¢l potencial de un material para causar una alergia. Por lo tanto, esta prueba
se puede usar, para comprobar que un material no cs alergénico y es fa prueba animal més
scvera de uso comin hoy cn dfa.

RESUMEN DE LA PRACTICA

Después de dos estados de induceidn empleando un complemento auxiliar de Freud y
lauril sulfato de sodio, la substancia o extracto es colocada en parches, los cuales se
colocan en la  piel de los puercos de Guinea. Despuds de 24 hrs los parches son
remuvidos y fa piel es examinada para ver sihubo o no reaccidn alérgica, la intensidad de
las reacciones se calitican al remover los parches a las 24 y 48 hrs despuds de remover
éstos.

MATERIALES Y METODOS

Procedimiento de Induccion:

La induccién se lleva a cabo por medio de la aplicacién de una inycccién intradérmica.
Las inyecciones se pueden preparar de diferentes formas, dependiendo si un material ¢s
polar o no polar, para esto sc siguen los siguicntes procedimientos:

a) Solucidn de constituyentes solubles en agua v extractos Houidos acuosos:

- Disuclva los constituyente de una material solubles en agua, por encima de su

solubilidad maxima, no cxcedy de una concentracién de 10 % en peso u oblenga un
Hquido de extraccién acuosa como se describe en la prictica de extraccidn mencionada en
este trabajo o para mayor informacién consubte la referencia (27).
-Combine éstas soluciones con volimenes iguales de complemento auxiliar de Freud.
Homogencice mezelando continua y vigorosamente por 5 min. La emulsificasion se
completa cuando una gota es colucada sobre Ja superficie de un bafio frfo y permancee
intacta.
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Control positivo:

-Use Formaldehfdo al 5 % como sustancias de control positivo solubles en agua,

-Mezcle voldmenes iguales de esta solucién con compleniento auxiliar de Freud.

- También prepare el constituyente o extracto de un material a la misma concentracién en
agua sin ¢l complemento auxiliar de Freud.

b) Constituyentes en accite:

- Disuelva los constituyentes solubles en aceite de algiin material en complemento auxiliar
de Freud a una concentracién de 10 % en peso.

- Combine volimenes iguales de la solucién auxiliar de Freud al 10 % con un volumen
igual de agua, afadiendo lentamente el agua al auxiliar mientras se homogeneiza con un
agitador rotatorio por 5 minutos. La emulsificasion se completa cuando una gota es
colocada sobre Ja superficic de un bafo frfo y permanece intacta.

- También prepare el constituyente a una concentracion igual en accite sin el complemento
auxiliar de Freud.

¢} Extractos lfquidos de aceites vegetales:

- Mezele vohimenes iguales de extractos lfquidos de aceites vegetales obtenidos de
acuerdo con la prictica de extraceién mencionada en este trabajo con un volumen igual de
complemento auxiliar de Freud.

- ‘También prepare extractos 4 una concentracion igual en agua sin complemento auxiliar
de Freud.

Procedimiento

-Rasure la region de los hombros de 10 puercos de Guinea machos, cepa Hartley de 300 a
500 gr para que esta region este libre de pelo y exponga una drea de 4 por 6 cm.

-Use § puercos de guinea para control positivo y 5 para el material de prueha.

- Sitiic tres puntos de inyeccidon en cada lado de la espina scparadas al menos 1.5 ¢m. de
cada sitio para identificarlos. Lu inyeccion intradérmica debe hacerse como se indica abajo,
conel sitio 1 cercano a fa cabeza del animal.

Sitios para material de prucha:

(1) Sitio 1- 0.1 ml. de auxiliar sin muestra de prueba,

(2) Sitio 2- 0.1 m). de muestra de prueba sin auxiliar,

(3) Sitio 3- 0.1 ml. de muestra de prucba emulsificada con complemento auxiliar,

Sitios para material de control positivo:

(F) Sitio 1- 0.1 ml. de auxiliar sin muestra de control positivo,

(2) Sitio 2- 0.1 ml. de muestra de control positiva sin auxiliar,

(3) Sitio 3- 0.1 ml. de muestra de control positivo emulsificada con complemento auxiliar.

Aplicacion local:

- Una semana después de la inyeccion intradérmica, rasure ¢l drea de prucba de los
puercos de Guinea,

- Si la muestra de prueba inyectada no es irritante, trate cada drea con lauril sulfato de
sodio al 10 % (1.S8) en vaselina 24 hrs antes de aplicar los parches de prueba.



- Despuds de las 24 hrs. aplique Ia muestra de prueba a un parche de 2 por 4 em. de papel
filtro; dependiendo de las caracterfsticas del material de prueba se hacen los siguicntes
parches:

- Si el material de prueba es un sélido aplique éste con una capa delgada de vaselina a un
papel filtro con una congentracién del 25 % en peso (asumiendo que ésta concentracidn
no es irritante).

- Sies un liguido o extracto apliquelo al papel filtro de prucba hasta saturarlo.

- Aplique papel filtro al sitio de inyeccion de los puercos de Guinea.

-Una vez hecho algunos de los parches se colocan en el drea rasurada del animal y se
sellan con cinta quirirgica de 3.75 cm. y sc envuelve el dorso con una venda cldstica
asegurdndosc con cinta quinirgica. Deje colocado por 48 hrs. Estos mismos pasos se
realizan con la substancia de control positivo.

Nota 1. Sila concentracidn final del supuesto compuesto alergénico provoca ulceraciones,
necrosis, o toxicidad sistemdtica, use la concentracién méxima tolerable como sigue: de
los lfquidos, use concentraciones que no causen a los animales de prucba imitacién
excesiva v deterioro de la salud en general,

- Para liquidos miscibles en aceite, diluya con vaselina si es necesario,

- Para liquidos miscibles en agua, diluya con agua si es necesario.

Estimulacion:

- Realice la induccién ya descrita par dos semanas

- Al término de las dos semanas de induceidn rasure un flanco de cada animal con un ﬁrw
de 5 por 5 cm,
- Una vez terminada ta induccién haga los mismos parches ya descritos anteriormente y
coldquelos en ¢l drea de prueba
- Sefle la muestra y el papel filtro con cinta quinirgica y venda eldstica de 1a misma forma
que se describid arriba,
- Deje las muestras de esta forma por 24 hrs.
- Estos mismos pasos s¢ realizan para cl control positivo,

Interpretacién de los resultados:

- Lea los sitios estimulados una hora despuds de remover los parches, y a las 24 y 48 hrs,
Clasifique cada sitio para eritema y edema de acuerdo con la tabla 1.

- Prepare una lista tabulada de las reacciones a 1, 24, y 48 hrs.

- Si algtin animal muestra una reaccién a las 24 y 48 hrs mayor o igual a dos para eritema
y edema debe ser considerado sensible.

- Valore la alergia del material de prucha de acuerdo con la tabla 2.

- Si un nimera significantc (mds del 50 %) de los animales muestra una puntuacién de
reaceidn de uno, repila la prueba con diez animales adicionales.

- Si ¢l 60 % de los animales en ¢l grupo de control positivo no muestra una reaccién de
dos o mayor, repita la prueba.
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REPORTE

El reporte debe incluir lo siguiente:
-Descripeién del material de prucba, nombre genérico, nombre del producto y mimero de

lote.

-Método de preparacién, es decir; extraccion Hquida usada y torma de exposicion.

- Alguna dilucién necesaria debido a las reacciones severas.
- Condiciones generales de la salud del animal.

- Clasificacién de eritema y edema para cada animal,

- Valoracién de la respuesta sensitiva.

Reaceidn
Puntuacién

‘TABLA 1 Criterio de Puntuacién para lus Reacclones de 1a Prucba, (33)

Deseripeion

Ertema (ER)

Eritema y Escara

Sin eritema

Eritema muy leve (apenas perceptible)
Eritema bien definido (de color rojo plido)
Eritema de moderado a severo (drea bien
definida y roja)

Eritema scvero (amoratado y una leve escara)

PSS . =]

£~

Edema (ED)

Formacién de Edema
Sin edema
Edema muy leve (apenas perceplible)
Edema leve (limites de drea bien definidos por un
levantamiento)
Edema moderado (Limites elevados aproximadamente
| mm)
Edena severo (levantamiento mayor de 1 rom y se
extiende més alld del drea de exposicidn)

o —

-

TABLA 2 Rango de la Respuesta de Sensibilizacidn, (33)

% Seasihilizado Grado Clasificacion

Oag i No difiere det contral
9328 1t leve

29264 m Moderada

65a 80 v Fuerte

814100 \4 Extrema
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PRUEBA ESTANDAR PARA EVALUAR EXTRACTOS DE
MATERIALES POR INYECCION INTRACUTANEA EN CONEJO.
(36)

INTRODUCCION

Esta prdctica puede ser usada para estimar la hiocompatibilidad de los materiales usados
en aparatos médicos. Es una prueba toxicoldgica aguda disciiada para detectar sustancias
lixiviadas que pueden ser dafinas.

Los Mquidos inycctados en los concjos son obienidos por medio de la prictica de
extraccién mencionada cn este trabajo en Jas pruchas fisicoqufmicas auxiliares o para
mayor informacién consultar la referencia (27), los medios de extraccién usados pucden
ser salinos, aceites vegetales u otros lquidos que simulen fluidos corporales bumanos,

RESUMEN DE LA PRACTICA

El extracto Hquido sc prepara de acuerdo con la préctica de extraccién mencionada en la
scecion de las pruebas fisicoquimicas auxiliares. Los medios de extraccidn son salinos 6
aceites vegetales, sin cmbargo otros medios de extraccidn pueden ser empleados, El
extracto liquido ¢s inyectado en conejos y los animales son ahscrvados a intervalos
regulares de 72 horas para eritema, edema, y neerosis.

MATERIALES Y METODOS

- Lleve a cabo la prictica de extraccién. De este procedimiento resultan: (1) un extracto
liquido del material de prucha y (2) un extracto Hquido blanco sin material lixiviado (de
control), Estos extractos lfquidos deben ser inyectados en los animales antes de 24 horas.
Si no se usan inmediatamente registre las condiciones de almacenaje.

- Un dfa antes de la preparacidn de los extractos (no més de 24 horas), rasure la piel de la
espalda de 2 conejos saludables tipo albino variedad Nueva Zelanda a ambuos lados de I
columna vertebral, sobre un drea de prucha suficientemente grande, los conejos no deben
haber sido usados en ninguna otra prueba.

- Evite el trauma y a irritacién mecdnica en la piel de los conejos.

- Remucva el pelo cortado por medio de un vacfo,

- Puede usar un agente depilador que no cause irritacién en la piel en lugar de una
rasuradora. :

- Limpie la piel ligeramente con alcohol diluido y seque la picl anies de 14 inyeccion,

- Los animales deben estar en condiciones de bioterio durante la prueba, los conejos deben
ser alimentados normalmente con comida apropiada y agua potable.

- Coloque a los conejos en jaulas individuales, una para cada concjo expuesto al los
extractos Hquidos (de prucha y de control).

- Los concjos con cicatrices o heridas no son apropiados para esta prueba.

- Use jeringas estériles de 2 ml de volumen, con una  precision no menor de = 0.10 mly
agujas con un calibre de 21 2 26,
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- Agile cada extracto liquido vigorosamente antes de la salida de cada dosis de inyeccidn,
para asegurar una distribucién de la sustancia extrafda. Si el extracto liquido contienc
partfculas en suspensidn registre en ¢l reporte de los resultados.

- Inyecte intracutdncamente 0.2 mi del extracto lfquido de prucba cn 10 sitios diferentes
sobre un lado de la columna vertebral de cada conejos.

-Similarmente cn otros cinco sitios al lado conlrario donde inyeets cl lfquido de prueba,
inyecte en cada conejo 0.2 ml del correspondiente extracto Ifquido blanco (control).

- Examine los sitios inyectados a las 24, 48, y 72 horas después de la inyeccion, para
observar algunas evidencias de reaccidn del tejido, como por gjemplo: eritema, edema, y
necrosis. Para facilitar el examen, limpie ligeramente con alcohol diluide y rasure Ly piel en
caso de que haya crecido el pelo, si es necesario,

-Estime la reaccidn del lejido para los diez sitios de Ia muestra y los cinco sitios del
extracto hlanco en cada perfodo de ohservacidn, para cada tipo de reaccién del tejido. La
cscala de fndices para critema y edema son dados en las tablas 1y 2.

Interpretacion de los resultados:

- Un extracto de prueba es clasificado como no téxice, cuando la reaccién del tejido a los
extractos de prueba y blancos son similares para todos los periodos de observacidn, es
decir que no haya evidencia de eritema y edema.

- Repeticién de la prucha; Si algin conejo tiene alguna reaccién téxica en el tejido con ol
extracto de prucha, de moderada a severa y otros no la tenen, repita la prucha usando
extractos frescos cn tres concjos mds. El extracto de prueba es clasificado como no
téxico, cuando cn la repeticion del experimento la respuestas del tejido a éste no son
bioldgicamente diferentes a las del extracto lfquido blanco (de control),

- La repeticitn de 1a prucba requiere que ¢l procedimicnto de extraceidn sea hecho por
segunda vez.

REPORTE

- Describa la muestra que fue extrafda, incluyendo nombre genérico, nombre comercial,
¢odigo de manufactura, ndmero de catdlogo, fecha de manufactura, formulacidn,
procedimicnto de fabricacién o procedimicntos que sean apropiados ete. Describa ¢l
medio de extraccién y las condiciones de la extraceién (temperatura y tiempo).

- Reporte los marcadores para cada tipo de reaccion del tejido (critema y edema) en cada
periodo de observacion para los extractos de control y de prucha.

- Si una re-prueba fue hecha, reporte los datos para esta prucha.
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TABRLA 1 Rango de Severidad para Eritema, (36)
Severidad de Eritemna Rango

Numérica

Sin eritcma

Eritema muy leve (apenas pesceptible)
Eritema bien detinido

Eritema de moderado a severo

Eritema severo (amoratado) hasta ia formacion
de escara leve (daiio intenso)

LN D

TABLA 2 Rango de Severbda pars Edema. (36)
Severidad de Edema* Rango

Numérico

Sin edema

Edcma muy leve (apenas perceptible)

Edema feve (Mmites de drea definidos por un levantemiento)
Edema moderado (drea elevada aproximadamente 1inin)
Edema severo (drea elevada mayor de 1 min y extendida
mis alld del drea de Ja inyeccion)

*El edema es tejido inflamado, La influnacidn es provocads por by inyeccidn gque cotiene
un medio con una sustancia lixiviada de algin material de prueba, ¢l cual es el puede
provocar una reaccidn de edema y no el medio de extraccion,

L SRR SR
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PRUEBA ESTANDAR PARA EVALUAR EXTRACTOS DE
MATERIALES POR INYECCION SISTEMICA EN RATON. (37)

INTRODUCCION

Esta préctica es una prueba de 1xicidad aguda para dewectar sustancias lixiviadas de
materiales usados en aparatos iédicos. Los lyuidos inyectados en el ratén son obtenidos
por medio de la prdetica de extraccién mencionada en este trabajo en la seccifn de
pruebas fisicoqufmicas auxiliares, para mayor informacién consultar la referencia (27), los
medios de extraccion pueden ser salinos, accites vegetales u otros lfquidos que simulen
fluidos corporales humanos.

Se describen dos procedimientos: método A por inyeccidu intravenosa, y método B par
inycceién intraperitoncal,

Esta prucba es uma de las diferentes pricticas desarolladas  para estimar
biocompatibilidad de materiales usados en aparatos médicas. Es una prucha toxicoldgica
apuda disefiuda para detectar la presencia de sustancias lixiviadas que pucden ser dafiinas.
Esta prucha puede no ser apropiada para todos los tipos de aplicacién de implantes. Fl
usuario s advertido para que considere lo apropiado del método cu vista de los materiales
probados, sus aplicaciones potenciales y las recomendaciones contenidas en la tabla dada
en la introduccién de este trabajo o para mayor informacidn consultar la referencia (35).

RESUMEN DF, LA PRACTICA

El extracto liquido es preparado de acuerdo con la practica de extraccidon mencionada en
la seccion de las pruebas fisicogufmicas auxiliares. 1.os medios de extraccién son salinos,
aceites vegetales, cte. El extracta lfquido es inyectado en ¢f ratén y los animales son
observados en intervalos regulares por 72 hes. para observar reacciones de sobrevivencia,
toxicidad, etc.

MATERIALES Y METODOS

- Use ratones tipo albino, saludables, que no hayan sido empleados previamente en algun
utro experimento, con un peso entre 17y 23 gr.

- Los ratones deben estar en condiciones de bioterio. La edad, el sexo y ¢l peso deben ser
registrados y reportados. Todos los ratones para cada medio de extracci6n deben ser de la
misma fuente. Por cada medio de extraccién, son usados un minimo de 10 ratones en la
prueba.

- Durante la prueba los ratones deben ser alinentados normalmente con comida apropiada
y agua potable,

- Use una jaula por cada 5 ratones expuestos a un extracto lquido. Cada ratén debe ser
identificado pur medio de Jas marcas usadas par el técnico del bioterio y ésta identificacion
debe ser registrada. Los machos y las hembras deben estar scparados y sus jaulas deben
ser colocadas de una manera adecuada para prevenir Ia transferencia accidental de heees,
camas de paja v otro material de jaula a jaula.
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- Obtenga las muestras de control y de prucha por media de la prdctica estdndar de
extraccidn mencionada en Ia seceidn de pruchas fisicoquimicas auxiliares en este trabajo.

- La muestra de un material expucsto af procedimicnto de extraccion da como resultilo
por cada medio de extraccién: (1) una muestra de extracto lquido, y (2) un blanco de
extracto Hquido que s utiliza como prucba. Estos extractos liyuidos son inycctados en los
animales de prucha dentro de 24 hrs, que es el tiempo de vida media del exiracto. Al final
del procedimiento de extraccidn, si no se usa inmedistamente el extracto registre las
condiciones de almacenaje y el pH de la solucidn.

PROCEDIMIENTO

Método A, intravenaso:

- Usc jeringas estériles, de 3 ml de volumen, con una precisin de = 0,10 ml, con agujas
con un calibre de 25 4 272

- El extracto Mquido debe ser preparado con un medio de extraceidn salino, propio para
inyeccidn intravenosa,

- Apite el extracto dentro de Ja jeringa antes de cada inyeccién. Si el extracto liguido
contiene partfculas en suspensidn, registre y reporte las abservaciones,

- Del extracto Hquido preparado sc wilizan 50 mikg. de peso corporal de cada ratén, y se
suministra a una velocidad constante no mayor de 0.1 mb/scg. Si cs usado un extricto
liguido hipoténico o hipertdnico, entonces la velocidad de la inyeccion es ajustada
proporcionalmente.

- El extracto liquido acuoso debe ser nominalmente issmético, Si no lo ¢s, entonces se
puede agregar cloruro de sodio diluido en agua destitada a'los extractos .

- Para cada media de extraccién use 10 ratones, 5 para el extracto liquido muestra y 5
para el extracto liguido blanco (de control). Antes de la inyeccion pese tdos los ratones
y registre sus pesos. Use un sistema de marcaje para identificar cada ratén individualmente
dentro de cada grupo de §.

- Inyecte la cantidad predeterminada del extracto Hquido muestra en la vena de la cola de
cada uno de los 5 ratones. Inyecte el extracto ligquido blanco en ¢ mismo Jugar en los
otros 9 ratones, El uso de agua tibia 6 caliente, una ldmpara de calor, ete. puede ayudar a
ditatar las venas de la cola para facilitar ka inyeccion.

- Observe inmediatamente a todos los animales después de la inyeccion, de nuevo a las 4,
24, 48, y 72 hrs. respectivamente después de ka inyecei6n, para los sintomas de una ligera,
moderada, o marcada toxicidad o muerte (tabla 1). Registre las observaciones, Mida y
registre los pesos corporales de todos las animales o las 24, 48, y 72 hrs, después de la
inyeceidn,

Método B, imraperitoneal:

-Use jeringas estériles, de 3 mi de volumen, con una precision de + 0.10 ml, con agujas de
un calibre de 21 226

-E} extracto liguido es preparada de un medio de extraccidn de aceite vegelal o suera
fisioldgico. S6lo en casos donde ¢l material sea polar se pueden utilizar medios salinos,
propios para inyeccidn intraperitoneal.
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- Agite el extracto dentro de la jeringa antes de cada inyeecidn. Si el extracto liguido
conticne partfeulas, registre y reporte las observaciones,

- La dosis del extracto Hquido es de SO ml/kg. del peso del cuerpo para cada ratén.

~ Para cada media de extraceidn use 10 ratones, S para el extracto lquido muestra y 5
pari el extracto lquido blanco (de control). Antes de la inyeccidn pese todos los ratones
y registre sus pesos. Use un sistema de marcaje para identificar cada ratén individualmente
dentro del grupo de 5.

- Inyecte la cantidad predeterminada del extracto liguido de prueba intraperitonealmente
en cada uno de los 5 ratones. Inyecte el extracto Ifquido blanco de la misma manera en los
otros § ratones.

- Observe a todos los animales inmediatamente después de la inyeccion, de nuevo a las 4,
24, 48, y 72 brs, respectivamente, para fos sintomas de ligera, moderada, o marcada
toxicidad o muerte (tabla 1). Registre las observaciones. Mida y registre los pesos
corporales de todos los animales a las 24, 48 y 72 brs. después de la inyeccién,

Interpretacion de los resultados:

- Si durante el periodo de observacion de 72 hrs, ninguno de los animales tratados con el
extracto liquido de prueba muestran una reaccion bioldgica mayor que la de los animales
tratados con el extracto liguido blanco o de control, fa muestra de prueba se puede
clasificar como no téxica y satisface los requerimientos de la prueba.

- Sidos o mds animales muestran algunos sintomas marcados de toxicidad o muerte con el
extracto de prucba, entonces las muestras no satisfacen los requerimientos de la prucha y
se clasifican como téxicas.

- Repeticién de la prucba- Si algiin animal inyectado con el extracto de prueba muestra
sefales leves de toxicidad, y nada mds un animal muestra sfntomas marcados de toxicidad
o muerte, repita la prueba usando 2 grupos de 10 ratones cada uno. También i se observa
un decremento en el peso corporal de todos los animales del grupo, sin otros sintomas de
toxicidad, se requiere una repeticién de la prueba usando 2 grupos de 10 ratones cada
uno. En csta repeticion de la prucha, los extractos de prueba se clasifican no tdéxico, si
ninguno de los animales inycctados con éste, muestran una reaccién mayor gue la
observada cn los animales inyectados con el extracto bianco o de control.

- La repeticidn de la prucha requicre que ¢l procedimiento de extraceidn vuelva a ser
hecho nuevamente.

REPORTE

- Describa Ja muestra gue fue extrafda, incluyendo, nombre genérico, nombre comercial,
c6digo de  manufactura, nimero de catdlogo, fecha de manufactura, 6rmula,
procedimicntos de fabricacion o procesos, etc., que sean apropiados.

- Describa ¢l medio de extraccidn y las condiciones de fa extraceion (temperatura y
tiempu).

- Reporte el niniero de ratones usados, ¢l peso de cada ratdn, sexo y edad, y si el ratén
fue expuesto al extracto muestra o al extracto blanco.

- Reporte $i fue neeesario repetir la prueba y las razones por las cuales se repitic.



- Por cada ratén usade, incluyendo Los usades en una repeticién de prueba, reporte las
sefiales chnicas de Ja respuesta al extracto: mencionando si en la reaccion hubo o no una
leve, moderada, ¢ marcada toxicidad o muerte. Esto se aplica a todos los ratones, tanto a
los inyectados con el extracto lyuido muestra y can el extracta lguide blanco.

Tabla 1 Respuesta a la Prueba de Inyeccion Sistémica. (37)

Respuesta

Descripeion

Normal, sin sintémas

El ratén no exhibe sintémas fisicos
adversos depués de la inyeccidn.

Leve

El ratdn exhibe sintémas leves pero no
importantes de hipoquinesia, disnea, o
irritacitin abdaminal después de la
inyeceitn,

Moderada

El ratén exhibe evidencia definida de
irritacion abdaminal, disnca, ptosis, o
diarrca,después de la inyeccién. (El peso
usualmente baja de 15a 17 go).

Mareada

El ratén exhibe postracidn, ctanosis,
temblores, o severos sintémas de irritacién
abdominal, diarrea, ptosis, o disnen
después de Ia inyeccitn, (Exirema perdida

de peso; peso usualmente menor de 15 pr).

Muerte 0 expiracion

El ratén mucre despuds de la inyeccidn
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PRUEBA ESTANDAR PARA PROBAR MATERIALES
IMPLANTADOS EN UN PERIODO CORTO.(39)

INTRODUCCION

Esta préctica junto con otras pruehas biol6gicas apropiadas, pucden ser usudas en la
estimacién de la biocompatibilidad de materiales que se proponen usar ¢n la fabricacién de
aparatos para aplicacion médica. Esta prdctica da fa gufa para realizar pruchas a corto
plazo con materiales (tanto densos como porosos) y determinar cémo afectan éstos al tejida
animal donde son implantados.

Este protocolo experimental no estd diseiado para proporcionar una estimacién de la
toxicidad sistémica, carcinogenicidad, teratogenicidad o mutagenicidad dcl material.

La biocompatibilidad se da cuando ¢ material implantado no modifica las condiciones
fisicogufmicas del medio interno del organismo, no alterando ni al tejido adyacente, ni
drganos dentro del animal huésped.

Para conocer la respuesta del tejido a un material y considerarlo apropiado, se compara con
materiales de control que generalmente se usan para implantes,

Los mateniales de control  para esta prueba deben ser algunas de las aleaciones metdlicas
cspecificadas en las referencias (24,28,30), o si se utiliza alguna ccrdmica se pucde utilizar
dxido de aluminio de alta densidad y pureza descrita en la referencia (26), para ¢l casa de los
polfmeros se puede utilizar el pldstico dc control negativo de la USP (polictifeno de
ultrapeso molecular), para mayor informacién consultar la rcferencia (87), los cuales son
cstandarizados en base a la experiencia de la aceptabilidad en el periodo largo. Los controles
generalmente producen una leve reaccidn celular y cicatrizacién aceptada por el hospedero
de prucba, csto ha sido observado y reproducido en varios laboratorias,

Todos los implante de control y de prueba deben tener las siguientes caracteristicas fisicas,
como son: la forma, densidad, durcza y acabado de supcrficie apropiados, ya que, pucden
ser rechazados o pueden provocar una respucsta adversa en el tejido,

Esta prdctica sirve como un rdpido procedimicnto de cscrutinio para determinar la
accptabilidad de materiales candidatos ha ser implantados. Esta scrd llevada a cabo antes de
usar la prueba de periodo largo, propuesta también en este trabaja,

Esta prictica no cs apropiada para todos los tipos de aplicacién de implantes. Se advierte al
usuario para que considcre el método apropiado, en vista de los materiales que ya sc han
probado.

Los matcriales candidatos porosos y densos son adecuados para esta prictica, sus cfectos
sobre el tejido son comparados con matcriales.de control densos,

Seguramente, hay grandes diferencias entre materiales porosos y densos; sin embargo, los
controles  negativos porosos no estdn disponibles todavfa. Por lo tamto, pueden ser
comparados con otros ya aceplados médicamente como controles ncgativos densos.
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RESUMEN DE LA PRACTICA

Bajo condiciones asépticas, tiras de prueha del material a probar y de un material de control
son insertadas  en el misculo paraventral de los animales. Después de un tiempo los
animales son sacrificados por medio de anestesia. Las reacciones del tejido para los
implantes de! material de prucha durante el periodo de tiempo, agudo o subcrénico de
recuperacidn, son comparados con las reacciones del tejido para los materiales de control,

MATERIALES Y METODOS

Hospederos de prueba y sitios

- Pueden ser usados como hospederos de prueba los conejos, las ratas, u otros animales, Los
siguientes procedimientos son descritos para conejos, que generalmente son usado para cste
procedimiento. El procedimiento puede ser adaptado con pocas alleraciones para otros
hospederos de prucba,

- Use concjos tipo Nueva Zelanda sanos como hospederos de prucha , gque pesen mds de
2.5 Kg y en los cuales los misculos paraventrales scan suficicniemente largos para permitir
la implantacién de las tiras de prucha.

- El miisculo paraventral localizado en el dorso al lado de la columna vertebral se usa como
sitio de prueba de modo yue se puedan implantar las muestras.

.- Preparacidn de conejos: rasure la piel de los animales el dfa de la prueba o 20 horas antes
aambos lados de la columna vertebral, removiendo cuidadosamente el pelo cortado

Seleccion de materiales de control

- Seleccione materiales de control negative que se ha demostrado que provocan una
reaccion minima cn el tejido, como son las aleaciones metdlicas cspecificadas en las
referencias 24, 28, 30, o el material polimérico de control negativos especificada cn la
referencia 87, el dxido de aluminio también puede ser usado como un material cerdmico de
control negativo especificado en la referencia (26).

= El uso de un control positivo puede ayudar a clarificar y a comparar el cardcter de la
respuesta del tejido del malterial de prueba elegido.

Fabricacicn de las muestras de control y de prucha:

-Cada implante debe scr fabricado acabado y limpiado cn su superficic de una mancra
apropiada, si sc proyecta utilizar en seres vivos. El implante de un mctal denso debe tener
una acabado de superficie, tal como lo especifica la practica de superficic mencionada cn
este trahajo en la seccidn de las pruebas fisicoqufmicas auxiliares, o para mayor informacion
revisar la referencia (25). La medida, forma y superficie de implantes de prueba y de control
deben ser tan similares como sca posible.

- Los implantes deben mecdir en el rango de ! por 10 mm (0.04 por 0.4 pul) 2 3.2 por

12 mm (0.125 por 0.5 pul). Estos pucden ser de corte transversal o cuadrados. Los ejes de
las tiras deberdn scr tan lisas como sea posible para prevenir un trauma mecdnico adicional
sobre los sitios de implante.
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Periodo de implantacion

- La colocacién de todos los implantes, dentro de algdn animal debe hacerse en Ia misma
sesion quinirgica.

- La evaluacidn del implante debe ser llevada a cabo entre 7 y 30 dfas, de modo que se dé
una caracterizacidn exacta, tanto del material de prueba como de control, durante el periodo
sgudo y suberénico de recuperacién del tejido durante la respuesta al implante. Tres
animales se usardn para cada periado, por cjemplo: 3 a 7 dfas, 3 a 30 dfas, y opeioniimente
s¢ pucde incluir un grupo de 3 a 90 dfas, ya que algunos investigadores han encontrado que
extendiendo la prueba al incluir un tercer grupo de animales manteniéndolos hasta 90 dfas,
puede proporcionar datos adicionales sobre Ia respuesta del hospedero al material de prueba
implantado.

Procedimiento de implantacion

- El método recomendade para implantacion; es por medio de aguja hipadémica o trocar
hipodérmico, previamente se hace una incision de tamafio apropiado para las muestras de
control y de prueba, para permitir ef paso del didmetro de la aguja o trocar hipodérmico. Si
dsta téenica no es convenicnle, pueden scr usadas otras téenicas de implantacién que se
juzguen apropiadas.

- Preparacion de las tiras de prueba. Coloque las tiras de prueba estériles dentro de 1a aguja
hipodérmica o trocar, protegiendo la cdnula y el centro con una cubierta apropiada. Cuando
St usa un trocar, las tiras de prueba e instrumentos para la implantacién pueden ser
esterilizadas por separado,

- Si sc usan agentes csterilizantes como ¢l dxido de etileno permita un apropiado tiempo de
aircacién adecuado, ya que éste puede ser txico y puede influir en los resultados de nuestra
prueba.

- Si los materiales probados son mds duros gue los materiales de los cuales estin hechos los
instrumentos manuales, hay el dafio de la cantaminacién de la superficic de las piczas de
prucba por cl uso de los instrumentos, los cuales pueden perturbar los resultados (por
cjemplo, piczas de prueba de cermica implantada con instrumentos de metal etc.).

- Manipule las piezas de prueba y los instrumentos de implante por medio de (clas y pldsticos
Suaves.

- Implante cuatro tiras de las muestras en el misculo paraventral {thh) a uno de los ladus de
It esping dorsal de cada conejo, entre 2.5 a 5 cm de la linea media y paralela a la columna
vertebral, y apartadas casi 2.5 em una de otra. De mancra similar, implante cuatro tiras de
mucstras de contral en el madsculo opuesto de cada animal.

- En casos donde pucda esperarse que el control negativo provoque mds que una  minima
respuesta use dos tiras de prucba de este contral negativo. Implante dos muestras de control
adicional, compuestas de un material conacide gue provogue una minima reaccién al tejido,
en un sitio opuesto a las muestras de prucba.

- Con el trocar de implantacion inserte Ia picza de prueba después de retirar el punto central
e inserte un estilete estéril en lu aguja para sujetar la muestra en cl tejido mientras se retira la
cdnula.

- Si se observa sangrado excesivo después de la implantacién de la pieza de prueba, coloque
un duplicado de la muestra de prueba en atro sitio. Cierre la inscrcion después de gue
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complete la implantacion, Usc tantos animales como sea necesario para permitir la
implantacidn de 12 muestras de prucba y 12 controles para cada intervalo de sacritieio,

Cuidado postoperativo

- QObserve cuidadosamente cada animal durante el periodo de prueba y reporte eualquier
anormalidad.

- Si un animal mucre antes de la fecha de sacrificio, se bace la necropsia para determinar la
causa de la muerte, Si la causa de muerte estd relacionada al procedimiento o al material de
prueba. Incluya el dato del animal en el reporte de la prueba

- Una prueba aceptada es aguella en ta cual dos animales de cada tres sobreviven a cada
periodo de prueba. En el caso en que sc clijan otros hospederos de prueba, serdn elegidas 8
tiras de prucha y 8 de control, por cada periodo de prueba.

- La infeccién o dafo en el sitio de implante en algin animal invalida los resultados,
recrplace al animal con otro.

Sacrificio y recuperacidn de implantes

- Sacrifigue loy animales con un agente anestésico apropiado. Antes de Ia ancstesia rasure
¢l drea de implante y mpiela apropiadamente

- El sacrificio de los animales se hard de acuerda con los intervalos previamente
determinados.

- Durante el sacrificio, registrar cualquier anormalidad importante en cuanto a color o
consistencia que se obseeve en los alrededores del tejido donde se coloed el implante.

- Examine mierascdpicamente el drea del tejido alrededor del punto central de cada pieza de
prucha implantada. Use una lente de aumento si es necesario,

Observaciones histopatoldgicas para la prueba aguda ( 7 dias) y prueba subcrdnica { 30y
90 dias ):
- Remover cada implante (de control y de prueba) con una envoltura intacta de tejidu
adyacente, La muestra de tejido deberd incluir una capa de cuatro milimetros de grueso del
wjido alrededor del implanté, si es menas de cuatro milfmetras repértelo.
- Procese ¢l tejido extrafdo para estudios histopatolégicos y para otros estudins que scan
apropiados.
- Corte la muestra de tejido en muestras apropiadas para cada cstudio.
- Registre la apariencia del implante y del wejido adyacente a ésie, y abserve L consistencia y
el color, ya sca viendo s simple vista, con una lupa o al mieroscopio cstercascépico.
- 8i es posible, procese Ia muestra con of implante en el mismo sitio. Esto permite identificar
ms fdcilmente el sitio de implante y disminuyc la distorsién durante I fijacidn.

Después de fa fijacion remueva ¢l material implantado. Si un implante es removido de sy
sitio en el tejido, reporte la cantidad de tejido removido can el implante.
- Procese fa muestra de iejido para téenicas histoldgicas, cn las cuales se incluye k inclusion,
corte y fa tincién,
- Prepare uno o dos blogues de tejido adyacente a cada sitio de implante.
- Las secciones histoldgicas pueden ser preparadas usando un microtomo convencional.
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- Para materiales porosos implantados, la calidad y la cantidad del tejido crecido
interiormente  en ctlos  puede ser examinado usando las  secciones preparadas
apropiadamente.

Cédula histopatologica

- Procesar al menos dos muestras del tejido microsedpico de cada muestra de implante de
control y de prueba, incluyendo una envoltura del tejido adyacente del implante para obtener
una adecuada estimacidn histopatoldgica de la reaccion del tejido,

.- §i las tinciones son necesariamente daiinas, prepare bloques adicionales de tejido, capas o
ambos y baga observaciones apropiadas.

- Observaciones histopatolGgicas- compare y reporte la cantidad de tejido adyacente que
reacciond al implante de prueba, con el tejido adyacente al implante de control, en cuante al
grueso de fa cicatriz, presencia de inflamacion, tipos celulares no presentes normalmente en
el sitio, presencia de partfculas y cualquier otra indicacién de una interaccion entre el
material y cf tejido.

REPORTE

- El reporte debe inchtir todos los detalles de la caracterizacion del implante: medida,
fabricacién, condiciones, (incluyendo limpiado, manejo y técnicas de esterilizacion
empleadas), procedimientos para la implantacién y recuperacién de implantes. Las
caracterfsticas de los materiales de control deben ser reportados desde su composicién
quimica, mecdnica, condiciones térmicas y acabado. Todos los detalles de  algin
procedimiento especial (tal comno una inusual o dnica dista de comida para los animales de
prucba) dehe ser incluida en el reporte.

- Debe incluir las observaciones de cada control ¢ implante de prucba en cada intervalo de
tiempo, también la apariencia del tejido adyacente en el cual estuvicron los implantes.

- Debe tener las observaciones de cada examen histopatolégico.
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PRUEBA ESTANDAR PARA LA ESTIMACION DE LA
COMPATIBILIDAD DE BIOMATERIALES (NO POROSOS) PARA
IMPLANTES QUIRURGICOS CON RESPECTO AL EFECTO SOBRE
MUSCULO Y HUESO.(42)

INTRODUCCION

Esta prdctica proporciona un protocolo experimental para probar y estimar el efecto que
produce un material implantado en ¢ tejido animal, con materiales no poroses y no
absorbentes. El protocolo experimental no estd diseiiado para proporcionar una estimacién
il de Ia toxicidad sistémica, carcinogenicidad, teratogenicidad, o mutagenicidad del
material, Es aplicable sdlo a los materiales con aplicaciones proyectadas en humanos a corto
plazo, donde los materiales residirdn en hueso o tejido blando a lo largo de 30 dias y
permanecerdn inabsorbidos.

Esta prictica siguc un protocolo de prueba para comparar la respuesta del wjido local
provocada por materiales de prueba, con la respuesta provocada por materiales de control
que generalmente se usan para la fabricacidn de aparatos quindrgicos.

Los materiales de control para csta prucba deben ser algunas de las aleaciones metdlicas
especiticadas en lus referencias (24,28,30), o si se utiliza alguna cerdmica se puede utilizar
dxido de aluminio de alta densidad y purcza deserita en la referencia (26), para el caso de los
polfmeros se puede wilizar el pldsiico de control  negativo de fa USP (polictileno de
ultrapeso molecular), para mayor informacidn consultar la referencia (§7), los cuales son
estandarizados en base a la experiencia de la aceptabilidad cn ¢l periodo largo. Los controles
generalmente producen una leve reaccidn celular y cicatrizacién aceptada por el hospedero
de prueba, esto ha sido observado y reproducido en varios laboratorios.

Esta préctica estd basada en las téenicas de investigacion utilizadas por Cohen y por Laing,
Ferguson y Hodge a principios de los 60's. Estos estudios involucran la implantacion de
cilindros de metal en el misculo paravertebral de conejos. La rcaccién biolgica a los
cilindros fuc descrita como el grucsa de la membrana fibrosa o la edpsula formada junto af
implanic, El grueso de la cdpsula y la presencia de células inflamatorias fueron usadas como
una medida del grado de reaccitn adversa al material de prueba.(42)

Para comparar algunas reacciones espectficas este método utiliza ratas, perros y conejos.

Las muestras de prueba cilindricas con puntas redondeadas son usadus para cvitar
reacciones bioldgicas asociadas con las formas de las terminaciones u otras variaciones de la
torma de la muestra,

En 1978, fuc publicada otra prictica camo un documento paralelo de prueba para material
polimérico. En ésta los métados son csencialmente los mismos, la ampliacidn se ha hecho
hasta incluir las pruebas hechas en metales, materiales poliméricos y cerdmicos.

Las aleaciones de acero inoxidable, cobalto-cromo y titanio son usadas como materiales de
referencia para la respuesta bioldgica, estos materiales han sido bien caracterizados por su
extensivo uso en la investigaeion. La respucsta a estos materiales no es definida como
compatible, sino, es usada como refereneia contra las reacciones para otros materiales.
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RESUMEN DE 1.A PRACTICA

Esta prictica describe la preparacion de implantes, ¢l némero de implantes y hospederos de
prueba, sitios de prucha, cédula de exposicion, téenicas de esterilizacién de implantes,
métodos de recuperacion de implantes y examen del wjido de cada sitio de prueba. También
son proporcionados criterios histolégicos para evaluacion de la reaccién del tejido.

MATERIALES Y METODOS

Hospederos v sitios de prueba

-Las ratas han sidn aceptadas por su resistencia, un cjemplo es la cepa Fisher 344 o
cualquier otra cepa. También pueden ser usados como hospederos de prueba los conejos de
Nueva Zelanda y los perros para obtener una respuesta del tejido blando a implantes.(49)

- Se sugicre que fas ratas se seleccionen por edad y sexo,

- El hueso sacra-cspinal, el paralumbar, los misculos ghitcos y el fémur o tibia pucden servir
como sitios de prucha para los implantes, Sin embargo, ¢l mismo sitio puede ser usado para
probar implantes en todas Jas especies animales,

-L.a tabla 1, nos muestra of nimero mfnimo de animales gue requicren para ka prueba, y una
cédula para tomar datos de 1a necropsia de los animales.

Muestras de implantes

~ Fabricucidn- cada implante debe ser hecho de forma cilidrica con terminaciones
hemisféricas. 8i las terminaciones no son hemisféricas, se debe repuortar, Cada implante debe
ser fabricado, acabado y limpiado en su superficic de una manera apropiada, tal y coma se
usa para su aplicacién en humanos de acuerdo con la prictica de superficie que se menciona
en este trabajo cen Ja seecidn de prushas fisicoqufimicas auxiliares o para mayor informacién
consultar la referencia (25),

-Las muestras pueden ser hechas de metales, cerfmicas y polimeros.

Medidas sugeridas v formas de implantes para insercion en miisculo:

-Para ratas - Jos implantes deben ser cilindricos de | mm de digmetro por 2 mm de longitud.
-Para concjos- los implantes deben ser cilindricos de 1 mm de difmetro por 10 a 15 mm de
longitud,

-Para perros - los implantes deben ser cilindricos de 6 mm de didmetro por 18 mm de
longitud.

-Si fos problemas de fabricacidn impiden preparar muestras de 1 mm de difmetro, las
muestras alternativas serdn de 2 mm de didmetro por 6 mm de longitud para ratas y 4 mm de
digmetro por 12 mm de longitud para concjos. Si estas dimensiones alternativas son usadas,
deherd ser repartado

Medidas y formas de implantes para insercion en hueso:

Solo se usan para concjos y perros, debido a la dificultad de implantar muestras cn las ratas
por el tamaiio de los huesos.

-Para conejos- los implantes deben ser cilindricos de 2 mm de didmetro por 6 mm de
tongitud.



-Para perros- los implantes deben ser cilfindricos de 4 mm de didmetro por 12 mm de
longitud,

-Si la fongitud de los implantes de hueso necesariasnente deben ser inenos grandes, debe ser
repontado.

Niimero de muestras de prueba e implantes de control

Nivel muscular:

- En cada rata, debe haber 2 implantes; uno de control y uno de prucha.
- En cada concjo, debe haber 6 implantes; 4 de prucha y 2 de control.

- En cada perro, debe haber 12 implantes; 8 de prucha y 4 de control.

Condiciones que deben de sener las muestras antes de ser implantadas:

- Remover todos los contaminantes de la superficie con solventes apropiados y cnjuagar
todos los implantes de prueba y de control en agua destilada antes de la esterilizacién. Se
recomienda que ¢ material implantado sea procesado y limpiado cuidadosamente usando
siempre téenicas asépticas.

- Limpiar, empaquetar, y esterilizar todos los implantes de 1a forma més aséptica posible

- Después de la preparacion final y la csterilizacion, ¢l inanejo de los implantes de control y
de prucba se debe hacer con mucho cuidado para asegurar que éstos no se maltraten, dafien
o contaminen de alguna mancra antes de la insercién,

- Reporte todos los detalles de las condiciones.

Periodo de implantaciin

- Inserte todos los implantes en cada animal en [a misma scsidén guinirgiva para gue los
periodos de implantacién corran nommalmente. Los periodos de implantacién son: de 52
semanas para ratas y conejos; 104 scmanas para perros, con sacrificios intermedios de 12,
26, y 52 scmanas, para ratas y conejos y de 12, 26, 52, 104, para perros.

Implantacion { A nivel muscular):

- Coloque los materiales de implante en ¢f masculo paravertebral en las ratas, concjos y
perros adultos, de manera que $stos estén en contacto con el tejido muscular,

- Introduzea los materiales de implante en los congjos y ratas usando técnicas estériles. Las
apujas Luer-Lock pueden ser usadas para implantar tos materiales en los misculos
paravertchrales a lo Targo de fa espina dorsal. En las ratas inserie un implante de control
negativo a wn tado de las espina dorsal y un material de implante de prueba en el otro lado.
En los conejos implante un material de comral negativo a cada lado de la espina dorsal ¢
inplante dos materiales de prucba en cada lado de 1a cspiva dorsal.

- Introduzea Jos materiales de implante en los perros empleando fa téenica on la cual, sc hace
un lugar de implantacién cn el misculo, usando un hemeostato® para separar las fibras
musculares. Inserte e} implante usando unos forceps con extremos plésticos o alguna
herramicnta que no sca abrasiva para que no provoque ningan dado al implante,

- No inserte mds de {2 materiales de implante en cada perro,
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Implan!acio’p en hueso (Fémur):

-Exponga la corteza lateral de cada fémur de conejo y taladrar tres orificios de 1/16 de
pulgada (1.6 mm) a través de la corteza lateral usando la téenica y los instrumentos
apropiadas para el procedimiento.

- Para los perros, baga los orificios de 1/8 de pulgada (3.2 mm) de didmetro; bacer 6
orificios en cada fémur. En cada uno de estos orificios insertar cada uno de los implantes por
medio de Ja presion de los dedos. Entonces cervar Ia herida,

- Debe tenerse precaucion para minimizar el movimiento del implante en el tejido para no
provocar ninguna lesién y obtener el resultado deseado.

Cuidado postoperativo:

- Observar cuidadosamente cada animal durante el periodo de prueba y reportar cualquicr
anormalidad.

- La infeccién a lesién del sitio del implante de prucha puede invalidar los resultados. La
decisi6n para reemplazar al animal dependerd del diseiio de Ia prictica a estudio.

- Si un animal muere antes de la fecha de sacrificio, debe hacerse a necropsia de acuerdo
con lo que se indica abajo, para determinar Ja causa de Ja muerte. Se debe incluir ¢l animal
en los datos del Prueba si la causa de muerte estd relacionada al procedimicnto o material de
prucba.

Sacrificio y recuperacion de implantes:

- Sucrifique a los animales con un método humano en los intervalos enlistados en la

tabla 1.

- Etinicio de los periodos de necropsia debe ser de 12 semanas porque sc asume que se ba
realizado previamente Ia prdctica de corto plazo, y se tienen los datos accptables de
implantacién para los primeros periodos de 1,4, y 8 semanas de la prucha de implante de
periodo corto, ‘

- En la nccropsia, se deben registrar las anormalidades macroscapicas de color y de
consistencia observadas en el tejido alrededor del implante. Debe removerse cada implante
con una envoltura intacta de tejido de atrededor, incluyendo cn la muestra del tejido una
capa minima de 4 mm de grueso del tejido que estd alrededor del implante. Si Ja capa s
menor a los 4 mm de grueso, repértelo.

- Observaciones postmoniem- Practique la necropsia 4 todos los animales que san
sacrificados o gue mueren durante el periodo de prueba, de acuerdo con las pricticas
estdndar de laboratorio. Establezca las condiciones de salud del animal experimental durante
cl periodo del prucha y repértelo.

Procedimiento histoldgico:

Preparacién de muestras de tejido:

-Prepare 2 bloques de cada sitio de implante.

- Procese los blogues de tejido extrafdo conteniendo cada uno un implante de prucha o un
implante de control para el examen histopatolégico y para otros estudios apropiados. Corte
la muestra a la mitad de extremo a extremo en medidas apropiadas para cada estudio.
Registre la aparicneia macroscGpica del implante y del tejido.
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- Si las tinciones cspeciales se juzgan necesarias, prepare blogues de tejido adicionales o
placas, 6 ambas, y las haga observaciones apropiadas,

Observaciones histopatoligicas

- Compare la cantidad de reaceidn del iefido adyacente al implante de prueba, con respecto
al tejido adyacente al implante de control, observando el grueso de la cicatriz, presencia de
inflamacidn u otras tipos de células, presencia de particutas, asf como otras indicaciones de
la interaccidn del tejida y los materiales.

Método sugerido para la evaluacion de la respuesta del tejido:

- Use ¢l criterio mostrado en la tabla 2, en el cual se muestra un formato donde se evaliia {a
presenciade algunos clementos celulares con un rango de marcade 0 a .

- Bl sisterna de marcaje de 0 a 3 estd basado en of ndmero de clementos colulares de
inflamacién observados con un alto poder de campo (470x) con el poreentaje de 5 campos.
Ejemplo:

Nimero de elementos Marcador
0 0
1-5 0.5
6-15 }
16-25 2
26 o mis 3

- Bl grado marcado de neerosis es determinado usando el mismo intervalo de 0 a 3, como
sigue: :

Grada Marcador
No presente ]
Minimamente presente 0.5
Jrado ligero de envolvimiento !
Grado maderado de envolvimiento 2
Grado marcado de envolvimiento 3

- Un intervalo de toxicidad completo de muestras de prueba puede ser dado usando un
intervala de 0 a 4, como sigue:

Intervalo Marcador

No téxico 0
Reaccitn t6xica muy leve 1
Reaccidn toxica ligera 2
Reaccidn toxica moderada 3

F<Y

Reaccidn téxica marcada

- Los patélogos deben usar el sistema de marcador para comparar ¢l control negalivo con ¢l
material de prueba como una ayuda eu su evaluacian para todos los periedos de tiempo.
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REPORTE

El ceporte debe incluir la siguiente informacidn:

- Todos los detalles de la caracterizacion, fabricacion y condiciones (incluyendo limpiado,

manejo y técnicas de esterilizacin empleadas) de los implantes,
-Los procedimientos gara la implantacitn y la recuperacién de implantes.

- Los detalles de algun procedimiento especial (tal como una inusual o dnica dieta de

alimentacion pasa los animales de prueba),

- Las abservacianes de cada implante de control y de prucha también como la apariencia

macrascopica del tejido de alrededor en el cual se colocaron los implantes.
- Proporcionar las observaciones de cada examen histopatoldgico y Ja evaluacion de los

histopatdlogos en cuanto i la toxicidad del material de prucba.

TABLA 1INTERVALOS DE SACRIFICIO. (42)

Periodos de necropsfa
(Semanas después de la

ingercida de los implantes)

Numero de Animales que son somctidas a b Necropsia

A Cameio Perto
12 seimanas 4 4 2
26 seimanas 4 4 2
52 xemanas 4 4 2
104 - - 2

TABLA 2 Formato para registrar y evaluar histopatolégicamente al tejido adyacente

al implante. (42)

Animal Ndmero

Duracién del Imptante ( tn semanas)

Descripcién de la Muestra

Respuesta Totat

Hisinpaniogfa Numero

Puntuacion

Necrusis

Degeneracion

Inflamacion:

a) Leucocitos Polimodfonuclcares

b) Linfocitos

¢) Eosinofilos

d) Célutas Plamaticas

¢) Macrofagos

Fibrosis

Células Gigantes

Remanentes de Cuerpos Extrafios.

Infiltracion de Tejido Adiposo

¢l lnplante en mm?

Mcdida Relativa dei Area del Teijido que Envuelve

Estimacidn de la Toxicidad Histopatolégica
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PRUEBA FZSTAN!)AR PARA EXTRACCION DE PLASTICOS O
MATERIALES MEDICOS. (27)

INTRODUCCION

Esta prdctica proporcions un método para extraccion de pldsticos u otros materiales
sélidos que se utilizan en aplicaciones médicas (metales, aleaciones, polimeros ete.) en
liquidos que simulan en su accidn fluidos corporales. Esta prictica praparciana das
métodos de extraccin: uno  para obtener extractos Hquidos para andlisis fisicoquimico; y
el atro métado para obtener extractos Hquidos, para determinar su respuesta cn un sistenta
biolégico probéndolos, ya sea "in vitro" en cultivo de tejidos o "in viva" en  animales.
Estos procedimicntos de  extraccién (lixiviacién) son  parte inicial de  varios
procedimienios de prucba para la biocompatibilidad de pldsticos u otrus materiales
S6lidos.

Esta prictica sc puede usar en la evatuacién pareial de materiales puros, aleaciones o
mezclas que se usan caminmente en aplicaciones médicas. Esta prictica puede ser usada
como un método de referencia para fa medicién de extractos de aparatos médicos.

Deben ser reconacidas las limitaciones de los resultados de esta préctica, ya que la
eleceitn de medios de extraceidn, tiempo de inmersidn y temperatura de la prucba son
arbitrarias. La cspecificacion de estas condiciones proporcionan una base para la
estandarizacion y sirven como una gufa para comparar la lixiviacion de varios materules
sdlidos en diferentes medios de extraceion.

RESUMEN DE LA PRACTICA

Muestras de medida estdndar del pldstico o cualijuier otro material sélido, son inmersos en
volimenes definidos de $quidos scleccionados (medios de extraccidn) para ¢l tiempo y
emperatura cspecificada.

Para clegic un material se debe basar en su uso final, de csta forma también se cligen los
medios de extraccién y una de las combinaciones de tiempo y temperatura para $a prueha
Los lfquidos de prueba (extractos lquidos) resultantes son guardados en recipientes de
vidrio hasta ser usados para la prueba fisicoquimica o bioldgica. Los liquidos de prueba
son guardados en recipientes de vidrio estériles, y deben ser usados en 24 hrs,

MATERIALES Y METODOS

Medios de extraccion

- La siguiente lista de medios de extraccion estdndar es aceptada para simular los medios
constitutivos de los fluidos corporales humanos, éstos se usan dependiendo de fa
naturaleza polar o no polar de nuestro material de prueba. Las soluciones acuosas deben
ser hechas con agua destilada, Los medios de extraceion deben de ser:

+ Solucitn de cloruro de sodio, contenido en peso, no menos del 0.85 % y no mds del
0.95 % de cloruro de sodio.

- Aceites vegetales.

- Accite de ajonjolf puro.



« Aceite de semilla de algodén puro.
- Agua para inyeccidn,
+ Sueros fisioldgicos, ete.

- Limpie todos los recipientes de vidrio que se vayan a usar con una mezcla limpiadora de
dcido crémico, & si es necesario, con deido nitrico caliente, seguida par prolongados
enjuagues con agua corriente y al menos dos enjuagues con agua destilada.

- Antes de usar y dividir la mucstra limpic los aparatos de corte por medio de un método
apropiado, por ejemptlo, limpiando sucesivamente can solvenies.

- Limpie todo 1o que vaya a tener contacto con la muestra, por medio de un favado total
con detergente y prolengados enjuagucs con agua de fa Have y al menos dos enjuagues
con agua destilada.

- Si se usa ¢l 6xido de etileno como el agente esterilizante, proporcione un liempo
adecuado para que sc evaporen todos los residuos de éste.

- Se debe de tener cuidado de no contaminar el material estéril que se usara para extraer
Ias porciones de muestra para la respuesta biologica.

- Use un recipiente adecuado para que puedan caber un medio de extraceidn de 20 ml y
alguna de las siguientes medidas de muestra;

- El 4rea de superficie total de una mucstra debe ser equivalente a 120 cm? (18.6 Pul2)
con un grueso 0.50 mm, (0.020 Pul.) 6 es equivalente con una muestra de 60 cm?, (9.3
Pul®.) cuando ¢l grueso es mayor que 0.50 mm. (0.020 Pul.).

-Una altemativa para muestras de intrincada geometrfa ¢ muestras grucsas mayores de 1.0
mm. (0.39 Pul.), se puede obiener una muestra de 4 gr. (0,14 onz.) de peso.

- Una vez cortadiu la muestra, se debe estertlizar por medio de un método adecuado.

- Las muestras se deben ajustar en ¢l recipiente de extraccidn y su drea superficial wtal
debe ser totalmente cubierta por ¢l medio de extraceidn. .

- Prucbe al menos tres porciones de muestra con cada medio de extraccidn para
respuesta de variabitidad.

Procedimiento de extraccion

a) Extracci6n para respucsta bioldgica:

-Prepare una seric de cuatro porciones de 20 ml de medio de extraceion. Cologue una
porcién de mauestra en cada uno de jos tres recipientes; el medio de extraceién en el cuarto
recipiente servirg como un blanco. Asegiirese de tapar cada recipiente.

-Condiciones de extraceidn - Emplee una de las siguientes condiciones de acuerdo con los
requerimicntos. especificados. El tiempo que se proporciona es para permitir que el liguido
aleance la temperatura de extraceion:

37+ 1°C (Y5 + L.8°F) por 120 hrs.
500+ 2°C (122 £ 3.6°F) por 72 hrs.
70+ 2°C (158 £ 3.6 °F) por 24 hrs.

121 £2°C (250 £3.6 " F) pur 2 hrs.

67



-No agite el medio de extraccion ni el recipiente de extraccién durante el procedimiento.
La evaluacién ideal de un material debe emplear tiempos y temperaturas que simulen cl
intento de uso. Exagerando las condiciones de extraccion se intenta proporcionar un
margen de seguridad para que haya lixiviacién al aumentar la temperatura, La temperatura
y la duracién prescrita no deben tener efectos severos que alecten las caracterfsticas del
material, esto es, no debe tener cambios drésticos.

- Al remover la fuente de calor, enfrfe los recipientes pero no menos de 22 °C (71.6 °F)
Cuando enfrfe, agite vigorosamente los recipientes por 30 seg. y decante ¢l lquido
extrafdo en un recipiente estéril y seco.

- Sclle herméticamente, de manera que los recipientes usados no tengan ventilacién a una
temperatura de 121 £ 2 © C, no deben mancjarse basta que la temperalura interna y la
presién hayan alcanzado las condiciones ambientales.

- Almacene fos extractos Hquidos a una temperatura de 22 230 °C (71.6 a 86 °F) y dselos
en 24 hrs.

- Para minimizar el nimero requerido de animales de prucha para determinar la respuesta
hioldgica, se permite una reserva de extractos liquidos de tres porciones de muestra,

a) Extraccion para prueba quimica y fisica;

- Prepare una serie de cuatro porciones de 20 ml, para cada medio de extraceidn, el medio
de extraccién debe ser agua para inyeccion 6 agua destilada

-La aplicacion de un aceite vegetal, s opeional. Cologue una porcién de muestra en cada
uno de los tres recipientes; el medio de extraccién cn el cuarto recipiente sirve como
blanco. Asegirese de tapar cada uno de los recipientes.

- Use las mismas condiciones y procedimientos espeeificados para los extractos de prucba
hialdgicas

REPORTE

El reporte debe incluir Lo siguiente:

- Designacion del estdndar que se utilizo como gufa.

- Identificacién completa del pldstico u otro material sélido probado, incluyendo:

- Tipo de aparato 6 parte del material,

- Dimensiones, peso del espécimen y porcidn de 1a muestra,

- Cédigo del manufacturador, catdlogo 6 nimerv de formulacién, nimero de lote § fecha
de manufactura, nombre comercial e historia del material (forma de uso)

- Volumen det medio de extraccién. También de el votumen entre ta superficie de la
porcion de muestra (por ejemplo: 20 mi/120 ecm? ¢ 60 ecm?) 6 el volumen del medio de
extraceidn entre el peso de la porcidn de muestra,

- Condiciones de extraccion; ticmpo y temperatura.

- Medio de extraccidn,

- Resultado de los extractos liquidos de prucba para pruchas biolégica, quimica y ffsica.

- Alguna observacién § cambio {fsico drdstico de las porciones de muestra ¢ extractos
liyuidos. Tates observaciones pueden incluir, pero no estdn restringidas, los cambios de
color de la porcion de muestra, cambios de color del extracto l{quido, transmitancia de
luz, y separacidn en fases clc.

o8



PRUEBA ESTANDAR PARA LA PRE!’ARACI()N DE SUPERFICIE
Y MARCADO DE IMPLANTES QUIRURGICOS METALICOS. (25)

INTRODUCCION

El tratamiento de superficie y el marcado de implantes pueden influenciar los siguientes
aspectos importantes: la respuesta del tejido local, unién o carencia de unidn al tejido que
¢S un aspecto muy importante para la hiocompatibilidad del material y la fucrte tensién
del implante.

La respuesta del tejido local debido a los implantes metdlicos es afectada por la corrosidn,
yue a su vez.es afectada por dreas y geometifas de superficie especificas, por la pasivasion,
por el clectropulido, por las panfeulas extranas incrustadas, la contaminacién y otros
factores. La contaminacién y las partfculas incrustadas en las superficies son el resultado
de las operaciones de manufactura que pueden poner en peligro la compatibilidad, atin con
la ausencia de corrosién. Por consiguiente son requeridas las especificaciones y los
controles de las caracterfsticas de superficie que inhiben la respuesta local del tejido.

La fuerza de fatiga de los implantes es afectada por Ia topograffa de las superficics, la
tensién residual y la estructura, La fuerza de fatiga de una estryctura puede ser
determinada experimentalmente,

Esta prdctica proporciona una descripeidn de las caracteristicas de superficie, métodos de
preparacién de superficies y méiodos de marcaje de implantes quinirgicos.

La nomenclatura del marcaje no esta especificada en esla précetica. Los requerimientos de
las superficies y los métodos de marcaje incluidos en fa especificacidn del implante deben
preceder a los requerimicntos cnlistados en esti prictica.

Los implantes metdlicos, cuando son inspeccionados de acuerdo a esta préctica, deben
estar libres de imperfecciones en su superficie  tales como: marcas de herramienta,
muescas, rayas, grictas, cavidades, rebabas, y otros defectos que podrian impedir la
utilidad del aparato. Las superficies debersin estar libres del material que se us6 para el
acabada y que podrfa estar incrustado o depositado, ademds de otros contaminantes
indescables.

Los requisitos especilicos pertinentes al acabado de superficie, tales como Ia textura de la
o tratamientos adicionales deberdn estar incluidos en la especificacién del implante.

La superficie de los implantes debe cstar pasivada antes de implantarlos.

RESUMEN DE LA PRACTICA

La superficic de una alcacidn o metal de prétesis o posible hiomaterial, debe ser pulido
usando papel metalogrdfico (lija) y alumina, hasta dejarlo 4 espejo, posteriormenie se
cxamina para localizar algdn contaminante y observar su superficic libre de grictas,
ralladuras eic., si existe se procede con el método de limpiado de superficie y despuds se
rotula, de esta forma esta listo para implantarse.
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MATERIALES Y METODOS

Pulido

La superficic de 1a muestra sc pule, usando series de papel metalogréfico, de diferentes
nimeros hasta ¢l 600, despuds se pasa al pulido automético, con alumina de 3pm hasta
dejar la superficie con un terminado a espejo,

Inspeccién

Todas fas superficics deben ser inspeceionadas visualmente o examinaminadas con lupa,
tinta fluorescente penetrante u ofros métodos apropiados que sean requeridos en fa
especificacion del implante.

Limpiado

Los métodos de limpicza cmpleados deben incluir fo siguiente:

- Utilizar algin solvente orgdnico desgrasante para remover aceites, grasas y otros
conlazninantes superficiales que se puedan remover,

- Para remover la superficics contaniinadas con adherentes se puede hacer lo siguiente en
Ccasu necesario;

- Limpiar utilizando algin alcalino caliente,

- Limpiar con algiin alcalino aplicado electroliticamente,

- Limpiar con algin solvente orgdnico agitando ulirasénicamente para remaover las
particulas incrustadas y limpiar, ¢l limpiado para el titanjo y tantalum pueden ser
sometidos a una limpicza qufimica. en casn de usar estas aleaciones consultar la referencia
6,

- Permita un tiempo de secade adecuado.

Nota 1- Evite el limpiado catddico de metales porgue son susceptibles de contaminarse
por hidrdgena asf como el limpiado anédico que puede pravocar hoyos.

Método de marcaje

- Los marcajes son aplicados a las superficics de los implantes para indicar la manufaciura,
tipo de implante, lote de produccién ¢ informacién adicional necesaria. Este marcaje s
hecho por diferentes procesos, estos pucden afectar negativamente fas propiedades
deseables de los implante. Para prevenir un efecto negativo, cs necesario que se use una
apropiada técnica o procedimiento de marcaje y una Jocalizacién apropiada de Ia marca det
implante.

- Identifique o rotule los implantes metdlicos de un modo que no deteriore las propiedades
mecdnicas o la resistencia a la corrosidn y no provogue una respuesta adversa en el tejido.

- Sitde el marcaje o el rétulo en el implante en un punto de baja tensién, de manera que no
intercepte las orillas de los implantes. Indique a localizacion cn el dihujo del implante
junto con su especificacién,

- Algunas métodos de marcaje son los siguicntes:

- Impresion mecdnica a través de una presion de rodillos o un asiento redondo o a través
de tipos,
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- Grabado qu{mico usando un procedimiento de corriente electrolftica anédica.
- Marcar con un torno giratorio redondo con baja presitn de contacto.

- Forma de identificacién en Ja superficie usando un eje redondo y tipos.

- Marcar con un tips vibratorio de contacto.

- Marcar con un eleciro 1dpiz.

- Marcar con rayo laser.

- Incluya la nomenclatura del marcaje en ka especificacion del implante.

Tratamiento final de la superficie

- Un apropiado tratamiento quitico para asegurar una superficie pasivada en la dltima
operacion antes de montar, empacar y almacenar.

- El tratamiento final de superficie para acero inoxidable estd especificado en las referencia
(28, 32). Para las aleacioncs de cobalto ¢s especificado en las pricticas (), 3) y para
aleaciones ¢n general es como sigue:

- Sumerja en 4cido nftrico al 20 o al 40 % en volumen ( con una gravedad especifica de
1.1197 a 1.1527 ) en un cuarto de temperatura por 30 min. minimo. Para acelerar el
proceso, ésta solucidn de fcido, se puede calentar a una temperatura de 49 a 60° € por
20 min. minimo.

- Emplee todo el dcido neutralizado y enjuague con un proceso de agua y un proceso de
secado total,

- El implante puede ser usado.

-Si tratamicntos de superficie adicional son usados para implantes, estos tratamientos
deben ser especificados y acompanados de ta descripeion del material.
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PRUEBA ESTANDAR PARA QORROSION (GRIETAS Y HOYOS)
EN MATERIALES QUIRURGICOS METALICOS PARA
IMPLANTES. (35)

INTRODUCCION

La corrosién de algin implante o aparato metdlico s indeseable por dos razones; primero
porque la corrosién o degradacién del metal puede hacer a éste estructuralmente débil o
menos capaz para su funcidn; segundo porque los productos resultantes de la corrositn
pueden reaccionar desfavorablemente con el tejido adyacente al implante metdlico o a
veces en sitios distantes en el cuerpo. Por eso es necesario saber cuanto se corroe un
implante metdlico "in vitro", para tener en cuenta este problema antes de su uso clfnico.
Para saber si los productos de corrosidn son toxicos, ¢stos puede ser analizados en cultivo
celular para estimar su toxicidad.

En la actualidad muchos materiales elegidos para implantes, no pueden ser diferenciados
o examinados para corrosién por una simple prueba de inmersion convencional. Por
ejemplo, si una aleacién candidata es colocada en una solucién relevante tal como la
sangre, agua salada, saliva o un deido débil por 10 afios, menos del 0.1 % de los cambios
de peso ocurrird durante todo este periodo. Por consiguiente, para cxaminar materiales
para implantc en un periodo razonable, el proceso de corrosidn serd fomentado o
acclerado de alguna mancra. Para esto es usada la estimulacidn electroguimica  para
acclerar el proceso de corrosidn.

El potencial clectroquimico impuesto sobre la mucstra metélica inmersa en una solucién
fisiolégica, se incrementa constantemente hasta que la capa de dxido sobre la superficic
del metal (la capa de pasivacién) se rompe dando origen a una corrosién localizada, Este
rompimiento es monitoreado como un incremento siibito en el fujo de corriente de la
solucion. Con este método, las aleaciones son clasificadas en términos del potencial al cual
ocurre el primer rompimiento: ¢l putencial mds grande, el mds resistente de la aleacion es
para romper la capa de repasivacidn y para la carrosién localizada.

Este método cubre la determinacién de la resistencia para algunos de los efectos de
corrosion (grietas y hoyos) de aleaciones inctdlicas para implantes quinirgicos. Esta
prucba se aplica a metales y aleaciones pasivadas. No se recomienda para aleaciones no
pasivadas por que son susceptibles a la corrosién y normalmente no son idéneas para
implantes.

Este método esta disedado para alcanzar condiciones lo suficientemente severas que
causen el rompimiento de la aleacion 316L de acero inoxidable usada actualmente como
material de implante. Los materiales que sufren ¢orrosién durante la prueba, no
necesariamente sufren corrosién localizada cuando sc implantan dentro del cuerpo
humano.

Esta prictica puede usar como medio de corrosidn sucro fisioldgico o solucion de cloruro
de sodio al 0.9 % para simular las condiciones en las que va ha estar el material de prétesis
dentro del cuerpo humano.
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RESUMEN DE LA PRACTICA

Una muestra cilfndrica del material de prucba sc ajusta a un collar de sesina inerte, y se
sumerge en un electrolito salino a 37°C por 1 hora para establecer un potencial de
corrosién. La marca de hoyos o grictas de corrosién en la muestra se estimula por
polarizacién potencioestdtica empleando un potencial mis noble que el de corrosidn. La
estimulacidn de hoyos o grietas de corrosidn se dard por el incremento en la corriente de
polarizacién.

Inmediatamente después del paso de la corriente, se disminuye el potencial tan rdpido
como sta posible a uno de los diversos potenciales preseleccionados, o a uno més noble
que el potencial de corrosion, La aleacion pucde marcarse de hoyos o grietas de corrosion
en cl potencial preseleccionado, y la corriente de polarizacién permanecerd en valores
relativamente altos fluctuando o incrementdndose en el tiempo,

Una examen de post-prucha de la muestra del metal, establecerd si la corrosion localizada
a ocurrido dejando hoyos en lu superficie expuesta o por ataque preferencial en grietas
formadas por el collar de resina 0 ambos.

Si se detiene la corrosién cn un potencial preseleccionado, la corriente de polarizacién
descenderd a valores para pasivar la superficic y la corriente decrecerd continuamente. El
pardmetro de interés es cf potencial crftico para dejar hoyos o grietas de corrosidn, se
define como el potencial prescleccionado més alto al cual la superficie re-pasivada se
carroe {presenta hoyos o grietas) después del paso de corriente.

MATERIALES Y METODOS

Para mayor informacién sobre el material que se wtiliza en esta prictica consulte las
referencias (11 y 38)

Preparacidén de muestras

- Fabrigue del material de prueba un electrodo cilindrico de trabajo con una longitud de
20.00 £ 1.00 mm (0.0787 £ 0.039 pul) y un difmetro de 6.35 + 0.03 mm (0.250 £ 0.001
pul) ver fig. L. Lije y pula la superficie con kija # 600 uns hora antes del comienzo de la
prueba, para mayor informacidn del acabado consultar la prueba de lerminado de
superficie explicada en la seccidn de pruebas fisicoquimicas auxiliares o consultar la
referencia 28.

- Ajustc uncollar de resing inerte a la muestra, éste se hace a base de politetrafluoretileno
(PTFE). El collar debe tener un didmetro exterior de 12,70 & 0.05 mm (0.500 £ 0.002
pul) y up grueso de 3.18 + (.20 mm (0.125 + 0.008 pul). Para que coincida con las
dimensiones sugeridas, el didmetro interior del coltar debe ser 5.97 + 0.05 mm (0.235 2
0.002 pul) a 6.73 £ 0.05 mm (0.265 + 0.002 pul) para que se ajustc a Ja muestra y para
gue se haga la gricta. Ver figura 1 para el discfto del collar de resina.

- Sostenga la muestra dentro de I celda de polarizacion, puede usar una varilla de acero
de la cual quede suspendida, tal y como se ilustra en ta figura 1.

- Determine vl drea total de la superficie expuesta de Is muestry antes de la colocacion det
collar de PI'FE, A Determine ol drea de la superticic interna del collar (drea de gricta),
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Ag: Determine la superficic del drea expuesta de la muestra después de la colocacién del
collar Ag; (donde Ag= A~ Ag). Las dimensiones deherdn medirse lo mds cercano a 0.1
mm.

- Ejemplo- Usando previamente las dimensiones sugeridas para ¢l didmetro de la mucstra
(d=6.35 mm), longitud de la muestra (1 = 20.00 mm) y ¢l grueso del collar (t = 3.18 mm).

Ap=ndi4 nd? /4 = 431 mm?
Ag = ndt = 63 mm?
AE = Ap+ Ag =386 mm?

- Usc una plantilla mecdnica para ajustar el collar de potitetrafluoretileno (PTEE) sobre la
.muestra cilfndrica de prucha, de mado que ésta quede a 10 2 2 mm (0.393  0.079 pul)
por arriba de la parte més baja de 1a muestra (ver figura 2),

Montaje del sistema en la celda de polarizacién

- Monte la muestra subre ¢l electrodo de trabajo ¢ introddscala por una de las bocas de la
celda (ver Fig, 6).

- Degrade ulirasdnicamente la armadura del electrodo, ya sca en acctona, tolueno §
benceno hirviendo (tener cuidado de no derramar), enjuague en agoa destilada y seque,

- Transficra 500 ml de solucidn clectrolftica (cloruro de sodio al 09 % o sucro
fisiol6gico) a la celda de polarizacién (aproximadamente de 1 litro) Neve la temperatura de
Ia solucion a 37 = 1° C por medio de un bafio marfa para simular las condiciones dcl
cuerpo humano,

- Coloque en Ias otras bocas de la celda los clectrodos auxiliares de platino, la sonda de
puente de sal, el electrudu de referencia de Calomel, y cierre temporalmente el centro con
un laptin (ver Fig. 6). Liene e} puente de sal con el clectrolito y mida cl pH. Los niveles de
la soluci6n deben cubrir al mismo nivel a todos los electrodos y el puente de sal, para
evitar estar sacdndolos.

- Transfiera ¢l clectrodo montado de prucha (de Trabajo) a fa celda de polarizacion y
ajistelo en ¢l extremo de ka sonda del puente de sal, el cual es sumergido 2 mm (0.08 pul)
por abajo del collar de PTFE.

Procedimiento

1.« Registre continuamente el potencial de corrosion del clectrodo de trabajo (de I
mucstra) con respecto al electrodo de calomel durante una hora por medio de un
polencioestato, después de ponerlo en marcha, inmediatamente se sumerge ¢l electrodo de
trabajo con la muestra. El polencial observado en la inmersién en el clectralito debe ser
Namado el potencial inicial de corrosidn Eo. Al cabo de una hora ¢l potencial debe ser
conocido como el potencial final de corrosion, Ei,

2.- Después de uma hora, el potencial deberd ser cambiado poteaciostdticamente a 0.8 V
(SCE) para simular hoyos o grietas de corrosién, los cambios deben ser instantdneos
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3..- Registre la corriente usando un graficador con una velocidad de graficacion de 60
mm/minuto. Y con una cscala de corriente méxima de (0 a 3 mA. La corriente serd
registrada a +).8 V (SCE) por un periodo gue depende de la reaccidn (ver figura 3).

4.- Si la corrosién localizada no es estimulada en los 20 seg. iniciales, la corricnte de
polarizacién permanecerd muy pequedia o decrecerd rdpidamente con el tiempo. Proceda
hasta el punto 8.

5- La estimulacién de la carrosion localizada serd marcada ya sca por corrientes de
polarizacién que generalmente incrementan con cf tiempo a por densidades de corriente
que exceden Jos 500 pA/em? (para la medida sugerida de la muestra seria equivalente a
una corriente aproximadamente de 2 mA,

6.- Si la comiente incrementa generalmente con el tiempo, después de 20 seg. proceda
hasta ¢l punto 9,

7.- Si en algin momento una densidad de corriente de 500 pA/em? es excedida, proceda
inmediatamente hasta ¢l punto 9. Eun algunos casos, cn el cambio a +).8 V (SCE), la
densidad de corriente casi instantdneamente excederd de 500 pAfem?. En tales casos,
proceda dircctamente hasta el 9 sin pausa.

8.- Si la corrosién localizada no es estimulada en los 20 seg. iniciales, continde hasta +0.8
V (SCE) por 15 min, adicionales; la velocidad de graficacién puede ser reducida a un
minimo de 5 mm/seg. después de dos 20 seg. iniciales. Si la corrosién localizada cs
estimulada, proceda hasta el punto 9. $i la corrosién localizada no pucde ser estimulada cn
15 min., la prucha es terminada y se considera que el material ticne una alta resistencia a la
corrosion localizada cn el medio ambiente de la prucha. Reporte el potencial crflico coma
>+0.8 V(SCE).

9.- Si la corrosién localizada es estimulada a + 0.8 V (SCE), el potencial es retornado tan
ripido como sea posible hasta Ei (el cual es el primer potencial seleccionado) para
determinar si la muestra repasivarf o si la corrosidn localizada  continuard hasta
propagarse en el potencial preseleccionado.

10.- Si la region repasivada se llena de hoyos o grictas en el potencial preseleceionado, la
corriente polarizadora descenderd edpidamente a valores méds bajos provocado una
superficie pasivada (ver figura 4(a) por ejempla). Monitoree esta corriente por 15 min.

11.- Durante estos 5 min,, la velocidad de la graficadora puede ser reducida miimo a 5
mm/min.

12.- Ajuste la escala de 1a corriente para obtener una exactitud satisfacloria,

13.- Si ¢l hoyo o las regiones locales no son repasivadas en Ei, entonces el voltaje critico
debe ser reportado como Ei, anotando que la muestra nunca se repasivo después de In
estimulacién inicial. La prucha debe ser terminada.

14- Después de ascgurar la repasivacion en E1 al observar una corricnte de polarizacién
baja, decreciente (0 constante) par 15 min., repita el paso de estimulacién (de los puntos 2
y3) a+ 0.8 V (SCE) y entonces cambic el potencial tan rdpido como sea posible hasta el
segundo potencial preseleccionado el cual deberd estar lo mds cercana a 0.05 V que es un
incremento inds noble que Er (cn 1a escala SCE). Repetir el punto 10,

t5.- Si Er es algtin valor en el intervalo de - 0.100 hasta -0.051 V (SCE), entonces el
scgundo potencial preseleccionado deberfa ser - 0.050 V (SCE).

16.- La prueba consiste en alternar 1a estimulacién entre + (0.8 V (SCE) y retornar a un
potencial preseleccionado para observar si ocurre una repasivacion. Después del segunda
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patencial preseleccionado, incremente subsecuentemente los potenciales preseleecionados
(esto es, para valores mds nobles) en incrementos de 0.05 V.,

17.- Ejemplos. Si Ei fue -0.90 V (SCE), ¢l segundo potencial preseleccionado serfa -0.50
V (SCE), el tercero serfa 0.000 V (SCE), el cuarto + 0.050 V (SCE), seguido por + 0,100
V (SCE), +0.150 V (SCE), etc.

18.- En algin polencial preseleccionado, la corrosién localizada puede continuar
propagindose hasta la repasivacion, anunciada por continuos incrementos o largas
fluctuaciones en la corriente durante los 15 minutos de observaci6n (ver figura 4 (b) por
¢jemplo). En este punto, termince la prucha.

19.- En cualquier paso de los puntos 8 al 18 la prueba es terminada, remucva el collar y ¢l
asa y examine microscpicamente la muestra a 20 X para ver si tiene evidencias de hoyos,
grictas de corrosion o decaloracion,

REPORTE

El reporte debe incluir lo siguiente:

- La composicién de la aleacidn, el nombre del producto, marca de fihrica o marcas
similares que identifiquen la muestra.

- Cualquier tratamiento especial tal como tratamientos de calor cantidad de calor a frfo
con el que se trabajd, acabados de superficic difercntes del pulido metalogrdfico estdndar
de 600, tratamientos de pasivacidn (quimicos, temperaturas, tiempas).

- Bl drea total de la superficie expuesta de la muestra antes de colocarle el collar, AE; ¢l
drca de la superficie debajo del collar, AC; y el drea de la superficie expuesta de la muestra
después de colocar el collar, AS.

- Potencial inicial de corrosidn Ea.

- Potencial final dc corrosicin, E1, al final de la primera hora.

- Potencial critico para hacer hoyos o grietas de corrosién: esto es, ¢l potencial
preseleccionado mds noble al cual ¢l hoyo o grieta de la superficie continuaba repasivada
después del paso de estimulacién,

- Cuadro de densidad de comiente de polarizacion (que ¢s, la corriente de polarizacidn
dividida por AS) contra el ticmpo para el periodo de los 15 minutas en lus polenciales
preseleccionados ¢ inmediatamente encima del potencial crftico (ver figura 4 y 5).Por
convencidn, las densidades de corricnte son repartadas en pA/cm?,

- Las observaciones hechas durante ¢l examen microsedpico, incluyendo ¢l tipo de
corrosidn localizada que ocurrié (los hoyos en el drea expuesta, o grietas de corrosién cn
el drea debajo del collar), medida aproximada y distribucidn espacial de algunos hoyos, y
la aparicncia y extensidn aproximada de alguna gricta de corrosion o decoloracién,

- Medir el pH antes y después de la prueba,
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con este trabajo doy a conocer las prucbas bioldgicas mds comunes que sc deben aplicar
a los materiales propuestos para ser implantados, para comprobarbar su biocompatibilidad,
complementadas con algunos métodos fisicoguimicos que son de gran utilidad para cl
desarrollo de éstas. Estas pruebas son estdndares intermacionales aprobadas, entendicndo
ésto como aguellas que proporcionan un conocimicnto cientifico sobre el material,
repetitivo cn ¢l tiempo y en el espacio, caracterizando a éste desde cualquier punto de
vista: ffsico, qufmico y bioldgico. Ademds han sida realizadas y con buenos resultados put
varios laboratorios del mundo, ddndoles ¢l cardcter de intemacionales.

Con ¢l incremento del uso de los biomateriales cn sus diversas aplicaciones, ha crecido la
nccesidad de proporcionar un mayor entendimiento de la biocompatibilidad, los métodos
para estimarla han sido analizados minuciosamente por organizaciones especialistas cn
pruehas estdndar, su interés estd enfocado al funcionamiento de los diversos materiales cn
‘¢l medio ambiente fisiolégico, utilizando tanto prucbas "in vivo” como "in vitro", muchas
de cstas técnicas han sido desarroiladas durante la década de los ochenta.

Las prucbas dc biocompatibilidad para probar materiales, han sido desarrolladas por
asociaciones dedicadas a esto a partir de los anos sctenta, sin embargo ¢l estudio de la
biocompatibilidad cs relativamente nuevo a partir de los estudios para conocer la
interaccion material-tejido cn los ochenta, y las técnicas para desarrollarla, pueden ser
mejoradas en ¢l futuro. Estas pruchbas pueden ser llevadas a cabo por diferentes
laboratorios, aportando conocimicntos nuevos y modificando las  prucbas  aqul
mencionadas. Las pruebas de biocompatibilidad estdn abiertas a cualquicr modificacin, .
desde ¢l modelo bioldgico que se utilice hasta las téenicas empleadas. Esto es de gran
ayuda para los laboratorios o asociacioncs que quicran lievar a cabo las pruchas, porgue
como sabemos, a veces la infraestructura y las condiciones econdmicas no permiten
realizarlas tal y como se describen y se tienen que adaptar a las condiciones que
prevalecen
Estas pruebas pueden ser aplicadas y mejoradas, sobre todo en aquellos palses que no
tengan una legislacidn para regular cl uso de materiales que tengan contacto con el cuerpo
humano, ya que las pruebas de la ASTM han servido como base para varios paises que las
han aplicado, como Inglaterra , Japon, Australia etc,, debido a la gran experiencia de
muchos aflos con la que cuenta esta asociacidn cn este campo.

Al revisar Ia literatura, encontré que las prucbas de biocompatibilidad se usan a veces sin
un orden especifico y existe cierta confusion de cual debemos aplicar a los materiales
potencialmente biocompatibles. El orden propuesto en este trabajo para las pruebas de
biocompatibilidad ayudar§ a facilitar ¢! trabajo de aplicacion de las pruebas a estos
materiales y, asf podremos decir que antes de somelerlos a las prucbas "in vive", todos los
materiales deben ser probados "in vitro”, ya que estas son de gran ayuda en la correlacién
con las prucbas "in viva" y son mds sensibles a cantidades pequeftas de t6xicos, ¢sto nos
evitarfa sacrificar animales. Si los materiales resultan no ser t6xicos cn las pruebas "in
vitro", se pueden Hevar a cabo las "in vivo", de las cuales empezarfamos aplicando las de
irritacion y contactos alérgicos, las cuales nos detectan si un material es un estimulador del
sistema inmunolégico y de esta forma nos evitarfamos también sacrificar animales al
implantar ¢l material @ un animal, ya que si un material resulta alergénico, puede ser
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rechazado al ser implantado. Posteriormente sc aplicarfa la prucha de inyecci6n sistémica,
la cual nos detecta si son o no t6xicos los productos de lixiviacién del material de implante
y si una material resulta no (éxico, entonces por (dlumo se aplicarfan las pruchas de
implante en tejido suave y hueso, las cuales nos dicen qué tanto es compatible un material
dentro del organismo.

Cama vemos el material que sea sometido a las pruchas de bicompatibilidad, debe primero
pasar las pruchas " in vitra" anles de usar las "in vivo", pero también dentro de éstas, el
material primero tene que ser cvaluado para conocer si es o no un estimulador
inmunolégico, por que si no pasa las pruebas de irritacién y contactos alérgicos, no puede
ser usado ya para las pruebas de implante por las razones mencionadas arriba. Algunos
materiales se conoce que sufren lixiviacion en medios fisioldgicos, y los productos de este
fendmeno quimico, pueden ser (6xicos, por lo cual se pruchan por inyeccidn sistémica, y si
los maleriales tienen productos de lixiviacién téxicos no pueden ser usados para implantes.
in conclusion  se¢  sugicre que los  biomateriales 0 materiales  potencialmente
biocompatibles, se sometan al mayor nimero de pruchas para obtener su caracterizacion
mds completa desde el punto de vista biolégico, siguicndo ¢l orden propuesto en cste
trabajo.

De las pruehas “in vitro” podemos decir lo siguiente:

a) La prueba de cultivo celular en contacto con maleriales para aparatos médicos sirve
pary evaluar la toxicidad de materiales no pesados como los polfmeros usados en forma de
pelfculas, o si se usan metales, aleaciones metdlicas o cerdmicas, tenen que ser ¢n forma
de polvos, cl problema s que ne cause un dafio a las células el peso del material, las
células usadas son fihroblasto de tejido conjuntivo de ratdn cepa L 929.

b) La prucha de ditusion cn agar, sirve para probar materiales que se disuelven (como
algunos polfmeros o aleaciones) o corroen en medios fisioldgicos (como las aleaciones
metdlicas), ademds estos productos deben difundir a través del agar para que tengan
contacto con las célutas de la cepa L 929 de tejido conjuntivo de ratén.

¢) La prueba de compatibilidad celular para materiales para prétesis orofacial, como su
nombre lo dice es especifica de los materiales que se usan principalmente en los
tratamientos odontoldgicos (como son cerdmicas, polimeros y aleaciones metdlicas), por
esn se usan las eélulas de mucosa bucal como modelo experimental.

d) La prucba de hemolisis, evaliia “in vitro™ si un material que se va usar como protesis y
que va a tener contacto con la sangre (como lo son la vdlvulas cardiacas, ritones
artificiales, etc.) pueda provocar lisis de eritocitos.

Conrespecto de la pruebas “in vivo” pademos mencionar que:

a) Las pruehas de contactos alérgicos tanto la gue utiliza concjos como puercos de guinea,
son dtiles para materiales que se corroen o sutren lixiviacién ( como aleaciones metdlicas y
polfmeros), ambas evaldan qué tan irritante o alergénico ¢s un material al contacto con la
picl, esto es de gran ayuda para conocer si un material pucde activar o no el sistema
inmune.

b) La prueha de inyeccion intracuténea también evalia materiales que se corroen o lixivian
(como son aleaciones metdlicas y polimeros), y da informacién acerca de que tan irritante
o alergénico en un material a nivel intracutdneo.
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¢) La prucha de inyeccidn sistémica, evalda los mismos materiales que la anterior prueba,
pero en este caso se inyectan los productos de lixiviacidn o corrosién intraperitoneal o
intramuscularmente 4 ratones o ratas, y se observan los animales para algin sfntoma de
toxicidad o muerte.

d) Las pruebas dc implante evaldan la compatibilidad de materiales a nivel muscular y
6seo, los materiales que se evalGan en estas pruchas son aleaciones metdlicas, polfmeros y
cerdmicas, primero s lleva a cabo la prueba en miasculo de rata, conejo y perro por un
periodo corto y después la de perindo largo se realiza de nuevo en misculo de rata,
concjo y perro y en hueso de conejo y perro.

Las pruchas fisicoquimicas auxiliares nos ayudan a obtener lo siguiente:

a) La prucba de corrosion en medios fisiolégicos, evalia que tanto se corroe uni aleacién
metdlica en sucro a 37 ° C, estos datos nos sirven para tener en cuenta la corrosion del
material al implantarlo, ya que los productos de corrosion pueden ser téxicos dentro del
‘sitio de implante en el cuerpo de algin animal de experimentacién o dentro del cucrpn
humano.

b) La prucha de superficie, nos ayuda a obtener una superficic adecuada en materiales
metdlicos que se utilizan como implantes, porque la estructura o textura de una superficie
de éstos, puede causar estres mecdnico en el tejido donde serd imptantado provocando un
rechazo de los materiales.

¢) La prueba de extraccidn nos proporciona un método por el cual podemos obtener
productos de lixiviacién de materiales metdlicos, cerfmicos y poliméricos en medios que
simulan fluidos corporales, para usarlos cn las pruebas de cultivos de tejido, irritacién o .
inyeccidn sitémica o subcutdnea. ’

En general ¢l avance en el estudio de la biocompatibilidad para los materiales implantados
requiere de resultados rdpidos, por eso su evaluacién es un poco cualitativa, ya que sc
enfoca principalmente a la observacion de pardmetros como: morfologfa, lisis celular "in
vitro", y necrosis, edema, eritema en los tejidos in vivo que tienen contaclo con ¢l material
de prueha, asf como el grueso de la capa fibrosa y sélo a veces se toman datos
caultitativos como; el nimero de células del sistema inmunolégico En el futuro pienso
que, para obtener resultados cuantitativos se deben utilizar Wcnicas que nos den este tipo
de resultados, tales como: las Wenicas fisicoquimicas (yue detectan la degradacion del
material en un medio fisioldgico), bioquimicas (las cuales nos podrfan decir la forma en
que interancionan las protefnas con los materiales) y genéticas (las cuales detectan dafio o
intcranciones de fos materiales con el DNA), investigando la interfuce material tejido y
observar las reacciones que el material le causa al tejido o viceversa mediante la ayuda de
la microscopfa clectrénica, asi como amplisr mds ¢l campo de los biomateriales. En
conclusién ¢l campo de la biocompatibilidad estd abierto a la investigacién, y todo avance
serd de gran ayuda cn la comprensién de ésta.

Se puede decir que un material no es 100 % bicompatible, ya que siempre cualquier
material que se introduce cn el organismo por naturaleza es reconocido como un cucrpo
cxtrafio, estimulando tanto al sistema inmunoldgico como al tejido adyacente al implante,
este ejido reacciona generalmente envolviendo con una capa fibrosa al implante como un
sisteina de defensa. Los materiales que ya han sido estudiados y aceptados como
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biomateriales para uso en humanos pravocan una reaccién muy leve, y el grueso de la
capa fibrosa es delgada, cstos materiales se nsan como referencia para probar nuevos
materiales.

El ambiente interno rico cn agua, sales, protefnas, minerales, etc. interactda con los
biomateriales, provocando en éslos corrosion, lixiviacidn, solubilidad, ete., todos estos
productos pueden hacer que el materal sea rechazado, ya que pueden ser téxicos,
tomando también en cuenta los productos yue se desprenden de estos materiales, debido a
la al movimiento mecdnica del organismo que produce desgaste y friccion en éstos. Par
©s0 c8 necesario conucer estas propiedades de los materiales “in vitro®, antes de usarlos
como implantes, por eso en esle trabajo se mencionan dos pruebas fisicoguimicas la
prueba de corrasi6n y la prueba de extraccion (lixiviacida) en liquidos fisioldgicos "in
vitro®, de las cuales, inclusive se pueden usar sus productos cn las pruchas de cultivos
celulares ¢ * in vivo" en las pruehas de inyeccidn sistémica, irritacidn de picl, ctc., para
probar si san 0 no t6xicos.

Las prucbas presentadas en este trabajo, s¢ pueden aplicar a materiales potencialmente
hiocompatibles, ademds pucden ser de gran aynda para los andlisis clinicos en hospitales
para determinar 8i una persona s o no alérgica a ciertas aleaciones, polimeros etc., antes
de que se le implanten como ayuda para su enfermedad o lesidn y no le resulten a largo
plazo dafiinas.



GLOSARIO
Alicuota: pequena cantidad de algin lfquido (solucién, mezcla, ctc) (38)

Alteracion celular: es un cambio en la caracterfstica de una lfnea cclular, generalmente
asuciado con alteracion de la morfologfa, inhibicién de contacto, cariotipo, susceptibilidad
viral y habilidad para crecer en suspension. (61)

Biomaterial: puede ser algin material que tenga contacto con tejidos de pacientes por un
periodo de tiempo para ayudar en algin tratamiento. (2)

Biocompatibilidad: se reficre a la interaceidn que tiene un biomaterial en un ambiente
fisioldgico, en el que estd en contacto con tejidos y fludos corporales, sin afectar
adversamente este medio ambiente. (2)

Blanco: El medio de extraceidn no conteniendo ninguna muestra de prueba, es usado como
comparacién con el extracto Hquido.(27)

Cepa celular: un tipo de células derivadas de algin cultivo primario o de una Mnea celular
eniendo caracterfsticas especfficas notablemente marcadas bioguimicas y/o biofisicas que
persistan durante subsecuentes cultivos. En la descripeion de una cepa celular, sus formas
especficas deben ser definidas como por ejemplo; una cepa celular con cierto cromosoma
marcado, o una cepa celular la cual ha adquirido resistencia a ciertos virus, v una cepa
celular teniendo un antigeno especffico y asf sucesivamente.(43, 61)

Citotoxicidad: un efecto o resultado de efectos producidos en un tejido o células por la
presencia de materiales de prueba. Es el grado de deterioro del crecimiento hasta completar
ta lisis celular o disolucidn cuando los cullivos de prueba son comparados con un blanco de
refencia esto, obscrvado microscépicamente y/o visualmente, (2)

Célula: es la unidad fundamental de todo ser vivo. (61)
Crecimiento celular: incremento en la masa de substancia viva y/o nimero de células.(43)

Condiciin dindmica: es 1a condicién en la cual la muestra sometida a 1a prucba de hemélisis
s dejada en movimiento durante todo el periodo de incubacién. (38)

Condicion estdtica: es aquella en la cual la muestra sometida a la prucha de hemdlisis cs
dejada estacionaria durante el periodo de incubacién. (38)

Control negativo: es un material o subtancia que produce una leve o no toxicidad, tal como
el polictileno del estdndar de referencin de control negativo de pldstico de la USP. Es
deseable que las muestras de control negativo tengan la misma configuracitn que la muestra
de prucba. (36,57)
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Cantral positiva: ¢s un material (plastico, metdlica) o cualquicr otra substancia capaz de
producir generalmente un indice toxico clevado. (36)

Corrosion: Es la reaceién quimica o electroquimica entre un material, generalmente metdlico
y su medio ambiente, lo cual produce un deterioro del material y sus prapicdades. (10, 34)

Corrosion localizada: Es 1a corrosion en sitos discretos sobre la superficic de un metal,
pueden ser grietas u hoyos. (10, 34)

Cultiva celular: cs el crecimienta de células “in vitra". (61)

Cultiva primario: cultivo inicial de células cxtraidas por medio de una biépsia de tejidos u
érganos tomados directamente de un organismo; un cultivo primario pucde ser considerado
como tal hasta que sea subculivado por primera vez, entonces llega a ser una linca
celular.(43, 58)

Cultivo de tefidos: ¢l mantenimiento y proliferacién de tragmentos de tejido "in vitro”; las
condiciones del cultivo pueden o no ser determinadas para preservar el tejido primordial
morfoldgicamenic.(43, 58)

Densidad de corriente: Es la corriente eléetrica producida por la superficic de un electrodo
por unidad de 4rca. (10, 11, 34)

Didlisis: proceso de separacion de cristaloides y coloides en solucidn por la diferencia en sus
velocidades de difusi6n a través de una membrana semipermeable.(43)

Efectos citatdxicos: efectos en el cultivo que pueden incluir decremento cn la eficiencia de la
placa, lisis cclular, inhibicidn de sintésis molecular y crecimiento celular y desprendimiento
de células del substrato. (40, 41. 43)

Elucidn: Separacidn mediante un fluido, de una sustancia retenida en una fase estacionariy,
se aplica generalmente en cromatégrafia. (43)

Explante: fragmento de tejido u érgano extrafdo de un donador usado para el cultivo inicial.
(58)

Extracto: es una substancia lixiviada del material de prueba mds un lfquido fisiolégico. (27)

Extracto lquido: Es ¢l Yquido fisioldgico probado para respuesta bioldgica, quimica o fisica;
¢s el resultado final de la lixiviacién de materiales. (27)

Mesafuye: estado de Ja mitosis on a cual Jos cromosomas estdn finnemente unidos al huso
mitotica en su ccuador y atn no han migrado a los polos, (61)
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Grieta de corrosion: corrosién localizada de Ja superficic de un metal que estd expuesto al
medio ambiente. (10, 34)

Hemaoglobina de plasma: la cantidad de hemoglobina (contenido de protefna hemo-hierro)
en el plasma. (38)

Hemdlisis: es la destruccidn de eritrocitos que provoea la liberacién de la hemoglobing en el
fluido sobrenadante. (38)

Hemdlisis comparativa: es la cantidad de hemdlisis en miligramos de hemoglobina por
mililiro (mg/ml) producida por un material, comparado con la producida por un material
estAndar de referencia (como ¢l control negativo de pldstico de la USP). (38)

Hoyos de corrosion: Corrosién de la superficic de un metal, en un punto o drea pequefa.
que puede tomar la forma de una cavidad. (10, 34)

Indice hemolitico: es el caciente en porciento de la hemoglobina de plasma liberada por las
muestras o extractos divididos por la hemoglobina total presente en el substrato de sangre,
(38)

Linea celular: Una linea celular surge de un cultivo primario, al ser subcultivado vanas
veces en el tiempo ¢ implica que con los cultivos de éstas se produzean numerosos linajes de
célulus con nucvas caraeteristicas en cuanto a forma y constitucion de eromosomas. (§8)

Linea celular eswabilizada: una lfnea celular que tiene el potencial para ser subcultivada
indefinidamente “in vitro"'. (58)

Liofilizacion: Criodeshidratacion, seeado; método de separacién del agua de una sustancia o
de una disolucién por congelacion, también se puede por sublimaciGn a presidn reducendo cl
hielo formado a un material esponjoso que se disuclve posteriormente con facilidad. Se
utiliza en la deshidratacién de alimentos, materiales bioldgicos y otros productos sensibles al
calor.(48)

Lisis: rompimicnto a desintegracion de células.(43)

Lixiviacion:. Extracei6n sélido-1fquido; separacién de componentes de una mezcla sélidad
por contacto con un disolvente adecuado, se utiliza para la recuperacion de determinado
componente de los sélidos que los conticnen, este método ticne especial importancia en

diferentcs dreas como: la minerfa, toxicologfa, quimica, cte. (20, 27)

Medio: mezela de substancias esenciales para ¢l crecimiento celular en  cultivo,
principalmente compuesta de aminodcidos. (58)
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Medio de extraccion: Un lquido especificado que simula fluidos corporales (como por
ejemplo aceites vegetales, sucros fisiol6gicos, medios de cultivo celular eic). usado en la
pruchba de extraceidn para provocar el fondmeno de 1a lixiviacidn. (27)

Medio quimicamente definido: un medio compuesto totalmente de componentes quimicos
conocidos en los cuales las células puedan ser cultivadas sin algin aditivo determinado. (43)

Monocapa: capa sencilla de crecimiento celular en una superficic. (43)
Pasivasion: Disminuci6n de la rcactividad qufmica de una superficic metdlica para evitar su
corrosidn. Se leva a cabo por jonizacidn o por imersion del metal en una disolucion

adecuada. (10, 34)

Porcion de muestra: La unidad o unidades de pldstico u otros materiales colocados en el
medio de extraccién, (27)

Corriente de polarizacion:Es el cambio de potencial de un electrodo con circuito abicro
como resultado del paso de una corriente. (10, 11, 34)

Potencigl de corrosion: Es el potencial de una superficic corrofda cn un electrolito, medido
con respecto a un electrodo de referencia, en condiciones de un circuito abicrto, (10, 34)

Potencioestato: Es un instrumento pura mantener sutomdticamente un electrodo cn un
clectrolito a un potencial constante o potenciales controlados con respecto a un electrodo de
referencia, (10, 11, 34)

Prueba de contacto: cs una prucba de hemdlisis levada a cabo con el maerial de prucha en
cantacto con eritrocitos del plasma. (38)

Prueba de extracto: es una prucba de hemdlisis levada a cabo con un extracto isotdnico del
material de prucha en contacto con el eritrocito del plasma, (38)

Senescencia celular: un marcado cambio en algdn crecimiento significativo y/o morfolGgico
indicativo de una pronunciada falta de viabilidad celular, (43)

Subcultivo: La transferencia de ¢élulas de un vaso de cultivo a otro, (43, 85, §8)

Substancia citotoxica: substancia que inhibe o impide las funciones de las células, o causa
destruceidn de las células o ambas. (43)

Suero: porcion del fluido de la sangre obtenido por didlisis y cougulacion. (43)

Traslade: este término ¢s sindénimo de subcultivo, y puede denotar ¢l paso de células de un
vaso de cultivo a otro. (43)
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