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RESUMO

A citotoxicidade dos ions de Co, Cr, Cu e Ni foi avaliada pela técnica de
incorporagéo do vermelho neutro utilizando solugbes padrdo destes elementos em
meio de cultura celular em diferentes tempos de incubagdo, em solugbées mono ou
mutielementares. Os resultados obtidos indicaram que solugbes recém preparadas
em meio de cultura, ndo apresentaram toxicidade. Dentre as solugées contendo
um unico metal, somente a que continha ions de Cu apresentou toxicidade quando
incubada a 37°C durante 9 dias. As solugbes multielementares preparadas com a
combinagédo de 2 a 4 metais apresentaram toxicidade, com exceg¢do das solucbes
mistas de Co/Cr e Co/Ni, sendo que a maior toxicidade foi observada na solugao
mista de Cr/Ni com indice de citotoxicidade ICi09) < 1. Os resultados obtidos
mostraram que a citotoxicidade de metais depende ndo s6 do tempo de
incubagdo, mas também da combinagdo dos diferentes elementos lixiviados pelo

processo de corroséo.
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INTRODUCAO

A biocompatibilidade € um dos principais requisitos dos biomateriais. O
termo biocompatibilidade envolve dois fenbmenos associados na mesma situagao:
o implante do material ndo pode ser afetado pelo meio fisiolégico e os tecidos na
proximidade do implante ou distantes ndo podem sofrer danos pela presencga do
material. Efeitos adversos nos materiais de implante sdo, por exemplo, corroséo
de implantes metalicos e ceramicos ou degradagao de polimeros pelos fluidos do
corpo. Efeitos locais desfavoraveis sdo caracterizados por necrose ou reabsorcao
dos tecidos, reagdes celulares e agao de bactérias que podem resultar em
infeccoes. As possiveis reagdes sistémicas sdo: hipersensibilidade, toxicidade e
carcinogenicidade ).

Segundo a International Organization for Standardization (1SO) ("), a selecgdo
e avaliacdo de qualquer material ou dispositivo com pretensdo de uso em
humanos requer um programa estruturado de avaliagéo. A 1ISO 10993 tem como
funcdo oferecer estrutura para planejamento de uma avaliacdo bioldgica. Esta
avaliacdo deve ser planejada e realizada por peritos com conhecimento e
experiéncia suficientes para poder tomar decisbes sobre as vantagens e
desvantagens dos varios materiais e procedimentos de testes disponiveis. Para a
selecdo apropriada dos testes iniciais de avaliacdo para cada dispositivo e/ou
material e seu tempo de contato, a ISO contém um guia de testes.

Os ensaios in vitro sdo normalmente efetuados como um teste de triagem
inicial na primeira fase da avaliagdao da biocompatibilidade. A avaliacdo in vitro
pode fornecer dados rapidos e financeiramente acessiveis sobre interagdes
biolégicas. Os testes in vifro minimizam o uso de animais em pesquisa, por
exemplo, materiais que causam coagulagédo e que sao incompativeis com células,
geralmente ndo merecem uma avaliagao in vivo.

Citotoxicidade significa causar efeito téxico no nivel celular. O efeito téxico
pode ser morte celular, alteracbes na permeabilidade da membrana, inibicdo
enzimatica, etc. E uma técnica que utiliza cultura celular e que pode ser medida

quantitativamente pela lise das células (morte celular), inibicdo de crescimento
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celular, e outros efeitos causados nas células pelos dispositivos, materiais e/ou
seus extratos. As células usadas para cultura sao adquiridas de linhagem
estabelecidas e fornecidas por revendedores biologicos ou bancos celulares ou de
tecidos, como a American Type Tissue Culture Collection (ATCC), devido a
apresentarem boa reprodutibilidade, eficiéncia e disponibilidade @

A avaliagao da toxicidade de ions metalicos é de grande interesse para o
desenvolvimento de novos materiais metalicos com superior biocompatibilidade.
Em estudos anteriores, produtos de corrosdo de ligas metalicas em meio de
cultura celular, com potencialidade para uso como biomateriais, foram analisados
pela técnica de ativagdo com néutrons e quanto a toxicidade pelo ensaio de
citotoxicidade, visando a identificacdo dos elementos metalicos responsaveis pela
toxicidade ©®®. Os elementos identificados que poderiam estar associados com
citotoxicidade foram o Co, Cr, Cu e Ni, sem, entretanto, estabelecer-se quais
destes seriam responsaveis pela citotoxicidade observada.

Neste trabalho foi estudada a citotoxicidade de ions metalicos de Co, Cr,
Cu e Ni em solugéo que simula meio fisioldgico, os quais haviam sido identificados
nos produtos de corrosdo de ligas metalicas. A citotoxicidade foi avaliada pelo
método de incorporacdo do vermelho neutro utilizando solugcdes padrdo destes
elementos em meio de cultura celular em diferentes concentragdes, tempos de
incubacéo, bem como em solugées mono ou mutielementares.

O objetivo deste trabalho foi investigar quais os elementos ou a associagao
deles, assim como as suas concentracbes, que estariam ocasionando

citotoxicidade.

METODOLOGIA

O estudo de biocompatibilidade de materiais para uso como biomateriais se
inicia com o teste de citotoxicidade que consiste de um ensaio in vitro utilizando-se
cultura de células de mamiferos, de acordo com normas internacionais 2.

A metodologia utilizada € a da incorporagao do vermelho neutro, onde o
extrato do material a ser analisado sofre diluicdo seriada e € colocado em contato

com uma cultura de células da linhagem NCTC L929 da ATCC, e o resultado é
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avaliado pela viabilidade celular que € medida pela incorporagcdo do corante vital
vermelho neutro pelas células vivas e nao lesadas ®),

Baseado em resultados de trabalhos anteriores ©°>7%19 o ensaio de
citotoxicidade foi realizado utilizando-se solucbes de ions metalicos em meio de
cultura celular (MEM-uso), preparadas utilizando solugdes padrdo dos elementos
Co, Cr, Cu e Ni adquiridas da Spex Certiprep, USA. As concentragoes dos
elementos nos produtos de corros&o, determinadas de extratos de ligas metalicas

pela analise por ativagdo neutrénica (AAN), estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracbes de elementos nos produtos de corrosdao das ligas

metalicas analisadas por AAN, e apresentadas em trabalhos anteriores ¥,

Tipos de Material Aco444  Aco Aco Aco Aco Brinco Brinco Brinco
17-4PH 17-4PH 316 316L.  Studex Perfur deTi
PIM PIM
~ 47 50 143 174 156 0,01 0,01 0,03
Concentragao
dosmetais g nd ~0 ~0  ~0 066 09  nd
ng.mL
(I0diasde oy 19,1 6,3 6,6 8,8 86,9 495 417
extragdo)

nd = ndo detectado

Os acos 316L e 316L PIM e os materiais usados na fabricagao dos brincos
perfurantes Studex e Perfur mostraram citotoxicidade. Portanto, os resultados
indicaram que os elementos responsaveis por este efeito foram provavelmente Co,
Cr e Ni, encontrados nos extratos analisados pela analise por ativacdo neutrbnica.

Como o substrato do brinco Perfur era constituido de liga de Zn/Cu e este
tipo de brinco apresentou forte toxicidade, o Cu foi analisado por absorgao atdbmica
no extrato, sendo encontrado nivel < 5ug/mL. Devido a este fato, o efeito do Cu foi
investigado neste estudo.

Partindo de solugdes estoques foram preparadas solugbes dos ions
metalicos em concentragdes mais altas que aquelas obtidas nos extratos das ligas
estudadas. Na Tabela 2 estdo apresentados dados das solugdes padrao estoque

dos elementos Co, Cr, Cu e Ni utilizadas bem como as concentragdes das
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solugcdes diluidas preparadas para uso no ensaio de citotoxicidade. As diluicbes
foram realizadas com meio de cultura celular (MEM uso), simulando o extrato
100%.

Tabela 2. Solucdes padrao dos metais utilizados e concentragdes preparadas.

Elementos Solugdes Padrao Estoque de Concentracdo da Solugao
Elementos (extrato 100%)
Co 10013 mg.L™' — 2% HNO; lote 8- 1pug.mL™
11 CO PLCO; — 2X/2Y/2T
Cr 1002+3 mg.L™ lote 8-15 CR 2 pg.mL”’
Cu 10011,5+30 mg.L™" lote 07-49 Cu 50 ug.mL”’
XIY
Ni 9980,5+30 mg.L™" lote 07-61 Ni 99,8 ng.mL™

No ensaio de citotoxicidade com as solucbes de elementos recém
preparadas nas concentragdes descritas na Tabela 2, n&o apresentaram
toxicidade, tanto isoladamente como em diferentes associacdes.

Foram entdo realizados ensaios de citotoxicidade usando solugbdes recém
preparadas em concentracdes mais elevadas destes elementos, isto &, cerca de
100 vezes mais concentradas que aquelas encontradas nos produtos de corrosao
dos biomateriais testados e, estas novas solugdes, seja as com elementos

individuais ou em diferentes associagdes, também nao mostraram citotoxicidade
(10)

Estes resultados sugeriram que o efeito do tempo de contato poderia ser
um fator importante no ensaio de citotoxicidade, considerando que nos trabalhos
anteriores com ligas metdlicas, o ensaio de corrosao teve duragédo de 10 dias, e
durante este periodo os ions metalicos liberados ficaram em contato com os
aminoacidos e os varios complexos existentes no meio de cultura, a temperatura
de 37°C. Neste periodo pode ter havido fixagdo ou ligagio dos ions metalicos com
componentes do meio de cultura MEM uso (meio minimo de Eagle com adi¢ao de

aminoacidos nao essenciais e soro fetal bovino), e os complexos assim formados
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poderiam facilitar a entrada dos ions metalicos nas células, provocando alteracéo
e, consequentemente, citotoxicidade.

Provavelmente devido a preparacdo das solugdes metalicas um pouco
antes do uso na realizagao do teste, ou seja, baixo tempo de contato, pode nao ter
ocorrido ligacdo da maioria dos ions metalicos com os complexos do meio de
cultura, dificultando assim sua penetragao nas células e, portanto, ndo causando
toxicidade no ensaio.

Diante dos resultados anteriormente obtidos resolveu-se preparar as
solucdes dos ions metalicos considerando as mesmas condigdes de tempo de
extragéo de 10 dias e temperatura de 37°C.

Foram preparadas solug¢des individuais e com associagbdes de Co (8ug mL”
", Cr (8ug mL™"), Cu (40pg mL"' ) e Ni (5ug mL") em MEM uso, cujas

composi¢oes sdo dadas na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragbes de elementos nas solugdes utilizadas no ensaio de

citotoxicidade pelo método de incorporagao do vermelho neutro.

Concentragdes de Elementos

Extrato n°
(ug mL™)

Co Cr Cu Ni
1 8 - - -
2 - 8 - -
3 - - 40 -
4 - - -
5 8 8 - -
6 8 - 40 -
7 8 - - 5
8 - 8 40 -
9 - 8 - 5
10 - - 40 5
11 8 8 40 -
12 8 8 - 5
13 8 - 40 5
14 - 8 40 5
15 8 8 40 5
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As solugbes (extratos) preparadas como descritas na Tabela 3 foram
incubadas a 37°C durante 10 dias. Estas condigdes foram as mesmas utilizadas
no ensaio de citotoxicidade para materiais metalicos .

Paralelamente foi preparada microplaca contendo células partindo do
cultivo celular em garrafa de cultura. Apés a obtencdo de uma monocamada
celular foi feito o destaque das células com uma solucao de tripsina e preparada
uma suspensao celular contendo 2,5 x 10° células mL™. Foram distribuidos 200uL
desta suspensdo em cada pog¢o da microplaca de 96 pocos. A microplaca foi
colocada em incubadora imida com 5% CO,, na temperatura de 37°C por 24h.

No ensaio, as solugdes que foram incubadas por 10 dias a 37°C foram
diluidas (100; 50; 25; 10 e 1%) e colocadas em contato com as células nos pogos
da microplaca, em ftriplicata. Os extratos dos materiais utilizados como controle
negativo (que ndo causa toxicidade) e controle positivo (qQue causa toxicidade)
foram diluidos da mesma forma e, também, colocados em contato com as células
na microplaca. Nos pogos utilizados como controle de células foi colocado meio
MEM uso fresco, e estes pocos corresponderam a 100% de viabilidade das
células.

Apos 24h de contato, os extratos foram substituidos por solucdo de
vermelho neutro em MEM, deixado por 3h em estufa a 370C, para incorporagao
deste corante pelas células vivas. Decorrido este tempo, a microplaca foi lavada
por duas vezes com solugdo tampao fosfato-salina (pH 7,4) e uma vez com
solucao de lavagem (CaClz 1% em formol 0,5%). A leitura do teste foi feita apos a
ruptura das células com a solugdo de leitura, alcool/acido acético (1/1), em
espectrofotdmetro leitor de ELISA, Sunrise da Tecan, em 540nm.

Os calculos de viabilidade celular foram realizados com as leituras de
densidade optica (DO) e estes dados representados em grafico em fungédo da
concentracao do extrato foram tracadas as curvas de viabilidade celular e obtido o
indice de citotoxicidade I1Csqe,. O ICsge, significa a concentragdo do extrato que lesa

ou provoca a morte de 50% da populagao celular no ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados de viabilidade celular obtidos para diferentes concentragdes
de extrato foram colocados em grafico para obtengdo dos indices de
citotoxicidade.

O material testado é considerado ndo toxico quando sua curva de
viabilidade celular fica acima da linha correspondente a 50% para todas as
concentragdes, no grafico obtido no ensaio. Quando a curva de viabilidade celular
cruza a linha de 50%, o indice de citotoxicidade do material testado & obtido do
eixo da concentracdo do extrato, no ponto do cruzamento.

Na Fig. 1 estdo apresentadas as curvas de viabilidade celular dos ions
metalicos Co, Cr, Cu e Ni, testados individualmente. Nesta Figura pode ser
observado que somente o Cu apresentou toxicidade, semelhante ao controle
positivo, com [Cspy de 43% e 40%, respectivamente. Os metais Co, Cr e Ni
individualmente n&o apresentaram toxicidade, mesmo em concentragdes cerca de
100 vezes maior que as encontradas nos produtos de corrosao das ligas metalicas

que apresentaram citotoxicidade "9,
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Figura 1. Curvas de viabilidade celular das solugées dos metais individuais obtidas

no ensaio de citotoxicidade pelo método de incorporagcdo do vermelho neutro.
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Na Fig. 2 estdo apresentadas as curvas de viabilidade celular das solugdes
onde foram associados dois a dois os varios tipos de ions metalicos testados.
Pode-se verificar que todas as solugdes que continham Cu associado com outros
metais apresentaram toxicidade. Quando este elemento foi associado com Co, Cr
e Ni, o indice de citotoxicidade, I1Csq, foi de 57%, 43% e 39%, respectivamente.
Vale ressaltar que o Cu sozinho na solugdo ja mostrou toxicidade (Fig.1). A
associacado do Cr com o Ni resultou em forte toxicidade, mesmo na menor diluicao
testada, de 1%, onde provocou a morte de praticamente 100% da populacao
celular no ensaio. O Co associado ao Cr ou ao Ni ndo apresentou toxicidade, mas
na associacao destes trés metais foi observado que o Co atenua o nivel de
toxicidade do Cr/Ni, observado na Fig.3, onde o ICsq foi de 80, muito menos

téxico que o ICsp9, do Cr/Ni, < 1.
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Figura 2. Curvas de viabilidade celular das solugbes contendo ions metalicos
associados dois a dois, obtidas no ensaio de citotoxicidade pelo método de

incorporagao do vermelho neutro.

Na associagdo dos elementos trés a trés todas as solugdes mostraram
comportamento semelhante ao controle positivo, com indices de citotoxicidade de
42% (controle positivo), 60% (Co, Cr e Cu), 54% (Co, Cu e Ni), 40% (Cr, Cu e Ni),
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80% (Co, Cr e Ni) e 40% (Co, Cr, Cu e Ni), novamente observando-se toxicidade

em todas as solugdes onde o cobre esteve presente.
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Figura 3. Curvas de viabilidade celular de solugbes contendo associagéao de 3 e 4
elementos, obtidas no ensaio de citotoxicidade pelo método de incorporagao do

vermelho neutro.

CONCLUSOES

A citotoxicidade de ligas metalicas depende ndo sé do tempo de incubagao,
mas também da combinacéo dos diferentes elementos lixiviados pelo processo de
Corrosao.

Todos os elementos quando presentes juntamente com o Cu mostraram
toxicidade, nas concentragdes utilizadas neste trabalho.

Os resultados mostraram que a associacao entre os elementos Cr e Ni em
solucéo fisioldgica provoca alta toxicidade porem quando se adiciona Co ha uma
atenuacao desta toxicidade.

Os elementos Co, Cr e Ni isoladamente ndao apresentaram citotoxicidade,

assim como as solucdes contendo Co associado ao Cr ou ao Ni.
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CYTOTOXICITY STUDY OF ELEMENTS LIBERATED FROM METALLIC
ALLOYS USED AS BIOMATERIALS

ABSTRACT

Cytotoxicity of Co, Cr, Cu and Ni ions was evaluated by neutral red uptake
technique utilizing standard solutions of these elements in cell culture medim for
different incubation times and in single and multielemental solutions. Results
obtained in these experiments showed that newly prepared solutions using culture
medium do not present toxicity. Among the solutions containing a single element
just one with Cu showed toxicity after 9 days of incubation at 37°C. Multielemental
solutions prepared by the combination of 2 to 4 elements showed cytotoxicity with
exception of those mixed solutions of Co/Cr and of Co/Ni. The highest toxicity was
observed in Cr/Ni mixed solution with cytotoxicity index ICso%) < 1. These results
indicated that the cytotoxicity of metals does not depend only on the incubation
time but also on the combination of different elements lixiviated by the corrosion

process of metallic alloys.

Key-words: Metallic biomaterials, Cytotoxicity, Biocompatibility



