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7. RESUMEN DE LA LABOR QUE DESARROLLA:

Realizo en el Sector las siguientes actividades: Mantenimiento y criopreservacion de lineas
celulares, Suministro de cultivos celulares a los diferentes laboratorios e investigadores.
Preparacién de: Agua ultra pura, Medios de cultivos (D-MEM, MEM, RPMI, etc), Soluciones
salinas: PBS, HANK Colorantes (tripan blue, rojo nuetro)Participacion en el desarrollo de
técnicas especificas utilizadas en diferentes bioensayos y a su vez colaboro con distintos
laboratorios e investigadores para llevar a cabo técnicas y realizar protocolos. Participo en
los siguientes STAN "Venta de Lineas Celulares", resol. 2715/07, Ensayos de citotoxicidad y
genotoxicidad en biomateriales usados en medicina reparadora resol. 486/2012 y como
colaboradora y docente en el curso de posgrado Cultivos Celulares y sus Aplicaciones.
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8. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO
Las tareas desarrolladas durante el presente periodo en el sector de cultivos celulares fueron:
A-Mantenimiento y criopreservacion de lineas celulares:
Mantenimiento de lineas celulares:

- Preparacion de: Agua ultra pura, Medios de cultivos (D-MEM, MEM, RPMI, etc), Soluciones
salinas: PBS, HANK y Colorantes (tripan blue, rojo neutro)

- Las células son propagadas en monocapa o en suspension, en frascos Falcon T-25 con el medio
apropiado para cada tipo celular (MEM, D-MEM, RPMI etc.), suplementado con suero bovino fetal,
cuyo porcentaje también varia y con el agregado de 50 Ul/ml de penicilina y 50 pg/ml se
estreptomicina; a 37°C de temperatura para las células de mamifero, a 28° C las células de
mosquito y a 20° C las células de peces, lineas con las contamos en nuestro Banco Celular.

-Subcultivo: para levantar las células adherentes primero volcar el medio, lavar con solucion
salina, agregar tripsina 0,25%( enzima que actua produciendo la digestion de las proteinas de
adherencia), dejar actuar en estufa durante 5 minutos, luego hacer una dilucion 1/10 con medio de
cultivo para inactivar a la tripsina, hacer un conteo celular y tomar el medio con células exacto
para el subcultivo ( segun el comportamiento de cada linea celular varia la cantidad de las mismas
a sembrar), agregar medio nuevo y colocar en estufa a la temperatura adecuada.

Para subcultivar células en suspensiéon se hace una dilucion 2/10 con medio nuevo, siempre
teniendo en cuenta el numero inicial de células sembradas.

-Recuento celular: con camara de Neubauer o Hemocitometro, este es un portaobjetos de vidrio
grueso con una zona central aislada del resto del porta por dos canales profundos. Esta zona
aislada contiene dos camaras de recuento separadas por un reservorio central, se utiliza el
colorante tripan blue para estimar al mismo tiempo la viabilidad celular, ya que este colorante no
penetra en el citoplasma de las células vivas. La observacién se realiza al microscopio con
objetivo de 20X.

-Controles de PH observando el cambio de coloracion del medio lo que puede indicar un aumento
del CO; y si ademas el medio esta turbio hay probabilidad de contaminacion.

-Observacion celular en microscopio invertido y con un objetivo 10 x, para observar morfologia y
el normal crecimiento del cultivo.

2-Cultivos Primarios:

Cultivo establecido a partir de un tejido u 6rgano que se mantiene en periodo de tiempo limitado
pero con reproduccion de las células en cultivo. Las células pueden aislarse a partir de sangre
entera, 6rganos (higado, rindn, etc) u organismos completos (embriones de pollo). Para cada
procedencia debe disefiarse un método de aislamiento ya que cada tejido, érgano u organismo
presenta sus propios problemas particulares.

3-Criopreservacion:

Las células se suspenden en una solucion de glicerol o dimetilsulfoxido (DMSO), el
criopreservante, con una elevada concentraciéon de suero, se enfrian a un ritmo determinado



1C°min en un dispositivo de congelacién colocado durante al menos tres horas en un congelador
de -70 C° y luego se colocan en nitrogeno liquido. La funcion del criopreservante es reducir el
contenido de agua en las células, de esta manera se evita la formacion de cristales de hielo, que
de otro modo romperian las membranas celulares y producirian la lisis celular.

Las células se cuentan y se centrifugan a 1000 rpom durante 5 minutos.

Se elimina el sobrenadante y se resuspende en medio con 10% de DMSO.

Se colocan en cada criotubo 1,8 ml de suspension celular. La concentracion celular final por vial
sera de 1 x 10° en células adherentes y de 5 x 10° en células en suspension.

4-Control de contaminacion:

Tincion fluorescente con DAPI para Micoplasma. Técnica que detecta el DNA de los micoplasmas
ya que el colorante se une especificamente al DNA.

Tincién con Giemsa para gram + y gram-

Cultivo con agar sabouraud para control de medios y células que puedan estar contaminadas con
Hongos

Cultivo con tioglicolato para control de medios y células que puedan estar contaminadas con
Bacterias.

B- Técnicas de cito-genotoxicidad:
- Citotoxicidad:

- Estudio de la funcionalidad lisosomal. Ensayo del Rojo neutro.

- Estudio de la funcionalidad mitocondrial. Formacién de sales de formazan con 3-(4,5-
dimethilthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT).

- Determinacion de Colageno Tipo I.

- Proliferacion celular:

- Técnica de difusion en agar noble

- Estudio de Biocompatibilidad - Ensayo de Contacto directo

-Genotoxicidad:

- Estudios de fragmentacion de ADN. Ensayo cometa: electroforesis en gel de una unica célula.
- Ensayo de micronucleos (Mn)

9. OTRAS ACTIVIDADES
9.1 PUBLICACIONES, COMUNICACIONES, ETC.

-Propiedades de las aleaciones usadas en implantes quirurgicos

R. W. Gregorutti', J. E. Grau', F. Sives?, J. Parisi®, D. Castrogiovanni®, C. |. Elsner*. Enviado:
Cuarto Congreso Internacional Cientifico y Tecnoldgico de La provincia de Buenos Aires. 1 de
septiembre 2017.

- Estudio Multidisciplinario de enfermedades cronicas relacionadas con desarreglos en el peso
corporal de origen multifactorial y de relevancia regional y nacional. Instituto Multidisciplinario de
Biologia Celular (IMBICE) y Servicio de Nutricion y Dietoterapia. Unidad de Trastornos
Alimentarios. HOSPITAL DE NINOS “Sor Maria Ludovico”. Enviado: Cuarto Congreso
Internacional Cientifico y Tecnologico de La provincia de Buenos Aires. 1 de septiembre 2017.



9.3 ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS O EVENTOS SIMILARES.

- Asistencia al Tercer Congreso Internacional Cientifico y Tecnolégico de la Provincia de Buenos
Aires. 1 de Septiembre de 2016. Como parte integrante del Stand del IMBICE, Sector Cultivos
Celulares.

10. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO.

- Participacion en la XIV Semana Nacional de la Ciencia, la Tecnologia y el Arte Cientifico, edicidon
2016. Realizado en el Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE). Organizado por el
Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva. Presidencia de la Nacion.

- XVI Curso de Cultivos Celulares y sus Aplicaciones Teorico-Practico 2016. Coordinadora y
docente del 19 al 29 de septiembre.

- Formacion de recursos humanos en Técnicas de Cultivos Celulares
Becaria: Biotecnologa Belén Rivas Aiello
Instituto: INIFTA
Duracién: 2016

11. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES

-Coordinadora del Laboratorio General Planta Baja en el IMBICE, hasta agosto de 2017.
- Integrante de la Comision de Bioseguridad en el IMBICE, desde agosto de 2017.



ANEXO DESCRIPCION DE TECNICAS EMPLEADAS:

- Citotoxicidad:
- Estudio de la funcionalidad lisosomal. Ensayo del Rojo neutro.

Se siembra en placas de 96 pocillos una determinada cantidad de células (segun el tipo) con 100
Ml de medio de cultivo, a 37°C en atmosfera con 5% de CO,, a las 24hs se cambia el medio por el
acondicionado (con la sustancia a testear). Después de 24 hs de tratamiento se reemplaza el
medio acondicionado por medio conteniendo 0,1 mg / ml de colorante rojo neutro y las placas son
incubadas por 3 horas mas a 37 °C. Luego, se lavan las células con PBS y el colorante captado
por los lisosomas se extrae con solucidon de extraccion (acido acético glacial: etanol: agua
(1:50:49)) por 10 min con agitacion suave. Se lee la absorbancia a 540 nm. Una disminucion de la
absorbancia indica la pérdida de funcionalidad de los lisosomas.

- Estudio de la funcionalidad mitocondrial. Formacién de sales de formazan con 3-(4,5-
dimethilthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT).

Se siembra en placas de 96 pocillos una determinada cantidad de células (segun el tipo) con 100
Ml de medio de cultivo, a 37°C en atmosfera con 5% de CO,, a las 24hs se cambia el medio por el
acondicionado (con la sustancia a testear). Luego de 24 hs, a los pocillos con células tratadas y
controles se les reemplaza el medio acondicionado por medio conteniendo 1,0 mg/ ml de MTT.
Las placas son incubadas por 3 horas mas a 37 °C. Luego, se lavan las células con PBS y el
colorante captado por las mitocondrias se extrae con DMSO (dimetilsulfoxido) por 10 min con
agitacion suave. Se lee la absorbancia a 540 nm. Una disminucion de la absorbancia indica la
pérdida de funcionalidad de las mitocondrias.

- Determinacion de Colageno Tipo |.

Se siembran en placas multiwell de 96 pocillos, 8000 células (ej. UMR-106) por pozo con medio
D-MEM 10 % SBF con bicarbonato y se incuba en estufa a 37°C con intercambio gaseoso durante
24 horas.

Luego se adiciona a cada well 100 ul del medio acondicionado o del medio de cultivo con la droga
a ensayar y se incuba durante un periodo de 7 dias.

Cumplido el tiempo de cultivo se lava 2 veces con 100 ul de PBS no estéril en cada well.
Posteriormente se agregan 100 ul por well de fijador (15 ml. de solucion de ac. picrico saturada +
5 ml. de formaldehido al 37% + 1 ml. de acido acético glacial.) y se incuba a temperatura
ambiente durante 1 hora, etapa de FIJACION.

Luego se lava con 100 ul de agua destilada 2 veces dejando reposar en el segundo lavado el
agua durante 15 min. (se agita ligeramente).

Se agregan 100 ul de solucién de colorante Sirius Red (100 mg de Sirius Red en 100 ml de una
solucion saturada en acido picrico). Se agita suavemente, se incuba durante 1 hora.
Seguidamente se lava con 100 ul de HCI 0.01 N 2 veces o hasta eliminar por completo el resto de
colorante Sirius Red.

El colageno producido por las células ahora puede observarse en microscopio 6ptico y si es
necesario sacarle fotos.

Posteriormente se hace la cuantificacién, extrayendo el colorante fijado en las células, agregando
a cada well 100 ul de solucién de NaOH 0.1 N, agitando suavemente durante unos 30 minutos.
Lectura: se hace en el contador de Elisa para placas multiwell de 96, a una longitud de onda de
550 nm. La cuantificacién puede realizarse largando conjuntamente una curva de calibracién de
colageno, a partir de una solucion de colageno tipo | de concentracion conocida (optativo). Esto
ultimo si quiero saber cual es la concentracion de colageno tipo |.



- Proliferacion celular:

Este ensayo permite determinar cuales compuestos son promotores de la proliferacion celular y
los que actuan inhibiendo este proceso. Se determina la proliferacion por el bioensayo del cristal
violeta de uso corriente en nuestro laboratorio. El colorante vital es incorporado por ciertas
estructuras subcelulares, en particular por las mitocondrias de las células metabdlicamente
activas, pero no por células inactivas. Las células se subcultivan en platos de 48 pocillos y se
someten a diferentes concentraciones y tiempos de incubacion. Los cultivos se fijan con
glutaraldehido al 5 % en PBS y se colorean con cristal violeta al 0,5 %. El colorante incorporado
por las células se extrae con buffer glicina / HCI pH= 3,0 que contiene 30 % de metanol. El
extracto se diluye adecuadamente con agua destilada y se mide la absorbancia a 540 nm.
Previamente se determina que los valores de absorbancia obtenidos con este ensayo
correlacionan en forma directa con el recuento de células vivas en camara de Neubauer. Para el
caso de compuestos que inhiban la proliferacion celular, se calcula la concentracion que inhibe el
50 % (Dlsp), mediante metodologia estadistica adecuada (Probit).

- Técnica de difusion en agar noble

Se siembran en diferentes cajas de petri una suspensién celular de células segun protocolo en
una concentracion de 50000 células por ml. Las mismas se incuban durante 48 hs. a 37°C en
estufa con 5% de CO,. Posteriormente se reemplaza el medio de cultivo por medio fresco
formado por una mezcla de agar (4%) y medio de cultivo (2X) con doble concentracion de suero.
Se afiade 10 ml. de solucién de rojo neutro para cubrir toda la superficie sembrada y se mantiene
a 37°C en oscuridad durante 30 minutos para luego retirar el exceso del mismo. Finalmente, se
coloca en cada placa una muestra a estudiar. En paralelo se utiliza una placa para control
positivo y una para control negativo. Las mismas se incuban durante 24 hs. a 37 °C y 5 % de
COa,.

Se valora la zona de decoloracion alrededor de la muestra colocada y de los controles para
determinar el indice de zona (IZ) y el indice de lisis (IL) para cada muestra ensayada. Con estos
datos se calcula el indice de respuesta (IR).

- Estudio de Biocompatibilidad - Ensayo de Contacto directo

Este ensayo permite evaluar la citocompatibilidad del material analizado. Las distintas muestras
son colocadas en cajas de petri en forma estéril. Posteriormente se siembra una suspension
celular sobre la superficie de cada una de las muestras, la cual contiene aproximadamente 3x10°
células, luego se le adiciona medio de cultivo completo hasta cubrirlas totalmente. Las cajas se
incuban en atmosfera saturada de humedad, con el 5% de diéxido de carbono, a 37°C, durante
120 hs.

Como control negativo se cultivan células en las mismas condiciones, sin agregado de muestra.

- Genotoxicidad:
- Estudios de fragmentacion de ADN. Ensayo cometa: electroforesis en gel de una unica célula.

El método fue descrito por Singh y colaboradores para evaluar el dafio en el ADN de células
individuales causado por agentes genotoxicos La técnica consiste en levantar las células tratadas
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y los controles con tripsina, las células suspendidas en PBS se mezclan con agar de bajo punto
de fusion al 0.5 % a 37 °C y son esparcidas sobre un portaobjeto previamente tratado con una
capa de agar comun que actua como base. Luego de la gelificacion del agar, las células se lisan
con buffer de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 1% Triton X-100, 10%
DMSO, pH 10) durante 2 horas a 4 °C. Posteriormente, se prepara la electroforesis a pH: 13,0
(300mM NaOH, 1 mM EDTA). Se deja 20 min para que se produzca el desenrollamiento del ADN
y se corre 30 min a 25 Volt / 300 mA. Una vez realizada la corrida se neutraliza con 0,4 M Tris-HCI
pH 7,5 y se colorea con plata o bromuro de etidio para visualizar el ADN, se toman fotografias y
se evalua la presencia, tamafio y cantidad de cometas. Es necesario evaluar al menos 50 células
por condicién experimental.

- Ensayo de micronucleos (Mn)

El ensayo de Mn permite evaluar inequivocamente el dafio producido por agentes aneunogénicos
y/o clastogénicos. Esta técnica es empleada como prueba complementaria de otros ensayos de
genotoxicidad de corto plazo que caracteriza el mismo u otros aspectos del agente en estudio. La
técnica desarrollada por Fenech consiste en la siembra de células durante 24 hs a 37°, luego se le
incorpora el compuesto problema y 3 ug/ml de citocalasina B. Después de 24 hs se cosechan, se
fijan las células y se analizan los Mn en todas aquellas células binucleadas.



ANEXO CERTIFICACIONES:
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Sesion 4

ESTUDIO MULTIDISCIPLINARIO DE ENFERMEDADES CRONICAS RELACIONADAS A
DESARREGLOS EN EL PESO CORPORAL DE ORIGEN MULTIFACTORIAL Y DE RELEVANCIA
REGIONAL Y NACIONAL.

Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE)

Servicio de Nutricion y Dietoterapia. Unidad de Trastornos Alimentarios. HOSPITAL DE NINOS “Sor Maria
Ludovica

"La obesidad es un trastorno multifactorial que incluye predisposicién genética y la exposiciéon a un
ambiente obesogénico. La obesidad infantil ha aumentado drasticamente en los ultimos afos,
representando un problema para la salud publica. El desconocimiento de factores genéticos predictivos
sobre la susceptibilidad individual y la falta de biomarcadores para objetivar el estado nutricional de los
pacientes dificultan el abordaje médico de esta problematica. A través del proyecto de Fortalecimiento de
Centros CIC, se propone hallar biomarcadores hormonales y genéticos que puedan brindar utilidad clinica
en pacientes infanto-juveniles con desordenes del peso corporal. AUn no hemos estudiado muestras de los
pacientes ya que aguardamos la aprobacion del Comité Institucional de Revision de Protocolos de
Investigacion del Hospital de Ninos. Entretanto, hemos usado la técnica de High Resolution Melting para
analizar en muestras de la Argentina algunas variantes de marcadores genéticos conocidos que han sido
previamente asociados a la obesidad en otras poblaciones. Gracias a este estudio ya contamos con las
muestras controles a través de las cuales se podran identificar los genotipos de los pacientes participantes
del proyecto. Por otro lado, actualmente estamos trabajando en el desarrollo de métodos de la valoracion
hormonal y la caracterizacion de nuevos marcadores circulantes

Mario Perello* marioperello@imbice.gov ar, Camila Sala, Silvia S Rodriguez, Gisela L Vigo, Cecilia |
Catanesi, Josefina Lacunza, Beatriz Tosti, Maria R. Santos, Mariela V Cuello, Lucas R Aguilar, Guadalupe
Garcia Romero, Jesica Raingo, Claudio M Bravi, Lidia B. Arbeletche, Sabrina E. Gambaro, Maia Uriarte
Denati, Andrea Portales, Gimena Fernandez, Franco Barrile, Maria P Cornejo, Emilio R. Mustafa,
Sebastian A. Trejo, Diana M Hohl, Grabriela Di Santo Meztler, Daniel C Castrogiovanni, Ana Alzamendi,
Mario R. Ermacora, Agustina Cabral, Clara | Mc Carthy, Clara Inés; Paula Paz, Melina Anello, Maria A Rey,
Graciela Bailliet, Maria J. Tolosa, Maria G. Zubiria, Florencia Di Rocco, Valentina Martinez Damonte,
Marina Muzzio, Andrés Giovambattista, Verdnica Balifio, Sebastian No6 Bermudez, Pablo N. De
Francesco, Maria S. Daverio, Ignacio Miguel, Eugenio Calcena, Santiago Cordisco Gonzales, Daniela
Lufrano, Mirta Reynaldo, Daniela C. Rodrigez Golpe, Alejandro E Arnichar, Ramiro Llovera, Miriam B.
Silbestro, Joel B. Martinez, Julieta M. Parisi.Calle: 526 entre 10 y 11. La Plata. Buenos Aires. Argentina.
Tel: 001-0221-421-0112.

Dra. Adriana Fernandez julietaher04@gmail.com, Verénica Garrido, Julieta Hernandez, Mdnica Dalieri.
Calle 14 N° alle 14 Nro. 1631 (entre 65 y 66) - La Plata, Buenos Aires. Argentina
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XVI Curso de Cultivos Celulares y sus Aplicaciones

Teodrico-Practico 2016

(Auspiciado por el Departamento de posgrado de la facultad de Ciencias Naturales y Museo de la UNLP)
Directores

Dr. Miguel A. Reigosa - Dr. Alejandro Bolzan

Coordinadores

Lic. Julieta Parisi - Qco. Daniel Castrogiovanni

Temario Teodrico

Historia de los cultivos celulares. Equipamiento esencial del laboratorio: Presentacion y utilizacién de
sistemas de cultivos. Laboratorios experimentales, clinicos e industriales.

La célula en cultivo: Mantenimiento y establecimiento de lineas celulares. Cultivo de células linfoblasticas,
produccion de lineas transformadas. Medios y suplementos especificos para el cultivo. Factores de
crecimiento. Criopreservacion.

Controles diarios de las lineas celulares .Contaminaciones adventicias en cultivos. Observacién
microscopica. Viabilidad. Desdiferenciacién, transformacion y envejecimiento celular.

Ensayos de citotoxicidad y citocompatibilidad. Estudio de la adhesién y migracion celular in vitro.

Los cultivos celulares como herramienta en Genética Toxicoldgica. Estudios de genotoxicidad.
Cultivo de células adiposas y preadiposas (diferenciacion celular).

Produccion de hibridomas (anticuerpos monoclonales).

Transfeccion de lineas celulares. Métodos actuales.

Obtencidn y cultivo de células madres. Diferenciacion celular.

Cultivos en gran escala y aplicaciones industriales. Obtencién de productos, elaboracién de vacunas.

Temario de Trabajos Practicos

Presentacion de los diferentes sectores y equipos del area de cultivos celulares. Preparacion, desinfeccion,
esterilizacién de material y equipos para el laboratorio. Reactivos generales de uso comun en cultivos
celulares. Preparacion y esterilizacion de diferentes medios de cultivos. Controles biolégicos: bacterias,
hongos y micoplasma. Manipulacién de lineas celulares, métodos de propagacion y amplificaciéon de los
cultivos, recuento celular. Criopreservacion de las lineas celulares (congelacion y descongelacion).
Cultivos primarios de embrion total de ratdon y de linfocitos de sangre periférica. Ensayos de citotoxicidad y
biocompatibilidad (normas ISO 10993-5). Ensayos citogenéticos en cultivos celulares.

Dirigido a

Graduados Universitarios en Ciencias Biolodgicas, Médicas, Bioquimicas, o carreras afines.

Cupo limitado: 16 personas

Actividades

Las clases tedricas se desarrollaran en el Aula de seminario “Fernando Estivariz” del IMBICE en el horario
de 8:30 a 12:30 horas.

Los trabajos practicos se desarrollaran en el sector de cultivos celulares del IMBICE en el horario de 14-17
hs.

Duracion del curso:

Del 19 de septiembre al 29 de septiembre de 2016.

Horario de clases tedricas: del 19/09/2016 al 23/09/2016 de 8:30 — 12:30 hs.

Horario de trabajos practicos: del 19/09/2016 al 29/09/2016 de 13:00 — 17:00 hs.

El curso tedrico-practico tendra una duracién de 60 horas.

Evaluacion
Al finalizar el curso, se realizara una evaluacion final. Su aprobacion permitira acceder al certificado
correspondiente.

Contacto

Consultas e inscripcion:

TEL: (221) 421-0112 int.103

email: cultivos@imbice.gov.ar

IMBICE calle 526 e/ 10 y 11 Tolosa — La Plata
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PROPIEDADES DE LAS ALEACIONES USADAS EN IMPLANTES QUIRURGICOS
R. W. Gregorutti', J. E. Grau', F. Sives?, J. Parisi®, D. Castrogiovanni®, C. I. Elsner*
' Laboratorio de Entrenamiento Multidisciplinario para la Investigacion Tecnoldgica (LEMIT-

CICPBA), Av. 52 s/n e/121 y 122, B1900AYB, La Plata, Argentina.
Telefono: 0221 4831141, e-mail: metalurgia@lemit.qov.ar

2 |Instituto de Fisica La Plata, CONICET, Dto. de Fisica, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, 49 y
115, B1900AYB, La Plata, Argentina
e-mail: sives@fisica.unlp.edu.ar

% Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular — IMBICE (CICPBA-CONICET-CCT La Plata),
Calle 526 y Camino General Belgrano, B1906APO, La Plata, Argentina.
Teléfono: 0221-4210112, e-mail: cultivos@imbice.gov.ar

* Centro de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia de Pinturas (CIDEPINT-CICPBA-CONICET),
Av. 52 s/n e/121 y 122, B1900AYB, La Plata, Argentina and Facultad de Ingenieria — UNLP, Av. 1
esq. 47, B1900AYB, La Plata, Argentina

Telefono: 0221 4831141, e-mail: anelpire@cidepint.gov.ar

Resumen

Las aleaciones habitualmente usadas para elaborar dispositivos implantables son los aceros
inoxidables ASTM F138 y ASTM F745, la aleacion de cobalto ASTM F75, la aleacion Ti-6Al-4V y
el Ti Grado 4. Las propiedades mecanicas varian desde 480 MPa de resistencia a la traccion del
ASTM F745 hasta 890 MPa del Ti-Al-V, con mdédulos de elasticidad de 200 GPa y 120 GPa,
respectivamente. La resistencia a la corrosion es una de las exigencias mas importantes, ya que
ademas de la degradacidn quimica, genera fenbmenos adversos como la liberacion de iones
metalicos, que pueden depositarse en distintos érganos y producir reacciones sistémico — tdxicas.
Los ensayos de polarizacién ciclica indicaron que el Ti Grado 4 y el Ti-Al-V presentan la menor
susceptibilidad a la corrosion localizada en medios que simulan fluidos del cuerpo humano. Otra
caracteristica, es que estos materiales no deben ser magnéticos. Las curvas de histéresis
magnética mostraron que las aleaciones de Ti experimentan una menor magnetizacion ante
campos magnéticos externos.

En cuanto a la biocompatibilidad, se han iniciado estudios de citotoxicidad en el acero inoxidable
ASTM F745. Los resultados de los ensayos Rojo neutro y MTT mostraron una aceptable viabilidad
celular, sin evidencia de liberacion de compuestos citotéxicos al medio.

13


mailto:metalurgia@lemit.gov.ar
mailto:sives@fisica.unlp.edu.ar
mailto:cultivos@imbice.gov.ar
mailto:anelpire@cidepint.gov.ar

1. Introduccién

Las protesis biomédicas son dispositivos usados con el fin de sustituir tejidos 6seos y restaurar
funciones en el cuerpo humano. Si bien existen evidencias de su uso desde hace varios siglos1, el
factor que impulso su desarrollo en nuestros tiempos fue la necesidad de rehabilitar a millones de
invalidos de guerra. Por este motivo, a partir de la década del 50 se ha impulsado el desarrollo de
nuevas disciplinas en Ciencia e Ingenieria de materiales, las que a partir de procedimientos
empiricos pretenden adaptar materiales convencionales a aplicaciones biomédicas.

El requisito primordial de un material a ser implantado en el cuerpo humano es que sea
biocompatible, de modo tal que no cause ninguna reaccion adversa en el organismo. Se puede
definir a la biocompatibilidad, como la capacidad de un material para no interferir ni degradar el
medio biolégico en el cual se encuentra. Los biomateriales existentes hoy en dia, que muestran
una performance clinica aceptable, son el resultado de la aplicacién del método de prueba y error
clinico, y no del disefio para el logro de una interaccion preestablecida con el medio bioldgico.
Esto se debe a que los mismos no fueron disefiados originalmente para el uso médico.

Los materiales mas empleados en esta disciplina son las aleaciones metalicas, polimeros vy
ceramicos. Las aleaciones metalicas son las que han sido usadas histéricamente para elaborar
piezas tales como, protesis de cadera y de rodilla, placas de fijaciéon éseas e implantes dentales.
Entre ellas se destacan los aceros inoxidables austeniticos ASTM F138 y ASTM F745, las
aleaciones base cobalto tipo ASTM F75, la aleacion de titanio Ti-6Al-4V y el Ti Grado 4. Estos
materiales deben satisfacer propiedades intrinsecamente relacionadas, como biocompatibilidad,
resistencia mecanica y principalmente, resistencia a la corrosion. El posible deterioro de una
protesis implantada puede ser originado por mecanismos electroquimicos, mecanicos o por
combinaciéon de ambos. Desde el punto de vista electroquimico, las proétesis estan sometidas al
entorno biolégico consistente en fluidos oxigenados con presencia de iones cloruros, proteinas,
encimas, bacterias y suero, los que eventualmente pueden causar la corrosion del material. Al
mismo tiempo, los movimientos propios del cuerpo generan cargas dinamicas que pueden
ocasionar el fallo de la pieza por fatiga mecanica. Estas cargas dinamicas varian en distintos
puntos del cuerpo, ya que una proétesis de cadera durante una caminata puede llegar a sufrir picos
equivalentes a 4 veces el peso del cuerpo, mientras que una de rodilla hasta 3 veces®. La
conjuncion de los efectos electroquimicos y mecanicos generan a su vez, fallas por el mecanismo
conocido como corrosidn-fatiga®.

Por otro lado, la biocompatibilidad esta relacionada con los efectos citotoxicos de los
componentes de la aleacion (Cr y Ni en el caso del acero inoxidable) y el dafio que pueden causar
a las células durante el tiempo prolongado en el que la prétesis se implanta en el cuerpo. En la
respuesta biolégica del organismo a la presencia de cualquier implante, también es importante
considerar la capacidad de proliferaciéon de osteoblastos y fibroblastos sobre la superficie metalica
para asegurar la oseointegracion al hueso*®.

El presente trabajo presenta valores de propiedades mecanicas, electroquimicas, magnéticas de
las aleaciones usadas como biomateriales, obtenidos en experiencias propias y recopiladas de la
bibliografia. Al mismo tiempo, también se exponen los resultados de ensayos de citotoxicidad
realizados con el acero inoxidable ASTM F745.

2. Materiales y técnicas experimentales

El acero inoxidable ASTM F745 y la aleacion de cobalto ASTM F75 fueron obtenidos por colada
mediante horno de induccién. Posteriormente a la colada, el acero ASTM F745 fue sometido a un
tratamiento térmico de solubilizado a 1050°C, con enfriamiento en agua, para disolver los
carburos y la ferrita delta formada durante la solidificacién. Las muestras de Titanio Grado 4 y Ti-
6Al-4V y las de acero inoxidable ASTM F138 fueron obtenidas de barras laminadas. En el
presente trabajo se evaluaron las propiedades mecanicas del acero inoxidable ASTM F745
mediante ensayos de traccion, determinandose la resistencia y el alargamiento porcentual. Los
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datos correspondientes al resto de los materiales se obtuvieron de la bibliografia La
susceptibilidad a la corrosion localizada fue evaluada mediante ensayos de polarizacion ciclica.
Los mismos se realizaron con barridos entre un potencial inicial de -0.1V respecto al potencial de
circuito abierto en sentido anddico y un potencial de inversion del barrido acotado por una
densidad de corriente maxima permitida, en funcion de las areas expuestas de las muestras
analizadas, que estuvieron en el rango de 3,5 a 4 cm?. La velocidad de barrido fue de 0,167 mV/s.
La celda se conformé con el material a estudiar como electrodo de trabajo, el electrodo de calomel
saturado como referencia y contraelectrodo de platino. Para simular las condiciones del entorno
humano, se trabajé con una solucién acuosa 0,9 % de NaCl a 37°CypHentre 7,1y 7,4.

Las propiedades magnéticas fueron evaluadas mediante curvas de histéresis magnéticas
obtenidas mediante un magnetémetro Lake Shore 7404, con campos entre -10.000 y 10.000
Gauss.

Las composiciones quimicas de los biomateriales se detallan en la Tabla 1°.

Tabla 1. Composicion quimica de los materiales usados en implantes quirurgicos

C Cr Ni Mo Fe Co Ti Otros
ASTM <0,06 | 17,0- 11,0- 2,0- | resto - - Si<1,0,
F745 19,0 14,0 3,0 Mn<2,0
ASTM <0,03 | 17,0- 13,0- 2,25- | resto - - Si<0,75,
F138 19,0 15,0 3,0 Mn<2,0
ASTM <0,35| 27,0- <1 5,0- | <0,75 | resto - Si<1,0,
F75 30,0 7,0 Mn<1
Ti Grado | 0,003 - - - 0,05 - resto 0,340,
4 0,0015H,
0,006N
Ti-Al-V 0,08 - - - 0,25 - resto 6,0 Al,
4,0V,
0,130,
0,0125H

Los ensayos de biocompatibilidad se realizaron empleando la linea celular osteoblastica de rata
UMR-106 (ATCC, CRL-1661), la que fue cultivada en medio DMEM 10% SBF a 37°C y 5% de
anhidrido carbdnico. El material a ensayar se puso en contacto con el vehiculo de extraccion (VE),
consistente en el medio de -cultivo, durante 72 horas a 37°C, siguiendo la relacion
superficie/volumen de 2 cm2/mL, de acuerdo a lo especificado por la NORMA ISO 10995-5. Los
bioensayos desarrollados para evaluar la citotoxicidad fueron los de rojo neutro, ensayo de
reduccion del bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico y ensayo de colageno Tipo I.
Se realizaron tres experimentos por cada bioensayo, haciéndose ocho mediciones en cada caso.
Los valores medios de las 24 determinaciones se compararon con las realizadas con un medio de
cultivo sin exposicion al material, usado como control CTR. Los datos se analizaron

estadisticamente mediante la prueba t de Student.

3. Propiedades mecanicas

Los valores de resistencia a la traccion, tension de fluencia y médulo de elasticidad de los
materiales habitualmente usados para confeccionar in%plantes quirurgicos se ilustran en la Tabla
2, asi como también las propiedades del hueso cortical”.

Tabla 2. Propiedades mecanicas de los materiales usados en implantes quirurgicos

DI Dracc E I:I:I:I:I:l
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(MPa) (MPa) (GPa)

ASTM F745 (*) 221 483 200 12
ASTM F138 190 490 200 40
ASTM F75 450 655 248 8
Ti Grado 4 485 550 110 15

Ti-Al-V 830 895 124 10
recocido

Hueso cortical - 50-150 7-30 -

La aleacion Ti-Al-V es la que presenta la mayor resistencia mecanica y menor médulo elastico,
respecto de los aceros inoxidables y la aleacién de cobalto. En la actualidad se considera que el
valor del médulo elastico debe ser lo mas préximo posible al del hueso, de modo reducir la carga
fisiolégica que ejerce el implante sobre el mismo. Una alta carga fisiolégica puede conducir a un
proceso de osteopenia, esto es, la pérdida de masa ésea, también llamada reabsorcion 6sea. La
consecuencia final es la pérdida de la interfase hueso-implante. Por este motivo, se estan
desarrollando materiales porosos con el objetivo de disminuir el modulo elastico, al tiempo que
mejoraria la osteointegracion del implante, a través de la penetracién de tejido 6seo a través de
los poros de la pieza implantada’™®.

4. Susceptibilidad a la corrosién localizada

Los materiales implantables deben su pasividad a una capa superficial, que en el caso de los
aceros inoxidables y de la aleacion ASTM F75 es de Cr;O3, mientras que en el Ti Grado 4 y la
aleacion Ti-Al-V dicha capa es de TiOs.

La susceptibilidad a la corrosion localizada fue evaluada a través de un ensayo de polarizacion
ciclica, mediante el cual se determina el potencial de corrosion (Ecor), €l potencial de ruptura de la
pelicula pasiva (Erypt) Y €l potencial de proteccion o repasivacion (Erepas). El Ecor revela la
tendencia a la corrosion del material y queda determinado por el punto al cual la densidad de
corriente tiende a cero. El Erypt €s el potencial a partir del cual, el proceso de picado se desarrolla
progresivamente y se pone de manifiesto cuando la densidad de corriente anddica se incrementa
considerablemente, indicando que el material deja de estar pasivo. Por otro lado, el Erepas €S el
potencial al que se completa el lazo de histéresis, denotando la repasivacion del material. La
Figura 1 ilustra una curva obtenida en el ensayo de polarizacion ciclica, donde se muestran los
potenciales mencionados.

Cuanto mayor sea la diferencia (Ecorr - Erupt) menor sera la tendencia del material a desarrollar un
proceso de picado, a la vez que cuanto menor sea la diferencia (Erypt - Erepas) mayor sera su
capacidad de repasivacion.

Las curvas obtenidas para cada uno de los biomateriales analizados se muestran en la Figura 2,
donde se observa que si bien el Ti Grado 4 y la aleacién Ti-Al-V presentan menores Ecor, |0 que
indica una mayor tendencia a la corrosion, sus respectivos potenciales Egrypt SON
significativamente mayores, denotando una menor tendencia al picado respecto de la aleacion de
cobalto y de los aceros inoxidables. Al mismo tiempo, se ha notado en ambos materiales que la
densidad de corriente vuelve a estabilizarse hacia potenciales mayores, lo que indicaria una
tendencia a una segunda pasivacion.
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Figura 1. llustracion de los potenciales Ecorr, Erupt Y ERepas
En el caso de la aleacion de cobalto ASTM F75, se han observado valores intermedios de Erypt,

siendo la caracteristica mas significativa de este material, el estrecho lazo de histéresis que
presenta, lo que revela su alta capacidad de repasivacion.
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Figura 2. Curvas potenciodinamicas de los biomateriales analizados.
En cuanto a los aceros inoxidables, sus potenciales Erypt Y Erepas SON Mmas bajos respecto de los
biomateriales previamente analizados y también es mas amplio su lazo de histéresis, lo que indica
que presentan una mayor tendencia a sufrir un evento de corrosion localizada y una menor
capacidad de repasivacion.
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Las normas internacionales que tratan los aspectos relativos a la resistencia a la corrosiéon de los
biomateriales, solo establecen los ensayos que se deben realizar y no especifican valores de
potenciales que se deben alcanzar. De modo que, estos resultados son comparativos y
establecen una escala relativa sobre el posible desempefio de estos materiales en el cuerpo
humano.

5. Propiedades magnéticas

Ademas de las propiedades mecanicas y de la resistencia a la corrosién, los biomateriales deben
satisfacer la condiciébn de no ser magnéticos, ya que de lo contrario podrian ocasionar efectos
nocivos en el cuerpo ante la exposicién de campos magnéticos importantes como en el caso de
los estudios por Resonancia Magnética Nuclear'®"". El analisis de las propiedades magnéticas se
realizd mediante las curvas de histéresis ilustradas en la Figura 3, las que permiten evaluar la
respuesta de un material cuando es expuesto a un campo magnético externo. Los estudios se
centraron en el acero inoxidable ASTM F745, |la aleacion de cobalto y el Ti Grado 4.

0,04
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0,02 f
0,01 f

00 o

0,01 F

M (emu/g)

0,02 1

—— ASTM F745
002 ASTM FTE
' seeens T Grado 4

0,04
-10000 -5000 a 5000 10000

H (Gauss)
Figura 3. Curvas de histéresis magnética

En todos los casos, se observo que el area encerrada en el ciclo de histéresis fue minima, con
muy bajos valores de remanencia y coercitividad. El acero inoxidable es el biomaterial que
experimenta la mayor magnetizacion de saturacion ante los campos magnéticos aplicados. Este
comportamiento puede ser atribuido a que al ser obtenido por colada, este material puede
contener pequefias cantidades de de ferrita delta precipitada, fase que le otorga cierto caracter
magnético. La aleacion ASTM F75 presenta una magnetizacion intermedia, aunque ha registrado
mayor coercitividad, por lo que es mas proclive al calentamiento cuando se la expone a un campo
magnético. Por otro lado, el Ti Grado 4 es el material de mejor comportamiento, ya que mostré la
menor magnetizacion.

6. Ensayos de biocompatibilidad

Como se mencionara anteriormente, el Cr y Ni pueden promover efectos citotoxicos en el cuerpo
humano. Por esta razon, previamente a los ensayos, el VE fue analizado por ICP para determinar
la cantidad de Cr y Ni que pudo haber liberado el acero inoxidable. La concentracion de Cr fue
menor que 0,05 mg/L, mientras que la de Ni fue de 13 mg/L.
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Los ensayos de biocompatibilidad se realizaron para evaluar la citotoxicidad del acero inoxidable

ASTM F745. Se entiende por citotoxicidad a la disminucion de la proliferacidn celular inducida por

un agente fisico, quimico o bioldgico. Los bioensayos realizados fueron los siguientes: Ensayo de

(Rl\ﬁjroT[)\leer (RN), ensayo de reduccion del bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico
y en

6.1 Ensay eterminado
elemento o 1 DO B ]'_ e no sufren
dafios pue sosomas y
endosomas a0 1 el medio
cultivado e;
Las células ,—. 80 B CTR, como
se muestra BQ estadistico,
ya que el v = I, no habria
efectos ad\v E 70 ar.
5 ™™y
QL
) 100 |+ £
o a0
[4M]
o] g 80 |
E E’ 70 |
@ o 60f
> 5 50f
[43]
8 40+
=
& 30+
=
20 +
10
0

CTR F745 F745

Figura 4. Ensayo de Rojo neutro

6.2 Ensayo MTT: Este ensayo se basa en la reduccion de MTT a formazan insoluble 41-43. La
reaccion depende de la actividad metabolica mitocondrial de la enzima succinato deshidrogenasa.
En consecuencia, las células con metabolismo bajo reducen muy poco MTT, mientras que las
células que se dividen rapidamente exhiben altas tasas de reduccién del MTT. La Figura 5
muestra que la viabilidad celular alcanza valores similares a CTR. No se observaron diferencias
significativas en el analisis estadistico. Este resultado indicaria la ausencia de compuestos toxicos
que puedan afectar el metabolismo mitocondrial de las células.
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El efecto no toxico de F745-SS mostrado en este ensayo es coincidente con un trabajo realizado
en placas de reconstruccién maxilofacial hechas de 316L'. En él se informd la buena
biocompatibilidad in vitro de esta aleacion con fibroblastos. Al mismo tiempo, Wang et. Al, también
se refie?san a los efectos no adversos de 316L sobre la viabilidad celular de las células L929 y
NIH3T3™.

H
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CTR F745

Viabilidad celular (%)

Figura 5. Ensayo MTT

6.3Ensayo de determinacién de colageno Tipo I: El colageno tipo | constituye el 85% de la
matriz extracelular de hueso, lo cual tiene un papel importante en la diferenciacién y funcion de los
osteoblastos que participan en la integracién del implante®'*"®.
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Produccion de colageno Tipo | (%)

CTR F745

Figura 6. Ensayo de colageno Tipo |

Las células expuestas al VE experimentaron una ligera reduccion en la produccion de colageno
respecto a las expuestas al CTR, como se muestra en la Figura 6. En este caso, el analisis
estadistico mediante la prueba t de Student mostré un valor p menor que 0,05, indicando que el
acero inoxidable podria generar algun efecto toxico en la produccion de colageno. De acuerdo con
la caracterizacion del VE utilizado, se podria conjeturar que la disminucion en la produccion de
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colageno es una consecuencia de la concentracion de Ni. Aunque para confirmar esta presuncion,
deben realizarse nuevos ensayos.

7. Conclusiones

De los estudios realizados, se deduce que el Ti Grado 4 y la aleacién Ti-Al-V presentan el mejor
comportamiento como biomaterial, teniendo en cuenta sus altas resistencias mecanicas, bajos
modulos elasticos y a la menor susceptibilidad a la corrosion localizada. Al mismo tiempo, estos
materiales experimentan menor magnetizacion, ante la presencia de campos magnéticos.

La aleacion de cobalto ASTM F75 presenta una buena resistencia mecanica y un comportamiento
satisfactorio ante la corrosion localizada, con una alta capacidad de repasivacion. En cuanto a los
aceros inoxidables, si bien poseen una aceptable resistencia mecanica, su respuesta ante
eventos de corrosion localizada en inferior a la de los otros materiales analizados. Respecto de
los bioensayos realizados con el acero inoxidable ASTM F745, se ha observado que la viabilidad
celular ha sido satisfactoria, evidenciando que el Cr y Ni en las concentraciones medidas, no
provocarian efectos citotoxicos, en las condiciones de ensayo establecidas. Sin embargo, se
observo una ligera disminucién en la produccidn de colageno Tipo |.
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