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Avaliacéo da Citotoxicidade e da Genotoxicidade de uma Liga Metalica Utilizada em
Implantes M édicos

RESUMO

O uso de implantes metdlicos, empregados na medicina para o restabelecimento de
funcdes perdidas por uma regido do corpo em funcdo de doencas, desgaste ou como resultado
de acidentes, tem se tornado uma pratica cada vez mais comum. Atualmente, o0 meio cientifico
vem demonstrando grande preocupacdo no reconhecimento de biomateriais, utilizados na
confeccdo desses implantes, cuja composicao quimica possa representar um risco a salde do
paciente, sgja de forma aguda ou apds longos periodos de utilizacdo. Nesse contexto, 0
objetivo do presente trabalho foi avaliar a citocompatibilidade de um extrato obtido da liga
Ti-6Al-4V por meio de testes de citotoxicidade e mutagenicidade in vitro, empregando os
testes do MTT e do microntcleo com bloqueio de citocinese, respectivamente. Foi verificada
também a interferéncia desse extrato sobre o processo de mitose, avaliando-se o indice de
Binucleacdo. Para a redizacdo do teste do MTT, céulas da linhagem CHO-K1 foram
incubadas com diferentes concentragdes do extrato da liga (100% 75% 50% e 25%) a 37°C,
por 24 e 48 horas. A mesma linhagem celular foi utilizada para avaliagdo da mutagenicidade e
do indice de binucleacdo, porém, nesses casos, foram avaliadas apenas as doses de 50%, 75%
e 100% do extrato, apbs 2 horas de exposicao. Apos a andlise estatistica, realizada utilizando-
se o0 software INSTAT, ndo foi verificada qualquer diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos tratados e o grupo controle negativo nos resultados obtidos através do teste do
MTT. Ja para o Teste do Microntcleo foi observada um aumento significativo na freqiiéncia
de células micronucleadas em todas as concentracdes avaliadas, demonstrando que ions
metalicos provavelmente liberados a partir da liga Ti-6Al-4V foram capazes de induzir
guebras e/ou perda de cromossomos inteiros. A influéncia do extrato da liga metalica no ciclo
celular e no processo de mitose foi demonstrada para as duas maiores concentragcoes avaliadas
(75% e 100%). Nesses casos 0 indice de binucleacdo foi reduzido em relagdo ao grupo
controle negativo, demonstrando uma reducdo do nimero de células que entraram em divisdo
apoOs os tratamentos. A partir desses resultados, podemos concluir que o extrato da liga
metdlica foi capaz de induzir alteracbes genéticas e que, provavelmente em funcdo desses
danos, ocorreram ateraces no indice mitético. Esses resultados sugerem que andlises mais
detal hadas sejam realizadas quanto a avaliacéo da biocompatibilidade dos biomateriais.

Palavras-Chave: Citotoxicidade, genotoxicidade, indice mitético, liga Ti-6Al-4V



Evaluation of the Citotoxicity and Genotoxicity of a metallic alloy used in Medical
Implants

ABSTRACT

The use of metal implants employed in medicine for the recovering of lost functions
by parts of the body due to illnesses, wear or as a result of accidents has become a common
practice. Nowadays, researchers have shown great concern in recognizing biomaterials that
are used in the manufacturing of those implants, whose chemical composition may represent a
risk to a patient's health, either in an acute form or after long periods of utilization. In this
context, the aim of this work was to evaluate the cytocompatibility of an extract taken from
the metallic alloy Ti-6A1-4V through citotoxicity and mutagenicity tests in vitro using MTT
assay and the cytokinesis-block micronucleus assay respectively. The interference of that
extract was also verified over the mitosis process with the evaluation of the Binucleation
Index. In order to the MTT test, CHO-K1 cells were incubated with different concentrations
of the alloy (100% 75% 50% and 25%) at 37°C for 24 and 48 hours. The same cell strain was
used for the evaluation of mutagenicity and binucleation index; however, in these cases, only
the doses of 50%, 75% e 100% of the extract were evaluated after 2 hours of exposure. After
statistical analysis, done by using the INSTAT software, no significant statistical difference
was observed among the treated groups and the negative control group in the results obtained
by the MTT test. However, in the Micronucleus Assay a great increase in the frequency of
micronucleated cells was verified in al the concentrations evaluated, showing that the metal
ions likely released from the Ti-6Al-4V alloy were able to induce break or loss of whole
chromosomes. The influence of the metallic alloy extract in the cell cycle and in the mitosis
process was displayed in the two greater concentrations evaluated (75% and 100%). In these
cases, the binucleation index was reduced in relation to the negative control group, showing a
reduction in the number of cells which entered into division after the treatments. From these
results, we can conclude that the alloy Ti-6Al-4V extract was able to induce genetic changes
and that probably due to those damages, there were changes in the mitotic index. These results
suggest that more detailed analysis must still be conducted with regards to biocompatibility of
biomaterials.

K ey-words: citotoxicity, genotoxicity, mitotic index, T-6A1-4V alloy.
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1 INTRODUCAO

A genética toxicologica (mutagénese) € uma area da ciéncia que busca identificar
agentes potencialmente danosos ao material genético, bem como compreender seus
mecanismos de acdo e os efeitos bioldgicos decorrentes das alteragbes genéticas geradas.
Atuamente, muitas ferramentas estéo disponiveis para esse tipo de avaliagdo, tais como testes
citogenéticos classicos (teste do micronlcleo e de aberracdes cromossdmicas), estudos em
microorganismos (teste de Ames) além de técnicas de biologia molecular, como o uso de
PCR, microarranjos e estudos em gendmica e protedmica.

O conhecimento acerca dos efeitos das mutagdes genéticas nos seres vivos passou a
ser muito valorizado no meio cientifico, especialmente a partir do século XX, quando varios
agentes indutores de danos no DNA comecaram a ser identificados. Dentre esses agentes
temos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos, que sdo capazes de interagir com o material
genético, causando alteragdes, cujas consequéncias podem ser imperceptiveis ou deletérias ao
organismo, dependendo do grau dos danos ocasionados e da regido do genoma af etada.

Em nosso cotidiano estamos constantemente submetidos a exposicéo de uma série de
agentes potencialmente mutagénicos. A contaminacdo do ar e de fontes de agua potével, os
altos indices de radiag&o ultravioleta aos quais estamos submetidos, a presenca excessiva de
conservantes e corantes em nossos alimentos e habitos como o tabagismo e o consumo de
acool sdo exemplos de fatores que nos colocam em contato direto com agentes capazes de
causar modificacbes na informacdo genética presente em nossas células. Até mesmo em
tratamentos médicos, muitas vezes sonos expostos a agentes que podem de alguma forma
determinar a geracéo de mutacoes.

Nesse contexto, podemos destacar 0 uso de implantes metdlicos, empregados na
medicina para o restabelecimento de fungbes perdidas por uma regido do corpo em funcdo de
doencas, desgaste ou como resultado de acidentes. Esses implantes sdo geralmente
constituidos de elementos biocompativels, com ata resisténcia e durabilidade. Porém, muitos
dos elementos presentes na composi¢do quimica destes biomateriais sdo capazes de ocasiorar
danos no DNA. Atuamente, o meio cientifico vem demonstrando grande preocupacdo no
reconhecimento de biomateriais cuja composi¢ao quimica possa representar um risco a saude
do paciente, seja de forma aguda ou apés longos periodos de utilizacéo.

Essa preocupacdo se torna clara a partir da leitura da 1SO 10993, que versa sobre os

aspectos a serem abordados e as formas de conducéo de estudos com dispositivos e materiais
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a serem utilizados na medicina. Esse instrumento de normatizagdo internacional destaca,
dentre varios outros tipos de avaliacdo, a realizacdo de estudos de citotoxicidade,
genotoxicidade e de toxicidade reprodutiva.

Dentre os diversos biomateriais utilizados atualmente como préteses e implantes em
humanos, podemos destacar as ligas metalicas que apresentam o elemento Titanio (Ti) em sua
composicdo. Essas ligas sBo amplamente utilizadas em fungdo de sua ata resisténcia e
durabilidade, estando entre as mais comuns. A liga Ti-6Al-4V (90 % Titanio, 6% Aluminio,
4% Vanédio) é uma das mais utilizadas como biomaterial e, como podemos observar,
apresenta em sua composicdo, além do Titanio,os elementos Aluminio (Al) e Vanadio (V),
metai s reconhecidamente toxicos para os sistemas vivos.

Assim, a necessidade de avaliacOes de citotoxicidade e de genotoxicidade desse tipo
de material é imperativa, uma vez que ions metdlicos provenientes dessas ligas podem ser
liberados nos tecidos vivos adjacentes aos implantes e representar serios riscos a salude do
individuo. Em longo prazo, doencas degenerativas como o cancer podem ser geradas em
funcdo dessa exposicdo, 0 que pode ser prevenido a partir de estudos bioldgicos mais

profundos com os chamados biomateriais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomateriais

Em determinadas ocasides, tais como acidentes, doencas ou desgaste natural, certas
partes do corpo humano podem deixar de exercer suas fungdes de forma adequada. Em alguns
casos 0 problema pode ser amenizado ou resolvido através do uso de implantes artificiais com
afuncgdo de substituir a parte danificada (1).

Os materiais utilizados nesses implantes devem apresentar caracteristicas especiais,
sendo denominados genericamente de biomateriais. Basicamente, eles devem ser
biocompativels, isto € serem tolerados pelo organismo vivo, sem causar danos. Além disso,
eles devem ser anatomicamente funcionais, apresentar alta resisténcia mecanica e quimica,
possuir boa durabilidade e certa facilidade de fabricacéo, apresentar custo relativamente baixo
e serem @pazes de suportar, sem perder suas propriedades, pelo menos um dos vérios
métodos de esterilizagdo. Esses materiais também devem ser resistentes a corrosdo, uma vez
gue o contato com o meio fisioldgico, que € extremamente agressivo, pode resultar em algum
tipo de degradacgéo (2)(3).

Segundo Silver e Doillon, os primeiros registros histéricos da utilizacdo de
biomateriais datam de 4000 a.C. (4). Ha registros de que 0s egipcios usaram placas metdlicas
para reparos em lesdes cranianas e membros artificiais. Essas praticas também ja foram
identificadas durante o império romano e na idade média (5). O Quadro 1 mostra uma
cronologia da utilizacdo de implantes no mundo nos Ultimos 500 anos. Atualmente, para
restaurar parte de tecidos danificados por algum tipo de trauma ou doenca, os biomateriais
tém sido amplamente utilizados em implantes dentérios, proteses femorais, proteses cardiacas,

dentre outras.
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Quadro 1: Cronologia da utilizacdo de implantes metélicos

Material Data Registro
QOuro 1565 Placa de ouro nareparacdo de palato partido
Ferro, Bronze e Ouro Por voltade Aramesfinos deferro, bronze e ouro usados em
1650 suturas
Bronze 1775 Implantes internos de bronze
Aco 1886 Placas perfuradas de ago com superficie

niquelada, permitindo fixagédo ao 0sso por

paraf usos
Aco Inoxidavel 1926 Proteses de ago inoxidavel
Cobalto, Cromo, 1936 Préteses de ligas a base de Co-Cr-Mo-C
Molibdénio e Carbono
Titénio A partir de 1960 | Inicio do uso do titanio em préteses, tornando-se

significativo apés a metade da década seguinte.

Fonte: (6)

Poucos s80 0s materiais que atendem as exigéncias de forga, resisténcia a corroséo,
biocompatibilidade e textura exigidos para que possam ser empregados em implantes (7).
Uma premissa basica € que os biometeriais metalicos, incluindo implantes ortopédicos, ndo
devem causar respostas prejudiciais ao hospedeiro, como necrose tecidual, ostedlise,
reabsorcéo 6ssea e formacdo de membrana fibrética espessa, situagdes essas que indicam
baixa biocompatibilidade (8).

Algumas das ligas metdlicas aplicadas como biomaterial que sdo bem aceitas
clinicamente incluem: cobalto-crémio, para préteses parciais removiveis e ortopédicas, 0s
acos inoxidaveis, para a construcdo de aparelhos ortopédicos; e as ligas de titanio, para
implantes dentérios e ortopédicos. Esses biomateriais, quando implantados, ficam submetidos
a esforcos mecénicos em ambientes agressivos, decorrentes de fatores como a placa
bacteriana, a saliva na cavidade bucal e os fluidos fisioldgicos do organismo. Assim, é
necessario 0 emprego de diversas técnicas para avaliacdo da resisténcia ao desgaste e a
corrosao desses materials, uma vez gque os produtos desses processos S840 0s principais

responsaveis pelo comprometimento da biocompatibilidade, que deve ser loca e sistémica

9).
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2.2 Titanio e outras ligas metalicas como biomateriais

O aco inoxidavel, o titanio comercialmente puro, a liga Ti-6Al-4V e as ligas de
cobalto-cromo s&0 alguns dos materiais mais utilizados em implantes nos Estados Unidos (7).
No Brasil, de modo semelhante, 0 metal mais utilizado para implantes ortopédicos, ainda € o
aco inoxidavel. Um dos tipos desse material (18% de cromo, 8% de niquel e o contrapeso
composto principalmente de ferro) foi utilizado em cirurgia ortopédica pela primeira vez em
1926. Em 1947, foi introduzida uma importante modificacdo nas ligas de aplicagOes
ortopédicas, que foi a introducdo de molibdénio (2 a 4% na formula anterior) na composi¢céo
do aco inoxidavel, proporcionando um incremento da resisténcia a corroséo (7).

Apesar de relatos do uso do titanio e suas ligas terem ocorrido ja na década de
1940(7), Gottlieb e Leventha em 1951 e Clarke e Hickman em 1953 foram alguns dos
primeiros pesquisadores a constatar que o titdnio € um metal com muito potencial para
aplicacOes biomédicas, devido a sua forca superior, resisténcia a corrosdo, aceitacdo pelos

0ss0s e tecidos moles e tendéncia a “aderir” ao 0sso gradativamente ao longo do tempo (10).

Em 2003, Vercik et a. publicaram que o titanio comercialmente puro (Ti-cp) e
algumas de suas ligas sdo considerados de grande importancia na &rea médica devido a sua
excelente biocompatibilidade e propriedades mecanicas (11).

O titnio comercialmente puro € considerado o melhor material para a confecgdo de
implantes do ponto de vista tecidual (osseointegracdo), mas devido as suas propriedades
fiscas, €le ndo é o material ideal para suportar cargas (12). A quebra de parafusos
confeccionados com titanio puro, em decorréncia da baixa resisténcia torsional (tor¢éo) deste
metal, levou a0 uso da liga Ti6Al-4V (7), originalmente desenvolvida para aplicactes
aeroespaciais (13). Segundo Albuguerque e Albuquerque, a liga Ti-6Al-4V é um dos
materiais destinados a implantes ortopédicos cujas caracteristicas mais se aproximam das

idéias parafuncionar como parte integrante do 0sso (14).

A liga Ti-6Al-4V possui limite de resisténcia a fratura cerca de 6 (seis) vezes maior
gue o titdnio comercialmente puro, apesar de induzir menor taxa de osseointegracdo e maior
susceptibilidade a corrosdo in vivo (15). Entretanto, ensaios eletroguimicos mostraram que a
liga Ti-6Al-4V possui resisténcia a corrosdo em meio fisiologico (9). Outras ligas de titanio,
gue incluem outros elementos como tantalo, zircénio, niébio ou molibdénio, com o intuito de
melhorar algumas propriedades, também sdo utilizadas (16)(17).
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Pesquisas demonstraram que a inclusdo de nidbio em ligas de titanio resulta em
aumento da resisténcia a corrosdo, principalmente apos tratamento de oxidagdo, devido a
formagdo de uma camada protetora de éxido de nidbio na superficie do implante (16). Outros
estudos analisaram a substituicdo de elementos como aluminio e/ou vanadio com o objetivo

de reduzir a toxicidade do implante (17).

Implantes de titanio e suas ligas podem ser recobertos com materiais cerémicos como
hidroxiapatita e fosfato de calcio, com o0 objetivando-se aumentar suas caracteristicas de

osseointegracado (18)(19)(20).

Um recente estudo in vivo identificou a liberacdo de ions metaicos por mini-
implantes ortodonticos moldados com aliga T-6Al-4V em fluidos corporais de coelhos (21).
Esses autores demonstraram que quantidades variadas de Ti, Al e V foram detectadas em
diferentes 6rgédos (rins, figado e pulmdes) dos animais tratados, comprovando a possibilidade
de liberacdo de ions metdlicos por esse tipo de implante. Porém, gesar da tendéncia de
liberacdo de ions pela liga de titanio, as quantidades de metais detectadas foram
extremamente baixas

Okazaki et al., em um estudo comparativo in vivo de implantes constituidos por duas
diferentes ligas metdicas, demonstraram que a corrosdo observada na superficie do implante
daliga Ti-6Al-4V foi ligeiramente maior que a do implante de Ti-15Zr-4Nb-4Ta (22). Em um
estudo posterior no ano de 2004, Okazaki et a., avaliaram a concentracdo de ions liberados no
tecido 0sseo @0s a implantacdo e posterior a remocdo dos implantes em tibia de ratos, e
verificaram que a concentragdo de ions metalicos no tecido ésseo foi menor nos 0Ssos
implantados com os implantes de Ti-15Zr-4Nb-4Ta, indicando que esta liga é vantgjosa para
implantes de longa duragéo (23).

Cai et d., estudando as superficies do titanio comercialmente puro (titanio-cp) e das
ligas Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb e Ti-13Nb-13Zr, descrevem que todas demonstraram uma
excelente resisténcia a corrosdo na simulagdo de um ambiente bucal (24).

Para Zaffe, Bertoldi e Consolo, ap0s observarem em pacientes a liberacdo de
aluminio da liga Ti6Al-4V e seu acUmulo no organismo, sugeriram que somente novos
estudos qualitativos e mais aprofundados com animais e diferentes tipos de biomateriais
contendo aluminio seriam capazes de responder as perguntas sobre esse tema (25).

Em um ensaio de viabilidade celular utilizando células 3T3 e as ligas Ti-6Al-4V e

Ti-7.5Mo (onde as células foram cultivadas sobre discos feitos com a ligas e em extratos das
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mesmas), demonstrou-se que as ligas ndo induziram morte celular aparente. Concluiu-se que a
liga Ti-7.5Mo pode ser uma excelente candidata a aplicagdes médicas (26).

Segundo Taddei et d., a tendéncia atual das pesquisas para o0 desenvolvimento de
implantes ortopédicos basda-se na busca de ligas de titdnio com baixo modulo de
elasticidade, 0 mais proximo do 0sso e isentas de elementos como o aluminio e o vanadio
(13). Dentre as ligas de titénio desenvolvidas recentemente destaca-se a liga Ti-35Nb-7Zr-
5Ta, por apresentar baixo moduo de elasticidade, boa resisténcia mecanica e elevada
biocompatibilidade. De acordo com Tadde et a. essa mesma liga ndo apresentou
citotoxicidade em testes in vitro realizados com células de Ovério de Hamster Chinés
(CHO-K1) (27).

De acordo com Niinomi, a citotoxicidade e o limite de fadiga da liga Ti-29Nb-13Ta-
4.6Zr é semelhante ado Ti puro e menor que ado Ti-6Al-4V. Com base nos dados obtidos de
fadiga e tensdo, os autores propdem que a liga T29Nb-13Ta-4.6Zr pode ser considerada um
biomaterial promissor (28).

As ligas NiTi sdo utilizadas em vérias aplicacbes biomédicas, como por exemplo,
fios de aparelhos ortodénticos. Estudos de mutagenicidade com extratos dessa liga néo

demonstraram ateragdes significativas na frequiéncia de alteragdes genéticas (29).

2.3 Principios de M utagénese

O DNA (acido desoxirribonucléico) é o material genético de todos 0s seres vivos e
de muitos virus, sendo a seqiiéncia de bases nitrogenadas a forma na qual a informagéo
genética é armazenada (30). Por apresentar essa funcdo fundamental, o DNA apresenta
sistemas especificos de protecdo, sendo a Unica molécula biolégica que apresenta um
mecanismo proprio para prevencao e reparo de falhas em seu metabolismo (31). Entretanto,
ainda assim esta sujeito a mutagdes que, segundo Zaha, sdo alteragdes subitas no conjunto
génico de um organismo que ndo sao explicaveis pela recombinacdo da variabilidade genética
preexistente (32). Estas alteragcdes, segundo Lewin podem ser decorrentes de processos
celulares normais (mutagdes espontaneas) ou devidas a exposicdo do organismo a agentes
quimicos ou fisicos (mutagBes induzidas) (30).

As mutages estéo diretamente relacionadas ao desenvolvimento de diversas doencas
degenerativas tais como cancer e arteriosclerose (33), (34), razéo essa que explica o grande

interesse que esses eventos despertam no meio médico e cientifico.
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O processo de desenvolvimento de um cancer, que envolve conversao de células
normais em células neoplasicas, normalmente depende da ocorréncia de véarios estagios. Uma
das fases iniciais desse processo envolve a agdo de um carcinGgeno genotoxico (35).
Entretanto, segundo Alberts et al., uma Unica mutacéo ndo € suficiente para converter uma
célula sadia tipica numa célula cancerosa (36). Eles afirmam que vérias evidéncias indicam
gue a génese de um cancer requer, como regra geral, que varios acidentes raros e
independentes ocorram juntos em uma célula.

Em nosso cotidiano estamos constantemente em contato com agentes genotoxicos
como aradiacdo ultravioleta proveniente do sol, contaminantes presentes no ar e na dgua ou
mesmo elementos presentes em nossa dieta Além disso, estima-se que milhfes de
trabalhadores sdo expostos ocupacionalmente a compostos quimicos com conhecida acéo
mutagénica e/ou carcinogénica (37)(38). Por exemplo, existem relatos de estudos que
comprovam 0S riscos aos quais estdo sujeitos os agricultores em funcdo do uso constante de
pesticidas, agentes quimicos que tém demonstrado citotoxicidade e genotoxicidade em células
(39)(40)(41), e toxicidade fetal elevada em camundongos (42)

A avaliacdo da genotoxicidade pode ser realizada nos diferentes passos de interacdo
do agente mutagénico com o DNA ou de seus efeitos. A capacidade do composto se ligar ao
material genético pode ser avaliada pela observacdo de aductos ro DNA; a capacidade de
guebrar o DNA pode ser estimada por eluicdo alcalina ou pelo teste do Cometa e as mutagoes
cromossomicas e/ou gendmicas podem ser quantificadas pelos testes do micronlcleo ou
aberragtes cromossdmicas (43).

Segundo Gebhart, as metodologias citogenéticas classicas usadas para avdiar a
mutagenicidade de agentes quimicos e fisicos em mamiferos também podem ser empregadas
para avaliacdo e identificacdo de agentes antimutagénicos (44). Gebhart e Kuroda et al.
reportaram aimportancia do uso destes sistemas, principalmente para avaliar 0 mecanismo de
acdo de agentes antimutagénicos e anticlastogénicos usando diferentes tratamentos com

agentes quimicos (44) (45).

2.4 Sistema de cultura de células de mamiferosin vitro.

Véarios sdo os sistemas de cultivo celular empregados para a identificacdo de

compostos mutagénicos e/ou antimutagénicos (45). De acordo com Takahashi, dentre os tipos

celulares mais empregados, podemse destacar linfocitos de sangue periférico humano e
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linhagens provenientes de Hamster Chinés, como por exenplo, as linhagens CHO (células de
ovario) e V79 (fibroblastos de pulméo) (46).

A facilidade de padronizagéo das diferentes condigdes experimentais (temperatura,
pH, atmosfera, disponibilidade nutricional e densidade populacional) € uma das grandes
vantagens do emprego de sistemas in vitro para realizacdo de estudos bioldgicos. Essa
facilidade é diretamente influenciada pela uniformidade metabdlica e comportamental das
culturas celulares, 0 que garante a possibilidade de estudos diferenciais quanto as diferentes
fases do ciclo celular, bem como economia, rapidez, boa reprodutibilidade. Além disso, as
células cultivadas mantém suas caracteristicas quanto a organizagdo dos Cromossomos e
guanto a estrutura de seu DNA, que se mantém idénticos aos encontrados nos tecidos in vivo
(47).

As linhagens obtidas a partir de Hamster Chinés apresentam algumas vantagens
adicionais, que propiciam sua utilizagdo em estudos de genotoxicidade, dentre as quais podem
ser destacadas a facilidade de crescimento durante o cultivo, 0 pegueno numero
cromossomico e um ciclo celular curto (10 a 14 horas, aproximadamente). Entretanto,
algumas desvantagens também devem ser destacadas, como a ocorrércia de variacdes de
cariotipo, populagdes celulares assincronicas e uma variagdo na duragéo do ciclo celular (48).
Porém, essas desvantagens ndo inviabilizam sua utilizac8o, o que pode ser comprovado pelo
grande nimero de trabal hos cientificos recentes empregando essas linhagens em avaliagOes de
genotoxicidade e antigenotoxicidade (49)(50)(51).

Grande parte das linhagens empregadas em ensaios in vitro ndo apresentam a
capacidade de metabolizar compostos xenobiéticos, havendo, muitas vezes, a necessidade de
adicdo de sistemas exdgenos para executar essa fungdo, como por exemplo afragdo SO (fracéo
microssomal obtida a partir de figado de ratos tratados com Aroclor 1254) (52) (48).

Os sistemas in vitro tém se mostrado bastante eficientes na identificacdo de
compostos genotdxicos ambientais, apesar de sistemas in vivo serem mais eficientes por
reproduzirem condicBes mais préoximas aquelas observadas em seres humanos (45). Nem
sempre um resultado positivo in vitro seré observado in vivo, porém sua ocorréncia serve de
alerta e permite, de forma mais clara, a identificacdo de informagdes acerca dos mecanismos

de ac&o de agentes ao interagirem com o DNA, bem como o nivel de sua toxicidade (46).
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2.4 Testedo Micronucleo

Os micronucleos foram estudados primeiramente por Howell em 1891, sendo
considerados como inclusdes do citoplasma observadas em células vermelhas do sangue de
gatos portadores de anemia. Posteriormente, em 1901, Jolly observou essas mesmas
alteracGes em estudos com eritrocitos de embrides de ratos (53).

As pesguisas com micronlcleos €m sido usadas freglientemente para quantificar a
exposicdo a radiacdo ou a agentes quimicos (54)(55), sendo exigido como primeiro ensaio a
ser realizado em uma variedade de procedimentos sugeridos por varias agéncias de pesquisa
em todo o mundo, quando se tem por finalidade analisar a mutagenicidade (56).

Para Heddle et a. a origem dos micronicleos podem decorrer de diferentes
mecanismos, envolvendo quebras cromossomicas, num processo denominado clastogénese,
ou devido a fahas no metabolismo das fibras do fuso mitético, o que recebe o nome de
aneuploidiogénese (57). Esses eventos irdo propiciar a formacdo de um nicleo de pequero
tamanho, envolto por membrana, separado do nucleo principal, mas corado similarmente a
este, devido ao seu contedo de DNA (53). Atuamente, com a utilizacdo de marcadores
especificos para o cinetdcoro na anaise de micronlicleos, € possivel a inferéncia do
mecanismo de origem dessas ateragdes genéticas, diferenciando quebras cromossdmicas de
aneuploidias (58).

Os micronucleos podem ser originados de forma espontanea, mas a sua inducéo é
freqlientemente utilizada para se determinar danos genotoxicos como resposta a exposicao a
agentes mutagénicos (57)(55).

O teste do micronlcleo pode ser utilizado conmo uma alternativa aos estudos de
aberracbes cromossdmicas. Mas somente um numero reduzido dos possiveis tipos de
aberrages cromossdmicas podem ser identificadas na forma de microntcleos (59).

O teste de aberragdo cromossdmica em linfécitos humanos foi por muito tempo
utilizado como verificador de mutagbes no material genético, porém essa metodologia
necessita de um tempo maior para ser realizada. Neste cenério fica evidente a importancia do
teste de microntcleo por ser um procedimento mais rapido e de maior facilidade de andlise.

Fenech e Morley propuseram uma metodologia para avaliagdo de micronucleos in
vitro envolvendo o emprego de citocalasinaB (60). As citocalasinas impedem a
polimerizacdo da actina, blogueando o processo de citocinese (36). A descoberta da

citocalasina por Carter se deu pela observacdo de que, na presenca desse composto, as células
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de camundongos, in vitro, ndo realizavam citocinese, sem que houvesse, porém, um
impedimento do processo mitético (61).

Induzindo o bloqueio da citocinese em sua metodologia (Figura 1), Fenech e Morley
(60) propuseram uma maneira de resolver o problema de sincronia da mitose em culturas
celulares. Essa abordagem permite a identificagdo de quantas divisdes mitéticas foram
realizadas por uma célula apds os tratamentos experimentais.

Para Fenech seria necessario o dobro de células mononucleadas para se observar a
mesma quantidade de danos observada em células binucleadas (62). Segundo Fenech alguns
critérios devem ser levados em consideracdo no momento da andlise dos micronulcleos tais
como, 0 numero de células binucleadas, o nimero total de micronlcleos em cada célula
binucleada e a frequiéncia de MN em 1000 células binucleadas (63). Além disso, segundo este
mesmo autor, um micronlcleo deve estar totalmente isolado e apresentar morfologia e
coloracdo idénticas aos nucleos principais, com seu diametro variando entre 1/16 e 1/3 das

medidas desses (Figura 2).
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Figura 1: (a) Diagrama mostrando a origem do microndcleo a partir de um fragmento cromossémico
acéntrico ou de um cromossomo inteiro; (b) a formacéo de uma ponte citoplasmatica e de um microntcleo
apartir de um fragmento cromossdmico acéntrico

Fonte: (63)
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Figura2: Célula CHO-K1 binucleada com micronucleo (1000x).

E importante destacar que além de linfécitos do sangue periférico, podem ser usadas
varias linhagens celulares para a redlizagdo do teste do micronlcleo in vitro. Vae a pena
ressaltar as linhagens CHO (Chinese Hamster Ovary), CHL/IU (Chinese Hamster Lung) e
V79, amplamente utilizadas e recomendadas para este teste. Segundo estudos de Miller et al.
gue coletaram dados fornecidos por quatro companhias farmacéuticas, a partir de ensaios
realizados em linhagens celulares de Hamster Chinés (células V79, CHO-K5, CHO-K1), e
também linfocitos humanos, cuja comparacdo entre as freqiéncias de aberracdes
cromossdmicas e micronulcleos entre essas linhagens celulares, mostrou-se uma correlacéo
positiva em cerca de 88% de coincidéncia para os testes realizados em 57 compostos (64).
Estes resultados apontam a validade dos ensaios e a sensibilidade dos sistemas celulares
empregados.

Mais recentemente, variagdes nas metodologias vém sendo propostas para aumentar
a eficiéncia desse teste (Figuras 3 e 4). Estudos na &rea de andlise de imagem e citometria de
fluxo vém ganhando espaco com a findidade a agilizar o emprego dessa metodologia e
permitindo maior confiabilidade. Conforme Hayashi, et al., pode-se esperar que a citometria
de fluxo e técnicas de andlises de imagem venham substituir a contagem redizada na

microscopia, provendo assim dados mais seguros (65). Porém, sistemas rigorosos e adequados
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de validac&o precisam ser adotados para garantir qualidade na contagem automatizada dos

microntcleos.

(b)

Figura 3: Células CHO -K1 binucleadas mar cadas com anticor pos anti-cinetécor o (pontos amar el 0s). (a)
Células binucleadas e um micronucleo cinetécor o-negativo éindicado. (b) Um micronucleo cinetécor o
positivo € mostrado.

Fonte: (66).

Figura 4: Células CHO-K1 binucleadas tipicas (setas brancas) e
microndcleos (seta ver melha).
Fonte: (67)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar in vitro a citotoxicidade e a mutagenicidade de um extrato obtido a partir da
liga metalica Ti-6Al-4V.

3.2 Obj etivos Especificos

Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentrages de um extrato obtido a partir da
liga Ti-6Al-4V, empregando-se o teste de viabilidade celular MTT) em culturas de
células de Ovario de Hamster Chinés (CHO-K1);

Avaliar a mutagenicidade de diferentes concentragdes desse extrato, empregando-se 0
teste do micronucleo com blogqueio de citocinese em culturas de células de Ovario de
Hamster Chinés (CHO-K1);

Verificar ainfluéncia da exposicdo das culturas CHO-K 1 ao extrato daliga Ti-6Al-4V
no processo de divisio mitdtica, estabelecendo-se o [ ndice de Binucleago;

Padronizar e implantar a metodologia do Teste do Micronlcleo com Bloqueio de
Citocinese em culturas de células de Ovaio de Hamster Chinés (CHO-K1) no
laboratério de Genética Toxicolégica do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacdo das pecas da Liga Ti-6Al-4V

As pecas da liga Ti-6Al-4V tilizadas no presente estudo (Figura 5) foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Alfeu Saraiva Ramos, Lider do Grupo de Pesquisa em
Sintese de Materiais Nanoestruturados do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vae do Paraiba.

Figura5: Pegas da Liga Ti-6Al-4V

A decapagem das pegas da liga Ti-6Al-4V foi realizada dentro das normas da ASTM
E 407, Atague 187, empregando-se uma mistura de 50 mL de agua destilada, 10 mL de &cido
fluoridrico e 30 mL de &cido nitrico, em um béguer de polipropileno. Cada uma das pegas foi
submersa trés vezes nessa mistura e posteriormente lavada de forma abundante em agua
corrente. Em seguida, as pegas foram mantidas por 15 minutos em acool etilico absoluto,
seguindo-se uma lavagem em &gua destilada e outra em adgua ultra pura (MiliQ), finalizando o
processo. Esse procedimento é recomendado para a total eliminacdo de possiveis impurezas e
contaminantes quimicos.

Apbs a decapagem as pecas foram cuidadosamente medidas com um paguimetro,
obtendo-se as seguintes medidas: 2,7 cm x 2,6 cm x 0,5 cm totalizando uma area superficial

de 18,7 cnt para cada umadelas Cada uma das pecas foi ent&o colocada individualmente em



29

frascos de borossilicato (Schott Duran) com tampa de rosca e esterilizadas em autoclave, a
121°C por 15 minutos.

4.2 Preparacdo do Extrato da Liga Ti-6Al-4V

A obtencéo do extrato da liga Ti-6Al-4V foi realizada de acordo com a norma 1SO
10.993-12, que versa sobre a preparacao de amostras e materiais de referéncia para estudos de
avaliacdo bioldgica de produtos para a salde. Assim, em cada um dos frascos contendo as
pecas da liga metdlica foram colocados 14,96 mL de meio de cultivo celular Ham-F12 (Gibco
BRL) estéril, sem soro fetal bovino, obedecendo a proporcdo de 1,25 cnt de érea superficial
para cada mL de agente extrator.

Os frascos foram entdo colocados sob agitagdo orbital (Shaker Cientec CT 712-R —
Figura 6) a 90 rpm e 37°C de temperatura, por 144 horas (6 dias). Apds esse processo, as
pecas metdlicas foram retiradas dos frascos e os extratos obtidos foram mantidos a -20°C. O
meio de cultura utilizado nos experimentos como controle negativo foi submetido aos

mesmos procedimentos, porém sem manter contato com aliga Ti-6Al-4V.

Figura 6: Frascos sob agitacdo e temperatura controladas para
obtenc&o do extrato da liga Ti-6Al-4V
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4.3 Linhagem utilizada e cultivo celular

No presente estudo foram utilizadas células de Ovério de Hamster Chinés (CHO-K1)
obtidas do Instituto Adolfo Lutz O crescimento celular foi realizado em meio de cultura
completo, constituido de Ham-F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab),
1,2 g/L de bicarbonato de sodio (Synth) e 1% de solucdo de penicilina (100 unidades/mL) e
estreptomicina (10 mg/mL) (Sigma). A manutencdo das céulas foi realizada em frascos de
cultivo celular de 25 cnt (SPL), a37°C e 5% CO?. Nestas condicdes, o tempo do ciclo celular
da linhagem CHO-K 1 é de aproximadamente 12h.

4.4 Agentes Quimicos

4.4.1 MitomicinaC (MMC)

A MitomicinaC (MMC — Sigma— CAS: 50-07-7) € um agente quimico de conhecida
acdo genotoxica, que atua ocasionando, principalmente, ligacbes cruzadas intercadeia no
DNA e trocas entre crométides irmas. Esse composto foi utilizado como agente indutor de
danos nos grupos controle-positivo do presente trabalho, dissolvido em PBS (pH 7,4), numa

concentracao final de 0,3 pg/mL.

4.4.2 CitocalasnaB

A Citocalasina B é um produto obtido a partir do Dreschslera dematioidea. Esse
composto tem a capacidade de impedir a polimerizagdo dos filamentos de actina. Assim,
guando células em divisdo celular sdo tratadas com substéancia o resultado é a formacéo
de células binucleadas, uma vez que a ndo polimerizacdo da actina vai ocasionar o blogueio

dacitocinese.
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Em nossos estudos, a citocalasina B Sigma — CAS-14930-96-2) foi diluida em
dimetilsulféxido (DMSO - Synth) para obtencdo da solucdo estoque (2 mg/mL). A partir da
solucéo estoque foi obtida a solucéo de uso (300 pg/mL), diluida em PBS. A concentracéo
fina utilizada para realizag&o do teste do micronucleo, observada nas placas de cultivo celular

durante os experimentos, foi de 2,1 ug /mL.

443MTT

O MTT (Brometo de (3-(4,5-dimetietiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio bromido)),
(Sigma) é um sal solivel em agua. O mesmo reage com as desidrogenases mitocondriais
presentes apenas em células metabolicamente ativas, isto €, vivas, resultando na producéo de
cristais de formazan de cor roxa, insolveis em &gua. Esse sal €, portanto, utilizado para
verificar a viabilidade celular. No presente trabalho o MTT foi diluido em PBS, numa
concentragdo final de 5 mg/mL.

45TestedoMTT

No presente estudo, para determinacdo do potencial citotdxico do extrato obtido da
liga metdlica Ti-6Al-4V, foi readlizado o teste de viabilidade celular por MTT em culturas de
células CHO-K1 (Figuras 7, 8 e 9. Os experimentos foram realizados em sextuplicaa
utilizando-se placas de 96 pocos.

Para realizacdo do teste do MTT, uma garrafa de cultivo celular, mantida como
descrita anteriormente, teve seu meio de cultura descartado. Posteriormente, as céulas foram
lavadas duas vezes com PBS, seguindo-se 0 processo de tripsinizagcdo. A tripsina (Gibco BRL
— 0,005%) é uma enzima que cliva as proteinas da matriz extracelular, resultando no
desprendimento das células da superficie interna do frasco.

O contetido da garrafa foi entdo removido, colocado em um tubo de centrifuga (tipo
Falcon, 15 mL) e centrifugado (centrifuga Excelsa Baby | 206 — FANEM, SP, Brasil), a 2500

rpm por 5 minutos O sobrenadante foi descartado e 0 “pellet” foi ressuspendido em 3 mL de
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meio de cultura completo. Dessa suspensdo celular foram retirados 10 pl, os quais foram
misturados a 90ul de Azul de Tripan, para contagem e avaiagdo da viabilidade celular
utilizando-se uma Camara de Neubauer (Poly Labs). Ap6s a contagem celular, foi feita uma
diluico das células da cultura, para se obter uma suspensdo com 2,5 x 10° células viéveis por
mL.

Em duas placas independentes de 96 pogos foram semeadas 30 pogos (em cada)
contendo cada um 0,1 mL da suspensdo celular (2,5x10* células viaveis). Essas placas foram
incubadas a 37°C e 5% CO», por 24 horas.

Para cada placa foram realizados os seguintes procedimentos. Apos as 24 horas, as
cdulas foram lavadas duas vezes com PBS e foram redizados os tratamentos. Foram
estabelecidos 5 grupos experimentais, sendo que, para cada um deles, foram utilizados 6
pocos. Os pocos do grupo controle negativo receberam 0,1 mL de meio de cultura sem soro.
Foram estabel ecidos 4 grupos de tratamento com o extrato da liga metalica (100%, 75%, 50%
e 25%), sendo que, nos pogos foram colocados 100, 75, 50 e 25 pL, respectivamente. O
volume fina em cada poco foi de 100 uL, completados, quando necessario, com meio de
cultura sem soro para se obter as concentragdes desgjadas. Foram reservados 6 pocos, onde
ndo foram adicionadas células que, posteriormente, vieram a congtituir o “branco” na andise
de espectrofotometria.

Apbs 2 horas do inicio dos tratamentos, 0 meio de cultura dos pocos foi descartado e
as células foram lavadas duas vezes com PBS. Em cada um dos pogos foram adicionado 0,2
mL de meio de cultura completo (com soro). Apds um periodo de 24h, para umadas placas de
96 pocos e 48h para a segunda placa de 96 pocos, realizou se os procedimentos que segue. O
meio de cultura dos pocos foi descartado, as células foram lavadas duas vezes com PBS e, em
seguida, foi adicionado 100 puL de MTT na concentragdo de 0,5 mg/mL, diluido em PBS.
Foram adicionados 100 pL de MTT nos pocos reservados para o “branco”. As placas foram
incubadas por um periodo de 1 hora. Foram adicionados 200 puL do solvente orgénico
dimetilsulféxido (DMSO Synth) em todos os pocos contendo MTT, com o objetivo de
dissolver os cristais de formazan potencialmente formados. Para otimizar a dissolucdo dos
crigtais, as células foram mantidas sob agitacdo orbital em Shaker (Cientec — Figura 3)
durante 20 minutos, a temperatura ambiente.

Apos este periodo foi efetuada a leitura das placas em espectrofotdbmetro de Elisa
Spectracount (Packard, USA), utilizando filtro de 570 nm. Os dados obtidos desta leitura
foramrelativos a absorbancia em cada um dos pocos. Apds a leitura foi calculado um indice

de viabilidade celular, demonstrando a porcentagem de células vivas apds cada tratamento.
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Como para cada tratamento foi realizado em seis repetiches, foi utilizada a média das
absorbancias em todas as repeticoes e de todos os tratamentos.
O indice de viabilidade celular foi calculado de acordo com a equagéo abaixo:

Tratado — Branco

Viabilidade Celular (%) = x 100
Controle - Branco

IA_//JIB_!C_//A;/AIE//AT

24 horas 2 horas 24 horas 1hora 20 minutos

A — Semeadura das células na placa de 96 pogos

B — Tratamentos Experimentais das culturas (meio sem soro)

C —Final dos Tratamentos (lavagem das células) adi¢ao de meio de cultura com soro
D — Retirada do meio de cultura com soro e adicdo de MTT

E —Retiradado MTT e adi¢cdo de DMSO

F — Processamento do materia (leitura da placa)

Figura 7: Resumo Esquematico do Protocolo empregado parao Testede MTT de 24h.



IA_//JIB_!C_//A;/AIE//AT

24 horas 2 horas 48 horas 1lhora 20 minutos

A — Semeadura das células na placa de 96 pogos

B — Tratamentos Experimentais das culturas (me o sem soro)

C —Fina dos Tratamentos (lavagem das células) adi¢&o de meio de cultura com soro
D — Retirada do meio de cultura com soro e adicdo de MTT

E —Retiradado MTT e adi¢cdo de DMSO

F — Processamento do materia (leitura da placa)

Figura 8: Resumo Esquematico do Protocolo empregado parao Testede MTT de 48h.

A B C D E F
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1@ 8 8 8 8 &8
+« 3 B 8B 8B B B
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[l H H H B B

Q Branco
© Controle
@ Liga25%
@ Liga50%
B Liga75%
B Ligal100%

Figura 9: Esquema de montagem das placas parao Teste de MTT.
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4.6 Testedo Micronucleo

No presente estudo, para determinacéo do potencial mutagénico do extrato obtido da
liga metalica Ti-6Al-4V, foi realizado o teste do micronicleo com blogqueio de citocinese em
culturas de células CHO-K1, seguindo o protocolo descrito por Wang e Hung, com
adaptacdes (Figura 10) (68). Foram realizados trés experimentos total mente independentes.

Em cada um dos experimentos, uma garrafa de cultivo celular, mantida como
descrita anteriormente, teve seu meio de cultura descartado. Posteriormente, as células foram
lavadas duas vezes com PBS, seguindo-se o processo de tripsinizagéo. A tripsina (Gibco BRL
— 0,005%) é uma enzima que cliva as proteinas da matriz extracelular, resultando no
desprendimento das células da superficie interna do frasco.

O contetido da garrafa foi entdo removido, colocado em tubo de centrifuga (tipo
Falcon 15 mL) e centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em
3 mL de meio de cultura completo. Dessa suspensdo celular foram retirados 10 ul, os quais
foram misturados a 90ul de Azul de Trypan, para contagem e avaliacéo da viabilidade celular
utilizando-se uma Camara de Neubauer. ApGs a contagem celular, foi feita uma diluicdo das
células da cultura, para que se obter uma suspensdo com 2 x 10° células viaveis por mL.

Para cada experimento independente foram montadas 10 placas de cultura (35 mm de
diametro), contendo uma laminula (20 x 20 mm) e 1 mL da suspensdo celular (2x10° células
vidveis). Estas placas foram incubadas a 37°C e 5% CO, por 25 horas (2 ciclos celulares
completos).

Transcorrido esse tempo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e foram
realizados os tratamentos. Foram estabelecidos 5 grupos experimentais, sendo que, para cada
um deles, foram montadas 2 placas de cultura. As placas do grupo controle negativo
receberam 1 mL de meio de cultura sem soro e as do grupo controle positivo foram
preenchidas com 1 mL de meio de cultura sem soro contendo mitomicina C (0,3 pug/mL).
Foram montadas 6 placas para os grupos de tratamento com o extrato da liga metélica, cada
uma delas recebendo um volume de 1 mL. Duas delas foram preenchidas com 1 mL do
extrato puro (extrato 100%); outras duas com 0,75 mL do extrato e 0,25 mL de meio de
cultura sem soro (extrato 75%); mais duas placas receberam 0,5 mL do extrato e 0,5 mL de
meio de cultura sem soro (extrato 50%).

Apbs 2 horas do inicio dos tratamentos, 0 meio de cultura das placas foi descartado e

as células foram lavadas duas vezes com PBS. Em cada uma das placas foi adicionado 1 mL
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de meio de cultura completo (com soro), contendo citocalasina B (2,1 pg/mL ). Passadas mais
15 horas, o0 meio de cultura das placas foi descartado, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e foram adicionados 2 mL de solucéo hipoténica de citrato de sddio 1%, por 10
minutos. Apds a hipotonizacdo as céulas foram fixadas em 2 mL de uma solucdo de metanol
(Merck) e acido acético (Dinamica) (20:1).

Apos a fixagdo, as céulas aderidas as laminulas foram secas ao ar e posteriormente
coradas com giemsa 5% em tampado Sorensen (NA;HPO, 0,06 M; KH,PO4 0,06 M, pH 6,8)
por 15 minutos. Apos o periodo de coloragéo, as laminulas foram lavadas em égua destilada e
secas ap ar, para posteriormente serem montadas |aminas permanentes para andlise
microscopica (Leicas DMLB). Para cada um dos tratamentos foram analisadas 1000 células
binucleadas, observadas em objetiva de imersdo, com um aumento de 1000 vezes, anotando-

se 0 himero de células micronucleadas.

el

25 horas 2 horas 15 horas

A — Semeadura das células em placas de 35 mm de didmetro com laminula no interior

B — Tratamentos Experimentais das culturas (meio sem soro)

C — Fim do Tratamento (lavagem das células) e Tratamento com Citocalasina-B

D —Processamento do Materia (lavagem, hipotonizagdo, fixagcdo e coloracdo)

Figura 10: Resumo Esquematico do Protocolo empregado para o Teste do Micron(cleo
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4.7 indice de Binucleago

No presente estudo, para determinacdo da influéncia do extrato obtido da liga
metélica Ti-6Al-4V no processo de divisio mitdtica, foi calculado o indice de Binucleagio
em culturas de células CHO-K1, utilizando-se as mesmas laminas empregadas na andlise de
MN (Figura1l).

Para cada um dos tratamentos utilizados, conforme protocolo descrito anteriormente
para o teste do MN, foram analisadas 500 células por lamina. Considerando-se que G
experimentos foram realizados em triplicatas, 1500 células foram anaisadas, no total, para
cada tratamento. Estas células foram observadas ao microscopio (eicaDMLB) com um

aumento de 400 vezes, anotando-se o nimero de célul as nitidamente binucleadas.

Figura 11: Assetasindicam exemplos de Células CHO-K 1 binucleadas (400x).
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4.8 Anélise Estatistica dos Resultados

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos em todos os estudos realizados
empregou-se 0 software INSTAT (Graphpad Versdo 3.00, 1997). Para a anadlise de viabilidade
celular (MTT) e do indice de Binucleago, foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste Tukey-Kramer para comparacdes multiplas, de modo a se verificar a
existéncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos de tratamento e os
respectivos controles, a partir das médias e desvios-padréo dos resultados obtidos. Na analise
dos dados obtidos através do teste do Micronucleo, foi realizada uma ANOVA seguida do
teste Student-Newman-Keuls para comparacOes entre os dados dos diferentes grupos de
tratamento com o controle negativo.

Em todas as andlises diferencas ao nivel de 5% (P<0,05) foram consideradas

estatisticamente significativas.
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5 RESULTADOS

Os dados obtidos com a redlizagdo do Teste do MTT em culturas de CHO-K1,
visando-se identificar a citotoxicidade do extrato da liga Ti-6Al-4V, estdo representados nas
figuras 12 e 13. Em nenhuma das condi¢des analisadas (24 e 48 horas ap0s 0s tratamentos)
foram detectadas dteracdes significativas na atividade mitocondrial em relacdo ao controle
negativo, o que permite inferir que nenhuma das concentragdes avaliadas do extrato foi capaz
de afetar a viabilidade celular.

A Tabelal eaFigura 14 relnem os resultados obtidos a partir da realizacdo do Teste
do Micronucleo com Blogueio da Citocinese em culturas de células CHO-K 1. Apos a andlise
estatistica desses resultados, verificouse que as trés concentrages do extrato da liga Ti-6Al-
4V avdiadas nesse estudo ateraram sSignificativamente a fregiéncia de células
micronucleadas, quando em comparacdo com o grupo controle negativo (P=0,01). N&o foram
observadas, porém, diferencas significativas nas frequiéncias de células micronucleadas entre

0s grupos tratados com as diferentes concentragdes do extrato.
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Figura 12: indice de viabilidade celular obtido através do teste do MTT em culturas de células
CHO-K 1, 24 horas ap6s o tratamento com diferentes concentracdes do extrato da liga Ti-6Al-4V.
Para o grupo controle, aviabilidade celular é assumida como de 100% .
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Figura 13: indice de viabilidade celular obtido através do Teste do MTT em culturas de células
CHO-K 1, 48 horas ap6s o tratamento com difer entes concentr acfes do extrato da liga Ti-6Al-4V.
Para o grupo controle, aviabilidade celular é assumida como de 100%.

Tabela 1: Frequéncia de células binucleadas e micronucleadas em cada experimento, médias e
desvios-padr 8o, apés tratamentos com difer entes concentragdes do extrato obtido da liga Ti-6Al-4V
em culturasde CHO-K1.

Tratamentos Experimentos Média + SD
| I 1
Controle 11 17 15 14,3 + 3,06
Mitomicina-C 38 41 39 39,3+ 1,53
Extrato
50% 20 27 25 24,0+ 3,61
75% 17 24 25 22,0+ 4,36
100% 21 26 26 24,3+2389

Nota: SD: Desvio-Padréo; * Valores estatisticamente diferentes do controle negativo
(P<0,01)



41

45 7 .
- 40
=
Z 35
M
2 30 * . *
E
\GJ -
3 25
Q
T 20 T
8
2 15
«@
D |
E’- 10
LL 5 -
O I T T T 1
Controle Mitomicina-C Liga 50% Liga 75% Liga 100%
Tratamentos

Figura 14: Frequéncia média de células Binucleadas e Micronucleadas (BNMN) em 1000
células analisadas por grupo detratamento.

Nota: * Valores estatisticamente diferentes do grupo controle negativo.

A Tabela 2 e a Figura 15 mostram a influéncia das diferentes concentractes do
extrato da liga Ti-6Al-4V no processo de origem de células binucleadas. Esses dados
demonstram gue, para os grupos tratados com as duas maiores concentracoes avaliadas (75%
e 100%), a freqliéncia média de células binucleadas é significativamente menor do que a

observada para o grupo controle negativo.

Tabela 2: Frequiéncia de células binucleadas em 500 células analisadas ap6s tratamento com diferentes
concentracdes da liga Ti-6Al-4V.

Tratamentos Experimentos Média+ SD
| I i
Controle 64 71 73 69,33+ 4,73
Mitomicina-C 39 44 47 4333 + 4,04+
Extrato
50% 55 61 63 50,67 + 4,16
0,
=% 48 54 57 53,00 + 4,58*
100% 47 46 48 47,00 + 1,00*

SD: Desvio-Padréo; * Valores estatisticamente diferentes do controle negativo (P<0,01)



80

70

60

50

40

30

20

10

FreqlUéncia de Células Binucleadas

Controle

Mitomicina-C

Liga 50%
Tratamentos

Liga 75%

Liga 100%

Figura 15: Freqliéncia média de células binucleadas em 500 células CHO-K1 analisadas apés

tratamento com diferentes concentracdes do extrato da liga Ti-6Al -4V.
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6 DISCUSSAO

A cada dia, uma crescente preocupacdo com relacdo aos riscos genéticos a que as
popul acbes humanas estdo submetidas vem se propagando ndo sd nos meios académicos, mas
também na sociedade comum. As pessoas estdo cada vez mais preocupadas com 0S riscos
inerentes & exposicao a determinadas substancias, estejam elas presentes em nossa dieta, ho
ambiente, na atmosfera em forma de poluentes, ou em outros aspectos de nossa vida, inclusive
aquel es relacionados a tratamentos médicos.

Muitas vezes, substéncias quimicas presentes em elementos medicinais podem ser
responsaveis pelo surgimento de alteragbes genéticas e por consequéncias graves advindas
dessas alteragdes. De medicamentos utilizados no tratamento de doencas graves como 0
cancer até medicamentos tidos como inofensivos, por terem sua origem em plantas
medicinais, muitos sdo 0s agentes com potencial farmacoldgico cuja atividade genotoxica e
mutagénica é reconhecida pela literatura (69) (70)(71)(72).

Porém, esse problema ndo esta relacionado apenas as substancias quimicas utilizadas
como féarmacos. Elementos quimicos presentes na congtituicdo de implantes médicos, bem
como particulas metdlicas liberadas dos mesmos, tém sido motivo de preocupacdo em termos
de efeitos nocivos aos pacientes usuérios (73). Essa preocupacdo torna-se evidente quando se
verifica a existéncia de normas rigidas, elaboradas por importantes agéncias reguladoras
internacionais, designando estudos especificos para avaliagdo dos riscos inerentes a0 uso
desses materiais.

Dentre os riscos podem ser destacadas reacOes adversas como respostas
inflamatérias, aergias, citotoxicidade e genotoxicidade. Essa colocaggo encontra respaldo em
um recente trabalho de revisdo. Para Sargeant e Goswami h& uma grande necessidade de se
estudar implantes metdlicos e os ions liberados pelo materia utilizado (74). Concentrages
toxicas de ions podem conduzir a muitos efeitos fisiol6gicos adversos, conforme supracitado.
E importante e necessario, portanto, determinar concentragdes de ions que estabelecam limites
entre 0s nivels normais e toxicos, o que ainda ndo foi feito no meio cientifico.

Estudos tém demonstrado que o contato de biomateriais com fluidos corpéreos pode
representar um risco em funcdo da corrosdo e consequente liberacdo de elementos
potencialmente prejudiciais aos sistemas vivos. Sedarat et a. realizaram um estudo visando a
deteccao, via espectroscopia de absorcdo atdmica, de ions liberados a partir de pecas da liga

Ti-6Al-4V numa solucdo que simulava a composicdo dos fluidos corpéreos (75). Nesse



estudo, que mediu a concentracdo dos ions presentes na liga em andlises realizadas num
periodo de 96 dias, verificouse uma constante liberacéo de Ti e Al durante todo o periodo de
avaliacdo. O vanédio foi liberado especiamente nos seis primeiros dias de extracdo, sendo
gue posteriormente esse elemento quase néo foi detectado.

Um estudo in vivo realizado por Morais et a. corrobora a idéia de que a liga Ti-6Al-
4V tem potencia para liberar ions metdlicos quando em contato com fluidos corpéreos. Esse
trabalho foi realizado com mini-implantes ortodonticos colocados em coelhos por periodos de
1, 4 e 12 semanas. ApOGs andisar os rins, figado e pulmdes desses animais, foi verificada a
presenca de concentracfes variadas de titénio, aluminio e vanadio. Vale ressatar, porém, que
essas concentrages eram bastante baixas (21).

Comparando a liberacdo de ions metadlicos em diversas ligas (TH6A4V, Ti—6Al-
7Nb, Ti-15Zr-4Nb-4Ta, aco inoxiddvel SUS316L e Ti comercialmente puro) imergidas em
uma gama variada de sustancias, Ckazaki e Gotoh obtiveram varios resultados. Podemos
destacar que a quantidade de ions de Al liberados das ligas Ti-6A1-4V e Ti—6A1-7Nb tem um
decréscimo com um gradual aumento do pH. A quantidade de Ti liberada da liga de Ti-15Zr—
ANb-4Ta foi menor que as quantidades liberadas das ligas Ti-6Al4V e T6AI-7Nb em
todas as solucoes (76).

Em um estudo in vivo com tibias de ratos, Okazaki et a. analisaram as mesmas ligas
referidas acima com o objetivo de verificar a liberacdo de ions metdlicos em tecidos vivos. O
ensaio teve duracéo de 48 semanas, e foi encontrada uma pequena quantidade de Ti, Al e V
nos tecidos de tibia com o implante de Ti—6AI-4V. A concentracdo de Ti nos tecidos de tibia
com o implante de Ti—-15Zr-4Nb—4Ta era mais baixa que a dos tecidos de tibia com o
implante de Ti—-6A1-4V. A concentracdo de Al no tecido da tibia com o implante de TH6AI-
4V era mais dta que a do tecido de tibia controle e ndo aumentou no periodo de 6 a 48
semanas. A concentracdo de V aumentou ligeiramente comparada aquela em tecido de tibia
controle. As concentrages de Zr, Nb e Ta também eram muito baixas (23).

Na busca por desenvolver umaliga sem a presenca de aluminio e vanadio, estudos de
corrosdo apontam que a liga Ti-10Mo apresenta valores similares de resisténcia a corroséo
comparada com a liga Ti-6Al-4V (utilizada comumente em implantes e proteses
odontoldgicas), mostrando que essa liga pode ser utilizada em ambiente fisiologico com a
vantagem de ndo possuir elementos que vém sendo contestados quanto a biocompatibilidade,
como o vanadio e o aluminio (77).

Uma maneira de tentar minimizar a liberacéo de ions por parte da liga Ti-6Al-4V

consiste no revestimento da mesma. Estudos de Sousa e Barbosa, revestindo aliga Ti-6Al-4V
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com hidroxiapatita, mostraram que depois de 6 meses de imersdo em solugdo salina a 37°C
nenhuma quantidade de titénio, aluminio ou vanédio foi detectada na solucéo através de
técnicas espectroscopicas (78). Esses dados indicam que a hidroxiapatita € uma barreira
efetiva a liberagdo de ions metdlicos.

No presente trabalho, buscamos avaliar a citotoxicidade e o potencial genotoxico da
liga Ti-6Al-4V, amplamente utilizada na confeccdo de implantes médicos e odontol 6gicos.
Apesar da ampla utilizacdo desse biomaterial, a literatura cientifica € bastante pobre em
informacfes sobre os efeitos bioldgicos resultantes do contato prolongado com dispositivos
constituidos dessa liga metalica.

Um documento elaborado pela International Sandard Organization (I1SO) e adotado
pela Associacdo Brasileira de Normas Teécnicas (ABNT) versa sobre os procedimentos
cientificos adequados durante os processos de avaliagdo de biomateriais (79)(80). Esse
documento (ISO 10993) designa que o primeiro teste a ser realizado quando se busca a
caracterizacdo da biocompatibilidade de um biomaterial € uma avaliacdo de citotoxicidade.
Somente apds a obtencdo de resultados negativos nessa avaliacdo € que outros estudos de
biocompatibilidade podem ser conduzidos com animais experimentais (81).

Além disso, segundo Chauvel-Lebret et a., a 1SO 10993 coloca exigéncias
especificas de acordo com a natureza do contato a ser estabelecido entre o biomaterial e os
tecidos do paciente, bem como ao tempo de permanéncia do mesmo no organismo (82).
Assim, de acordo com essa norma internacional, todos os materiais que forem mantidos em
contato por um periodo superior a 30 dias com mucosas, 0ssos ou tecido dental, bem como
todos os dispositivos de implante cujo contato exceda 24 horas deverdo ser avaliados quanto a
genotoxicidade.

No presente estudo foi realizado um processo de extracdo baseado nas
recomendactes daNBR (1SO) 10993-12 (79). A selecéo do tempo de seis dias de extracdo em
meio de cultura HamF12 sem soro fetal bovino a 37°C e agitacdo de 90 RPM buscou
propiciar uma liberacdo efetiva dos trés componentes presentes na liga Ti-6Al-4V. Os dados
obtidos por Sedarat et al. no estudo descrito anteriormente, aliados aos resultados a serem
discutidos adiante, reforcam a idéia de que o processo de extracdo aqui realizado obteve
sucesso (75).

Para avaliar a citotoxicidade do extrato da liga Ti-6Al-4V foi utilizado o Teste do
MTT, que identifica a conversdo do MTT em formazan num processo que envolve a agao de
desidrogenases mitocondriais. Dessa forma, esse ensaio permite inferir, a partir de alteragoes

detectaveis da atividade mitocondrial, se a viabilidade celular foi afetada por um tratamento.
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Em nenhuma das condi¢bes avaliadas neste estudo o extrato da liga metdlica reduziu a
viabilidade celular. De acordo com as figuras 12 e 13 pode-se verificar que ndo existem
diferencas significativas entre os valores de viabilidade celular dos grupos tratados com
relacéo aos valores obtidos para 0 controle negativo.

Nossos dados estédo de acordo ®m o observado por Faria et al., que avaliou a
citotoxicidade de diferentes ligas metdlicas usadas em implantes dentérios, e verificou que a
liga Ti-6Al-4V e o Titanio comercialmente puro ndo foram citotoxicos nas condicdes por eles
implementadas (83). A liga Ti-6Al-4V também foi considerada néo citotoxica por Koike et al.
em estudos usando o teste do MTT em culturas de fibroblastos (84).

Niinomi, tendo por finalidade estudar a citotoxicidade da liga Ti-29Nb—-12Ta—46Zr,
fez uma comparacdo desta com Ti puro e também com aliga TH6A -4V, utilizando o método
de MTT em células L-929. Os resultados demonstraram que a liga Ti—29Nb-12Ta—46Zr
apresentou citotoxicidade similar ao titanio puro e menor citotoxicidade que aliga Ti—-6AI4V
(28).

Long et al. realizaram um estudo com culturas de células da micréglia (BV2) e de
neurdnios (N27), submetendo-as ao tratamento com TiO,. De acordo com esse trabalho, nas
células BV 2 foi verificada uma grande producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs),
aumento da expressdo de genes pro-apoptdticos e pro-inflamatorios e uma reducdo do
metabolismo energético. Nas culturas de células N27, observouse um aumento do
metabolismo energético e a ativacdo de caspases pro-apoptoticas, mas ndo foi detectada
citotoxicidade, mesmo 72 horas apds a exposi¢ao (85).

Em um estudo realizado com o AlICk, Prolo et a. demonstraram que o aluminio
interfere na proliferacéo de células humanasin vitro e tem uma atividade pro-apoptética (86).
De acordo com Niu et al., a citotoxicidade do aluminio em céulas neuronais € decorrente de
alteracOes estruturais e funcionais observadas nas mitocondrias (87). Porém, de acordo com
Hussain et al., acitotoxicidade do aluminio foi muito baixa em um estudo empregando uma
linhagem de células hepaticas (BRL 3A) (88).

A citotoxicidade do vanédio, presente em diferentes compostos, também tem sido
avaliado. De acordo com Soares et al., o vanadio foi capaz de induzir morte celular por
necrose em cardiomidcitos, provavelmente em funcdo de alteracbes na polaridade das
membranas mitocondriais (89). Segundo Kordowiak et al., diferentes sais de vanadio
mostraram-se citotoxicos e antiproliferativos in vitro (90) e, complementarmente, segundo
Riley et al., o vanadio foi 0 mais toxico de uma série de metais avaliados em culturas de

células de epitélio pulmonar (91).
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Como podemos verificar, estudos com a liga Ti-6Al-4V demonstram auséncia de
citotoxicidade enquanto estudos com seus componentes individuais demonstram inducéo de
apoptose, necrose e atividade antiproliferativa. Provavelmente diferenca observada nos
resultados obtidos deve-se ndo s6 aos diferentes tipos celulares avaliados, mas,
principalmente, as concentracbes dos metais as quais as células foram submetidas. Nos
estudos com os metais em suas formas isoladas, as concentragdes empregadas sdo, com
certeza, muito superiores aguelas obtidas nos processos de extracdo realizados com a liga
metalica.

Entretanto, a literatura tem demonstrado que outras atividades nocivas podem ser
apresentadas pelos biomateriais, bem como por seus componentes. Em nossos resultados
pbde-se verificar que o extrato da liga Ti-6Al-4V foi capaz de induzir a formagdo de
microndcleos em todas as concentragdes testadas (Tabela 1 e Figura 14). A inducdo de
micronicleos é bem conhecida como sendo resultado da acdo de agentes capazes de
proporcionar a ocorréncia de quebras cromossdmicas (clastogénese) bem como de alteractes
nas fibras do fuso mitético, com conseqliente perda de cromossomos inteiros durante a
divisdo celular (aneugénese).

Como se observa na literatura existe uma preocupagdo quanto a citotoxicidade das
ligas metdlicas, mas, no tocante a genética toxicoldgica, poucos sdo os trabalhos dedicados a
essa area, mesmo porgue, Ndo havia uma regulamentacdo especifica para o assunto. Somente
em 2003 uma norma especifica, 1SO 10.993-3, veio contribuir para estipular parametros para
0s testes de genotoxicidade com biomateriais (80).

Um estudo redlizado com as ligas Co-Cr-Mo e Ti-6Al para investigar a
genotoxicidade através do testes de Ames e teste em células de Puiméo de Hamster Chinés
(V79-HGPRT) revelou resultados negativos para ambas as ligas (92). Vale ressadtar que
resultados negativos em bactérias podem apresentar-se positivos em células de mamiferos. Os
estudos descritos a seguir revelam resultados positivos quanto a genotoxicidade de ligas
metdlicas utilizando-se células humanas.

Stea et a. realizaram um estudo com pacientes portadores de implantes metdlicos.
Nesse estudo foi realizado o teste para avaliacdo de trocas entre crométides irméas (SCE) em
linfécitos e verificourse que os individuos portadores de implantes feitos com a liga Ti-6Al-
4V apresentaram uma maior freqiiéncia de danos genéticos do que o observado nos pacientes
com implantes de uma liga Co-Cr e que os individuos do grupo controle negativo. A
avaliacdo de troca de crométides irmas (SCE) € usada para estabelecer danos citogenéticos,

sendo considerado um ensaio bastante sensivel e preciso, detectando efeitos danosos de
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substancias quimicas mesmo que em baixas concentragdes (93). Um outro estudo realizado
em células de pacientes portadores de implantes da liga Ti-6Al-4V demonstrou um aumento
de aneuploidias nesses individuos (94).

Os danos a0 material genético citado acima corroboram nossos resultados, uma vez
gue a origem de MN ocorre em virtude de mutacGes cromossdmicas. Embora sejam testes
diferentes dos aplicados no presente trabal ho, todos esses procedimentos, de uma forma ou de
outra, demonstram o potencial daliga Ti-6Al-4V em ocasionar danos ao DNA.

Estudos realizados por Lu, Ho e Lee em 1998 revelaram que o TiO, € capaz de
induzir tanto MN guanto troca de cromatides irméas em culturas de células CHO-K1 (95). O
UF-TiO> (Oxido de Titanio ultra-fino) induziu MN e apoptose em culturas de células SHE. O
nimero de MN teve um aumento significativo em todas as concentracdes entre 0,5 e 5,0
ug/cnt. A citotoxicidade nessas células foi claramente detectada em uma concentragdo mais
elevada acima de 10.0 pg/cnt (96).

Estudos recentes com nanoparticulas de TiO, revelam sua capacidade de produzir
espécies reativas de oxigénio (EROs) e conseqlientemente causar danos ao DNA (97).
Nanoparticulas de TiO, também foram potencialmente genotoxicas para células de peixes em
condicdes in vitro. Esse efeito provavelmente esta relacionado a formacdo de radicais hidroxil
(*OH) (98).

Estudos em humanos mostraram que a ingestdo de combinagdes de vanadio pode
causar perturbagdes gastrointestinais. Além disso, combinagfes de vanadio podem afetar rins
e outros 6rgaos de ratos em doses relativamente baixas. Em doses mais altas, podem causar
efeitos adversos e afetar a reproducdo e o desenvolvimento de ratos. Esses efeitos ainda ndo
foram demonstrados em humanos, mas ndo ha nenhuma evidéncia de que ndo possam vir a
ocorrer (99).

No que diz respeito ao vanadio e sua genotoxicidade, num estudo realizado com sais
de vanadio (SVOs, NasVO4, NH4VOg3), os resultados revelaram que todos os compostos
testados apresentaram resultados positivos na inducéo de microntcleosin vivo (100). O 6xido
de vanadio (V203), 0 sulfato de vanadio SVOs) e 0 metavanadato de aménio (NH;VO3)
induziram trocas de crométides irmds (SCE) e aberracbes cromossdmicas (AC) em
experimentos realizados com culturas de células de Ovario de Hamster Chinés (101).

Considerando que o vanédio € um importante poluente ambiental e industrial,
Ramirez et a. estudaram a capacidade do mesmo quanto a inducdo de aneuploidias em

linfocitos humanos (102). Paraisso utilizaram a técnica de hibridacdo in situ por fluorescéncia
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(FISH), tendo como foco os cromossomos 1 e 7. Os resultados revelaram alteragoes
cromossdmicas numeéricas relacionadas a concentragdo do pentoxido de vanadio (V20s). Os
autores concluem que o V205 pode induzir aneuploidias em linfocitos humano e esse efeito
pode estar relacionado as anomalias na funcédo dos microtibulos e das fibras do fuso mitético.

A genotoxicidade de quatro compostos de vanadio — metavanadato de sodio
(NavO3), metavanadato de aménio (NH;VO3), ortovanadao de sddio (NasVO,) e sulfato de
vanadio (SVOs) foi avaliada em culturas de linfocitos humanos utilizando diferentes testes
citogenéticos para avaliacdo de danos cromossdmicos. Onde ndo foram observadas alteractes
nas freguéncias de aberracbes cromossdmicas estruturais, porem, foi detectado um aumento
significativo na frequéncia de aberracbes cromossdmicas numéricas e micronlcleos. Esses
resultados podem estar relacionados a um possivel mecanismo da agdo do vanadio, trazendo
prejuizos ao fuso mitdtico. Para a visualizagdo do centrémero no teste do micronicleo foi
utilizada a técnica de (FISH). Os quatro sais de vanadio mostraram um percentual positivo
para presenca de centrbmero marcado, indicando a presenca de cromossomos inteiros na
formagdo dos microndcleos, confirmando a potencialidade do vanédio em ocasionar
aneuploidias (103).

O pentoxido de vanadio (V20s) foi testado para verificar sua possivel capacidade em
induzir genotoxidade em seis 6rgdos diferentes de ratos (figado, rim, pulméo, baco, coracéo, e
medula 6ssea) utilizando o teste do cometa. Em todos os tecidos e 6rgaos avaliados (com
excecdo da medula dssea), o \VL,Os aumentou 0 nimero de células com danos genéticos. A
andlise de migracdo de DNA e a distribuicdo dos danos mostraram que h& diferencas na
sensibilidade a este composto entre os diferentes 6rgdos e tecidos avaliados (104).

Ha evidéncias claras que combinagdes pentavalentes e tetravalentes de vanadio
induzem aneuploidia in vitro, devido & interferéncia com o aparato do fuso. Essas formas,
como também vanadio trivalente, podem produzir dano ao DNA in vitro e (V20s) in vivo,
provavelmente devido as espécies reativas de oxigénio. No entanto, os dados disponiveis
sugerem que combinagdbes de vanadio ndo produzem mutacBes pontuais (génicas). As
evidéncias de que possa também induzir aberragdes cromossdomicas sdo obscuras (99).

Em uma revisdo sobre os efeitos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos do
vanédio, concluit-rse que o vanadio ndo € clastogénico e apresenta-Se COMO POUCO
mutagénico. Porém, esse elemento apresenta atividade mitogénica, afetando a distribui¢do dos
cromossomos durante mitose, reforcando a idéia de aneuploidiogénese. N&o existem dados

indicando que o vanadio seja carcinogénico em animais ou em seres humanos, mas a partir do
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momento que 0 mesmo interfere na mitose e distribuicdo dos cromossomos, a possibilidade
do vanédio ser carcinogénico sob certas condigdes ndo pode ser desprezada (105).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) ndo sO sdo conhecidas por danificar o DNA,
mas também por ocasionar danos a outros componentes celulares como proteinas e lipidios. O
estudo de lesbes a0 DNA € importante porque os danos podem ser mutagénicos, e,
potencialmente, carcinogénicos. Varios metais estdo envolvidos na formacdo de EROs
apresentando diferentes mecanismos de acdo (107).

O aumento significativo de células micronucleadas em relaco ao controle negativo
observado em nossos dados corrobora com a idéia de que os metais podem ocasionar danos
oxidativos no DNA. Fica evidente, porém, a necessidade de realizacdo de estudos mais
apurados em relacdo as ligas metdicas para que hga uma melhor compreensdo dos
mecanismos de danos ao material genético.

O aluminio é conhecido como toxico, especialmente sua forma trivalente (Al*3) que
representa sua forma mais soltvel. A intoxicacdo por Al esta relacionada a algumas desordens
patogénicas, principamente doencas neurodegenerativas como Mal de Parkinson e Mal de
Alzheimer (108).

Em estudo para avaliar o potencial mutagénico do cloreto de aluminio (AICk) Lima
et al., utilizaram o ensaio do Cometa, e analise de aberracbes cromossdmicas para avaliar 0s
danos a0 DNA (108). Varias concentragdes foram testadas em linfécitos humanos, todas as
concentracOes testadas foram citotdxicas e reduziram significativamente o indice mitético em
todas as fases do ciclo celular. Houve também indugcdo de dano a0 DNA apresentando
clastogénese em todas as fases do ciclo celular, especialmente na fase de S. Também houve
inducéo de poliploidia em tratamentos executados durante a fase de G1. A presenca de
genotoxicidade e poliploidia naintérfase e mitose, respectivamente, sugerem que o cloreto de
aluminio é clastogénico e, indiretamente, afeta a construcéo dos fusos mitéticos.

Em um trabalho realizado por Lankoff et a. com linfocitos humanos, o auminio
revelou-se um agente com propriedades citotOxicas e gerotoxicas, por ser capaz de induzir
danos oxidativos a0 DNA (109). Nesse nesmo trabalho, verificou-se que a exposi¢do ao
aluminio pode causar um atraso no ciclo celular. Também foi detectado que o aluminio inibe
0 reparo de danos ao DNA induzidos por radiaco.

Mediante os resultados obtidos nos experimentos acima quanto a reducéo do indice
mitotico, esses dados corroboram com o presente estudo, uma vez que nos resultados obtidos
em relacdo a quantidade de células binucleadas (indice de Binucleagdio) observou-se uma

reducéo nas mesmas a medida que aumentava a concentracdo do extrato da liga.
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Banasik et. a. ao analisarem vérias concentragdes de AlCk pela técnica FISH (para
sinalizar o centrdbmero) observaram que a freguéncia de MN, aumentada inicialmente,
diminuiu a atas concentracfes Essa diminuicéo na freqiéncia de MN poderia ser explicada
por um forte aumento na freqiiéncia de apoptoses. Verificou-se também que o AICk induziu
MN formados por quebras cromossdmicas ou perda de cromossomos inteiros (110).

Vérios compostos metdlicos [sais de Al (I11), Cd (1), Hg (1I), Sb (V), Te (VI), e Tl
(D] tiveram a sua capacidade de inducdo de MN avaliada, utilizando a técnica de FISH e
células binucleadas em linfécitos humanos. Como resultado desse experimento, todos os
compostos metdlicos testados com excegdo do ThSO4, mostraram um aumento significativo
na inducdo de MN comparados ao controle. Quanto aos resultados do FISH, houve um
aumento na freqiiéncia de micronucleos apresentando cromossomos inteiros, ou sgja, com
centrémero marcada (C+ MN) para os compostos de Al, Cd, e Hg (111).

O teste de MN em linfocitos de trabalhadores de industrias que utilizam o aluminio
revelou um leve aumento de MN nos mesmos em relacdo ao controle, porém, ndo foi
significativamente diferente. Entretanto, o teste do cometa utilizando um inibidor de reparo
apresentou resultados significativamente diferentes entre os trabalhadores e o grupo controle
(112).

Estudos realizados com plantas também revelam danos a0 material genético e
producdo de radicais livres em virtude da presenca de aluminio principa mente acumulado nas
raizes de arroz conforme demonstrado por Meriga (113). O aluminio também induziu morte
celular e danos ao DNA revel ados pelo teste cometa em células de Allium cepa (114).

Outros metais que ndo estdo presentes na composi¢do da liga avaliada neste trabalho
também sdo alvos de estudos quanto a sua possivel genotoxicidade. Goethem, Lison e Kirsch
Volders compararam o potencial genotoxico do cobalto (Co) puro com uma liga contendo
cobalto e tungsténio (WC-Co) através do teste cometa e MN utilizando linfécitos humanos.
Os resultados indicaram que a liga WC-Co produziu um nivel mais alto de dano ao DNA em
comparacdo ao Co puro. Resultados do teste de MN confirmaram essas observactes. Ficaram
claras que as propriedades clastogénicas do Co aumentam significativamente quando esse
metal € misturado ao Tungsténio, sugerindo que as caracteristicas fisico-quimicas dessa liga
podem agir como um dos importantes paréametros responsaveis pelo aumento da incidéncia de
canceres do pulméo observada na populacéo dos trabalhadores envolvidos com esses metais
(43).
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Um trabalho de revisdo sobre o berilio concluiu que ndo existe um consenso sobre
sua genotoxicidade, sugerindo-se que novos ensaios sgjam realizados, uma vez que
profissionais sGo expostos a esse metal na fabricagcdo de cerémica e ligas metalicas (115).

Percebe-se também, que no campo dos biomateriais existe atualmente, uma
preocupacdo ndo sO em estudar 0s mecanismos de danos ao DNA, possivelmente provocados
pelos metais, mas também na compreensdo da influéncia do tamanho das particulas utilizadas
nos dispositivos médicos.

Nanoparticulas e microparticulas da liga cobalto-cromo foram testadas quanto a sua
possivel citotoxicidade e genotoxicidade. As nanoparticulas causaram mais radicais livres e
danos maiores a0 DNA em relagdo as microparticulas, apresentando também maior
citotoxicidade. Esses ensaios foram realizados com linfécitos humanos. Assim sendo, deve-se
levar em conta 0 conceito de nanotoxicologia no desenvolvimento de novos dispositivos
cirargicos (73).

Segundo Brooks et al., verificouse que quando ocorrem alteracOes genéticas
multiplas no organismo durante certo periodo de tempo, certos materiais utilizados como
implantes podem originar tumores (116). O presente trabalho de forma alguma tem como
objetivo causar polémicas ou levantar riscos exagerados no uso dos metais em biomateriais.
Porém, fica clara a necessidade ndo apenas da realizacdo de estudos mais profundos, tanto in
vitro quanto em individuos portadores de implantes constituidos de ligas metdlicas. Vale
ressaltar que nossos resultados sdo baseados em uma Unica metodologia € em um Unico
sistema in vitro. De acordo com Rahmanet al., aindugdo de microntcleos € resultado de um
dano genético bastante primério e, assim, associar esses eventos diretamente a origem de

tumores seria muito precoce e especulativo (96).
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados de viabilidade celular obtidos com o teste do MTT,
podemos concluir que o extrato da liga Ti-6Al-4V ndo foi citotdxica para as culturas de
células CHO-K1, em nenhuma das condicbes empregadas no presente estudo. O teste do
microntcleo demonstrou que as trés concentragtes do extrato avaliadas foram mutagénicasin
vitro. Dessa forma, podemos concluir que provavelmente ions metélicos presentes no extrato
foram capazes de ocasionar quebras cromossOmicas e/ou perda de cromossomos inteiros.
Verificouse também gue as duas maiores concentracfes do extrato (75 e 100%) reduziram o
indice de binucleacdo das culturas de CHO-K1 em relagdo ao grupo controle negativo. 1sso
demonstra que os ions provavelmente liberados e presentes no extrato da liga Ti-6AI-4V aqui
analisado interferiram no processo de divisdo celular mitético.

Dessa forma, baseados nos resultados obtidos e aqui apresentados, podemos concluir
gue, de maneira geral, mais estudos in vitro e in vivo se fazem necessarios na area de
biomateriais. Assim, apos essas avaliagles, ter-se-4 uma maior seguranca no uso prolongado

de proteses e implantes metdlicos durante longos periodos.
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