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Resumo

Neste trabalho, brincos comerciais utilizados para perfuracdo de orelhas foram avaliados
quanto ao desenvolvimento de corrosdo e citotoxicidade em presenca de um meio de cultura.
A superficie dos brincos foi observada por microscopia eletronica de varredura, antes e apos
exposicdo destes ao meio, para avaliar a presenca de defeitos no revestimento. Apos
exposicdo ao meio de cultura, os elementos dissolvidos/precipitados em consequéncia de
corrosdo foram analisados por ativacdo com neutrons. Os resultados indicaram a dissolucao
de guantidades significativas de niquel no meio de cultura. O mesmo meio colocado numa
cultura celular mostrou ser citotoxico, avaliado pelo indice de citotoxicidade [ICs5g(g) ].

Palavras chave: corrosdo, reacdo alérgica, niquel,citotoxicidade.

Abstract

In this study, the corrosion characteristics and cytotoxicity of commercial gold coated ear
piercing studs have been evaluated in a cell culture medium. The studs surface was observed
by scanning electron microscopy, before and after exposure to the medium, to assess the
presence of defects in the coating. After exposure to the culture medium, the
dissolved/precipitated elements due to corrosion were analysed by instrumental neutron
activation analysis. The results showed the dissolution of significant amounts of nickel in the
culture medium. The same medium in a cell culture showed cytotoxicity evaluated by
cytotoxicity index [1Cs5q(9) .
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INTRODUCAO

Brincos utilizados para perfuracdo de orelhas tém sido associados com reacOes
alérgicas/inflamatorias em algumas pessoas. Estes tipos de brincos sdo geralmente fabricados
utilizando-se um material substrato, menos nobre e mais barato, revestido com ouro. Na
perfuracdo de orelhas, geralmente estes brincos sdo deixados por cerca de dez dias até
completa cicatrizacdo. Durante este periodo, o brinco estd em contato com fluidos corpdreos,
e estes atuam como um eletrolito em contato com o brinco (eletrodo). Uma vez que o
revestimento de ouro apresenta pouca ou nenhuma toxicidade, a reacdo alérgica ou
inflamatdria deve ser causada por elementos do substrato.

Alguns dos materiais utilizados como substrato na preparacdo dos brincos sdo 0s acos
inoxidaveis austeniticos, 0s quais apresentam maior resisténcia a corrosdo em relacdo aos
demais acos inoxidaveis. O uso de acos inoxidaveis apresentam algumas vantagens além da
resisténcia a corrosao, boas propriedades mecanicas e facilidade de usinagem em diversas
formas e tamanhos. Porém, contém de 10-14% de Ni e este elemento tem sido relacionado
com toxicidade. Os agos inoxidaveis apresentam tendéncia a corrosdo em presenca de
cloretos, que sdo encontrados nos fluidos fisiologicos. A aplicacdo de revestimentos sem
defeitos é na pratica muito dificil. Consequentemente, ocorre contato entre o substrato e o
fluido corporeo, levando a corrosdo do substrato, o que acarreta na dissolucdo dos principais
elementos de sua composicdo, onde se inclui o niquel.

Além dos acgo inoxidaveis, outras ligas tém sido utilizadas comercialmente como substratos
para brincos, como as de cobre-zinco, que também contém niqquel em sua composicao.

A sensibilizacdo ao niquel foi observada inicialmente devido ao uso de brincos perfurantes
contendo este elemento em sua composicdo [1]. A dermatite de contato por niquel é causada
pela absorcdo deste metal pela pele e a literatura indica que reacdes alérgicas a niquel sdo
muito frequentes [1-7]. Seria portanto conveniente 0 uso de materiais isentos de niquel para a
confeccdo de brincos, principalmente os utilizados para a perfuracdo de orelhas. Outra
alternativa, seria a aplicacdo de revestimentos mais espessos do que 0s encontrados
comercialmente, porém isto implicaria em custos mais elevados.

Considerando-se a situacdo préatica atual, este trabalho teve como objetivo investigar o
comportamento dos brincos perfurantes banhados a ouro, encontrados comercialmente,
expostos a um meio fisiolégico, quanto a corrosdo e a citotoxicidade.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizados brincos revestidos com ouro, do tipo perfurante, obtidos comercialmente.

A composicdo do substrato foi analisada por meio de fluorescéncia de raios-X, e €
apresentada na Tabela 1.

Preparo do extrato: Doze pares de brincos foram colocados em contato com 60 mL de meio
de cultura RPMI-SFB (meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino e 1%

solucéo de antibidticos) durante 10 dias, a 37°C [8]. Apds o término do tempo de incubagio, o
extrato foi retirado para analise instrumental por ativacdo com neutrons (INAA) e ensaio de
citotoxicidade e os brincos foram enxaguados com agua destilada e deixados para secar em

estufa a 60 °C. Os brincos foram pesados antes e apds este procedimento.

A superficie dos brincos foi analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV) e
analise de energia dispersiva (EDS), antes e apds o preparo do extrato.

Para a determinacdo dos elementos dissolvidos no extrato foi feita a INAA que consistiu na
irradiagdo de 500 pL do extrato no reator nuclear IEA-R1, por um periodo de 16h, sob um
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fluxo de néutrons térmicos correspondente a 10" n.cm?s™. Apdls tempos de decaimento
adequados, as amostras e o padrdo foram medidos em um detector hiper puro de Ge acoplado
ao equipamento “EG&G Ortec ADCAM 918A Multichannel Buffer” e este a um
microcomputador. Os espectros de raios gama fora processados utilizando um “software”
adequado e as concentragdes dos elementos presentes foram calculadas pelo método
comparativo. O branco, correspondente ao meio de cultura RPMI-SFB, também foi analisado

para avaliar as concentracdes dos elementos presentes.

No ensaio de citotoxicidade[8,9] utilizou-se cultura de células de ovario de hamster chinés
(CHO k1), da American Type Culture Collection.

O ensaio foi realizado colocando-se dilui¢Bes seriadas dos extratos (50; 25; 12,5; 6,25%) em
contato com a cultura de células CHO k1 em placa de Petri de 15x60 mm, utilizando-se como
controle positivo uma solucdo de fenol 0,02% e como controle negativo, um extrato de
polietileno de alta densidade (HDPE).

As células CHO k1, foram cultivadas em garrafa de plastico, em RPMI-SFB, em estufa com
atmosfera umida e 5% CO, a 37°C, até obtencio de uma camada de células com crescimento
confluente. O desprendimento das células da garrafa foi feito com a tripsinizacdo das mesmas
e a suspensdo foi ajustada para 100 células/mL. Foram distribuidas 2mL dessa suspensdo em
cada placa de Petri e incubadas por cerca de 5h para adesdo das células. Apds esse periodo o
meio de cultura foi removido e nessas placas foram adicionados 5mL do extrato puro e de
cada diluicdo seriada. Na placa de controle de CHO k1 foi adicionado 5mL do meio fresco
(RPMI-SFB).

Foram feitas triplicatas de cada concentracdo dos extratos testados. As placas foram

incubadas em estufa imida com 5% CO, 37°C por 7 dias. Decorrido esse tempo o meio foi
removido e as col6nias formadas foram fixadas em formol 10% em uma solucéo salina 0,9%
e coradas com corante de Giemsa.

As colbnias visiveis em cada placa foram contadas e comparadas com o nimero de coldnias
da placa controle de CHO k1. O potencial citotoxico do material avaliado foi expresso em
indice de citotoxicidade (ICs) ).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da composi¢do do substrato dos brincos permitiu verificar que foram utilizados dois
tipos de materiais, ambos contendo niquel, para a confecgdo de diversas partes de um mesmo
brinco. A haste e cabeca do brinco foram confeccionados usando uma liga cobre-zinco e a
tarracha com um aco inoxidavel, como mostra a Tabela I.

Tabela 1 Composicdo quimica (% peso) dos materiais utilizados como substrato na
confeccdo dos brincos analisados por fluorescéncia de raios-X.

Substrato Elemento (% peso)
Fe Cr Ni Mo Mn Si Zn
Tarracha 69.8 | 16.7 10.5 0.24 2.5 0.16 - -

Haste/cabeca - - 6.8 - 1.9 - 50.1 40.3
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A pesagem das amostras antes e ap6s o término do periodo de incuba¢do mostrou um ganho
de peso correspondente a 2,5 mg, indicando a formacdo de produtos aderentes na superficie
dos brincos .

A observacdo da superficie dos brincos antes da exposi¢cdo ao meio de cultura mostrou a
presenca de defeitos no revestimento, como ilustra a figura 1. Na regido destes defeitos, pode
haver penetracdo dos eletrélitos mais facilmente, atingindo o substrato, onde as reacdes com
compostos do meio de cultura ocorrem.
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Figura 1 - Superficie de um dos brincos testados antes da exposi¢do ao meio de cultura.

Alguns produtos das reacgdes entre o substrato e 0 meio de cultura apresentaram-se aderentes,
depositados na superficie do brinco, como mostra a figura 2. A presenca de produtos aderidos
explica 0 ganho de peso detectado ap6s o término do periodo de exposicdo ao meio de
cultura.
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Figura 2 - Haste do brinco com produtos de corroséo aderentes.

Os produtos de corrosdo causaram tensGes no revestimento resultando em trincas, como
indica a figura 3. Estas por sua vez, expdem 0 substrato ao meio agressivo em novas regides
levando a propagacdo da corrosdo para novas areas.
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Figura 3 - Regido corroida da superf|C|e do brinco mostrando a presenca
de trincas no revestimento em consequéncia dos produtos de corrosao.

O espectro de analise de energia dispersiva em uma das regiées com produtos de corroséo
aderentes € mostrada na figura 4. Nota-se a presenca de fosforo, cloro, célcio e s6dio na area
atacada do brinco. Estes elementos sdo provenientes no meio de cultura. A presenca de cloro,
provavelmente devido a cloretos, comprova a agressividade do meio de cultura em relacéo
aos brincos testados. O fdésforo deve estar relacionado a formacéo de fosfatos, os quais por
sua vez atuariam no sentido oposto ao dos cloretos, conferindo alguma prote¢édo ao substrato.
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Figura 4 - Espectro de andlise de energia dispersiva de regido com produtos de corroséo.

O elevado teor de zinco na regido com produtos de corroséo, indicado no espectro da figura 4,
deve ter ocorrido devido a dissolucdo (ataque corrosivo) preferencial deste elemento da liga
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utilizada como substrato. Esta observacéo foi comprovada pela anélise quimica do extrato dos
brincos mostrada na tabela 2. Verifica-se que ocorreu um aumento significativo de 3 vezes no
teor de zinco no extrato, sendo este portanto proveniente da liga. A tabela 2 mostra também
que ouro e niquel foram liberados dos brincos estudados, enquanto que as concentragdes de
cromo e ferro no extrato foram da mesma ordem de grandeza daquelas encontradas no meio
de cultura. E importante salientar que o elemento que se apresentou em maior concentracio
no extrato foi exatamente o niquel, que tem sido associado com citotoxicidade.

Tabela 2 - Concentrac6es dos elementos presentes no extrato , pela INAA.

Elemento (ng/mL) ExtratoP Meio de Cultura
Au 860 =2 3.84+0.13
Cr 33+7 625 + 4
Fe 322 £ 82 288 = 63
Ni 3452 £ 410 284 + 21
Zn 1213+ 11 601 =6
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Figura 5. Curva de supressdo de coldnias do ensaio de citotoxicidade dos brincos

O indice de citotoxicidade é calculado pela projecdo da porcentagem do numero de colénias
das placas em relagdo a concentragdo do extrato, num grafico semilogaritimico, e é expresso
como ICsp(%), que € a concentracdo do extrato que suprime em 50% a formacdo de coldnias

em relacéo ao controle de células.

Na figura 5 pode-se observar que o controle negativo ndo apresenta citotocicidade, 1C5g(9) >
100, mas tanto o controle positivo como os brincos apresentaram efeitos citotoxicos,
demonstrando 1Cs0(%) = 32 e 26 respectivamente.

O efeito citotoxico dos brincos é provavelmente devido a alta concentragcdo de niquel no
extrato, pois o niquel apresenta efeitos toxicos nas culturas de células e tecidos[5]. O cobre
também poderia ser responsavel pela citotoxicidade. Segundo a literatura[10,11] ha uma
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estreita correlacéo entre a quantidade de cobre presente no meio de cultura e a citotoxicidade.
Neste estudo o cobre ndo foi analisado pela INAA, devido a interferéncia do Na presente em
alta concentracdo nessas amostras. A alta atividade do 24Na sobrepde o fotopico do 64Cu no
espectro gama obtido.

CONCLUSOES

A presenca de defeitos no revestimento de ouro de brincos utilizados para perfuracdo de
orelhas permitiu o ataque corrosivo do substrato pelo meio de ensaio (meio de cultura). A
corrosao do substrato por sua vez levou a liberacdo de niquel em concentragdes significativas
para 0 meio de cultura. Os brincos testados mostraram citotoxicidade e esta deve ter sido
causada pela alta concentragdo de niquel no extrato.
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