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Contexto: El cobre es empleado en su forma pura o como constituyente de aleaciones en biomateriales den-
tales y dispositivos intrauterinos (DIU) utilizados para la anticoncepcion.

Objetivo: Analizar el efecto citotéxico del cobre sobre las células UMR106 de origen osteoblastico y sobre las
células ovaricas de hamsters chinos (CHO K1).

Métodos: Se cultivaron células UMR106 y células CHO K1 en presencia de discos de cobre puro ubicados en
el centro de las capsulas utilizadas para cultivo, evaluando simultaneamente controles sin cobre. Se determi-
no el nimero de células vivas y muertas luego de distintas exposiciones entre 3 h'y 72 h. Se midié la concen-
tracion de cobre liberado en condiciones similares en el medio de cultivo sin células después de distintos tiem-
pos de inmersion.

Resultados: Se pudo constatar que en presencia de cobre el nimero de células muertas decrecia al aumen-
tar la distancia cobre-célula y crecia con el tiempo de exposicién, encontrandose ciertos tiempos y concentra-
ciones umbrales por debajo de los cuales no se observaba efecto. Se not6 también que la velocidad de repro-
duccion celular decrecia en presencia de los iones metalicos evidencidndose un mayor efecto citotéxico en
las lineas celulares de origen 6seo.

Conclusiones: La exposicion al cobre no reduce de manera importante el nUmero de células vivas pero pro-
vocan cambios en la velocidad de reproduccion en ambas lineas celulares.

Rev Fac Cien Med (Quito) 2008; 33: 78-83.

Direccién para
correspondencia:

Dr. Miguel Reigosa. Instituto
Multidisciplinario de Biologia
Celular (IMBICE); Calle 526 y
Camino General Belgrano
(entre 10 y 11); B1900BTE;
La Plata — Argentina.

E-mail:
cultivos@imbice.org.ar

Palabras clave
Citotoxico, cobre, osteoblastos,
dispositivo intra uterino, DIU.

Recibido:
02 - Mayo - 2008
Aceptado:
25 - Junio - 2008

Intfroduccidn

La liberacion de cobre desde biomateriales den-
tales a través de procesos corrosivos ' puede pro-
ducir reacciones téxicas, alérgicas, mutagénicas
o inflamatorias. Los iones metdlicos difunden a tra-
vés de los tejidos duros y blandos produciendo sin-
tomas clinicos tales como dolor, lisis y necrosis de
tejidos B ™. En el caso de los dispositivos infra-uteri-
nos (DIU), los iones cobre liberados son los que
otorgan caracteristicas anticonceptivas al disposi-
tivo 2 La velocidad de liberacion de iones es
mayor durante los primeros dias de implantacion y
podria estar relacionada con reacciones de infla-
macion locales durante dicho periodo ™,

Los estudios de citotoxicidad de iones metdlicos
consisten frecuentemente en evaluar el efecto
toxico del idn sobre determinadas funciones celu-

lares. Se utilizan a menudo lineas de células clona-
das como la UMR10é. Esta linea celular conserva
ciertas caracteristicas del fenotipo osteobldstico.
Las células de ovario de hamster chino (CHOK1)
se consideraron adecuadas para estudiar los
efectos de la presencia de iones cobre en el apa-
rafo genital, especialmente en lo que respecta al
efecto sobre la velocidad de reproduccion celu-
lar, debido a su alta velocidad de reproduccién.

En la bibliografia se reportan ensayos de citotoxici-
dad realizados utilizando distintas fuentes de
iones: cobre metdlico "in situ”, extractos prove-
nientes de la disolucién de cobre "ex situ”, o adi-
cion de sales de cobre "2, En los Ultimos dos
casos se frabaja a concentracién de cobre cons-
tante tanto en tiempo como en espacio.
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Sin embargo, la concentracion de iones metdlicos en
los tejidos que rodean a un biomaterial implantado
no es constante [6] probablemente debido a limita-
ciones de los procesos de transporte que conducen
a variaciones del nivel de iones tanto en el espacio
como en el tiempo. Es interesante, entonces, evaluar
el efecto de dicha variacién sobre las lineas celulares
con el objeto de simular la situacién clinica.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar com-
parativamente el efecto de los iones cobre libera-
dos por una muestra de cobre metdlico sobre line-
as celulares de dos tipos de células las UMR106 y
las de ovario de hamster (CHOKT1), analizando la
influencia de la variacion de los posibles gradien-
tes de concentracién con el tiempo de exposicién.

Materiales y Métodos

Muestras metdlicas y liberacién de iones

Se utilizaron discos de cobre puro de 0.314 cm?de
drea que fueron esterilizados en un autoclave
antes de ser transferidos a la cdpsula de cultivo. El
total de medio de cultivo adicionado fue de 3 mL.
La concentracién de iones liberada se midié a tra-
vés de espectrofotometria de absorcidon atémica
(sensibilidad: 0.1 ug/mg para el cobre). Se reali-
zaron experiencias en presencia y ausencia de
células. Los extractos de la solucién sobrena-
dante también fueron utilizados para evaluar la
citotoxicidad en el cultivo a concentracién
constante, con fines comparativos.

Incubacién de las células

Las células CHO fueron cultivadas en medio
Ham’s F10 (Gibco, Grand Island, NY) suplemen-
tado con 10 % de suero fetal bovino (Natocor,
Cérdoba. Argentina) 100 unidades/ml de penici-
lina (Gibco) y 10 ug/ml de estreptomicina
(Gibco) a 37 °C en una atmodsfera de 5 % de
CO2. Las UMRI106 derivadas de osteosarcomas
de ratas se culfivaron en condiciones similares
pero con DMEM (Gibco) como medio de cultivo.

Viabilidad Celular

La viabilidad de las células fue determinada uti-
lizando la mezcla bromuro de etidio/naranja de
acridina de acuerdo a lo reportado previamen-
te 1. Se empled una alicuota de 5 u/L de la
mezcla 1:1 de bromuro de etidio (100 ug/mlL,
Sigma) y naranja de acridina (100 ug/mL, Sigma)
que se mezclaba con 50 ul de la suspensidn de
células. Inmediatamente eran observadas en un

microscopio Olympus BX50 por epifluorescencia
equipado con filtros apropiados. Las células via-
bles aparecen como verdes fluorescentes mien-
tras que las células muertas aparecen tefidas de
naranja. La densidad de células se expresa como
numero de células por cm? de superficie.

Resultados

La variacién de la concentraciéon de especies
de cobre con el tiempo se muestra en la figura 1.
La concentracién fue medida en la solucién
sobrenadante en contacto con la muestra del
cobre metdlico. Cada valor corresponde a la
acumulacioén de iones cobre durante el periodo
seleccionado. Se encontré una variacién lineal
durante las primeras 48 h. Una relacion similar
con valores ligeramente menores se encontra-
ron en presencia de las células.
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Figura 1: Concentracién de iones cobre en el medio de cultivo
estéril (v) y en presencia de células (*)
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Figura 2: NUmero de células (UMR106) muertas después de 24,
48y 72 h; y concentracion de células en los extractosdespués
de 24 h (Ext24h), 48 h (Ext48h) y 72 h (Ext72 h).
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Si las experiencias se repiten en presencia de
un disco de cobre metdlico como fuente de
iones cobre los resultados varian significativa-
mente si se analiza la variacién de la viabilidad
en regiones concéntricas al disco de cobre,
como indica la figura 3.

Disco de
cobre

Figura 3: Ubicacion del disco de cobre y de las regiones
A, By C enla cdpsula de cultivo. I

Las figuras 4 y 5 muestran el resultado de la evao-
luacién de células sobrevivientes y muertas para
los cultivos de UMR106 en las experiencias realiza-
das de acuerdo a la distribucién indicada en la
figura 3. Alli se puede observar que los resultados
varian de acuerdo a la regién (A, B o C) El nUme-
ro de células vivas en las regiones B y C alcanza un
mdximo a las 48 h debido al crecimiento celular,
para luego decrecer debido a la muerte y des-
prendimiento de células. En la region C el efecto
de los iones cobre se observa a partir de las 48 h a
través de una disminucidn del nUmero de células
vivas. El decrecimiento del méximo observado en
las regiones B y C probablemente se deba a una
disminucién de la velocidad de crecimiento indu-
cida por los iones cobre.
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Figura 4: NUmero de células vivas en funcidén del tiempo para
las distintas regiones.

La figura 5 muestra que la variacién de células
muertas con el tiempo en la regién A alcanza un
valor mdximo para luego disminuir debido al des-
prendimiento de las células. Enlas regiones By C
el nUmero de células muertas que permanecen
adheridas no se incrementd significativamente
durante las primeras 48 h debido a que parte de
las células se desprende. A las 72 h se observa
que el efecto de los iones cobre afecta significa-
tivamente a la regién C mostrando un aprecia-
ble incremento en las células muertas adheridas,
en concordancia con la disminucién de células
vivas observadas.
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Figura 5: Variaciéon del nUmero de células muertas con
el tiempo de acuerdo a la regién.

En la figura é se muestran experiencias similares
realizadas con células de ovario para un perio-
do de exposicién de 24 h en el cultivo con disco
de cobre y en el control (barra gris) sin él.
Puede observarse que el niUmero de células
supervivientes aumenta al incrementar la dis-
tancia a la muestra de cobre y el niUmero de
células muertas disminuye.
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Figura 6: Densidad superficial de células supervivientes en el con-
trol (sin cobre) (gris) y en el cultivo con cobre (llll) y células muer-

I tas en el cultivo (blanco) luego de una exposicion de 24 horas.
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Discusidn

Al analizar los resulfados obtenidos con los
extractos (figura 2) debe tenerse en cuenta que
en dichas experiencias la concentracién de iones
cobre no varia ni con el espacio ni con el tiempo.
Alli se observa un incremento del nUmero de célu-
las muertas con el tiempo de exposicién y para un
mismo tiempo de exposicion un mayor indice de
células muertas a mayor concentracion de cobre.
Estas experiencias difieren notablemente de las
redlizadas en presencia del cobre metdlico
donde se observa que el nUmero de células vivas
y muertas varia con el tiempo y con la distancia al
cobre. En la regién A, cercana al cobre, hay muy
bajo numero de células vivas y el nUmero de célu-
las muertas se incrementa con el fiempo, en coin-
cidencia con resultados previos obtenidos es siste-
mas de distinta geometria M,

La velocidad de crecimiento en las células CHO
(figura 5) es mayor que en las UMR106 (figura 4)
alcanzando en el mismo periodo un mayor nUme-
ro de células (30 % mayor). El nUmero de células
muertas (barra blanca) después de 24 h de expo-
sicidn es menos elevado que en el caso de las
células osteobldsticas. El nUmero de células CHO
supervivientes crece en el sentido A<B<C (barra
rayada) y el de las muertas adheridas decrece:
A>B>C (barra blanca). Salvo en la regiéon C, la
suma de células vivas y muertas es menor que el
nUumero de células del conftrol. Existen dos posibili-
dades que se hayan desprendidos luego de su lisis
o que haya menor reproduccién celular. Frente al
bajo nUmero de células muertas, es mds probable
gue exista una importante inhibicidon en la veloci-
dad de crecimiento debido a la presencia del
cobre que se manifiesta en un menor nimero de
células vivas adheridas en el cultivo conteniendo
cobre que en el confrol en todas las regiones
(especialmente enla Ay enla B). En forma similar
al caso de los osteoblastos la curva nimero de
células vivas vs. tiempo también pasa por un maxi-
mo luego de 48 h de exposicidn al medio conte-
niendo cobre.

Las exposiciones por periodos menores de 3 h no
causan la muerte de células osteobldsticas aun a
concentraciones altas (c.a. 50 mg/L). Ademds
concentraciones de 16 mg/L no reducen el nUme-
ro de células vivas ain después de exposiciones
de 24 h. Consecuentemente hay valores de tiem-

po y concentracién que son umbrales, debajo de
los cuales el efecto de los iones cobre no puede
detectarse a través de la enumeracion de células.
Sin embargo, si se observan cambios en la veloci-
dad de reproduccidn celular.

Los resultados reportados sobre corrosidén de
cobre en medios electroliticos que simulan la
composicién de los fluidos uterinos ""®muestran la
cinética de la liberacion del cobre e informan la
liberacién del mismo en ug/dia, es decir la masa
de iones acumulada durante 24 h de exposicion.
Sin embargo, las condiciones experimentales des-
critas son diferentes a las correspondientes a los
casos clinicos.
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ca, al CONICET (PIP 02359), a la ANPCyT (06-12508)
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subsidios recibidos y al Sr. Daniel Cartrogiovanni
por la compaginacién del articulo.
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Comparison of copper cytotoxic effect on ovarian
and osteoblastic cells.

Reigosa M, Labarta V, Gémez de Saravia SG, Fernandez Lorenzo de Mele M.
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Summary

Background: Copper may be used either pure or in alloys employed for dental biomaterial and contraceptive
intrauterine devices (IUD).

Objective: The present study analyses copper cytotoxic effect on osteoblastic UMR 106 and ovarian cell from
Chinese hamsters (CHO K1).

Methods: Cells were cultured in capsules containing a central pere-copper disk. A simultaneous analysis was per-
formed in control without copper. After different exposure times from 3 h to 72 h, the number of live and dead cells
and under similar laboratory conditions was measured after several immersion times.

Results: We observed that in the presence of copper, the number of dead cells decreased as copper-cell distan-
ce was longer, and increased as exposure time was extended. No effect was observed below some threshold expo-
sure times and concentrations. Cell reproduction speed was lower when metallic ions were present, showing hig-
her cytotoxic effect for bone cell lines.

Conclusion: The copper exposition do not reduce the number of life cells, however, it produces changes in the
velocity of reproduction of both, ovarian and osteoblastic cells.
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