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RESUMEN

El acero inoxidable austenitico ASTM F745 ha sido sometido a corrosion localizada en medio de cultivo
celular y solucion acuosa de NaCl, cuyas concentraciones de cloruro fueron 4413,2 mg L' y 5423,1 mg
L, respectivamente. Se ha observado que la susceptibilidad a la corrosion localizada fue menor en el
medio de cultivo debido a su menor contenido de cloruros. El Fe fue el metal mas liberado en ambos
medios durante el proceso de corrosion. Las concentraciones fueron 0,570 mg L' en la solucion acuosa
de NaCl y 0,480 mg L! en el medio de cultivo. Las concentraciones de Cr y Mo fueron similares en
ambos medios, habiendo sido 0,040 mg L' y 0,010 mg L', respectivamente, mientras que Ni solo
se detecto en la solucion acuosa de NaCl, 0,100 mg L', Estas concentraciones de iones liberados no
provocaron efectos citotoxicos en células similares a osteoblastos.
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ABSTRACT

Austenitic stainless steel ASTM F745 has been submitted to localized corrosion in cell culture medium
and NaCl aqueous solution, whose chloride concentrations were 4413,2 mg L-1 and 5423,1 mg L-1,
respectively. It has been observed that the susceptibility to localized corrosion was lower in the culture
medium due to its lower chloride content. Fe was the most released metal in both media during the
corrosion process. The concentrations were 0,570 mg L-1 in the NaCl aqueous solution and 0,480 mg
L-1 in the culture medium. The concentrations of Cr and Mo released were similar in both media,
having been 0,040 mg L-1 and 0,010 mg L-1, respectively, while Ni was only detected in the NaCl
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aqueous solution, 0,100 mg L-1. These concentrations of ions released did not cause cytotoxic effects

in osteoblast-like cells.

Keywords: Localized corrosion, lon release, Cytotoxicity, Austenitic stainless steel

INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas importantes con respecto
al uso de biomateriales metalicos en el cuerpo
humano es la resistencia a la corrosion, debido
a que los fluidos biologicos contienen iones
agresivos, como el Cl-, que pueden provocar
corrosion localizada. Una preocupacion adicional
son los posibles efectos adversos que pueden
causar los componentes de aleacion presentes en
los biomateriales metalicos. El acero inoxidable
austenitico ASTM F745, tiene una composicion
de Cr y Ni que puede causar diferentes reacciones
sistémico-toxicas. El Cr, en el estado Cr*® puede
ser toxico y cancerigeno en concentraciones
suficientemente altas [1-5], mientras que el
niquel, puede provocar efectos alérgénicos,
carcinogénicos y de cito y genotoxicidad [1,2,5,6-
11]. Aunque la liberacion de iones puede ocurrir
espontaneamente, un eventual proceso de
corrosion la incrementaria.

Las pruebas in vitro evalian de forma rutinaria
la resistencia a la corrosion de los biomateriales
metalicos utilizando soluciones que simulan los
fluidos corporales, que consisten principalmente
en sales y medios inorganicos con y sin adiciones
de suero [12]. Sin embargo, los fluidos biologicos,
ademas de las sales inorganicas, contienen
compuestos organicos, como proteinas, vitaminas,
aminodacidos, hormonas y hemoglobina, razoén por
la cual algunos autores han mencionado que las
pruebas in vitro pueden no representar de manera
confiable los procesos que ocurren en el cuerpo
y desarrollaron experimentos para evaluar la
corrosion durante el cultivo de células [13-15].

El presente trabajo evalua la corrosion localizada
del acero inoxidable austenitico ASTM F745
(en adelante F745-SS), en un medio de cultivo
celular que se asemeja a los fluidos corporales.
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Los resultados se comparan con los obtenidos con
una solucion salina que contiene 0,9% de NaCl
utilizada con frecuencia en pruebas in vitro. Se
ha prestado especial atencion a la concentracion
de cloruros en los medios utilizados, ya que es
el anion mas agresivo desde el punto de vista de
la corrosion localizada en el acero inoxidable
austenitico. Finalmente, se midio la concentracion
de Fe, Cr, Ni y Mo liberados por el efecto de la
corrosion localizada, y posteriormente se evalu6 el
posible efecto citotoxico sobre la linea de células
osteoblasticas UMR-106 (ATCC CRL-1661),
mediante los ensayos de rojo neutro y MTT.

Materiales y métodos
Materiales

Se obtuvieron muestras de acero inoxidable
austenitico F745-SS mediante un proceso de
fundicion a la cera perdida, técnicas utilizadas
para fabricar implantes quirargicos [16]. La
composicion quimica fue la siguiente: 0,04% C,
18,09% Cr, 14,46% Ni, 2,02% Mo, 0,49% Si y
0,90% Mn. El acero inoxidable se sometié a un
tratamiento térmico de recocido y solubilizado
para disolver las fases de carburo no deseadas y la
ferrita-d que normalmente precipitan en los limites
de los granos durante la solidificacion.

Ensayo electroquimico

La susceptibilidad a la corrosion localizada se
evalud mediante pruebas de polarizacion ciclica.
La celda de corrosion se ensamblo con el material
de prueba como electrodo de trabajo con 3 cm? de
area, electrodo de calomel saturado (SCE) como
referencia y un electrodo de Pt como auxiliar.

Se utilizaron dos electrolitos: 1) un medio de
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cultivo completo compuesto por medio de
Eagle modificado de Dubelco (DMEM) con alto
contenido de glucosa, suplementado con suero de
ternero fetal inactivado al 10% (en adelante, CCM)
y 2) solucion acuosa de NaCl al 0,9% en peso (en
adelante, (NaCl-AqS). Las pruebas se realizaron
apH =74y 37 ° C, utilizando Potenciostato /
Galvanostato EG&G Modelo 273A controlado
por el programa CorrWear®. Las muestras se
mantuvieron durante 1 h a potencial de circuito
abierto (Eoc), y posteriormente, se realizd un
escaneo de potencial a 0,25 mVs™! en la direccion
anodica desde un valor de potencial 0,200 V mas
catddico que Eoc, hasta alcanzar las condiciones
de inversion (E =3 V /SCE o j = 10-4 A cm™).
Después de las pruebas, las concentraciones
liberadas de Fe, Cr, Ni y Mo se midieron mediante
ICP-OES y la concentracion de cloruro en el medio
se midi6 mediante el método de Mohr.

Citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron
empleando la linea celular osteoblastica de rata
UMR-106 (ATCC, CRL-1661). Las células
fueron expuestas al CCM que contenia los iones
liberados en el ensayo de corrosion, evaluandose
la viabilidad celular con los bioensayos de rojo
neutro (RN) y ensayo de reduccion del bromuro
de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico
(MTT). Los efectos sobre las células se han
comparado con controles positivos y negativos.
El control negativo [CTR (-)] estuvo representado
por el CCM sin exposicion al F745-SS, mientras
que el control positivo [CTR (+)] fue el CCM con
un agente citotoxico (fenol al 0,01%).

Resultados
Corrosion localizada

Las curvas de polarizacion ciclica del F745-SS en
los dos medios se muestran en la Figura 1. El ensayo
evalua la susceptibilidad a la corrosion localizada
y la capacidad para su desarrollo determinando
el potencial de corrosion (E_ ), €l potencial de
picado (E,,) y €l potencial de repasivacion (E,). El
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rango de pasividad del material estd determinado
por la diferencia (E,, - E. )y su capacidad de
repasivacion por la diferencia (E, - Eb). Cuanto
mayor es (E,, - E. ), menor es la susceptibilidad
a la corrosion localizada. Por otro lado, cuanto
menor sea (E, - Eb), mayor sera la capacidad de
repasivacion.

Losresultados obtenidos han mostrado que el F745-
SS ha tenido mayor rango de pasividad (0,835 V) en
CCM con respecto a su comportamiento en NaCl-
AqS (0,460 V). La capacidad de repasivacion, en
cambio, ha sido similar en ambos medios, aunque
ligeramente superior en CCM.

Otra caracteristica a considerar es el amplio lazo
de histéresis que se ha observado en ambas curvas
de polarizacion, propio de materiales que tienen
una mayor tendencia a sufrir corrosion localizada
y/o corrosion por rendija.
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Figura 1: Curvas de polarizacion del F745-SS en CCM y en
solucién acuosa de NaCl.

En la Figura 2 se muestra el picado provocado
por la corrosion localizada, donde se aprecia que
el dafio producido en NaCl-AgS parece ser mayor
que en CCM.

También se ha observado indicios de picado
por corrosion en la interfaz entre la matriz y las
inclusiones no metalicas, como se muestra en la
Figura 3.

CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS MATERIALES Izl




J. Parisi, D. Castrigiovanni, J. E. Grau, R. W. Gregorutti, C. I. Elsner

Figura 2: Dafio por corrosion localizada causado en el ensayo de polarizacion ciclica; (a) en NaCl-AqgS, (b) en CCM.

LIMF - Fl - UNLP

Figura 3: Imagen SEM de los dafios por corrosion localizada y zonas de analisis EDS.
A: zona de corrosion; B: matriz y C: corrosion iniciada en la interfaz matriz / inclusion.
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Los analisis de EDS realizados en las regiones
con picado indicaron la presencia de Cl y un
mayor porcentaje de O con respecto a las areas no
afectadas por corrosion localizada, como se indica
en la Tabla 1.

Tabla 1. Analisis EDS en la matriz y zona de corrosion. Con-
centraciones en% en peso.

Elementos . Pit de
[% en masa] Matriz corrosion
Fe 60,85 57,63
Cr 17,86 17,03
Ni 14,63 13,77
Mo 2,59 2,44
Si 0,39 1,32
O 0.48 3,61
Cl - 0,10

Los iones liberados en el proceso de corrosion
localizada han sido medidos por ICP-OES.
Los valores reportados en la Tabla 2, indican
que Fe fue el elemento mas liberado en ambas
experiencias, siendo mayor la cantidad registrada
en NaCl-AqgS. Las concentraciones de Cr y Mo
fueron considerablemente inferiores a las de Fe
y similares en ambos medios, mientras que Ni
solo se detecté en NaCl-AgS, ya que en CCM
su concentracion estuvo por debajo del limite de
deteccion (LD).

Tabla 2. Concentraciones de iones liberados en los ensayos
de corrosion localizada.

Fe | ¢ | Ni | Mo
[mg L]
NaCl-AgS | 0,570 | 0,040 | 0,100 | 0,010
CCM 0,480 | 0,040 | <DL 0,010
LD 0,018 | 0,003 | 0,011 0,002
ALimite de deteccion
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Ensayos de citotoxicidad

Los posibles efectos adversos de Fe, Cr, Ni y Mo
en las células UMR-106 se han evaluado en los
ensayos RN y MTT. Los resultados se muestran
en las Figuras 4 y 5, donde el efecto de los iones
liberados durante las pruebas de corrosion se
compararon con CTR (-) y CTR (+).
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Figura 4: Ensayo de rojo neutro. CCM, medio obtenido
del ensayo de corrosion localizada; CTR (-), medio sin
exposicion al material estudiado; CTR (+), medio con un
agente toxico (fenol al 0,01%).
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Figura 5: Ensayo MTT. CCM, medio obtenido del ensayo
corrosion localizada; CTR (-), medio sin exposicion al
material estudiado; CTR (+), medio con un agente toxico
(fenol al 0,01%).
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El ensayo NR evalua la viabilidad celular mediante
la actividad lisosémica. Las células viables pueden
absorber colorante NR (clorhidrato de 3-amino-7-
dimetil-amino-2-metil-fenazina) en los endosomas
y lisosomas, este es el fenomeno que evidencia la
cantidad de células vivas presentes en el medio de
cultivo, expuestas a un agente toxico [17,18].

Las células expuestas al CCM han mostrado una
alta viabilidad, comparable a la expuesta a CTR
(-), mientras que las CTR (+) han mostrado el dafio
causado por el agente toxico.

Por otro lado, el ensayo MTT evalua la actividad
metabolica mitocondrial de las células. Las
células viables promueven la reduccion del
bromuro de tetrazolio 3- (4, 5-dimetiltiazolil-2)
-2, 5-difeniltetrazolio (MTT) a formazan purpura
insoluble por la accién de la enzima succinato
deshidrogenasa presente en las mitocondrias [17-
19]. Las células con un metabolismo bajo reducen
muy poco el MTT, mientras que las células que
se dividen rapidamente exhiben una alta tasa de
reduccion.

Como en el caso del ensayo NR, los CCM que
contienen los iones liberados por la prueba de
corrosion localizada no han infligido ninguna
alteracion en la actividad mitocondrial y han
presentado una alta viabilidad celular.

Analisis de los resultados

Las pruebas in vitro suelen utilizar soluciones
inorganicas para inducir los procesos de corrosion,
emulando los fluidos corporales. Sin embargo,
estos ultimos se componen de soluciones complejas
de constituyentes organicos e inorganicos, asi
como de iones diversos. Entre ellos, el cloruro es
el que mas afecta la resistencia a la corrosion de
los biomateriales metalicos, ya que desestabiliza
la pelicula pasiva, promoviendo formas locales
de corrosion por picado y rendijas [20,21]. Segiin
la norma ASTM F2129/17 [22], la concentracion
de cloruro varia en diferentes fluidos fisiologicos,
siendo 4042 mg L' en liquido intersticial, 3811 mg
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L' en sinovial y 3581 mg L' en suero. Hanawa
[23], en su trabajo sobre la liberacion de iones de
las aleaciones utilizadas en implantes ha reportado
una concentracion de cloruro de 117 mEq L' en
liquido intersticial y 113 mEq L' en suero, tomando
en consideracion que estos valores implican un
serio riesgo de corrosion. En el presente trabajo,
las condiciones experimentales de las pruebas de
corrosion en CCM se asemejaron a las del cuerpo
humano, ya que su concentracion de cloruro ha sido
similar a las reportadas por Fotakis y Timbrell [ 18]
y van Meerloo et al. [19]. El caso del NaCl-AgS
es diferente en el sentido de que su concentracion
de cloruros supera considerablemente la de los
fluidos corporales. Esa condicién implica que los
ensayos in vitro se realizan en condiciones mas
desfavorables que las del medio corporal.

De acuerdo con las curvas de polarizacion
ciclica de la Figura 1, se podria argumentar que
el cloruro tiene mayor incidencia en la corrosion
localizada que las vitaminas, los aminoacidos y los
componentes organicos.

En cuanto a la influencia de las sustancias
organicas en la corrosion, Hanawa [23],
basandose en otros trabajos [24,25], menciona
que las proteinas y los aminoacidos aumentan la
velocidad de disolucion de la pelicula pasiva de
los aceros inoxidables, mientras que Eliaz [21]
sostiene que el papel de las proteinas es ambiguo
y depende de cual se utilice en los experimentos.
El origen de este comportamiento diferencial
podria estar relacionado con el hecho de que
algunos de estos compuestos contienen cloruro en
su composicion, como las proteinas L-Arginina.
CIH, L-Cistina.2CIH, L-Histidina.CIH.2H,O vy
L-Lisina.CIH que aparecen en el CCM utilizado
en el presente trabajo.

El cloruro provoca la disolucion de la pelicula
pasiva de Cr,0O, permitiendo el acceso de O a
la zona dafiada [26], como lo ha demostrado el
analisis EDS en las zonas de corrosion, en las
que se ha detectado la presencia de Cl y O. Asi,
la acumulacion de O provocaria la oxidacion de
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los elementos constituyentes del acero inoxidable,
lo cual se ha reflejado en la Tabla 1. En ambos
medios se ha observado una mayor concentracion
de Fe liberado luego de las pruebas de corrosion
localizada, posiblemente por ser el elemento
mayoritario en la aleacion con respecto al Cr, Ni
y Mo.

Enlos aceros inoxidables tipo 3161, como es el caso
del F745-SS, el Mo no solo mejora laresistenciaala
corrosion por cloruros, sino que también favorece
la restauracion de la pelicula pasiva [21,27].
Por ello, la capacidad de repasivacion, dada por
(EPit - Eb), ha sido similar en ambos medios,
pues representa una caracteristica intrinseca del
material, particularmente del contenido de Mo. Por
otro lado, la extension de la region de pasividad
depende de la resistencia a la corrosion localizada
del material y de la agresividad del medio, que en
este caso es funcion de la concentracion de cloruro.
Por otro lado, se ha evaluado el potencial efecto
citotoxico de los iones Fe, Cr, Ni y Mo liberados
por el F745-SS en el proceso de corrosion
localizada, considerando que esto implica una
situacion critica en el desempeio del material.

La linea de células osteoblasticas UMR-106
ha sido seleccionada para ensayos debido a sus
caracteristicas relacionadas con las células oseas.
Las células fueron expuestas al CCM con la
concentracion de iones indicada en la Tabla 2.

El ensayo NR ha revelado que la cantidad de
iones liberados durante la prueba de corrosion
localizada no ha causado ningun efecto dafiino
sobre la funcién lisosomal, y se ha observado
una alta viabilidad en las células expuestas a
CCM. De manera similar, la actividad metabodlica
experimentada en el ensayo MTT ha sido lo
suficientemente alta como para afirmar que no hay
efectos adversos sobre las mitocondrias.

Estos ensayos de citotoxicidad no se han realizado
a partir de medios de cultivo acondicionados
segun la norma ISO10993-5, sino con los medios
obtenidos del ensayo de corrosion. Sin embargo, los
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resultados han sido similares a los obtenidos en un
trabajo anterior sobre el mismo acero inoxidable,
que se ha realizado siguiendo las directrices de la
citada norma [28]. En ambos casos, los resultados
no han mostrado diferencias significativas con
respecto al CTR (-). La evidencia de no toxicidad
de F745-SS esta de acuerdo con otros autores
que han estudiado el efecto citotoxico del acero
inoxidable austenitico AISI 316L / ASTM F138,
utilizando diferentes lineas celulares, sin encontrar
efectos adversos sobre la viabilidad celular [29-31].

CONCLUSIONES

La corrosion localizada sufrida por F745-SS ha
dependido principalmente de la concentracion de
cloruro, mas que de los componentes organicos del
medio de cultivo. Estos resultados han revelado
que las pruebas in vitro realizadas con la solucion
de NaCl al 0,9% son mas agresivas desde el punto
de vista de la corrosion.

El Fe ha sido el metal mas liberado en el proceso
de corrosion localizada, mientras que las
concentraciones de Cr, Ni y Mo han sido similares
en ambos medios. Por otro lado, el Ni sélo se ha
detectado en la solucion salina de NaCl.

Los resultados obtenidos de las pruebas RN y MTT
han demostrado que la concentracion de iones
liberada por la corrosion localizada en el medio de
cultivo no ha provocado efectos adversos sobre la
viabilidad de las células osteoblasticas UMR-106.
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