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1. INTRODUCAO

Métodos “in vitro” que utilizam culturas celulares tém sido padronizados para avaliagao da
toxicidade de biomateriais, principalmente aqueles de aplicagao clinica, que nao devem causar
reagcGes adversas € nem lesar o organismo do paciente. Estes testes de citotoxicidade consistem
em adicionar o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de
mamiferos, verificando-se as alteragoes celulares por diferentes mecanismos, entre os quais a

incorporagao de corantes vitais ou a inibigdo da formagao de colbnias celulares.

O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade & a viabilidade celular, que pode ser
evidenciada com auxilio de corantes vitais como o vermelho neutro, solGvel em agua e que
passam através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos, fixando-se por figagdcs
eletrostaticas hidrofobicas em sitios aniénicos na matriz lisossomal. Muitas substancias danificam
as membranas resultando no decréscimo de captura e ligagao do vermelho neutro sendo possivel
distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela medida de intensidade de cor da

cultura celular,

Os métodos “in vitro” apresentam vantagens em relagao aos “in vivo” tais como poder
limitar o nimero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente, além do
periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto. Podem ainda serem utilizados com sucesso,
pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente acessiveis para a execu¢do do
estudo de biocompatibilidade.

A determinagéo da citotoxicidade pode ser através de avaliagao qualitativa ou quantitativa.
A avaliagdo qualitativa € realizada pelo exame microscépico das células para verificagdo de
mudan¢as na morfologia geral, vacuolizagao, destacamento, lise celular ou de membrana e o
resultado é relatado como atoxica, leve, moderada ou severa citotoxicidade, que também pode ser
numérico. Na avaliagao quantitativa é realizada medida de morte celular, proliferacao celular ou
formacdo de coldnias celulares. O nimero de células, quantidade de proteinas, liberagdo de
enzimas, liberagdo ou redugdo de corante vital ou outro parametro de medida pode ser

quantificado por meios objetivos.

Para o presente estudo, foi realizado um ensaio de citotoxicidade por difusdo em Agar em
cultura de células de fibroblastos de camundongo (373). Essa linhagem foi sclecionada pois ja
encontra-se estabelecida e € bastante utilizada em experimentos de citotoxicidade por apresentar

reprodutibilidade nos resultados em varios laboratérios que utilizam este método.
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O ensaio em questio, € apropriado para avaliagdo de materiais de diferentes tamanhos e
densidades, que poderiam danificar as células em um contato direto. Além disso, este teste pode
ser utilizado para amostras nao estéreis, materiais e formulagdes em desenvolvimento,
principalmente aqueles de aplicagao clinica, como parte de um controle de qualidade da empresa

responsavel.

2. OBJETIVO

Determinar a citotoxicidade das amostras Aditivo oxi-biodegradavel d2w93224 e
Envelope plastico em pebd com 1% de aditivo oxi-biodegradavel d2w93224 em estado de
degradacado fabricado pelo empresa VISUART EMBALAGENS, através do método de difusdo em

Agar para fibroblastos de camundongo (3T3) mantidos em cultura, encaminhadas pela empresa
RES Brasil S/S Ltda.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e equipamentos

Culturas de fibroblastos de camundongo
(3T3) mantidas em Garrafas T-75

Meio de cultura: Modified Eagle Medium
(MEM)

Ampicilina + Estreptomicina

Soro fetal bovino (SFB)

Tripsina 0,25%

Agar 3%

Discos de Filtro de papel

Solugdo de Hanks

Neutral Red

Placas dc cultura de 6 pocos

3.2. Preparagao das culturas de células

Tubos de 50 mL

Tubos de 15 mL

Pipetas de 5 e 10 mL descartaveis
Pipetas de vidro tipo Pasteur
Pipetas automaticas monocanal
Céamara de Neubauer

Régua milimetrada

Estufa de CO;

Microscépio invertido

Fluxo laminar vertical

Estufa para esterilizagao

Autoclave

As culturas de fibroblastos de camundongos (3T3) mantidas em garrafas T-75 foram
tripsinizadas. A suspensao celular obtida foi usada para semear culturas de células em placas de
6 pogos. lCada pogo recebeu cerca de 5 x 10* células. As culturas foram mantidas em meio
MEM/10%SFB incubadas em estufa de CO; 5% a 37°C por 48 horas.
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3.3. Preparagao e aplicagao das amostras

Apés este periodo, com a monocamada de células ja formada, o meio de cultura foi
desprezado e adicionado 1 ml do meio “overlay” em cada pogo. Este meio & composto de partes
iguais de MCM duas vezes concentrado e agar (Difco) a 3%. No momento do uso, o agar foi
fundido ¢ misturado na mesma propor¢do com o MEM duas vezes concentrado, ambos a uma

temperatura de 44°C. O meio foi deixado gelificar.

As amostras a serem testadas foram cortadas em discos (diametro de 5mm) e colocadas

sobre 0 agar. As placas foram incubadas novamente em estufa com CO, 5% a 37°C por 24 h.

Foram utilizados como controle positivo disco de papel de filtro (diametro de 5mm)
embebidos com Fenol. Como controle negativo, foram utilizados apenas discos de papel de filtro,
de natureza comprovadamente atoxica, na mesma dimensdo. Todas as amostras foram avaliadas

em duplicata.

3.4. Detecgdo da viabilidade celular pelo ensaio de incorporagao do vermelho neutro

Apbs 24 horas as amostras foram retiradas do contato com o gel. Foi entao adicionado

2mL do corante vermelho neutro (0,01%) em cada pogo e as placas foram incubadas por 1 h.

Apés esse periodo, as placas foram analisadas macroscopicamente quanto a presenga de
halo e microscopicamente quanto a integridade celular ao redor da amostra. A caracteristica de
toxicidade foi constatada pela presencga de um halo claro ao redor do material testado. Este halo é
observado quando ha lise e morte das células, liberando o corante vermelho neutro incorporado

nas células, dando um aspecto transparente ao local.

A citotoxicidade foi avaliada pela medida do didametro deste halo claro formado (Tabela 1),

medido com uma régua milimétrica, bem como pela analise da morfologia celular (Tabela 2).

Tabela 1: Descricdo do tamanho do Halo formado.
Classificagao

Descrigao do Halo

(indice)
0 Nao detectado formagéo de Halo
1 Halo somente abaixo da amostra
2 Halo expandido (< 0,5 cm) ao redor da amostra
3 Halo expandido (0,5 -1cm) ao redor da amostra
4 Halo expandido (>1cm) ao redor da amostra
bS] Halo envolvendo todo pogo
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Tabela 2: Descricio da quantidade de células mortas no Halo.

Clussificacko Descricdo de Lise Celular
(indice)

0 Nzo detectado citotoxicidade
1 < 20% da éarea afetada (halo )
2 20-39% da area afetada (halo )
3 40-59% da 4rea afetada (halo )
4 60-80% da area afetada (halo )
5 > 80% da area afetada (halo )

A partir das classificagdes acima, pdde ser calculada a resposta final de citotoxicidade,
(indice de resposta ( IR) ), representada através da fragao:

IR= indice do Halo / indice de Lise celular no Halo

Quanto maior IR, maior a citotoxicidade da amostra.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4 1. Determinagao da citotoxicidade das amostras

As amostras foram testadas quanto a capacidade de induzir 2 morte (citotoxicidade) em
fibroblastos de camundongo (3T3) mantidos em cultura. Para isso as culturas de células presentes
em placas de 6 pocos foram expostas, em contato indireto, as amostras e o efeito citotoxico
verificado pelo ensaio de incorporagdo do Vermmelho Neutro. Os resultados de citotoxicidade
podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3: Descricao do Halo

Amostras Halo Lise Celular IR

Controle positivo (Filtro de papel) 0 0 0/0
Controle negativo (Filtro de papel +Fenol) 1 5 1/5
DosABi0061-01 0 0 0/0
DosABI0061-02 0 0 0/0

O resultado foi baseado em dados observacionais. Macroscopicamente as amostras
Aditivo oxi-biodegradavel d2w93224 (DosABi 0061-01) e Envelope plastico em pebd com 1% de
aditivo oxi-biodegradavel d2w83224 em estado de degradacao (DosABi 0061-02) néo
apresentaram citotoxicidade visto que nao foram observados halos ao redor ou sob as mesmas.
Microscopicamente, para ambas as amostras, as células se mostraram integras sem nenhuma

alteragao morfologica, apresentando comportamento idéntico ao controle negativo.
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Quanto aos controles positivos (duplicata) foram observados halos com didmetro de 5 e
7mm sob a amostra, confirmando a toxicidade inerente ao material e o desempenho do método.
Foi observado ainda nestes pogos, alteragdes na morfologia celular. As células antes aderidas em

sua forma original, tornaram-se arredondadas, indicando a morte das mesmas.
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5. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada para avaliar a citotoxicidade das amostras:
Aditivo oxi-biodegradavel d2w93224 e Envelope plastico em pebd com 1% de aditivo oxi-
biodegradavel d2w93224 em estado de degradagao, encaminhadas pela empresa RES Brasil

SIS Ltda., pdde-se concluir que, nas condigbes usadas no teste:

As produtos Aditivo oxi-biodegradavel d2w93224 e Envelope plastico em pebd com
1% de aditivo oxi-biodegradavel d2w93224 em estado de degradagaoc nao apresentaram

efeito citotoxico.

Este relatorio destina-se exclusivamente ao uso intemo da empresa RES Brasil S/S Ltda.,
nao podendo ser utilizado em quaisquer veiculos de comunicagdo sem autorizagdo por cscrito do

autor.

Coordenador da Pesquisa (Alexandre Hamilton P. Ferreira)

2211112007

{posace)
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Area BioLosica
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