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RESUMOG: Em testes de citotoxicidade /n vitro, pelo método de difusdo em 4gar, para
materiais de uso médico hospitalar e outros, foram usadas seis linhagens celulares
estabelecidas: AV,, Vero, RC-IAL, NCTC clone 929, RV.IAL, Hela e cultura priméria de
embrido de galinha (EG). Nos 20 materiais testados, as celulas EG demonstraram maior
sensibilidade, seguidas das céhulas RC-IAL ¢ Hela. O efeito citotdxico foi avaliado pela
presenga € pelas medidas dos didmetro dos halos difundidos. Pevido as dificuldades
operacionais com a cultura primaria EG recomenda-se, para os tesics de citotoxicidade in
vitro dos materiais citados, o uso de placas, em duplicata, das céiulas RC-IAL e Hela.

DESCRITORES: culturas celulares; materiais biccompativeis; testes de loxicidade.

INTRODUCAO

As culturas celulares vém apresentando cres-
cente importdncia nos {estes para detectar a toxi-
cidade de materias de uso meédico-hospitalar, Al-
guns destes materiais, tais como: tubos intraveno-
s0s, catéteres, sondas, valvulas, drenos, fraidas,
6leos, logdes eic., entram em contato direto com
o ser humarno, enquanto outros o fazem indireta-
mente como os tubos de bomba peristaltica, com-
ponentes de dialise, ressuscitadores, boisas, co-
pos, frascos, seringas etc.

Numerosos trabathos publicados indicam, ora
maior sensibilidade de animais em relagio as cul-
turas celularesi’i2, ora maior sensibilidade das
culturas ceciulares em relacdo a estes animais, o
que torna ¢ uso destas Gltimas mais vantajoso por
apresentar reproduiibilidade, rapidez e menor
custo na analised.14,34,16,17,18,20,21

Existem varias técnicas para o teste de toxicida-
de em calturas celulares, Em algumas, utiliza-se a

semeadura das células apds contaio do meic de
cultura com o material a ser testado!’; em outras,
extrai-se a parte 16xica dos materiais's, embeben-
do-a em papéis de filtros. Em algumas técnicas,
ainda, o material a ser testado é diretamente de-
positado sobre as culturas cefularess.? 18, enquan-
to que, em outras, o material a ser testado € depo-
sitado sobre uma camada de agar sobreposta as
cuituras celulares. A inibigio metabélica das cul-
turas celuiares também & utilizada como método
para detectar citotoxicidade de materiais de uso
médico2e.2!,

Os métodos gue utilizam camada de 4gar sobre
as culturas celulares de diferentes origens, ¢ ava-
liam o halo citotéxico difundido, t8m sido dos
mais usados devido 4s vantagens praticas, Nada
enconiramos, na literatura nacional, sobre testes
de toxicidade de materiais de uso médico-hospita-
lar em culturas celulares nos quais se utiliza cama-
da de 4gar, com excessdo de extensa tese de mes-
trado e sua posterior publicagdo em parte!23 s0-
bre testes de biocompatibilidade de produtos mé-

* Realizado na Seqdo de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Luiz, Sio Paulo, SP.

#* Do Instituto Adolfo Lutz.
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dico-hospitalares /n vivo e in vitro, onde foi em-
pregada somente uma linhagem celular.

Em nosso trabalho, apreseniamos a metodolo-
gia para os tesies de citowosicidade in virro pelo
método da difusdo em agar e, atraveés desta, com-
paramos seis diferentes linhagens de culturas celu-
lares e uma cultura primaria para avaliagio da
sensibilidade desias células frenle aos diferentes
malerials de use médico-hospitalar, e outros que
entram ¢m ¢contato com o ser humano,

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Dos materiais processados no periodo de junho
de 1983 a setembro de 1985, elegemos, por sor-
teio, 20 amostras para serem irabalhadas, todas
provenicntes de Industrias do pais, que solicita-
ram a realizacdo da prova de citotoxicidade in vi-
tro.

A caracterizaciio destas amostras foi estabeleci-
da de acordo com a especificacdo da indistria. As
amosiras examinadas tinham a seguinte natureza:
as de niimeros 17, I8, 19, 20, 66, 77, 78 ¢ 79 eram
placas ¢/ou tecidos de latex; as de n? 86 e 87 eram
amosiras de fibras de raiom; asden® 7, 8,9, 172¢
173 eram cerdas e/ou tecidos de nailon; as de n?
152 ¢ 153 eram granulos, tubos € anéis de cloreto
de polivinila (PVC); as de n? 127 ¢ 200 eram tiras
e placas de silicone e, finalmente, a de n? 199 era
i&mina de poliuretano,

As amosiras nfo foram submetidas a quaiguer
tratamento prévio, como esterilizacio, extragdo ¢
outros procedimentos, Para a utilizacio do teste,
as amostras foram cortadas de forma quadrada
com 5 mm de lado.

Em todos os lestes, foram utilizados como con-
troles fragmenios de latex toxico e papéis de filtro
atdxico. A analise de cada amostra foi feita sepa-
radamente em placa de Petri, em duplicata.

Culturas Celulares

Seis linkagens celulares foram utilizadas, sendo
que quatro eram linkagens certificadas, prove-
nientes do “*American Fype Culture Celection”
{ATCC) e duas eram linhagem celulares isoladas ¢
caracterizadas na Secfo de Culturas Celulares do
Instituto Adolfo Lutz, denominadas RC-TAL,
rim de coetho ¢ RV-IAL, rim de vitelos,

As quatro linhagens provenientes do ATCC fo-
ram: NCTC clone 929 (ATCC-CCL 1), tecido co-
nectivo de camundongo; células Hela
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(ATCC-CCL 2}, carcinoma epitelidide de cervix
humana; células Vero (ATCC-CCL 81}, rim de
macaco verde africano, e células AV,
(ATCC-CCL 21), &mnio humano,

Foram também utilizadas culluras primarias de
células de embrigo de galinha (EG) que foram fei-
las a partir de ovos embrionados de 9 dias, pelo
método de Youngner®,

Todas as linhagens celulares durante a execu-
cdo do trabatho foram cultivadas em meio mini-
mo de Eagle (MME) com 10% de soro de vitelo
inativado (SV), sem antibiético, ¢ incubadas a
36°C. Para a dispers&o do tapete celular, foi utili-
zada uma associacdo de tripsina a 0,20% e verse-
ne a ¢,02%*%,

Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado foi composto de
partes iguais de meio de Eagle, duas vezes concen-
trado, mais 10% de soro de vitelo ¢ agar (Bac-
to-Difco) a 1,8%s, contendo 0,01% de vermetho
neutro como coranie vital, No momento do uso,
o dgar foi fundido e misturado na mesma propos-
0, com ¢ meio minimo de Eagle, duas vezes
concentrado, mais 10% de SV, ambos a uma tem-
peratura de 44°C, ¢ aplicado sobre a camada de
celulas previamente crescidas nas placas de Petri.

Méiodo

O método utilizadoe para analise de citotoxici-
dade in vitro fol o da ditusdo cm camada de dgar
overlay sobre monocamadas de cultura celular,

As células foram semeadas em placas de Petri
de vidro neutro de 50 mm de didmetro, na con-
centracdo de 1,5 x 108 cel/mi de MME com 0%
de SV, sem antibiGtico, no volume de 6,0 mi e in-
cubadas por 48 horas, a 37°C, em estufa com am-
hiente de CO,, a 3%. Em seguida, esie meio de
crescimento foi substituido pelo meio overlay ¢
colocado sobre o tapele celular no volume cons-
tante de 5,0ml. Antes gue esia camada de agar so-
lidificasse completamente, as amosiras eram colo-
cadas no centro da placa de Petri ¢ mantidas no
escuro por 30 minutos para evilar agdo foiotoxica
do corante, tempo necessario para o total endure-
cimento do meio overfay. As placas eram incuba-
das novamente na posicdo invertida cm ambiente
de 5% de CO,, por 24 horas, a 37°C. As leituras
dos resultados nas placas foram feitas: macrosco-
picamente, onde a presenga de citotoxicidade era
constatada por halo claro, ao redor do material
1oxico, correspondente as células mortas e, mi-
croscopicamente, para veriticacdo de alteragdes
morfologicas circundando a amostra. Quando
presenie, o didmetro dos halos resultantes do efei-
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to toxico sobre a células era cuidadosamente me-
dido, usando régua milimetrada, Consideramos
como negativas as placas sem presenga de halo ac
 redor do material ¢ também aquelas em que fo-
ram observadas somente alteracdes morfoldgicas
celulares sob o material testado.

Fm todos os iestes foram incluidos um material
conhecidamente positive e outro negativo.

A leitura das placas e a avaliacdo do compri-
mento do didmetro foram sempre efetuadas por
dois dos aufores.

RESULTADGS

Das vinte amostras estudadas, olto apresenta-
ram efeito citotdxico para algumas linhagens ce-
fulares utilizadas e para a cultura priméaria de em-
brifio de galinha (EG). Este efeito consistia na
formacdo de halo incolor ao redor da amostra,
correspondente as células mortas ndo impregna-
das pelo corante vital (vermelho neutro) incorpo-
rado ao overlay {figura da pégina seguinte).

Verificou-se, nestes experimentos, que a difu-
sdo do efeito 16xico sobre as células foi, sob o
ponto de vista macroscdpice, homogénea e circu-
lar, facilitando a visualizacio e avaliacdo dos ha-
los formados. Ainda, a modulacdo na forma gua-
drada ¢ dimensdes praticamente constante que de-
mos acs materiais examinados favoreceram a lei-
tura dos resultados.

As amostras n” 7, 8§, 9, 18, 19, 66, 86, 87, 152,
153, 172 e 173 foram rotuladas como negativas a0
ieste, isto &, ndo apresentaram qualquer halo ou
alteractes celulares circundando a amostra em 1o-
das as culturas de células utilizadas {abela 13, As
amostras n® 17, 20, 77, 78, 79, 127, 199 e 200 fo-
ram qualitativamente positivas, isto &, revelaram
a presenca de halo correspondente & difus@o do
efeito toOxico sobre as monocamadas das células
em experimento, com evidéncias microscopicas de
alteracdes ¢ lise celular (tabela 1).

Em relacdo & sensibilidade de cada sistema ce-
lular usado, nossos resultados permitem gualitati-

TABELA 1

Resultado dos testes de toxicidade realizados em seie amostras positivas frenre qos diferentes sistemas celulares

Bidmetro {fem mm} dos halos nas duas placas
Material Amostra com culturas celuiares
testado n% N
Hela RCIAL NCTQ‘; ;“’“e Vero RVIAL | EG. | AV3
17 17 17 17 15 13 21 11
13 15 13 13 13 25 13
20 11 13 15 11 9 25 11
11 15 15 15 11 21 9
Piacas
efou
¢ 9 15 13 0 7 17 9
tecido 7 7 13 0 7 7 17 | 11
de :
latex 78 1 31 15 0 0 15 0
g 38 0 0 0 13 13
79 11 31 13 o 13 15 9
13 31 15 6 11 23 9
. . 13 13 0 15 0 15 9
Firas ou 12 13 11 15 o 0 15 o
placas
Sﬂ.‘iz 500 29 19 17 15 13 17 11
leone 23 17 17 17 13 21 13
Litex Controle 19 25 23 15 23 45 15
positivo
Papel de Controle
filtro negativo 0 0 0 0 0 0 0
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a b

FIGURA — Halo observado em células RC-IAL na
presenca de material toxico (a); auséncia
de halo nas células RC-IAL na presenca
de material toxico (b).

vamente afastar as linhagens Vero, RV-IAL e
AV, como as menos sensiveis, porque néo exibi-
ram difusdo do fator citotoxico frente aos mate-
riais n® 78 e 127. Ainda, sob este critério qualitati-
vo, as linhagens AV,, Vero e NCTC clone 929 res-
ponderam diferentemente nas duas placas utiliza-
das frente aos materiais n? 77, 78, e 127 (NCTC
clone 929), 77, 79, e 127 (Vero) e 77, 78, 199
(AVy).

Podemos inferir, por simples apreciagdo, que
estas linhagens celulares demonstraram menor
sensibilidade aos materiais testados quando com-
paradas as outras linhagens em experimento.

Nas oito amostras positivas, os comprimentos
dos didmetro dos halos apresentaram variagdes
apreciaveis segundo o tipo de célula usada.

Pela impossibilidade de calcularmos a medida
das amostras, é 6bvio que pequenas variagdes,
avaliadas em 2-6 mm (média de 4 mm) de didme-
tro de difusdo do fator citotoxico, corram por
conta destas imperfeicdes.

Relacionando as medidas dos halos, as células
que mostraram maior sensibilidade ao efeito toxi-
co foram as células primarias de embrido de gali-
nha (EG) e as linhagens celulares RC-IAL e He-
La. Isto porque, nas oito amostras que resultaram
positivas, tivemos cinco vezes a presenga de maior
halo de citotoxicidade, quando os materiais n?
17, 20, 77, 127 e 199 foram testados na cultura
primaria de E.G. (tabela 1 e 2). Por duas vezes
(amostras n° 78 e 79) tivemos maior halo de cito-
toxicidade apresentado na linhagem RC-IAL e,
por uma vez (amostra n? 200) na linhagem celular
HeLa (tabelas 1 e 2).

As linhagens que apresentaram resultados mais
homogéneos e comparaveis frente aos variados

TABELA 2

Resultado dos testes de citoxicidade das oito amostras positivas

Média dos didmetros (em mm) dos halos de citoxicidade
Material Atnoitea nas diferentes culturas celulares
testado n?
HeLa | RCiAL | NCTCdone | vero | RVIAL | EG. | AVs
Placas 17 15,0 16,0 15,0 14,0 13,0 23,0 12,0
efou 20 11,0 14,0 15,0 13,0 10,0 23,0 10,0
tecidos 77 8,0 14,0 6,5 3,5 7,0 17,0 5,5
de 78 10,0 33,0 7,5 0,0 0,0 14,0 6,5
latex 79 12,0 31,0 14,0 3,0 13,0 19,0 9,0
Tiras
efou pla- 127 13,0 12,0 7,5 7.5 0,0 15,0 0,0
cas de 200 26,0 18,0 17,0 16,0 13,0 19,0 12,0
silicone ‘
Laminas
de poli- 199 18,0 16,0 14,0 15,0 11,0 20,0 6,5
uretano
Média
geral 14,1 19,2 121 9,0 8,4 18,7 1,7
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materiais foram as células E.G., RC-IAL e Hela
(tabelas 1 ¢ 2),

S¢ considerarmos a média dos didmetros dos
halos exibidos nas diferentes células, verificamos
que os sistemnas celulares RC-1AL, E.G. ¢ Hela
foram os que apresentaram as maiores médias de-
correntes da maior sensibilidade destas c¢élulas
(tabela 2). Fxcecles foram as variaches em mili-
metros verificadas nas amostras n® 199 (poliure-
tano} ¢ 78 (latex) que apresentaram diferencas de
13 mm guando fol empregada a linhagem celular
AY,, 15 mm quando as amostras n? 78 e 127 fo-
ram testadas frentes & linhagem celular NCTC
clone 929, e 15 mm quando as amostras n° 77 ¢
127 foram testadas frente a linhagem Vero, ocor-
rendo justamente nas placas em ue © MESmo ma-
terial foi positivo em uma placa e negativo em ou-
tra (tabeia 1).

O malerial controle positivo também apresen-
tou maior halo de citotoxidade frente a cultura ce-
lalar primaria E.G., seguida pela RC-IAL. O con-
trole negative-ndo deu halo em qualguer cultura
celular usada.

DISCUSSAD

Apesar de ndo haver metodologia oficial no
Brasil, nos Gltimos anos tem  havido interesse das
industrias paulistas em analisay, como controle de
qualidade, a toxicidade das suas matérias primas
¢ produtos finais que enfram ¢m contato com o
ser humano. Importantes subsidios para o aspec-
to legal deste problema foram apresentados por
PINTO & SAITOR,

Os testes de toxicidade in vive demonstram sé-
rie de desvantagens, pois 0s animais mais utiliza-
dos {coelhos, camundongos, hamsters ete.) apre-
sentam fatores de variagdo, tais como, idade, se-
x0, nutricdo, predisposicdo genética (mesmo tem-
poraria) que acarretam diferencas gqualitativas
nos tesies frente aos produios toxicos. Ainda, o
tempo gasto para cstes testes & bem mais longo ¢
mais oneroso, e o uso dos animais € criticado
combatido pela Sociedade Protetora dos Ani-
mais.

Confrontando as condigdes técnicas dos en-
saios in vivo e in vitrot42l, ndo ha davida de que
este tltimo ¢ mais simpies ¢ de methor reproduti-
bilidade, pois trabalha em condictes mais fixas,
possibilitando resuftados em menor espagc de
tempo e com maior sensibilidade3.t1,16.18.21,

Ha divergéncias entre autores guanto aos resul-
tados dos testes in vitro com culturas celularces.
Assim, o método do contato direto da amosira

sobre as células foi o de maior sensibilidade,
quando comparado ao método de extragio do
produto oxico’; porém, apresenta dificuldades
técnicas como a flutnacio, ne meio de cultura,
dos materiais de menor densidade, prejudicando
o resuliado final 18, Também, neste método, ha
necessidade imperiosa de esterilizagfo do material
antes do teste.

O meétodo da difusde em camada de agar exibe
as seguinies vantagens: a} ndo ha necessidade de
extracdo do fator t6xico da amostra; b) possibilita
a fixacdo da amostra; ¢) 0 agar protege as células
conira agressdes mecdnicas da amostra; d} facilita
& leitura da resposta citotoxica, que é evidenciada
pelo halo claro em 24 horas ou menosd#; e} € pra-
ticamente tdo sensivel quanio 0 método do conta-
to direto, principalmente apos a reducioe do volu-
me da camada de dgar$; ) nfo ha necessidade de
esterilizagdo prévia do material. Por estas razdes e
pelo fato de dispormos de numerosas linhagens
celulares de vérias origens é que escolhemos este
método para a realizacio das analises de citotoxi-
dade da Sege de Culturas Celulares do Instituto
Adolfo Lutz.

Pela otima sensibilidade, muitos autores reco-
mendam © use das células NCTC-clone 929,
quando comparadas ds outras linhagens celula-
reshi4le, Qutros autores afirmam que a cultura
priméria de embrido de galinha foi a cultura mais
sensivel ts,

Esse nosso irabalho, a linhagem celular
NCTC-929 nfio se mostrou {40 sensivel. Entretan-
to, esta célula é de faci] manuseio e visualizagio
da toxicidade devido a sua morfologia e tamanho.
Verificou-se, também, que a linhagem primaéria
EG foi a mais sensivel, secundada pelas linhagens
RC-TAL ¢ Hel.a. Por questio de facilidade opera-
cional, a RC-IAL ¢ a Hela 530 as ¢étulas mais in-
dicaclas para a execucdo dos futuros testes, Com
efeito, sdo linhagens estabelecidas e a cultura de
embrido de galinha, além das razdes citadas, de-
pende da disponibilidade ¢ da idade dos ovos em-
brionados. Nio temos noticia através da literatu-
ra nacional e internacional de que outro autor te-
nha utifizado células de rim de coelho e de vitelo
para testes de citotoxicidade in vifro para mate-
riais de uso médico-hospitalar.

A questio da escolha de células com maior sen-
sibilidade é de extrema importdneia, principal-
mente guando se analisam produtos com niveis
toxicos baixos. Estes produtos poderiam néo afe-
tar pessoas com respostas considerada normal
mas, para outras com deficiéncia em sua resposta
imunologica, poderiam acarretar problemas mais
sérios.
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N#o consideramos como positivos os testes em
que as culturas mostraram discretas alteragdes ce-
fulares visualizadas através do exame microscopi-
<o.

Outro fato que merece comentario é: porgque
nio escother células de origem humana, como in-
dicador do teste, se 0s materiais a serem festados
terdo contato direto ou indireto com o ser huma-
no?

Em nosso {rabatho, mcluimos duas linhagens
de origem humana, as células HelLa ¢ AV, Al-
guns autores preconizam o uso de células huma-
nas dipidides por se mostrarem mais sensi-
veis®7.16; entretanto, ba dificuldade de se mante-
rem cstas céhulas, ¢ sua duragdo ¢ sensibilidade ge-
ralmente s&0 variaveis apos a 202 passagem seria-
da.

Em relagio ao resultado esperado, isto &, o
mesma material que foi positivo em uma placa
era negativo em outra, ndo enconiramos qualguer
explicacdo para isso porque as placas foram ad-
quiridas do mesmo fabricante, a altura do overiay
nio excedeu a Smm, a celocagio do material sOli-
do foi delicada, com discreta press@o para fixa-lo
no agar. O aspecto da cultura celular era sempre
examinado antes do teste para selecdo das placas
que apresentassern OUImMo crescimento e aspecto
microscopico.

Embora a prova de citotoxicidade em culturas
celulares seja a mais sensivel, € sabido gque a res-
posta aos materiais a serem testados pode, even-

tuaimenie, variar frente 4 mesma linhagem celu-
lar ou frente as células provenientes do mesmo
frasco ou garrafalt,

Por estas razdes, consideramos que as provas
deverdo ser efetuadas sempre em duplicata ou tri-
plicata, em placas diferentes da mesma Hnhagem
ceiular. As possiblidades de respostas mais condi-
zentes com a realidade serdo maiores. Obviamen-
te, se as provas solicitadas forem efetuadas em
dois sistemas celylares, a acuidade dos resultados
¢ a sensibilidade do método serd melhorada.

Em nosso trabalho, foram fixadas algumas va-
riaveis como, o témpo de leltura, a dimensdo do
material sélido € a sensibilidade através da forma-
¢do ou ndo de halo, e o comprimento do difimetro
como sugerido por outros autoresd 81418,

O objetivo final das provas de toxicidade in vi-
tro ou in vive seria cstabelecer a correlacfio entre
os resultados destas provas e a resposta no ser hu-
mano. Esta resposta carece de qualquer confirma-
¢80519.22, ainda que a correlagio entre DL, em
animais ¢ TL, em culturas tenha sido descrita2o,

Com relagdo a este trabalho, os objetivos fo-
ram atingidos: podemos selecionar, entre ouiras
linrhagens, as células RC-IAL ¢ Hela por serem as
mais sensiveis; o Instituo Adolfo Lutz dispde age-
ra de mais um método para avaliacio da toxicida-
de de materiais gue entram em contato Com o ser
humano e a Indasiria, através deste teste, podera
melhorar a qualidade de seus produtos.
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ABSTRACT: In vitro citotoxic test using agar diffusion method was perfomed in medi-
cal practice, hospitalar and others materials, The test was carried out in six cell lines and one
primary culture of chick embryo cells. In 20 tested materials the chick embryo cells showed
best sensibility following by RC-IAL {rabbit kidney) and HeLa cell lines, The citotoxic effect
was evaluated by presence and size of diameters of diffused halos compared with controis.
Because of opperacional difficulties in handling primary cultures we suggest that the use of
citotoxic method assaying these materials will be done in duplicate plates with RC-TIAL

and/or Hela cell lines.
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