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A avaliag@o in vitro da biocompatibilidade de diferentes tipos de biomateriais foi realizada
pelo teste de citotoxicidade em cultivo de células de tecido conectivo de camundongos, NCTC
Clone 929 da American Type Culture Collection. O estudo comparativo do ensaio de citotoxicidade
foi realizado com duas metodologias: 1) ensaio de difusdo em dgar e 2) ensaio de incorpora¢@o do
vermelho neutro. Os resultados obtidos demonstraram que ambas as metodologias podem ser
utilizadas, de acordo com o tipo de amostra a ser analisada.
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1. Introducao

Com o controle cada vez mais rigoroso em relagdo ao
uso de animais de laboratdrio, ha a necessidade de desen-
volver e padronizar testes in vitro que possam detectar a
toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos, prin-
cipalmente aqueles de aplicagdo clinica, como os
biomateriais que nao devem causar reagoes adversas e nem
lesar o organismo do paciente.

De acordo com o Orgio Internacional de Padronizagio
(International Standard Organization), ISO 10993, o ensaio
de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso em dis-
positivos biomédicos e depois de comprovada a sua ndo
toxicidade € que o estudo da biocompatibilidade do produ-
to pode ter continuidade realizando-se os ensaios necessa-
rios em animais de laboratorio.

Varios métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de
biomateriais, foram padronizados utilizando-se culturas
celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em colo-
car o material direta ou indiretamente em contato com uma
cultura de células de mamiferos, verificando-se as altera-
¢oes celulares por diferentes mecanismos, entre os quais a
incorporacio de corantes vitais ou a inibi¢do da formagao
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de colénias celulares'. O pardmetro mais utilizado para
avaliar a toxicidade € a viabilidade celular, que pode ser
evidenciada com auxilio de corantes vitais como o verme-
lho neutro, solivel em dgua e que passa através da mem-
brana celular, concentrando-se nos lisossomos, fixando-se
por ligacdes eletrostaticas hidrofébicas em sitios anidnicos
na matriz lisossomal. Muitas substancias danificam as mem-
branas resultando no decréscimo de captura e ligacdo do
vermelho neutro. Portanto € possivel distinguir entre célu-
las vivas e danificadas ou mortas, pela medida de intensida-
de de cor da cultura celular’.

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relacio
aos in vivo tais como poder limitar o niimero de variaveis
experimentais, obter dados significativos mais facilmente
além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto.
O problema da extrapolagdo dos dados obtidos in vitro para
a aplicacdo clinica dos biomateriais pode ser superado pelo
uso de materiais de referéncia apropriados, atualmente em
uso em clinicas.

Estudos com estes métodos demonstraram que os testes
com culturas celulares podem ser utilizados com sucesso,
pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente
acessiveis para a execucdo do estudo de biocompatibilidade



318 Rogero et al.

in vitro.

Como a variedade de produtos a serem avaliados tem
crescido e muito, ha necessidade de se estudar novas
metodologias e escolher entre elas a que possa responder
melhor quanto a presenca de possiveis elementos téxicos.
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
toxicidade de diferentes biomateriais, comparando duas
metodologias: difusdo em dgar e incorporagdo do corante
vital vermelho neutro.

2. Materiais e Métodos

Foram utilizadas amostras de biomateriais poliméricos,
ceramicos e metalicos denominados como:

1. Biomateriais poliméricos: P1, P2 e P3

2. Biomateriais ceramicos: C1, C2 e C3

3. Biomateriais metalicos: M1, M2 e M3

Esses biomateriais estdo relacionados na Tabela 1.

Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau
PA, da marca Merck ou Carlo Erba.

Cultura Celular

Neste estudo foi utilizada a linhagem celular NCTC
Clone 929, células de tecido conectivo de camundongo,
(ATCC CCL 1)% na avaliacdo das duas metodologias. Esta
linhagem foi cultivada em meio minimo de Eagle (MEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) da
Laborclin, 0,1 mM de aminodacidos ndo essenciais € 1 mM
de piruvato de s6dio e mantidas a 37 °C. A dispersdo da
monocamada celular foi efetuada utilizando uma associa-
¢ao de tripsina 0,20% (Sigma) e versene 0,02% (ATV) e a
suspensao celular foi semeada em quantidades adequadas e
em recipientes proprios para cada metodologia.

A determinagdo da citotoxicidade pode ser através de
avaliacd@o qualitativa ou quantitativa. A avalia¢do qualitati-
va € realizada pelo exame microscépico das células para
verifica¢do de mudangas na morfologia geral, vacuolizacao,
destacamento, lise celular ou de membrana e o resultado €
relatado como atdxica, leve, moderada ou severa cito-
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toxicidade, que também pode ser numérico (ex. 0, 1, 2, 3).
Na avaliag@o quantitativa € realizada medida de morte celu-
lar, proliferacdo celular ou formagao de coldnias celulares.
O numero de células, quantidade de proteinas, liberacdo de
enzimas, liberacdo ou reducdo de corante vital ou outro
parametro de medida pode ser quantificado por meios ob-
jetivos.

2.1 Citotoxicidade pelo método de difusdo em dgar'>"$

A linhagem celular NCTC Clone 929, na concentracio
de 3,0 x 10° células/ml foi semeada em placa de Petri
(15 x 60 mm), no volume de 5 ml e incubada durante 48 h
a 37 °C em atmosfera timida com 5% de CO,. Apés esse
periodo, com a monocamada de células ja formada, o meio
de cultura foi desprezado e adicionado 5 ml do meio
“overlay” em cada placa de Petri. Este meio € composto de
partes iguais de MEM duas vezes concentrado e agar (Difco)
a 1,8% contendo 0,01% de vermelho neutro. No momento
do uso, o dgar foi fundido e misturado na mesma propor¢ao
com o0 MEM duas vezes concentrado, ambos a uma tempe-
ratura de 44 °C. Fragmentos, com cerca de 0,25 cm? de drea
superficial dos biomateriais foram colocados sobre o dgar
antes de sua solidificagdo completa. As placas de Petri fo-
ram incubadas novamente em estufa com 5% CO, a 37 °C
por 24 h.

Foram utilizados como controle positivo fragmentos de
latex e como controle negativo discos de papel de filtro de
natureza comprovadamente atéxica, respeitando a dimen-
sdo de drea superficial. As amostras foram avaliadas em
triplicata.

As placas foram analisadas macroscopicamente quanto
a presenca de halo e microscopicamente quanto a integri-
dade celular ao redor da amostra. A caracteristica de
toxicidade foi constatada pela presenga de um halo claro ao
redor do material testado. Este halo € observado quando ha
lise e morte das células, liberando o corante vermelho neu-
tro incorporado nas c€lulas, dando um aspecto transparente
ao local. A citotoxicidade foi avaliada pela medida do dia-

Tabela 1. Tipos de biomateriais utilizados para testar duas metodologias no ensaio de citotoxicidade.

Amostra Polimero

Ceramica

Metal

P1 Membrana PVP
P2 Gel PVP - F2C
P3 Gel PVP - F2K
Cl -
C2 -
C3 -
Ml -
M2 -
M3 -

Ceramica - C2-10 -
Ceramica - C2-12 -
Biovidro

- Aco inoxidavel 316L
- Aco inox 316L PIM
- Aco inox 17.4 PH PIM
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metro deste halo claro formado, medido com uma régua
milimétrica.

2.2 Citotoxicidade pelo método de incorporagdo do
vermelho neutro®*"

Neste método foram utilizados os extratos das amostras
preparados de acordo com a norma ISO 10993-5°. Estes
extratos foram diluidos em série (50; 25; 12,5 e 6,25%),
com o meio de cultura utilizado na manutencdo da linha-
gem celular. Como controle negativo foram utilizados:
pellets de PVC [poli (cloreto de vinila) estabilizada com
estanho, atéxico, da Dacarto SA Industria de Plasticos] para
polimeros; placas de Ti (Multi Alloy Ltda) para metais e
alumina (Carlo Erba) para cerdmicas e como controle posi-
tivo solucdo de fenol 0,02%. O controle negativo € utiliza-
do para demonstrar na pratica a resposta celular no ensaio e
o controle positivo para comprovar uma resposta apropria-
da do sistema no teste.

Volumes de 0,2 ml de uma suspensdo, com 2,5 x 10°
células/ml da linhagem NCTC Clone 929, foram distribui-
dos nos pogos da microplaca com 96 orificios. A placa foi
incubada por 24 h a 37 °C em estufa imida com 5% de CO,
para a formagdo da monocamada celular. O meio de cultura
foi substituido pelas diluicdes seriadas dos extratos das
amostras e dos respectivos controles, em triplicatas. A
microplaca foi novamente incubada a 37 °C.

Apds 24 h o extrato foi substituido por 0,2 ml de meio
MEM contendo 50 pg de vermelho neutro/ml. A incorpo-
racdo do vermelho neutro pelas células vivas foi verificada
apos 3 h, incubadas a 37 °C. O meio foi removido e as célu-
las lavadas com tampao fosfato-salina (PBS), seguida de
outra lavagem com uma solugio de CaCl, em formaldeido
(1% de CaCl, em formaldeido 0,5%). Apds descarte, cada
pogo recebeu 0,2 ml da solugdo de dcido acético em etanol
(1% 4acido acético em etanol 50%). A placa foi agitada por
10 min e a leitura das densidades 6pticas (DO) foi realizada
num espectrofotdmetro Organon Teknika Reader 530
version 1.24, em 540 nm. Com os valores obtidos calculou-
se a média da porcentagem de viabilidade celular em rela-
¢do ao controle de células (100%), que foi colocada em fun-
¢do da concentracido do extrato em grafico para obter as
curvas de viabilidade celular. Através desta curva pode-se
encontrar o indice de citotoxicidade (IC,, ) que significa a
concentrac¢do do extrato que induz 50% de lise ou morte
celular e como conseqiiéncia a inibi¢do de incorporagio do
vermelho neutro.

3. Resultados e Discussao

Nenhum dos biomateriais poliméricos, cerdmicos e
metdalicos analisados neste estudo apresentaram efeito toxi-
co pelo método de difusdao em dgar. Nao foi observado halo
de toxicidade ao redor ou sob as amostras e as células se
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mostraram integras sem nenhuma alteragao morfoldgica,
apresentando comportamento idéntico ao controle negati-
vo. Quanto ao controle positivo foi observado um halo com
didmetro de 21 mm ao redor da amostra, confirmando a
toxicidade inerente ao material e o desempenho do método,
como pode ser observado na Tabela 2.

Na Fig.1 sdo apresentadas as curvas de viabilidade ce-
lular dos biomateriais poliméricos. Todas as amostras
poliméricas apresentaram comportamento semelhante ao
controle negativo, ndo téxico, com ICSO% maior que 100.
Nas duas metodologias estudadas os biomateriais poli-
méricos apresentaram resultados semelhantes, como mate-
riais nao toxicos.

As curvas de viabilidade celular dos biomateriais
ceramicos no teste pela incorporagdo do vermelho neutro
estdo apresentadas na Fig. 2. A amostra C3 comportou-se
de maneira semelhante nas duas metodologias, sendo que

Tabela 2. Resultados do teste de citotoxicidade dos biomateriais
pelo método de difusdo em dgar.

Amostras Diametro do halo em mm
Controle negativo 0,0
Controle positivo 21,0

P1 0,0
P2 0,0
P3 0,0
Cl 0,0
C2 0,0
C3 0,0
M1 0,0
M2 0,0
M3 0,0

100 H

S
= . .
S s— Controle negativo | | ™
= 4— Controle positivo -
= * Pl \‘
= —v— P2
+— P3 _‘
U T

10 100
Concentragio Extrato (%)

Figura 1. Curvas de viabilidade celular dos biomateriais poli-
méricos no teste de citotoxicidade pela incorporagdo do vermelho
neutro.
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Figura 2. Curvas de viabilidade celular dos biomateriais ceramicos
no teste de citotoxicidade pela incorporag¢do do vermelho neutro.
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Figura 3. Curvas de viabilidade celular dos biomateriais metalicos
no teste de citotoxicidade pela incorporagdo do vermelho neutro.

as amostras C1 e C2 demonstraram leve toxicidade no mé-
todo de incorporagdo do vermelho neutro com IC,, de 82
e 93 respectivamente. No teste de difusdo em dgar todas as
cerdmicas mostraram-se atoxicas. As diferencas dos resul-
tados obtidos nos materiais ceramicos podem ser explicadas
pela diferenca de tempo de extracdo dos possiveis elemen-
tos toxicos existentes. Na difusdo em dgar esses elementos
se difundem através da camada de dgar até atingirem as
células, em 24 h, sendo que na outra metodologia esses ele-
mentos foram extraidos num periodo de 48 h e o extrato
obtido foi colocado diretamente na camada celular, poden-
do assim provocar maior efeito.

Na Fig. 3 temos as curvas de viabilidade celular dos
biomateriais metdlicos e os resultados foram concordantes
nas amostras M2 e M3 nos dois métodos, atoxicos. A amos-
tra M1, ndo téxica no método de difusdo em 4gar, apresen-
tou leve toxicidade no teste de incorporacdo do vermelho
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neutro com IC, . de 92. Esta pequena diferenca de
toxicidade pode ser devida ao tempo de extracdo de 10 dias
no ensaio de incorporagdo e o tempo de difusdo de 1 dia no
ensaio de difusdo. A extracdo por 10 dias pode resultar numa
lixiviacdo de elementos quimicos para a solugdo.

4. Conclusao

O teste de citotoxicidade pela difusdo em 4gar é uma
técnica qualitativa que pode ser utilizado para materiais de
diferentes constituicdes fisicas, inclusive para materiais ole-
0s0s como os cosméticos, devido sua praticidade e conve-
niéncia. Por outro lado, o teste, pelo método de incorpora-
¢ao0 do vermelho neutro apesar de ser um ensaio quantitati-
vo, podendo ser calculado o indice de citotoxicidade, a ex-
tracao dos possiveis elementos ou compostos toxicos € rea-
lizada em meio aquoso, dificultando a andlise de certos
materiais.

De um modo geral podemos afirmar que as duas
metodologias sdo equivalentes e a escolha do método de
ensaio mais adequado deve ser feita de acordo com o tipo e
uso da amostra a ser analisada e a disponibilidade de equi-
pamentos de cada laboratério. As pequenas diferencas de
resultados observados nas duas metodologias podem estar
relacionadas com o tempo de extracdo.
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