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DETECGAO DA CITOTOXICIDADE DE MATERIAIS BIOCOMPATIVEIS NAS LINHAGENS

CELULARES MRC-5, HELA E RC-IAL.
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Luis F. de SALLES GOMES

RESUMO

A sensibilidade de uma linhagem celular dipl6ide e duas heteropléides, para a
detecgdo de citotoxicidade através do método de difusdo em camada de 4gar sobre cultu-
ras celulares, foi avaliada experimentalmente com solugio de 4cido ascérbico em diferen-
tes concentragdes €, na pritica, frente a 562 amostras de 21 diferentes materiais industriais
enviados para andlise na Segdo de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz.

A linhagem celular heteropléide designada RC-IAL apresentou, em relagfo as linha-
gens MRC-5 e HeLa, maior sensibilidade porque revelou a presenga de efeito citotdxico.
nas menores concentragdes utilizadas (10 e 25 ug/ml) do 4cido ascérbico e apresentou
maior didmetro do halo citotéxico em 15 amostras ¢ igual didmetro em 16 das 43 amostras
(7,6%) que resultaram positivas.

Nas 43 amostras positivas, a linhagem MRC-5 nio revelou citotoxicidade em 3 amos-
tras de espuma ¢ 1 de resina acrilica. O polivinilcloreto (PVC) e o polietileno, raramente
revelaram positividade, enquanto plastico, algoddo e resinas acrilicas revelaram

citotoxicidade ao redor de 5%.

N\

Em vista dos resultados € discutida a proposta da utilizagdo da linhagem RC-IAL e
Hel a para a continuidade das futuras andlises solicitadas ao Instituto Adolfo Lutz.

UNITERMOS: Culturas celulares, testes de citotoxicidade, sensibilidade, materiais

biocompativeis.

INTRODUCAO

A selecio do tipo de células apropriadas para
detectar o efeito citotéxico especifico de qualquer
material a ser testado vem, acerca de cinco anos,
chamando a atengfio dos pesquisadores.

A determinagio do efeito citotdxico, principal-
mente nos materias de uso médico-hospitalar que
entram em contato direto ou indireto com 0 corpo
humano, ¢ nas virias.substincias ligadas & terapéu-
tica em geral, sintetizam a importancia dessas ava-
liages.

Embora alguns autores's!? tenham verificado
que as culturas celulares primdrias sdo as que ofe-
recem maior sensibilidade aos materiais téxicos, 0

uso de linhagens celulares continuas apresentam
uma série de vantagens por proporcionarem popu-
lagdes celulares mais homogéneas e possibilitarem
a propagagdo continua. Neste sentido, hd vérios
autores*®!> que preconizam o uso de linhagens
finitas de células humanas por apresentarem maior
sensibilidade.

Em experimento anterior®, mostramos que a
sensibilidade das linhagens celulares continuas de-
nominadas RC-IAL (rim de coelho - Instituto
Adolfo Lutz) e HeLa (carcinoma de cervix uterino
humano) foram as mais sensiveis entre as seis cul-
turas celulares continuas usadas para detectar o
efeito citotéxico em materiais médico-hospitalares
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€ outros que entram em contato com o ser humano,
através do método da difusdo do efeito toxico em
camada de 4gar sobre as monocamadas da cultura
celular,

Neste trabalho, apresentamos a sensibilidade
das linhagens celulares RC-IAL e HeLa relaciona-
das 2 linhagem celular dipléide de pulmio de feto
humano, designada MRC-5, avaliadas experimen-
talmente com uma substincia conhecidamente t6-
xica escolhida aleatoriamente'®®, Como aplicagio
prética, apresentamos os resultados das avaliagdes
da citotoxicidade nestas tr€s linhagens celulares
frente a mais de 500 amostras d¢ materiais envia-
dos pelas indistrias do Brasil a Segéo de Culturas
Celulares do Servigo de Virologia do Instituto
Adolfo Lutz,

MATERIAL E METODOS
Amostras

No periodo de 1987 a 1990, foram testadas
562 amostras identificadas como litex, adesivos,
plasticos, tintas, eldsticos, espumas, esséncias, pa-
pel, algoddo, tecido, tecido nio tecido, resina
acrilica, ndilon, celulose, flior, solugdes
antissépticas, silicone, poliuretano, polietileno,
polivinilcloreto (PVC) e policarbonato, para avali-
acfo da citotoxicidade “in vitro”.

As amostras s6lidas foram recortadas e utiliza-
dos Smm?, que eram colocados em placa de Petri.
As amostras liquidas foram embebidas em discos
de Smm de didmetro de papel de filtro atéxico que
absorvem 0,004ml da substincia e colocados em
placa de Petri. Estas amostras nfo foram submeti-
das a qualquer tratamento prévio, como esteriliza-
¢d0, extragdo ou outros procedimentos.

Foram testadas experimentalmente, nas trés li-
nhagens celulares, solugtes de dcido ascorbico di-
luidas em 4gua bidestilada, que embebiam discos
de 5Smm de didmetro de papel de filtro atéxico de
maneira que cada disco continha as concentragdes
finais de 10, 25, 50, 75 ¢ 100 ug/m] da substincia.

Como controles positivo e negativo, foram
utilizados fragmentos de litex conhecidamente
téxicos e papel de filtro conhecidamente atéxico.
A andlise de cada amostra e de cada concentragdo
foi feita em placa de Petri, respectivamente em
duplicata e quadruplicata para cada tipo celular
utilizado.
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Culturas Celulares

Trés linhagens celulares foram utilizadas:
HeLa (ATCC-CCL 2)!, linhagem de células
epiteliais oriundas de carcinoma de colo de ftero
humano; MRC-5 (ATCC-CCL-171)!, linhagem
dipléide fibroblastica de pulméo de feto humano e
RC-IAL, linhagem fibroblastica de rim de coelho
isolado e mantido no Instituto Adolfo Lutz.

As linhagens celulares RC-IAL e HeLa foram
cultivadas em meio minimo de Eagle (MME) com
10% de soro fetal bovino (SFB), sem antibidticos, ¢
a linhagem celular MRC-5 foi cultivada em partes
iguais de meio minimo de Eagle ¢ meio 199 com
15% SFB sem antibidticos, e incubadas a 36°C. Para
dispersdo do tapete celular, foi utilizada uma associ-
agfo de tripsina 0,20% e versene 0,02%".

Meio de Cultura

O meio utilizado foi composto de partes iguais
de meio de Eagle, duas vezes concentrado sem
soro ¢ dgar (Bacto-Difco) a 1,8%, contendo 0,01%
de vermelho neutro como corante vital. No mo-
mento do uso, o 4gar era fundido e misturado na
mesma proporgdo com o meio de Eagle duas vezes
concentrado, ambos 4 temperatura de 44°C e colo-
cados sobre a camada de células previamente cres-
cidas na placa de Petri.

Método

De acordo com o método de difusdo em agar*s?,
as células foram semeadas em placas de Petri de
50mm, na concentragfio de 1,5 x 10°céls/ml de meio
de culwra com SFB e incubadas por 48 horas a 36°C
em estufa com ambiente de 5% de CO,. Em seguida,
este meio de crescimento foi substituido pelo meio
“overlay”, o qual foi colocado sobre o tapete celular.
Antes que esta camada de dgar solidificasse comple-
tamente, as amostras eram colocadas no centro da
placa de Petri ¢, apds o completo endurecimento do
meio “overlay”, as placas eram incubadas novamente
em ambiente de 5% de CO,, na posigao invertida por
24 horas, a 36°C. A leitura dos resultados obtidos foi
feita macroscopicamente, onde a presenga da
citotoxicidade era constatada por halo claro ao redor
do material toxico correspondente as células mortas ¢
microscopicamente para a verificagio de alteragbes
morfoldgicas das células circundando a amostra.
Quando presente, os didmetros dos halos resultantes
do efeito téxico, eram cuidadosamente medidos,
usando régua milimétrica.
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RESULTADOS

Ao compararmos a sensibilidade das trés linha-
gens celulares, utilizando cinco diferentes concen-
tragdes (10, 25, 50, 75 e 100 ug/ml) de 4cido
ascdrbico, constatamos nos testes que a linhagem
celular RC-IAL foi a dnica que mostrou a presenga
do efeito citotéxico frente as concentragdes de 10 e
25 ug/ml, isto €, as menores concentragdes usadas
no teste. Em contraste, as linhagens celulares HelLa
¢ MRC-5 s6 apresentaram efeito citotdxico a partir
da terceira concentragdo usada, que foi de 50 ug/ml
(Tabela 1). Quanto ao tamanho ou didmetro dos
halos de difusio do efeito citotdxico, pudemos ob-
servar que em todas as concentragdes de acido
ascOrbico usadas, o didmetro foi sempre maior na
linhagem celular RC-IAL quando comparadas as
outras duas linhagens celulares utilizadas nos testes.

As médias dos didmetros obtidos com &cido
ascorbico evidenciaram nio somente a maior
sensibildade da linhagem RC-IAL sobre as outras
duas linhagens utilizadas como também, a similari-
dade em relagfo a sensibilidade das linhagens ce-
lulares MRC-5 ¢ Hela (Figura 1), Também ficou
evidenciado, com os dados obtidos nas céluas RC-
IAL, que o didmetro da zona do efeito txico obti-
do neste método € fungfio da concentragiio do pro-
duto testado dentro dos limites das concentragdes
usadas. Ainda na Figura 1, pudemos verificar para
a RC-IAL uma rela¢fio linear entre os didmetros
das zonas de efeito citotoxico € o logaritmo da
concentragdo da substincia usada (4cido
ascorbico).

Em relagdo  parte aplicada deste trabalho, das
562 amostras testadas, 43 (7,6%) foram considera-
das positivas, porque apresentaram efeito
citotéxico caracterizado pela formagio de halo cla-
ro ao redor do material testado.

Todas as amostras foram positivas para as trés
linhagens celulares usadas, com excessio de qua-
tro amostras de n% 471, 472, 678 (espuma) ¢ 722
(acrilico), que ndo apresentaram efeito téxico na
linhagem MRC-5, isto &, foram negativas nesta ¢é-
lula. Entretanto, estas amostras, apresentaram efei-
to tdxico nas outras duas linhagens celulares usa-
das (Tabela 2). Esta observagao foi confirmada por
repeti¢fio dos testes com estas quatro amostras.

Entre as amostras positivas, pudemos observar
algumas variagOes resultantcs na medida dos dii-
metros dos halos formados, como os verificados
com as quinze amostras de n°s 329, 330, 378, 390,
392, 393, 396, 485, 486, 492, 518, 611, 639,661 ¢
662, que apresentaram maior didmetro do efeito
toxico para a linhagem RC-IAL. As scis amostras
de n% 458, 466, 501, 660, 694 ¢ 731 aprcsentaram
maior didmetro do efeito téxico para a linhagem
celular MRC-5; enquanto as cinco amostras de n°
471, 515, 589, 703 ¢ 867 apresentaram maior dia-
metro do efeito téxico para a linhagem celular
HelLa (Tabela 2).

Também pudemos observar que seis amostras
de n% 361, 495, 708, 737, 962 e 963 aprcsentaram
didmetro igual com as trés linhagens celulares uti-
lizadas. Por outro lado, dez amostras de n°s 394,
458, 472, 501, 599b, 678, 722, 960, 961 e 965
apresentaram didmetro do efeito téxico igual com
as linhagens celulares RC-IAL ¢ HeLa. Trés amos-
tras de n°s 599a, 703 e 733 apresentaram didmetro
do efeito téxico igual com as linhagens celulares
RC-IAL ¢ MRC-5. Quando comparamos a linha-
gem celular HeL.a ¢ MRC-5, notamos que oito
amostras de n% 330, 390, 396, 485, 486, 492, 500
e 662 apresentaram didmetro do efeito téxico igual
com estas células (Tabela 2).

Ao considerarmos a média dos didmetros dos

Tabela 1
Diametros (mm) dos halos do efeito citotoxico em quatro placas de cada linhagem celular nas diferentes

concentracdes de 4cido ascorbico

ac. ascorbico - Linhagem celular
ug/ml
RC-IAL, Mcédia Hela Média MRC-5 Média

10 10 10 20" 10 12,50 0 0 0 0 0 0 0 0
25 12 15 19 15 15,25 0 0 0O 0 0 o0 0 0
50 20 30 25 25 2500 10 10 10 12 1050 8 7 0 7 8,0
75 37 35 15 15 2550 10 13 10 9 1050 10 10 9 9 9,5
100 31 31 32 9'30 3100 15 14 10 10 1225 12 10 7 9 9.5
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Tabela 2
Médias dos didmetros (mm) do halo de
citotoxicidade das 43 amostras positivas nas dife-
rentes linhagens celulares

Amostra

n¢ RC-IAL* MRC-5*% HeLa*
329 29 25 22
330 27 18 18
361 5 5 5
378 27 15 12
390 9 7 7
392 8 6 5
393 10 7 8
394 8 7 8
396 40 25 25
458 15 19 15
466 20 23 14
471 10 0 17
472 5 0 5
485 15 11 11
486 6 5 5
492 12 11 11
495 5 5 5
500 11 12 12
501 10 11 10
515 10 11 14
518 40 16 15
589 8 7 9
599a 15 15 10
599b 15 10 15
611 25 21 15
639 23 20 18
660 8 13 9
661 40 32 22
662 37 32 32
678 5 0 5
694 10 14 11
703 10 10 12
708 5 5 5
722 5 0 5
731 18 24 19
733 25 25 22
737 40 40 40
867 15 20 25
960 50 35 50
961 50 35 50
962 50 50 50
963 50 50 50
965 50 25 50
Média geral

das amostras 20,37 16,79 17,86
Média dos Controles 22,86 16,53 17,44

* Média dos didmetros em 2 placas de cada linhagem celular.
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halos obtidos nas amostras € nos controles nas trés
linhagens celulares, verificamos que a linhagem
RC-TIAL exibiu nas amostras a média de 20,37mm
€ nos controles a média de 22,86mm. A linhagem
MRC-5 exibiu nas amostras a média de 16,79mm e
nos controles 16,53mm. A HeLa mostrou média
nas amostras de 17,86mm ¢ nos controles a média
de 17,44mm (Tabela 2). As diferengas encontradas
entre a RC-IAL e MRC-5 nas médias dos diame-
tros das amostras e controles foram respectivamen-
te 3,58 mm e 6,33 mm. A diferenga entre a RC-
IAL e HeLa foram respectivamente 2,51mm ¢
5,42mm. Entre a HeLa e MRC-5 foram respectiva-
mente 1,07mm e 0,91mm. Estes achados vém con-
firmar a maior sensibilidade da RC-IAL sobre as
outras duas linhagens celulares.

Na Tabela 3 apresentamos a lista € os niimeros
que representam a quantidade de cada material que
foi submetido ao teste de citotoxicidade nas trés
linhagens celulares, obedecendo a designagdo con-
tida nas embalagens. Seguem, o nimero de materi-
ais negativos, positivos e percentagem dos materi-
ais positivos. Nesta tabela, verificamos que algu-
mas substincias apresentaram percentagem de
positividade elevada, tais como: esséncias, gel
fldor e latex, entretanto, o nimero de amostras re-
cebidas destas substincias foi pequeno, ndo per-
mitindo qualquer conclusdo. Por outro lado, subs-
tAncias como: ndo tecido, tintas, policarbonato,
silicone € solugdes antissépticas, embora no apre-
sentassem niimero razodvel de amostras, nenhuma
resultou positiva nos testes. Se levarmos em consi-
deragdo que amostras com nimero aproximado de
30 ou mais poderiam ser indicativas de tendéncias
de toxicidade ou auséncia de fator tdxico, teriamos
que, papel, espumas, plasticos ¢ adesivos mostra-
ram positividade varidvel de 5,6 a 14,8%. Algumas
substincias, como polietileno, resinas acrilicas ¢
algoddo apresentaram niimero de amostras ao re-
dor ou acima de 50, mostrando indices de percen-
tagem de positividade menores que 5%. A nica
substincia que apresentou mimero de amostras
maior que 100 para exame foi o polivinilcloreto,
demonstrando percentagem de positividade abaixo
de 1%. Por simples inspeglio da tabela, notamos
que o PVC e o polietileno raramente revelaram
testes positivos de citotoxicidade, enquanto o plds-
tico e o algoddo revelaram citotoxicidade ao redor
de 5% destas amostras enviadas.

COMENTARIOS

Na Sec¢do de Culturas Celulares do TAL, a
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Tabela 3
Amostras submetidas & prova de citotoxicidade em tr8s linhagens celulares
n? de amostras n? de amostras n? de amostras % de amostras
negativas positivas positivas
resinas acrilicas 52 50 2 38
ndilon 24 23 1 41
celulose 10 9 1 10,0
sols. antissépticas 12 12 0 0
silicone 7 7 0 0
poliuretano i3 12 1 7.6
polietileno 55 54 1 1.8
P.V.C. 101 100 1 0,9
policarbonato 15 15 0 0
latex 18 7 11 61,1
adesivos 41 36 5 12,1
plasticos 53 50 3 5.6
tintas 11 11 0 0
elasticos 5 4 1 20,0
espumas 36 33 3 09
esséncias 2 1 1 50,0
papel 27 23 4 14,8
algod3o 48 46 2 4,1
tecido 21 19 2 9,5
nio tecido 7 7 0 0
gel fldor 4 0 4 100,0
Total 562 519 43 7,6
47T RC-IAL ascérbico, de que o didmetro da zona do efeito
citotéxico ¢ fungio da concentragdo da substincia
E 30 k usada, ¢ que entre os didmetros das zonas € 0
= logaritmo da concentragdo existe uma relagéo line-
‘g ok ar, sao fatos ja anteriormentc estabelecidos por
& < He la CHABBERT & VIALS, em estudo, usando 0 méto-
§ € do de difusdo do agente toxico em camada de dgar
Z 10 ;’A//&g,_.q;- sobre a cultura celular, utilizando seis substincias
o MRC-S  t6xicas conhecidas. Em nosso trabalho com o 4ci-
A A 1 PR VR N S T do ascérbico, pudemos observar estes fatos dentro
0 10 20 30 40 50 60708090100 4aq concentragdes usadas.
conc. pg/ml

Fig. 1. Médias dos didmetros dos halos do efeito citotéxico
relacionados s concentragdes do 4cido ascorbico nas trés
linhagens celulares.

<

citotoxicidade “in vitro” é avaliada pela viabilida-
de celular com o auxilio do corante vital denomi-
nado vermelho neutro®*? e, devido ao tipo ¢ a fi-
nalidade da grande maioria dos materiais por nds
testados, utilizamos com sucesso 0 método da difu-
sd0 em &gar “overlay” sobre a camada celular,
como indicado por vérios autores**'2,

A observagdo, quando usamos o &cido

A escolha de uma linhagem celular sensivel
para a realizag@o dos testes de citotoxicidade € de
extrema importincia, porque deverd detectar niveis
baixos do produto toxico anies que entrem em con-
tato com o corpo humano e¢ o meio ambiente®',
evitando sérios problcmas de sadde publica. A di-
vergéncia sobre a preferéncia da linhagem celular
¢ patente. Muitos autores sugerem o uso da linha-
gem celular NCTC-929 como sendo a mais sensi-
vel®1415: qutros sugerem a cultura primdria de em-
briio de galinha'? ¢, ainda outros, células diplides
de origem humana®.
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Confirmando nossos achados anteriores®, os
resultados indicam que a linhagem celular RC-
IAL, comparativamente 3 linhagem Hela e a li-
nhagem dipléide MCR-5, foi a mais sensivel sob o
ponto de vista experimental e na aplicago prética
em quinhentos e sessenta e dois materiais recebi-
dos para avaliagio do efeito citotdxico. Na prética,
a HeLa revelou maior sensibilidade em relacdo a
linhagem MRC-5.

Além disso, deve ser ressaltado que em 43 ma-
teriais que resultaram positivos pelas células RC-
IAL e HeLa, 4 foram negativos em MRC-5, isto &,
cerca de 10% dos materiais positivos nfo foram
detectados pela linhagem MRC-5, sendo portanto,
nestas células resultados falso-negativos. A
extrapolagao deste niimero, poderia levar a conclu-
s3o de que parcela da populagfo inadvertidamente,
poderia correr riscos no contacto ou no uso prolon-
gado com substéncias citotdxicas.

Pode parecer estranho e incongruente, a prefe-
réncia por células derivadas de rim de coelho, mes-
mo sendo mais sensiveis que outras células huma-
nas, quando testadas frente aos produtos que en-
tram em contato com o corpo humano. Sabemos
que as linhagens celulares testadas em nosso traba-
lho sdo destituidas de qualquer caracteristica funci-
onal especifica e, por conseqiiéncia, sdo células
ndo diferenciadas, nas quais a rea¢do aos agentes
téxicos pode ser designada de citotoxicidade basal.

Desta maneira, a detec¢io da citotoxicidade
basal pode ser detectada por linhagens celulares de
origem humana, como de origem animal, nio sen-
do de maior importncia qual delas seja a escolhi-
da. Por similaridade de espécie, poderia ser prefe-
rida nos testes dos materiais que entram em conta-
to com os corpos humanos, a de origem humana’.
O fato de sclecionarmos uma linhagem de 6rgdo
(rim de coclho) ndo apresenta obsticulo, pois até
hoje ndo foi demonstrada a persisténcia das fun-
¢Oes especializadas de um epitélio, a partir de 6r-
gaos em culturas celulares seriadas’,

Como a tendéncia geral dos pesquisadores € a
do uso combinado de dois sistemas celulares para
testar a citotoxicidade, ndo temos dilvidas em esco-
lher a combinagfio das linhagens RC-IAL ¢ HeLa
(célula de origem humana), que demonstraram ex-
perimentalmente, € na rotina, sensibilidade supe-
rior & linhagem dipl6ide MRC-5.

Entretanto, podemos assegurar sem divida
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que o resultado obtido experimentalmente foi con-

firmado na rotina em 21 materiais de origens dife-
rentes. Primeiro, pela concordancia em 519 testes
que resultaram negativos nas trés linhagens celula-
res utilizadas. Segundo, pelo desempenho apresen-
tado nas 43 amostras de diferentes origens, que
resultaram positivas nos testes. Neles, a RC-IAL
demonstrou maior didmetro do halo em 15 amos-
tras e igual didmetro em outras 16 amostras, ou
seja, 31 amostras ou, em 72% das amostras positi-
vas, houve melhor ou igual desempenho relaciona-
do as outras duas linhagens de células utilizadas.
Finalmente, a média geral dos didmetros obtidos
nos controles positivos, que eram realizados todas
as vezes que eram feitos os testes, indica que a
maior foi a obtida pela linhagem RC-IAL. Se con-
siderarmos como parametro a proposigio de alguns
autores'?, a diferenga das médias dos didmetros ob-
tidos em relagdo as outras duas linhagens celulares
foi por simples inspe¢do, amplamente favordvel a
RC-IAL.

Deve ser destacado, em vista dos conhecimen-
tos atuais, que a maior sensibilidade, superioridade
ou qualquer outro mérito que determinada linha-
gem celular possa apresentar em relagio as outras,
depende em grande parte do objetivo ou finalidade
que se pretende analisar®’,

Para finalizar, nossa escolha tem como suporte
uma série de vantagens, tais como: 1) o uso de
linhagens continuas, n3o finitas; 2) de ficil manu-
seio ¢ manutengio; 3) de baixo custo; 4) de resul-
tados reproduziveis; 5) de maior sensibilidade; 6)
evitam maior nimero de resultados falsos-negati-
vos e 7) atendem a substituicio dos testes em ani-
mais por testes “in vitro”,

SUMMARY

MRC-5, HeLa and RC-IAL cell lines sensitivity
for detection of cytotoxicity of biocompatible
materials.

The sensitivity of diploid and heteroploid cell
lines for detection of cytotoxicity using the agar
diffusion method on cell culture, was tested with
ascorbic acid solution of different concentrations.
A total of 562 samples of 21 various materials
were tested.

The heteroploid cell line, RC-TIAL, showed in
relation to the MRC-5 and HeLa cell lines, greater
sensitivity because it showed the presence of cyto-
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toxic effect with the lowest concentration used (10
and 25ug/ml) of ascorbic acid and showed greater
diameter of cytotoxic halo in 15 samples and equal
diameter in 16 of the 43 positive samples (7.6%).

Out of 43 positive samples, the MRC-5 line
did not show cytotoxicity in 3 sponge samples and
1 of acrylic resin. The PVC (polyvinylchloride)
and polyethylene rarely showed positivity, while,
the plastic, cotton and acrylic resin demonstrated
cytotoxicity in about 5% of samples. We thus sug-
gest the use of the RC-IAL and HeLa cell lines for
continuation of this type of analysis at Adolfo Lutz
Institute.
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