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Citotoxicidade in vitro das membranas de hidrogel reticuladas
por radiacao ionizante

Invitro cytotoxicity of hydrogel membranes reticulate by ionizing radiations
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RESUMO. Hidrogéis constituidos de poli N-vinit-2-pirrolidona (PVP), dgar e polietilenoglicol (PEG)
sdo utilizados como membranas para uso topico, no tratamento de lesdes de pele. Com o objetivo de
melhorar algumas das propriedades mecéanicas da membrana, como tensdo de ruptura e elongacao,
substituiu-se o PEG pelo copolimero poli (dimetilsiloxano)-co-poli (6xido de etileno). (SEO). A
biocompatibilidade “in vitro” das membranas de PVP-SEO com diferentes concentragdes de SEO foi
testada em cultura de células. O teste de citotoxicidade foi realizado pelo estudo comparativo de dois
métodos: 1) difusdo em agar, utilizando-se as linhagens celulares RC-IAL e NCTC Clone L-929 e 2)
inibigdo da formagao de colénias utilizando-se a linhagem celular CHO-K,. Os resultados obtidos nos
dois métodos foram analogos e demonstraram que as membranas do PVP-SEQ apresentam toxicidade
nas concentragoes testadas e nas linhagens celulares utilizadas. Foi possivel também concluir que a
adicdo de SEQ ocasiona carater citotoxico as membranas de PVP.

PALAVRAS-CHAVE. Hidrogel; cultura de células; citotoxicidade; biocompatibilidade;
polivinilpirrolidona. )

INTRODUCAO metodologia esta na capacidade da radiagdo promover a reticu-

lagdo em condigdes razoavelmente brandas, sem qualquer

Membranas de hidrogel constituidas por poli N-vinil-2-  aditivo, além da esterilizag¢@o simultinea’. Souza et al."?
pirrolidona (PVP), agar e polietilenoglicol (PEG), reticuladas por ~ mostraram que a substituigdo do PEG nas membranas de
radiagdo ionizante vém sendo utilizadas como dispositivos  hidrogel pelo copolimero poli (dimetilsiloxano)-co-poli (6xido
médicos para uso tOpico®''. A principal vantagem desta  de etileno) (SEO) aumenta o grau de reticulagdo tornando-as
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mais resistentes a ruptura quando submetidas a uma forca
externa. O SEO foi selecionado por ser utilizado na industria
de cosméticos e na fabricacdo de lentes de contato'?.

As membranas de hidrogel, como todos os biomateriais,
devem ser submetidas a avaliagido de biocompatibilidade que
incluem ensaios “in vitro” e “in vivo”'.

Virios métodos “in vitro”, para avahiagio da toxicidade
de biomateriais, foram padronizados utilizando-se culturas
celulares. Os testes de citotoxicidade consistem em colocar
o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura
de células de mamiferos, verificando-se a viabilidade celular
por diferentes mecanismos, entre 0os quais a incorporacao de
corantes vitais ou a inibi¢do da formacéo de colonias?*>79,

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
citotoxicidade dos filmes de PVP, com diferentes concentra-
¢oes de SEO, em sistemas celulares “in vitro”, bem como
comparar a sensibilidade dos dois métodos utilizados: difusdo
em agar e inibigdo da formagdo de coldnias.

MATERIAL E METODOS

1. Preparo das membranas

Os reagentes utilizados no preparo das membranas
foram: PVP K-90 proveniente da GAF Corporation com massa
molar 3,6 x 10° g/mol, o copolimero SEO L7604 gentilmente
cedido pela Osi Specialties, com massa molar 4x10° g/mol e
o0 agar técnico n® 03 Oxoid L13.

Os 5 tipos de membranas foram preparados com PVP a
6%, agar a 0,4% e SEO nas concentragdes de 0; 0,5; 1,5; 3,5 ¢
4,5% (P/P), nas membranas numeradas de ! a 5, respectiva-
mente. As solugdes aquosas de PVP, SEO e agar foram
preparadas separadamente, incorporadas a uma temperatura
aproximada de 60°C e distribuidas em placas de Petri. Apés a
gelificagdo, as placas cobertas com filmes de PVC foram
irradiadas com uma dose de 25kGy no acelerador de elétrons
Dynamitron, com energia de '1,5MeV e taxa de dose de
22,4kGy/s. Ao término da irradiagdo, as amostras ficaram em
repouso por 24h para atingir o equilibrio.

2. Teste de citotoxicidade
A avaliagdo da citotoxicidade das membranas de hidrogel
foi realizada utilizando-se dois métodos:

2.1. Método de difusiao em agar

As linhagens celulares utilizadas foram: células de
tecido conectivo de camundongo, NCTC Clone L-929 (CCL1-
ATCC)' e células fibroblasticas de rim de coelho RC-IAL,
isoladas no Instituto Adolfo Lutz®. )

As células foram semeadas em placa de Petri
(15x60mm), na concentragdo de 3,0 x 10° células/mL em Meio
Minimo de Eagle (MEM) com 10% de soro fetal bovino (SFB),
sem antibi6ticos, no volume de SmL e incubadas durante 48h
a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,. Apds esse
periodo, com a monocamada de células ja formaaa, 0 meio de

cultura foi desprezado e adicionado SmL do meio “overlay” em
cada placa de Petri. Este meio é composto de partes iguais de
MEM duas vezes concentrado e dgar (Difco) a 1,8% contendo
0,01% de vermelho neutro como corante vital. No momento do
uso, o agar foi fundido e misturado na mesma proporgéo com o
MEM duas vezes concentrado, ambos a uma temperatura de
44°C. As membranas a serem testadas foram cortadas em
fragmentos de 5Smm de didmetro e colocadas sobre o dgar antes
de sua solidificagdo completa. As placas de Petri foram
incubadas novamente em estufa com 5% CO, a 37°C por
24h3.5,7.9.14. -

Foram utilizados como controles positivos fragmentos
de latex e como controles negativos discos de papel de filtro
de natureza comprovadamente atdxica, respeitando a dimensao
de 5Smm de didmetro. As amostras foram avaliadas em duplicata
para cada linhagem celular.

As placas foram analisadas macroscopica e microscopi-
camente e a caracteristica de citotoxicidade constatada por
halo claro ao redor do material testado.

2.2. Método inibi¢do da formagao de colénias™®

Para a preparagao dos extratos das amostras, utilizou-
se a propor¢do de 1,4cm?de area superficial das membranas
para cada mL do meio de cultura RPMI-SFB (RPMI 1640 com
10% de SFB ¢ 1% de solug@o de penicilina e estreptomicina)
em frascos de vidro com tampa rosqueada incubados a
37°C/24h. Apbs este periodo foram feitas diluigoes seriadas
de 50; 25; 12,5 e 6,25% dos extratos das membranas. Os
controles negativo, extrato de polietileno de alta densidade
(HDPE), e positivo, solugdo de fenol 0,02%, foram igualmente
diluidos.

Utilizou-se a linhagem celular de ovario de hamster
chinés CHO-K | (CCL-61-ATCC)" mantida em garrafas
pléasticas com o meio RPMI SFB. No momento do ensaio,
volume de 2mL de uma suspensdo celular contendo 100
células/mL, foi distribuido em placas de Petri de 15X60mm,
as quais foram incubadas por 5h para permitir adesdo celular,
em incubadora tmida a 37°C com 5% de CO,. Apos este
periodo, o meio de cultura foi removido e substituido por SmL
dos extratos puros e das diferentes diluigdes. As placas foram
novamente colocadas em estufa umida com 5% de CO,a37°C,
por 7 dias. Para cada dilui¢io do extrato utilizou-se placas em
triplicata.

Ap6s o periodo de incubagdo, os meios foram
removidos ¢ as coldnias formadas fixadas em solugido de
formol 10% em solugdo salina 0,9% e coradas com Giemsa.
As colonias visivets foram contadas e comparadas com o
numero de colénias formadas na placa controle da linhagem
celular CHO-K|, previamente incubada com o meio RPMI-
SFB.

O potencial citotoxico foi avaliado e expresso pelo
indice de citotoxicidade IC,,, correspondente a concentragdo
do extrato que suprime em 50% a formagdo de coldnias em
relacdo ao controle.
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RESULTADOS

No teste de citotoxicidade, pelo método de difusdo em
dgar, a intensidade de morte celular foi avaliada pelo dimensio-
namento do halo claro formado ao redor da membrana em teste.
0 diametro do halo foi medido com uma régua milimétrica, e
os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teste de citotoxicidade pela difusdao em agar das
membranas de PVP-SEO

Média dos diametros dos halos*

Amostras
Linhagem celular NCTC 1929 Linhagem cetular RC-1AL
Contr. Ncgat. 0.0 0,0
Contr. Posit. 35,0 35,0
1 0,0 0.0
2 5,0 5.0
3 9.0 9,0
4 15,0 25,0
5 21,0 35,0

* Valores expressos cm mm

A presenca do halo claro ao redor da membrana de PVP-
SEO, contendo 1,5% de SEO, corresponde as células mortas
(Figura 1).

Figura 1. Teste de citotoxicidade pelo método de difusio em
dgar: a- Controle negativo, b- Membrana de PVP-SEQ com
1,5% de SEO

Na Figura 2 sdo apresentadas as placas de Petri do
controle de células CHO-K; do controle negativo; do controle
positivo e da membrana de PVP contendo 0% de SEQ, do ensaio
de citotoxicidade pelo método de inibigdo de formagdo de
coldnias. A porcentagem da média do nimero de coldnias em
cada diluigdo foi calculada em relagdo a placa controle de
células CHO-K, (Tabela 2).

Lan¢ando-se os dados da Tabela 2 num grafico pode-se
calcular quantitativamente o indice de citotoxicidade, que é

representado pelo IC, ;4 cOmo mostra a Figura 3.

Figura 2. Placas de Petri do teste de citotoxicidade pelo método
de inibi¢do de formaciio de col6nias

Tabela 2. Percentual da média do namero de colénias forma-
das, em diferentes concentragdes dos extratos, em relagdo a
placa controle, nas amostras de PVP-SEO e nos controles
negativo e positivo

% da Média do Numero de Colonias

Amostras Concentragio do Extrato
6,25 % 12,5 % 25% 50 % 100 %
Contr.Negat. 84 103 78 93 87
Contr. Posit. 76 69 52 19 1
] 88 93 94 101 97
2 83 88 86 60 3
3 79 65 19 0 0
4 15 3 0 3 0
N 17 9 0 3 3
100+

‘—m—Controle negativo
- @-Controle positivo
A g

% N° de Colbnias

Concentragao do Extrato (%)

Figura 3. Curva de supressdo de colénias. 1- 0% SEO; 2- 0,5%
SEQ; 3- 1,5% SEQ; 4-3,5% SEO e 5- 4,5% SEO
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os ensaios “in vitro” sdo habitualmente efetuados como
testes de triagem no inicio da avaliacdo de biocompatibilidade
de materiais. A ISO 10993-5 (1992) refere-se ao teste de
citotoxicidade como um teste “in vitro” de aplicabilidade geral,
usado largamente com o objetivo de sugerir, a partir de seus
resultados, um plano de ensaios aplicdveis ao material. Uma
das vantagens deste teste é sua alta sensibilidade, e os resultados
obtidos tanto pela inibi¢do de crescimento celular, formagio
de coldnias, morte celular, e outros, indicam que este tipo de
avaliagdo fornece informagio integrada da agdo dos componen-
tes do material no meio biolégico.

O copolimero SEO, constituido de cadeias de poli
dimeti] siloxana com cadeias enxertadas de poli 6xido de
etileno, foi adicionado as membranas de hidrogel de PVP por
incrementar a resisténcia mecénica das mesmas. Ranby e Rabek
(1977) verificaram que quando o poli 6xido de etileno é subme-
tido a radiagdo ionizante, hd formagio de radicais que podem
ser decorrentes da cisdo da cadeia.

Como a obtengao das membranas é feita via radiagdo
lonizante, este fato pode levar a formagao de algum componen-
te toxico, conforme verificado nos ensaios de citotoxicidade

_apresentados.

No teste de difusdo em agar (Tabela 1), a presenga de

halo fo1 observada em todas as membranas exceto naquela

identificada como 1, PVP com 0% de SEO, evidenciando liberagao
de componente toxico pelas membranas de PVP com diferentes
concentragdes de SEO. A presenga de halo nas placas indica
morte celular, ou seja, citotoxicidade como se verifica no controle
positivo, que apresentou um halo de 35mm.

Na Figura 3 observa-se que a membrana de PVP sem a
presenca de SEO apresenta IC_,, superior a 100, portanto ndo
citotoxica, assim como o controle negativo. A medida em que
a concentracao de SEO foi aumentada na formulagao, houve
aumento da citotoxicidade da membrana. O controle positivo
apresentou IC,, de 28, isto €, a solugdo de fenol numa diluigio
de 28%, provoca a morte de 50% da populagdo celular.

Os métodos de difusdo em agar e de inibigio de forma-
¢do de coldnias podem ser utilizados para avaliar a citotoxici-
dade “in vitro”, das membranas de hidrogel, pois ambos
demonstraram sensibilidade equivalente. Por estes testes
concluiu-se que a adigdo de SEO na formulagdo torna as
membranas de PVP citotoxicas e que o aumento da toxicidade
¢ proporcional a concentragdo de SEO na formulagao.
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ABSTRACT. Hydrogels composed by PVP, agar and PEG are used as wound dressings in the treatment
of skin ulcers. In order to improve the mechanical properties of the membrane, such as tensile strength
and elongation, PEG was replaced by copolymer poly (dimethilsiloxane)-co-polyoxiethylene (SEQ).
The “in vitro” biocompatibility evaluation of PVP-SEO membranes with different concentrations of SEQ
was carried out in cell culture. A comparative study of cytotoxicity assays was performed by two
methods: 1) diffusion agar assay, using RC-IAL and NCTC Clone L-929 cells and 2) colony suppression
assay, using CHO-K| cells. In the cytotoxic evaluation of PVP-SEO membranes by both methods,
analogous results were obtained. It was also possible to conclude that the addition of SEO promotes

cytotoxicity in PVP membranes.

KEY WORDS. Hydrogel, cell culture, cytotoxicity, biocompatibility, polyvynilpirrolidone.
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