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RESUMO

Muitos experimentos 777 vitro podem ser conduzidos para determinar a inocuidade de
substancias e biomateriais para serem empregados como agentes terapéuticos e cosméticos,
lembrando que estes idealmente ndo podem apresentar citotoxicidade para desempenharem
suas fungdes no organismo humano. Assim, novos farmacos, cosméticos, aditivos alimentares
e biomateriais devem ter seu efeito citotoxico testado antes de serem liberados para uso
humano. Historicamente, estes testes incluiam um grande nimero de experimentacdao em
animais; porém, atualmente ha varios métodos alternativos elaborados pela Organizacdo para
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) que foram reconhecidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil. Adicionalmente, a comunidade cientifica internacional
continua se esforcando para seguir o principio dos 3Rs em relacdo ao uso de animais, ao mesmo
tempo que instituicdes publicas e privadas vém alocando recursos humanos e financeiros para
desenvolver novas metodologias /777 v/tro. Deste modo, no presente capitulo serdo abordados os
principais métodos destinados a avaliacdo de citotoxicidade 772 v/izro. Acredita-se que a adogao
destes métodos alternativos possa contribuir para a aceleracdo do processo de avaliacao de
novos produtos, com potencial reducdao de tempo e de custos para que sejam colocados a
disposicdo da populacao.

Palavras-Chave: Biocompatibilidade; Ensaios /72 vizro, 1SO 10993, 3Rs; Biotecnologia

INTRODUCAO

A avaliagdo da citotoxicidade € um passo crucial no desenvolvimento biotecnolégico
de produtos, sendo essencial para garantir a seguranca e eficacia de novas formulacdes. O
desenvolvimento de novos farmacos, cosméticos e biomateriais € um processo complexo
que demanda uma série de avaliagdes rigorosas para obter a aprovacdo regulatéria. Dentro
deste contexto, os ensaios de citotoxicidade /7 vstro emergem como uma técnica de suma
importancia. Estes ensaios sao empregados para a detecgdo de potenciais efeitos toxicos,
tendo como objetivo primordial a avaliagdo da seguranca dos produtos em questdo, em uma
fase inicial do processo de desenvolvimento. Além disso, eles desempenham um papel crucial
na antecipacao e mitigacao de potenciais riscos a satude dos individuos, a0 mesmo tempo em
que asseguram a eficacia destes produtos (Jiang et al., 2022).

Em 1959, William Russel e Rex Bursch publicaram 77%e Principles of Humane
Experimental 1échnigue, e, a partir desta publicacdo, surge o principio dos 3Rs do inglés
Reduction, Refinement e Replacement, o qual visa a protecao do uso de animais na pesquisa
cientifica e nas diferentes etapas de desenvolvimento de produtos. O primeiro principio
referente a redugdo almeja a obtencdo da mesma quantidade de informacgdes utilizando o
menor nimero de animais possiveis; o segundo principio, chamado de refinamento, considera
aredugdo e minimizacao da dor, sofrimento e estresse do animal, aprimorando as técnicas de

manuseios destes animais; enquanto o terceiro principio, a substituicdo, aponta que se deve

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



buscar métodos alternativos, sempre que possivel, substituindo por completo a utilizacao
de animais. A substituicdo é atribuida a qualquer método que substitui o uso de vertebrados
conscientes por material ndo sensivel e vem sendo amplamente investigada nas ultimas
décadas, podendo ser subdividida em substituicdo relativa, onde animais sdo utilizados, mas
ndo expostos a nenhum sofrimento, ou absoluta, onde nenhum animal é utilizado em qualquer
fase experimental (Balls, 2002; Doke & Dhawale, 2015).

A utilizagao de culturas de células e de tecidos /72 v/zro, que consistem no crescimento
de células em um ambiente controlado fora do organismo de origem, apresenta uma alternativa
valiosa aos experimentos em animais. Assim, é possivel retirar células e tecidos de diferentes
orgdos e animais, mantendo-os em um meio de crescimento apropriado por periodos que
variam de dias, meses, e até mesmo anos. Adicionalmente, as culturas de células animais 772
vitroenvolvem o isolamento e o crescimento destas em ambientes artificiais, tais como placas
ou frascos de cultura, podendo ser empregadas para diversas finalidades. Assim, a cultura
celular é uma ferramenta com vadrias vantagens, como facilidade de aplicagdao, economia
de tempo e reducao de custos, sendo frequentemente empregada na avaliacao preliminar
da toxicidade e da eficacia de substancias com potencial atividade biotecnolégica (Doke &
Dhawale, 2015).

Diante do exposto, os ensaios de citotoxicidade 777 vs7¢zro representam uma abordagem
promissora e uma alternativa ética e precisa ao uso de animais em experimentos laboratoriais
e, este capitulo, aborda as técnicas mais utilizadas para avaliar a citotoxicidade, trazendo

informacdes detalhadas sobre os ensaios mais relevantes dentro das normativas.

PRINCIPAIS TECNICAS EMPREGADAS PARA AVALIACAO DA CITOTOXICI-
DADE /N VITRO

MTT

Oensaiode MTT (Brometode 3-|4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) introduzido
por Mosmann em 1983, estd entre os ensaios de viabilidade celular mais versdteis e populares
no mundo. Isto devido ao fato de ser um método rdpido, simples, sensivel e com excelente
linearidade em diferentes densidades celulares, sendo possivel realiza-lo em células aderentes
e ndo aderentes (Kumar et al., 2018; Prdbst et al., 2017). Pequenas modificagdes na atividade
metabdlica celular podem resultar em mudancgas substanciais nos resultados do método de
MTT, permitindo a detecgao do estresse celular quando exposto a agentes citotéxicos, mesmo
na auséncia de morte celular (Kumar et al., 2018).

Este ensaio tem como principio a reducdo do sal de tetrazélio, o qual é amarelo e soltvel
em dgua, pelas mitocondrias de células metabolicamente ativas onde ocorre a formacdo de
cristais de formazana que possuem coloracdo roxa e sao insolGveis em dgua (Berridge et al.,
2005; Ghasemi et al., 2021). A intensidade da cor dos cristais de formazana esta diretamente
relacionada a quantidade de células vidveis. Convém ressaltar que, ap6s a dissolu¢do dos
cristais, ocorre a lise celular (Gonzalez & Tarloff, 2001). Consequentemente, a formagdo do
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formazana é interrompida e o ponto final da reagdo é empregado para a avaliacdo da viabilidade
das culturas celulares por meio da medicao da densidade 6ptica.

MTS

O método de MTS (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)5-(3-carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio) combina todas as caracteristicas de um bom sistema de medicdo em termos de
facilidade de uso, precisdo e rapida indicacdo de toxicidade (Berg et al., 1994). Neste ensaio,
o reagente é reduzido por células viaveis, na presenca de metossulfato de fenazina (PMS) ou
sulfato de etilfenazina (PES), também pelas desidrogenases mitocondriais, gerando cristais de
formazana (Barltrop et al., 1991). O método de MTS surgiu como uma alternativa ao MTT,
contornando alguns problemas que este ultimo apresentava (Buttke et al., 1993). O MTS, assim
como outros reagentes de tetrazélio (XTT e WST), permite a formacdo direta de produtos
soltveis, eliminando a etapa de solubilizacdo dos precipitados intracelulares produzidos pela
conversao do MTT (Ishiyama et al., 1993; Roehm et al., 1991).

Cabe ressaltar que o reagente MTS apresenta carga negativa o que contribui para a
solubilidade no meio de cultura aquoso, porém, tal propriedade limita a sua permeabilidade
celular, sendo assim, é necessdrio a intermediacdao de um aceptor de elétrons, como o PMS
ou PES, conforme ja citado. Isto permite a sua penetracao nas células vidveis e conversao do
tetrazolio no produto soltvel de formazana (Berridge et al., 2005). O uso do MTS também
permite a leitura continua da absorbancia, desde estagios iniciais do experimento (Riss et al.,
2004).

O ensaio MTS é frequentemente descrito como um “ensaio de MTT de um passo”,
o que oferece a facilidade de adicionar o reagente diretamente a cultura de células, sem os
passos intermitentes necessarios no método MTT. A vantagem do MTS em relacdo ao MTT
€ que o primeiro é mais sollvel e ndo téxico, permitindo que as células sejam devolvidas a
cultura para posteriores avaliacdes ou ensaios adicionais. A desvantagem é que ele requer a
presenca de PMS ou PES para uma reducao eficiente (Cory et al., 1991).

Sulforrodamina B (SRB)

O ensaio de citotoxicidade 777 vstro utilizando a Sulforrodamina B (SRB), inicialmente
proposto por Skehanetal.em 1990, representa uma técnicaamplamente empregada na avaliagao
da viabilidade em culturas celulares. O método se baseia na capacidade da Sulforrodamina
B de se ligar a residuos de aminodcidos bdsicos presentes em proteinas celulares fixadas,
permitindo a quantificacdo do conteddo de proteinas celulares e, consequentemente, a
estimativa da quantidade de material celular viavel (Shakil et al., 2022).

O protocolo padrdo para o ensaio de SRB consiste na etapa inicial de tratamento das
células, seguida pela fixacdo das mesmas com dacido tricloroacético (TCA) para assegurar a
preservacdo das protefnas celulares. Posteriormente, a adicdo de Sulforrodamina B resulta na
coloracdo das proteinas celulares, possibilitando a mensuracao subsequente da absorbancia,
a qual reflete a quantidade de Sulforrodamina B ligada e, por conseguinte, o contetido de
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material celular presente na cultura (Vichai & Kirtikara, 2006).

Apesardesuaamplaaplicabilidade eeficiéncianaavaliacdode tratamentosexperimentais
em culturas celulares, é necessdrio destacar que o ensaio de SRB apresenta limitacdes
importantes. A avaliacdo da viabilidade celular é indireta e dependente da quantidade de
material celular ao invés de refletir diretamente a viabilidade celular intrinseca (Shakil et al.,
2022). Além disso, fatores experimentais, incluindo fixacdo inadequada das células, a presenca
de contaminantes ou amostras com coloracdo, podem afetar a ligacao da Sulforrodamina B e,
portanto, distorcer os resultados do ensaio (Vichai & Kirtikara, 2006).

Porém, apesar das limitacdes mencionadas, o ensaio de Sulforrodamina B é uma
ferramenta amplamente empregada na avaliagdo de citotoxicidade 777 vstro, proporcionando

informacdes valiosas sobre a viabilidade celular (Orellana & Kasinski, 2016).
Alamar Blue

O Alamar Blue, também conhecido como resazurina, é um reagente utilizado na
avaliacao da viabilidade celular (Gonzalez & Tarloff, 2001). Além da viabilidade, esta substancia
possui aplicacdes destinadas a analise de apoptose, funcao e controle do ciclo celular em uma
variedade de sistemas biolégicos e ambientais (O’Brien et al., 2000). A resazurina destaca-se
por sua auséncia de toxicidade e capacidade de atravessar as membranas celulares. A utilizacao
deste composto se baseia no fato que, inicialmente, 0 mesmo apresenta uma coloracao azul
desprovida de propriedades fluorescentes (White et al., 1996). No entanto, quando incorporada
nas células, sofre reducao, transformando-se em resorufina, uma substancia de coloracao
vermelha e com notével fluorescéncia (Rampersad, 2012). Esta transicdo de estado, da forma
oxidada para a forma reduzida, oferece flexibilidade nas medicbes, permitindo avaliacdes
quantitativas por meio de leituras colorimétricas e fluorimétricas em dois comprimentos de
onda distintos (Page et al., 1993).

A eficiéncia do ensaio de citotoxicidade empregando a resazurina € influenciada por
diversos fatores incluindo a composicdo do meio de cultura, a capacidade de tampao, o pH, a
densidade celular, a temperatura de incubacdo, as interagdes quimicas entre os componentes
do meio, bem como a concentragdo e o tempo de exposicdo ao composto-teste (O'Brien et al.,
2000). Adicionalmente, é importante conduzir os ensaios em condicdes de auséncia de luz
uma vez que o Alamar Blue é sensivel a luz (Longhin et al., 2022). Além disso, é recomendavel
que as células estejam na fase exponencial de crescimento, uma vez que a intensidade da cor
vermelha reflete a extensao da proliferacao celular (Ansar Ahmed et al., 1994).

Vermelho neutro (VN)

O ensaio de retencao de Vermelho Neutro (VN) tem como fundamento avaliar e
quantificar a capacidade das células vidveis de reter o corante vermelho neutro em seus
lisossomos intracelulares (Repetto et al., 2008; Rodrigues et al., 2023). Apés a lavagem, o
corante é extraido das células utilizando etanol acidificado e a sua concentracdo é determinada
por espectrofotometria (Repetto et al., 2008). Dado que somente as células vidveis possuem

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



esta capacidade, a quantidade de corante medida estd diretamente relacionada ao nimero de
células vivas (Rodrigues et al., 2023).

Este ensaio é aplicdvel a uma ampla variedade de linhagens celulares, tanto as
aderentes quanto as ndo aderentes, desde que protocolos estabelecidos sejam estritamente
seguidos (Repetto et al., 2008). O ensaio de captacdo de VN é um procedimento sensivel e de
facil quantificagdo, exigindo menos equipamentos e sendo economicamente mais viavel em
comparagdo aos outros testes de viabilidade amplamente utilizados. Além disso, ele € menos
suscetivel a interferéncias e possui uma sensibilidade superior. No entanto, é importante
observar que, uma vez iniciado, o ensaio deve ser concluido imediatamente, j& que nao é
possivel fixar ou congelar as células tendo em vista que o ensaio se baseia na determinacao do
conteudo total de lisossomos de células vidveis (Repetto et al., 2008).

Lactato desidrogenase (LDH)

O ensaio de liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) é uma técnica amplamente
utilizada para avaliar a citotoxicidade de substdncias em culturas celulares. Ele mede a
liberacao da enzima LDH, que esta presente no citoplasma das células, quando a membrana
celular é danificada, indicando morte celular ou lesdao (Decker & Lohmann-Matthes, 1988). O
ensaio de LDH se baseia na conversao do substrato tetrazélio em um produto colorido soldvel
em agua. A quantidade de produto formado é diretamente proporcional a concentracdo de
LDH liberada no meio de cultura (Decker & Lohmann-Matthes, 1988; P. Kumar et al., 2018;
Parhamifar et al., 2019).

O método de LDH é uma técnica simples e rapida, onde as células em cultura sao
expostas a substancia ou ao farmaco em teste. Apds o periodo de exposicdo, uma aliquota
do meio de cultura é coletada. A reacdo enzimatica € iniciada pela adicdo de substrato e co-
fatores enzimaticos. Apds o tempo de incubacgdo, a reacdo é interrompida e a absorbancia é
medida em um espectrofotdmetro (Kumar et al., 2018; Parhamifar et al., 2019). A absorbancia
medida é diretamente proporcional a quantidade de LDH liberada, ou seja, quanto maior a
absorbancia, maior a citotoxicidade avaliada.

O ensaio de LDH oferece diversos beneficios na avaliacdo da citotoxicidade em culturas
celulares e na pesquisa biotecnolégica. Alguns dos principais beneficios incluem simplicidade
e facilidade de execucao, sensibilidade, reprodutibilidade, avaliacdo quantitativa e baixo custo
(Decker & Lohmann-Matthes, 1988).

Na Figura 1 estdo representadas as principais técnicas empregadas para avaliar a
citotoxicidade de amostras /72 v/tro, enquanto no Quadro 1 é possivel encontrar um compilado
das vantagens e desvantagens das principais técnicas.

Tendéncias Biotecnolégicas Sustentéaveis para Fins de Saide Unica



Figura 1 - Principais métodos empregados para avaliagdo da citotoxicidade /7 vitro.

Lactato
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NAD+ NADH
Resorufina ou Rezzzsuarlina
O \Diaforesﬁ tetrazélico

A Figura 2 descreve a metodologia resumida das técnicas empregadas para determinagao
da citotoxicidade celular.

Figura 2 - Metodologia resumida das técnicas para determinagao da citotoxicidade 77 vizro.
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Quadro 1 - Vantagens e desvantagens dos principais métodos de avaliacdo de citotoxicidade in vitro.

TECNICA VANTAGENS DESVANTAGENS
i R.apldo. - Causa lise celular.
i Slmples.. - Longo tempo longo de incubacao.
MTT ° [SEIIIEe: - Necessidade de equipamento para leitura.
- Sensivel a mudangas metabdlicas Inclui -
das células. - Incluiu componentes toxicos.
_ Utilizacio em diversos modelos - Compostos-testes podem interferir na rea-
celularesg cao afetando os resultados.
- Rapido.
- Simples.
- Econdmico.
- Alta sensibilidade. - Demanda equipamento para leitura.
MTS - Elevada taxa de reprodutibilidade. |- Ndo fornece informagdes detalhadas sobre
) N os mecanismos de toxicidade.
- Tempo de incubagdo curto.
- Ndo causa lise ou toxicidade celu-
lar.
- Pode ser realizado com culturas
celulares em andamento.
- Avaliacao da viabilidade celular é indireta.
SRB - Heril e pansas ente a5 erapes. | _ presenca de contaminantes ou amostras
- Ndo téxico. com coloracao podem afetar a ligagdo da
Sulforrodamina B.
- Técnica rapida e simples, alta sen- | Falta de especificidade, limitagdes na de-
LDH sibilidade, reprodutibilidade e baixo [teccdo de citotoxicidade, falta de detalhes
custo. sobre mecanismos de agao.
- Nao téxico.
- Alta sensibilidade. - Compostos testes podem interferir na sen-
- Ndo ocorre lise celular. siloikle € fisgnice
Alamar Blue |- Pode ser usado em diferentes mo- ) Der{la}{lda de equipamentos especificos
delos celulares. para feitura.
_E escalonavel - Sensivel a luminosidade.
- Leitura pode ser realizada por meio
de fluorescéncia e/ou absorbancia.
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