RELATORIO DE ENSAIO

“AVALIAGAO DO POTENCIAL DE CITOTOXICIDADE “/N VITRO™
METODO DE DIFUSAO EM AGAR i
CTX - 044247.R | ;

RMC - INDUSTRIA BRASILEIRA DE PRODUTOS

h |
Cliente: MEDICOS |
Enderego: RUA RAMIRA MOREIRA SIQUEIRA, 239 - JD ;

MOREIRINHA - 13903-340 - AMPARO - SP |
Protocolo Ecolyzer: 044247 R |
Inicio do Processo: : 20/07/2017 |
Recebimento da Amostra: 20/07/2017 ‘
Inicio do Ensaio: 31/07/2017 - _ !
Término do Ensaio: 04/08/2017
Emissao do Relatério: 29/09/2017
s o SToNs A i i
Quantidade de amostra recebida (mL ou g): 4000,00
Lote/Val./Fab. Declarada: 8002 22/05/2019 22/05/2017
Quantidade de amostra utilizada (mL ou g): N/A

METODOLOGIA

Linhagens celulares NCTC Clone 929, célula de tecido conjuntivo de camundongo (ATCC CCL 1),
‘na concentragdo de 3,0 x 10° células/mL, semeadas em placas de Petri e incubadas por 48 horas a 37 °C em
uma incubadora umidificada, com uma atmosfera de 5% de CO,, para formagdo da monocamada celular. O
meio de cultura liquido é substituido pelo meio de cobertura s6lido, que & composto por partes iguais de meio
duas vezes concentrado e agar a 1,8% com 0,01% de vermelho neutro.

Fragmentos da amostra (0,25 cm?) sdo colocados sobre esse meio de cobertura antes de sua
solidificagdo completa. As placas sdo novamente incubadas a 37 °C com uma atmosfera de 5% CO, por 24
horas. Para o controle negativo é utilizado disco de papel de filtro (0,5 cm de diametro) de natureza atoxica e
como cohtrol.e positivo fragmentos de latex (0,5 cm x 0,5 cm) de natureza comprovadamente tdxica. As

amostras sdo testadas em triplicatas em placas separadas. As placas sdo analisadas microscopicamente
quanto a integridade celular ao redor da amostra e macroscopicamente quanto a presenca de um halo. A ‘
|
\
\

toxicidade é constatada quando ha presenga de um halo claro ao redor da amostra testada. @
i
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A citotoxicidade € avaliada pela medida do didmetro do halo claro formado e classificada de
acordo com o indice de agéo citotdxica.

ISO 10993 — Biological Evaluation of Medical Devices — Part 5: Tests For in Vitro Cytotoxicity. Intefnational
Organization for Standardization, 2009.

CONDIGOES DO ENSAIO
Faixa de temperatura de incubagdo: 37 °C com uma atmosfera de 5% CO..
TECNICA ANALITICA

PROCEDIMENTO Operacional Padronizado/ Manual da Qualidade. Rio de Janeiro: INCQS/ FIOCRUZ.

(65.3330.010). Ensaio de citotoxicidade in vitro — método de difusdo em agar.
ANVISA. Farmacopéia Brasileira, 5% edigao. Vol. 1, pag. 312-313, 2010.
RESULTADO

‘A amostra ndo mostrou sinal de citotoxicidade, ndo foi observado halo de toxicidade ao redor
ou sob a amostra e as células apresentaram integras sem nenhuma alteragéo morfoldgica, caracteristicas
idénticas a do controle negativo. o |

No controle positivo, foi constatada a caracteristica de toxicidade pela presenga de um halo
claro ao redor da amostra, com didmetro de 1,23 mm. Este halo é observado quando ha lise e morte
celular, no qual libera o corante vermelho neutro que'esté incorporado nas células, dando um aspecto

transparente ao local, caracteristica de toxicidade.
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Tabela 1. Resultados do teste de citotoxicidade.

- 'Diametro do halo em mm.

MATERIAL 1 2 . —3
Amostra 0 0 0
Controle negativo 0 0 0
Controle positivo 1,2 1,3 1.2

A citotoxicidade é avaliada pela medida do diametro do halo claro formado e classificada de

acordo com a tabela de classificagdo de reatividade (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagéo da reatividade.

DESCRIGAO DA ZONA DE REATIVIDADE CITOTOXICIDADE CLASSIFICAGAO
Nenhuma zona detectavel ao redor ou sob a amostra Nenhuma 0
Algumas células mal formadas ou degeneradas sob a amostra Leve 1
Zona limitada a area sob a amostra Suave 2
Zona estende-se de 0,5 a 1,0 cm além da amostra Moderada 3
Zona estende-se mais que 1,0 cm além da amostra : Forte 4

As opinibes e interpretagdes expressas abaixo n&do fazem parte do escopo da acreditagdo deste laboratério.

CONCLUSAO

A amostra, apresentou indice de acgao citotéxica 0, apresentou efeito atdxico para a linhagem
celular NCTC Clone 929 (ATCC CCL 1). ' '

- Os resultados referem-se Unica e exclusivamente aos itens ensaiados.
- Amostragem realizada pelo cliente.

- As amostras foram analisadas como recebidas, isentando o laboratério de qualquer responsabilidade referente aos procedimentos e dados de |

- Este relatério atende o$ requisitos da NBR ISO/IEC 17025, o qual garante a rastreabilidade dos dados gerados no ensaio.

amostragem, preservagol e envio das amostras.
- E proibida a reproduggg parcial deste Relatério. A reprodugdo em partes requer aprovagdo por escrito da Ecolyzer.

IV

Diego Salgado de Almeida ' Glaucio Pereira Machado
Analista Responsavel Gerente Técnico
CRMV-RJ 10913 : CRMV-SP 20396
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