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CITOTOXICIDADE /N VITRO

OBJETIVOS

Verificar o potencial antiproliferativo in vitro da Fosfoetanolamina Sintética (FS) e
da Fosfoetanolamina Sintética Nanoencapsulada (FSNE) frente a trés linhagens de células
tumorais e duas linhagens de células ndo tumorais, além de verificar o potencial

hemolitico destes compostos.
MATERIAIS E METODOS \

Amostras
As amostras foram diluidas em agua miliQ estéril, nas @ es de 1M e 2M
para a FS e FSNE, respectivamente. O veiculo foi utili n

Doxorrubicina, um farmaco amplamente utilizado na q$ apia do cancer (TACAR et

trole negativo e a

al., 2013), foi utilizada como controle positivo.

Linhagens celulares Q%

As linhagens tumorais utiliz% ra a avaliagdo da atividade antiproliferativa
foram obtidas através de doagao ti o Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US-
NCI, United States — Natio
periférico (CMSP) for@id de voluntarios sadios, sendo utilizadas como modelo

para a avaliagdo d \
! 6\

Tabela 1. Lin‘agemcuulares testadas durante o estudo.

er Institute). As células mononucleadas de sangue

ade sobre células ndo tumorais (Tabela 1).

Lk \fn _ o Concentracio de
8€M - Tipo histologico Origem plaqueamento
Celular ’
p (cél/mL)

HCT-116  Carcinoma Colorretal Humana 7x10*

PC-3 Adenocarcinoma de Prostata Humana 1x10°
SF-295 Glioblastoma Humana 1x10°
L-929 Fibroblasto Murino 1x10°
CMSP Células mononucleadas de Humana 1x10°

Sangue Periférico




Manutencio das linhagens celulares

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo
laminar vertical (VECO, modelo Biosafe 12, classe II) e mantidas em incubadora de CO,

a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS Autoflow).

com volume de 50 mL ou de 75 ¢m’? com volume de 250 mL em meio RPMI

N
ifta). A

1mento das

As linhagens tumorais foram cultivadas em frascos de cultura de células de 25 cm’
4:?\

(Gibco), e as células 3T3-L1 foram cultivadas em DMEM (Gibco), ambos supl

com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibiotico (penicilina/estrept
manutengdo foi realizada antes que as células atingissem a confluéncia.@,cr
linhagens foi acompanhado diariamente por microscopio de inv% EISS, modelo

Axiovert 40C). Q

Para a manutencdo das células aderidas, o meigyfoi tetirado e o frasco lavado 2x
com PBS estéril, em seguida, adicionou-se tripsi(ﬁS ,9% (Gibco) diluida 10x em
solucdo tampao (PBS, Phosphate Buffer Solition). teriormente, o meio de cultura
suplementado com SBF foi adicionado as t% suspensdo para inibi¢do da tripsina.
Parte das células foi removida da ga % olime preenchido com meio suplementado.
Para manutencdo de células e %ﬁ , fez-se apenas a substitui¢do do meio de
cultura. l@

Obtencio das células uc eadas do sangue periférico (CMSP)

As c€lula \

) ucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios
sadios co Q tubos tipo Vacutainer contendo solu¢do de EDTA K, (BD
Vacut ir& Apos a coleta, 5 mL de sangue total foram diluidos em PBS (1:1) e
vagaro te depositados sobre 2 mL de Ficoll®-Hypaque (Sigma). Posteriormente foi

% a centrifugacdo por 30 minutos a 1500 rpm para separacdo das fases da solugdo.

¢lulas mononucleadas concentram-se na camada localizada na interface entre o
plasma (fase clara) e os eritrdcitos (fase escura). As CMSP foram transferidas para outro
tubo onde foi acrescentado PBS até atingir um volume final de 11 mL, sendo entdo
centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. Esse procedimento foi repetido e o pellet de
CMSP foi ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal

bovino e 1% de antibiodticos (para uma concentragcdo final de 100 U/mL penicillina, 100

pg/mL estreptomicina). Para estimular a proliferacdo dos linfdcitos, foi adicionado ao
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meio 2% do agente mitogénico fito-hemaglutinina (Sigma). As células foram contadas e
diluidas para uma concentragio final de 1 x 10° células /mL e a citotoxicidade do
composto foi testada utilizando o método do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-

brometo de tetrazolio).

Avaliacio da atividade antiproliferativa in vitro - método do MTT

formazan, de cor purpura, em células metabolicamente ativas. Os m |
envolvidos do ciclo de Krebs, NADH2, NADPH e Succinato sdo o% ais envolvidos
0

nesta reacdo, em que a atividade metabdlica da célula é depen

e estd diretamente relacionada com a quantidade de abolizada, sendo a

mero de células

quantificagdo realizada por absorbancia em espectrofot 0 (MOSMANN, 1983).

As células em suspensdo ou monocama% plaqueadas em multiplacas de 96

cavidades, sendo a concentragdo de plag ento determinada de acordo com as

linhagens a serem testadas descritas 1a™ Apos 24 horas de incubacdo em estufa a

37°C a 5% CO2, 100 pL de amogtrg 1fuidas em meio completo foram adicionadas e
as placas foram novamente 1 or 72 horas. As placas foram centrifugadas a 1500
rpm por 5 min e, em se id&xobrenadante foi retirado. Foi adicionado em cada pogo
150 pL de solugdo @,5 mg/mL), diluido em meio RPMI 1640, e as placas foram
reincubadas por dx
centrifugada por 10 min e o sobrenadante retirado. Para realizacdo da leitura
em es ofotémtetro de placa (Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880) com
e 595 nm, o formazan foi novamente suspendido em 150 pL de

absor%
%W 1foxido (DMSO) adicionado em cada pogo. Para leitura foi utilizado o programa
Q¥

pos o periodo de incubagdo, essas placas foram novamente

ode Detection Software (Beckman Coulter Inc.).

Determinacio do potencial hemolitico

Este ensaio permite avaliar o potencial da substancia teste em causar danos na
membrana celular, seja pela formag¢do de poros ou pela ruptura total através da
quantificagc@o espectrofotométrica da hemoglobina liberada em solu¢do salina (JIMENEZ

et al., 2004).



O sangue coletado de individuos saudaveis foi diluido em 150 mL de solugdo salina
(NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). Os eritrocitos foram lavados 3 vezes em solugdo salina
contendo cloreto de célcio e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos para redugdo da
contaminagcdo plasmatica. Apods a terceira centrifugacdo, os eritrocitos foram
ressuspendidos em solugdo salina para obtencdo de uma solugdo de eritrocitos a 2%. Os
ensaios foram realizados em placas de microdilui¢do contendo 96 pogos. Cada pogo da
primeira coluna recebeu 100 pL de solucdo salina. Os pogos da segunda fileira rece r%
80 uL de solugdo salina e 20 pL do veiculo de dilui¢do das amostras teste (D %
Os pogos da 12° coluna receberam 80 pL de solugdo salina e 20 pL de Triton Mxl %
(controle positivo). Os pogos da 117 coluna receberam 190 uL de solugdo Salina e 10 pL
de Fs ¢ FSNE na concentracdo final de 300 mM.

A placa foi incubada sob agitagdo constante a temperatur% 25°C +2°C),

por 1 h. Apds a incubagdo, a placa foi centrifugada a 20 or 10 minutos e o

sobrenadante transferido para outra placa para realizagdo ura da absorbancia em
espectrofotometro de placa a 450 nm. A atividade&%

relativa ao valor dos controles positivo e negati

Analise estatistica @
Para a andlise dos dad s,12' do o programa GraphPad Prism versao 5.0. Os
tes'd

valores das absorbancias, res

foi determinada de maneira

os testes das fracdes em concentragdo unica, foram
transformados em por ¢ inibi¢do, sendo comparado ao controle negativo. Estes
dados foram analj ont base na média + desvio padrdo da média da triplicata de no

s. Quando testadas em diluicdo seriada, foi feita a determinacdo

minimo trés e
da concentra bitéria média (Clsg) com os respectivos intervalos de confianga (IC
tido

95%)% or regressao nao linear.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dados observados na Tabela 2, tanto a FS quanto FSNE, somente

apresentaram atividade citotoxica em concentracdes elevadas, com valores de Clsy que

variaram de 8,6 a 43,4 mM para FS e de

18,1 a 75,9 mM para FSNE em linhagens de

célula tumorais ¢ ndo tumorais. Além disso, ¢ possivel verificar que a FS exerce efeito

antiproliferativo na linhagem de fibroblastos murinos (L-929) em uma concen ag:%
menor do que em células tumorais, enquanto que, com a substancia nanoenc
ua

efeito antiproliferativo é reduzido tanto em células L-929, como em CMS

=

atividade em células tumorais mantida com Clsy semelhante a FS.

Tabela 2 — Potencial antiproliferativo da fosfoetanolamina sintética iosfoetanolamina
sintética nanoencapsulada (FSNE) em linhagens tumorais e nao t \% aliado pelo ensaio do

MTT, apds 72 h de tratamento.

Clso (mM)
AMOSTRAS Intervalo de confian¢a Yo

HCT-116 SF-295 & L-929 CMSP

FS £3:2 434 7 8,6 2.4
(22,2-30,2) (39,6-47,5) ) (8,0-9,3) (37.4-48,1)

25,1 20,2 8,1 75,9
FSNE (19,8-31,7) (18,3-20%) (153-21,5) (59,6-96.9) =100
. bici 0,00015 0,0016 0,0016 0,0018
OXOITUBIEINA | (6.00013-0,00017) 0,00034-0,00047)  (0,0014-0,0018)  (0,0015-0,0018)  (0,0014-0,0022)

Valores de Cls, com um intefvale,de confianca de 95% obtido por regressdo néo-linear a partir apenas um
experimento realizado e %

w\ ~
stra a curva dose-resposta dos compostos testados frente a

s tumorais € ndo tumorais. Visto que a doxorrubicina foi testada em

G%-

onforme observado nos trabalhos publicados com a fosfoetanolamina sintética

%a concentracdo inibitoria média frente as diferentes linhagens tumorais testadas foram
da ordem de mM, ¢ mesmo a concentra¢do sendo elevada, os autores a consideram como

um composto citotéxico (FERREIRA et al., 2012; FERREIRA et al., 2013). No entanto,

de acordo com o programa de triagem de moléculas com potencial atividade anticancer do

NCI, um composto puro é considerado citotdxico se o valor de sua Cls, for igual ou menor

que 4 pg/mL apds o tempo de incubacdo de 72h (GERAN, et al., 1972).



Grafico 1 — Curvas dose-resposta da fosfoetanolamina sintética (FS) e da fosfoetanolamina
sintética nanoencapsulada (FSNE) frente a linhagens tumorais e ndo tumorais avaliado pelo ensaio
do MTT, apos 72 h de tratamento. (A) HCT-116; (B) PC-3; (C) SF-295; (D) CMSP; (E) L-929.
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0 rotocolo do NCI, os compostos FS e FSNE ndo sido considerados
0S, Wi

de Clso que variaram de 8,6 a 75,9 mM. No

entant ossivel observar, a partir dos dados obtidos, que a fosfoetanolamina sintética
qMcapsulada apresentou seletividade para células tumorais.

E importante ressaltar que os estudos in vitro sdo utilizados para triagem inicial de

moléculas promissoras. No entanto, uma molécula ndo citotdxica ou citotdxica em altas

concentragcdes pode apresentar, conforme evidenciam os trabalhos publicados com a

fosfoetanolamina, potencial antitumoral in vivo, possivelmente por depender de rotas

metabolicas para desencadear sua agdo. Com isso, sugerimos que testes adicionais in vivo

sejam realizados para verificagdo da atividade antineoplésica da fosfoetanolamina.
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