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RESUMO E CONCLUSAO

O presente estudo teve por objetivo investigar alguns dos meeaniSmos
envolvidos na agao citotéxica da Monoetanolamina, que segundo a dJniversidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) é um constituinte encontrado nasproporcao de
18,2 % nas capsulas de fosfoetanolamina sintética produzida pela=LJSP. Foram
analisados: formagédo de colbnias celulares, ciclo celular, apoptose ‘e potencial de
membrana mitocondrial, além da expressao das proteinas MmTOR, p53, caspase 3
clivada, p16 INK4A e p27 Kip1 em células da linhagem de melanema humano.

As células tumorais da linhagem de melanomas humano (A-375) foram
plaqueadas e, apos 24 horas, a Monoetanolamina (1,000 yM ou 10.000 uM),
Cisplatina (1 uM ou 10 uM, utilizada como controle pesitivo) ou o veiculo (meio de
cultura), foram adicionados e incubados por 48 horas. Decorrido esse periodo, foram
realizados os ensaios para avaliacdo do ci€lo “celular, apoptose e potencial de
membrana mitocondrial. Para o ensaio de formagé&0o de coldnias celulares, as células
da linhagem A-375 foram mantidas em “garrafas de 25 cm? e tratadas com
Monoetanolamina (1.000 uM e 10.000 uyM) ou Cisplatina (1 uM e 10 yM) durante 48
horas e, em seguida, foram plaqueadas em meio, sem os respectivos tratamentos, e
mantidas em cultura por 10 diasgpara a formacédo de colbnias. Os possiveis
mecanismos de agao através dos quais a Monoetanolamina exerce agao citotoxica
em células de melanoma humano (A-375) também foram verificados 48 horas apos
sua incubacao, através do-ensaio de imunofluorescéncia para mTOR, p53, caspase
3 clivada, p16 INK4A e p27 Kip1.

Os resultados descritos neste relatério demonstraram que a
Monoetanolamina,/na concentracdo de 10.000 yM, mantida sobre as células por 48
horas, reduziu asfermacao de colbnias celulares em 30,1 %, alterou o ciclo celular
com diminui¢cao das células presentes nas fases Go/G1 e redistribuicdo para as fases
S e G2/M do cicle' celular, reduziu o potencial de membrana mitocondrial em 65,6 %
e, por fim, inddziu a morte celular por apoptose. A atividade da Monoetanolamina
parece estar relacionada com a ativacdo da proteina p53 e das proteinas inibitdrias
p16 INK4A, p27 Kip1 e da caspase 3. A cisplatina utilizada como controle positivo no
estudo e mantida por 48 horas sobre as células reduziu em 99,8 % a formacéo de
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colbnias celulares, também redistribuiu as células para as fases S e G2/M_doygiclo
celular e alterou o potencial de membrana mitocondrial em 59,3 % e 53;0=%"nas
concentragbes de 1 uM e 10 uM, respetivamente. A cisplatina (104quiV), cCausou
aumento na marcacao para a forma ativada das proteinas p53, p16 INK4A, p27Kip1
e caspase-3.

Conclui-se que a Monoetanolamina, obtida com grau de pureza superior a 98
% e incubada sobre as células de melanoma humano (A<375) por 48 horas na
concentracdo de 10.000 uM, reduziu a formacao de clonesscelulares, alterou o ciclo
celular, modificou o potencial de membrana mitocondrial_e induziu a morte das
células por apoptose; tais fendbmenos podem estar relacionados a ativagcdo das
proteinas p53, p16 INK4A, p27 Kip1 e caspasen3. Nas mesmas condi¢des
experimentais, a Cisplatina na concentracdo de A0/uM também reduziu a formacgao
de clones celulares, alterou o ciclo celular, niodificou o potencial de membrana e
induziu a morte principalmente por apoptese. Importante ressaltar que a
concentracido efetiva da Monoetanolamina €.1000 vezes maior que a concentragao
do quimioterapico de referéncia (cisplatina). Esses resultados podem explicar, em
parte, as acgbes citotoxicas observadas em relatérios anteriores pelo emprego de
altas concentragdes da Monoetanolamina quando avaliada em células de melanoma
humano (A-375).
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Datas
Data do inicio do estudo: 11/07/2016

Data do inicio do experimento: 26/07/2016
Data do término do experimento: 21/11/2016
Data do término do estudo: 25/11/2016

1. OBJETIVOS DO ESTUDO
Avaliar a atividade citotdxica da Monoetanolamina em células-de melanoma humano

(A-375) e possiveis mecanismos de ag&o envolvidos.
Objetivos especificos:

1) Avaliar a atividade da Monoetanolamina sobre/a formagdo de col6nias na

linhagem de células de melanoma humano (A=375);
2) Avaliar a atividade da Monoetanolamina Sebre alteracao no ciclo celular;

3) Avaliar a atividade da Monoetanolamina sobre o potencial de membrana

mitocondrial;

4) Avaliar a atividade pro-apoptotica'da Monoetanolamina;

5) Avaliar possiveis vias envolvidas na atividade da Monoetanolamina.
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2. PESSOAL ENVOLVIDO
Rodrigo Marcon, PhD
Daniela Ferraz Pereira Leite, PhD

Camila Guimaraes Moreira, PhD
Evelyn dos Santos, PhD
Gabriela Segat, Bacharel

Diretor de Estudo

Coordenadora de Pesquisa, Desenvelvimento e
Inovacao

Bolsista de pds-doutorado
Bolsista de pés-doutorado
Bolsista de mestrado

3. SUBSTANCIA TESTE, SUBSTANCIA DE .REFERENCIA, VEICULO,

REAGENTES E SOLVENTES

3.1. Caracterizagcao da Substancia Teste

Nome . Monoetanolamina

Nome quimico (IUPAC) : 2-Aminoetanol

Numero do CAS . 141-43-5

Lote : N&o informado

Data de fabricacao . 01/12/201%

Data de validade :  N&o informado

Pureza ;. *>98%

Fabricante . Instituto de Quimica - Unicamp
Aspectos fisicos . Liguido incolor

Identificacdo CIEnP . 10243

*Dado fornecido pela Unicamp.

3.2. Caracterizagao da Substancia de Referéncia

Nome : Cisplatina

Nome quimico (IYPAQ) : cis- Diamnineplatinum(ii) dichloride
Numero do CAS : 15663-27-1

Lote : *LRAA 5492

Data de validade 1 *31/12/2019

Pureza :*99,5 %

Fabricante : Sigma-Aldrich

Aspectosifisicos : *P6 amarelo

*Dados fornecidos pelo fabricante
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3.3 Caracterizacao do Veiculo

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

3.4 Caracterizagao de Reagentes e Solventes utilizados no estudo

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Avenida Luiz Boiteux Piazza, 1302 Floriandpolis — SC Brasil - CEP 88056-000

: Anexina-V
1 4148572
1 16/11/2019

: BD Biosciences

. Antibidtico~antimicoético
. 105M4823V

. 11/2017

: Sigma-Aldrich

. Cristal violeta
W75 745
$29/01/2019

. Synth

. Dimetilsulféxido
: 184517

. 14/11/2017

: Synth

. Etanol

: 185728

: 09/01/2018
: Synth

: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
: 1776559

: 30/03/2017
: Gibco

: Dulbecco's Modified Eagle MediumDMEM)
: 1748988

: 30/11/2016
: Gibco
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Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome
Lote
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: JC-1

: MKBW30-13V
: 28/10/2021

: Sigma-Aldrich

: Metanol

: 186410

: 03/02/2018
: Synth

. Formaldeido
: 81045

: 30/04/2020
: Dindmica

. Soro Fetal Bovino
: SPBB 1028

: 30/08/2017

. Sigma-Aldrich

: Soro Fetal.Bovino
: 210190K

: 30/09/2016

. Gibco

;. Jampao Fosfato de Sédio (PBS)
£,.40114018

: 04/03/2018

: Laborclin

. Tripsina/EDTA
: SLBP3635V

: 03/2017
: Sigma-Aldrich

: Valinomicina
: 094M4115V
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Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome
Lote
Fabricante

Nome
Lote
Fabricante

Nome
Lote
Fabricante

Nome
Lote
Fabricante

Nome
Lote
Fabricante

Nome
Lote
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante
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: 21/03/2020
. Sigma-Aldrich

: Tampao de Ligacdo da Anexina V
: 4029834

: 01/04/2017

: BD Biosciences

. Anticorpo primario anti-fosfo-caspasé 3
: #9664L
: Cell Signaling Technology

. Anticorpo primario anti-fosfe-mTOR
: #2971S
: Cell Signaling Technoelogy

: Anticorpo primatio anti-fosfo-p16 INK4A
. #4824
. Cell Sigpaling“Technology

: Anticerpo primario anti-fosfo-p27 Kip1
. #2552
. Cell Signaling Technology

. Anticorpo primario anti-fosfo-p53
1 "#9284S
: Cell Signaling Technology

. Anticorpo secundario anti-rabbit 594
: A1102

. Life Technologies

: Albumina de soro bovino (BSA)
: STBF7163V

: 09/07/2021
: Sigma-Aldrich
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Nome : Triton X-100

Lote : SLBN8333V

Data de validade : 10/08/2017

Fabricante : Sigma-Aldrich

3.5 Preparacao da Substancia Teste, da Substancia de Referéncia'e do Veiculo

A Substancia Teste (Monoetanolamina) foi diluida &, a /Substancia de
Referéncia (Cisplatina) foi dissolvida em condicbes estéreis em cabine de fluxo
laminar. O veiculo utilizado para a Monoetanolamina e parasa Cisplatina foi o meio
de cultura DMEM. As solucées de Monoetanolamina na coneentracdo de 10.000 uM
e Cisplatina na de 10 uyM foram filtradas em filtro de 0422 ym e utilizadas para a

diluicdo da concentracido de 1.000 uM da Monoetanolamina e 1 uM da Cisplatina.

3.6 Concentragoes utilizadas
As concentracgdes utilizadas da Monoetanolamina foram 1.000 uM e 10.000
MM e da Cisplatina foram 1 uM e 10 uM.

3.7 Justificativa para a selegao das'‘concentragoes

As concentragdes da Monoetanolamina (1.000 e 10.000 yM) e da Cisplatina
(1 M e 10 uM) foram selecionadas pelo CIEnP, por estarem dentro da faixa de
concentracdes citotoxicas ebservadas no estudo 024-VIP-008-16, em células de

melanoma humano (A-375) e.que apresentaram citotoxicidade.

4. SISTEMA TESTE

Linhagem : A375 (ATCC® CRL-1619™)
Tipo celular : Melanoma maligno
Espécie de origem : Homo sapiens, humano
Sexo : Feminino

Idade : 54 anos

Tecido de‘erigem . Pele

Morfologia . Epitelial

Proprlledades de . Aderente

crescimento em cultura

Lote : 61573377

Fornecedor : ATCC
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4.1 Justificativa para a sele¢ao do Sistema Teste
A linhagem de melanoma humano (A-375) foi selecionada como sistema-teste
do presente estudo, pois no estudo 024-VIP-008-16 foi observada “atividade

citotoxica da Monoetanolamina sobre esta linhagem.

4.2 Obtencao do Sistema Teste

A linhagem celular de Melanoma humano (A-375) foi @adquirida da “American
Type Culture Collection” (ATCC) e imediatamente alocada, em nitrogénio liquido,
conforme o POP-E.35/versdo atual. As células foram expandidas conforme POP-
E.37/versdao atual, para geracao do estoque do Baneo de Células do CIEnP e
novamente congeladas conforme POP-E.19/versa6 atual. Para o uso no presente
estudo, as células do estoque de trabalho foram/descongeladas e cultivadas de
acordo com as especificagbes do fornecedor; A-375 [A375] (ATCC® CRL-1619™).
Em seguida, foram utilizadas nos expefimentos, como descrito no item 6.2

(Metodologia).

4.3 Manutencgao do Sistema Teste

As células provenientes do‘estoque foram mantidas em incubadora de COz2, a
37 £0,1°Ceb5+0,1% de CO2 em garrafas contendo o meio de cultura DMEM,
suplementado com soro fetal'bovino (10 %) e solugdo de antibidtico-antimicético (1
%).

5. ROBUSTEZ, RASTREABILIDADE, CONFIABILIDADE E REPRODUTIBILIDADE
DOS RESULTADOS

Visando reduzir'ao maximo possiveis desvios que possam interferir na
confiabilidade, rastreabilidade e reprodutibilidade dos resultados do estudo, foram
empregados 0s,critérios propostos pelo guia de boas praticas em cultura celular
(Coecke etval.,£2005). Para isso, os seguintes procedimentos foram rigorosamente
aplicades/desde o planejamento até a realizagdo dos experimentos: 1) Nenhum
dado foi excluido ou incluido nos resultados para efeito de calculo das médias e

analise estatistica; 2) Todos os reagentes foram obtidos de fornecedores
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credenciados pelo CIEnP e utilizados dentro do prazo de validade indicadoypelo
Fabricante, com excecdo dos anticorpos que nao possuem a informag¢ad de
validade; 3) Os experimentos foram conduzidos de forma conjunia ‘eom seu
respectivo controle (Substancias de Referéncia); 4) Todos os parametros e testes
estatisticos foram determinados a priori na elaboracao do plano de‘€studo; 5) Todos
os dados brutos gerados foram pronta e imediatamente registrados pelo pessoal

responsavel pela condugao do estudo e foram auditados pela/tUGQ;

6. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
6.1 Desenho experimental

6.1.1 Avaliagdo da formacéao de colbnias celulares, (€lonogenicidade)

Conforme observado na figura 1, as celulas de melanoma humano (A-375)
foram cultivadas em garrafas de 25 cm? em’uma-densidade de 2,9 x 108 por garrafa
(A). Ap6s 24 horas, foram realizados os tratamentos com a Monoetanolamina (1.000
MM ou 10.000 uM), Cisplatina (1 yM ou 10/uM), ou somente com meio de cultura
(DMEM) (B). As células foram mantidas com os respectivos tratamentos por 48
horas. Em seguida, foram plaqueadas 1.000 células por pogo em placa de cultura de
6 pocos e incubadas por 10 dias para a formacédo de colénias em meio de cultura,
sem tratamento. (C). Posteriormente, o numero de colbnias celulares foi analisado
conforme item 6.2.1 (D)™O “ensaio foi realizado em trés repetigdes (numero
experimental = 3) em duplicata. Cada numero experimental utilizou uma passagem,

data distinta e/ou foi realizado por um experimentador diferente.
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(1 uM e 10 uM)
- Meio (DMEM)

Figura 1: Ensaio de clonogenicidade. (A) Cultivo das células em garrafag de”25 cm?; (B) Tratamento
das células com a Monoetanolamina (1.000 pM ou 10.000 uM), Cisplatina (1 pM ou 10 yM) ou
somente com meio de cultura (DMEM) e incubagao por 48 horas; (C)Plaqueamento de 1.000 células
que haviam recebido o tratamento e incubagéo por 10 dias para a formacao de col6nia; (D) Fixacédo e
coloragao das células e posterior contagem das col6nias por/microseopia otica.

6.1.2 Avaliagao do ciclo celular

Conforme observado na figura 2, as ¢élulas de melanoma humano (A-375)
foram plaqueadas em placas de 6 pogos’em tma densidade de 3 x 10° células por
poco (A) em meio contendo 0,1% de_sero€tal bovino para a sincronizagao do ciclo
celular. Apos 24 horas foram realizados os tratamentos com a Monoetanolamina
(1.000 pyM ou 10.000 pM), Cisplatina (1 yM ou 10 yM) ou somente com meio de
cultura (DMEM) (B). As células*feram mantidas com os respectivos tratamentos por
48 horas. Em seguida, as células foram permeabilizadas e incubadas com 7-AAD
por 15 minutos (C). A avaliagao do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo
(D), conforme descrito=novitem 6.2.2. O ensaio foi realizado em trés repetigbes
(numero experimentalh= 3) em duplicata. Cada numero experimental utilizou uma

passagem, data distinta e/ou foi realizado por um experimentador diferente.
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Sincronizagdo (GO) - Cisplatina
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- Meio (DMEM + 10% SBF)

Figura 2: Ensaio para avaliagdo do ciclo celular. (A) Plagueamento das, células em placas de 6
pocos; (B) Tratamento das células com a Monoetanolamina (1.000 uMseu 10.000 uM), Cisplatina (1
UM ou 10 pM) ou somente com meio de cultura (DMEM) e incubagaepor 48 horas; (C) Incubagéo das

células com 7-AAD por 15 minutos; (D) Avaliagdo do ciclo celularpor citometria de fluxo.

6.1.3 Avaliacao da morte celular através de apoptese

Conforme observado na figura 3, as,células de melanoma humano (A-375)
foram plaqueadas em placas de 6 pogos em uma densidade de 3 x 10° células por
poco (A). Apds 24 horas, foram feitos..0s itratamentos com a Monoetanolamina
(1.000 pM ou 10.000 pM), Cisplatina (1\uM ou 10 uyM) ou somente com meio de
cultura (DMEM) (B). As células foram mantidas com os respectivos tratamentos por
48 horas. Em seguida, foram adicionados Anexina-V e 7-AAD sobre as células e
incubados por 15 minutos (C). A seguir foi avaliada a porcentagem de células em
apoptose através de citometria de fluxo (D). O ensaio foi realizado em trés
repeticdes (numero experimental = 3) em duplicata. Cada numero experimental
utilizou uma passagem, data distinta e/ou foi realizado por um experimentador

diferente.
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Figura 3: Ensaio para avaliagdo de apoptose celular. (A) Plagueamento ‘das células em placas de 6
pocos; (B) Tratamento das células com a Monoetanolamina (1.000 uMwsou 10.000 uM), Cisplatina (1
UM ou 10 pM) ou somente com meio de cultura (DMEM) e incubagaepor 48 horas; (C) Incubagéo das

células com Anexina-V e 7-AAD por 15 minutos; (D) Avaliagdo/de,apoptose por citometria de fluxo.

6.1.4 Avaliagao do potencial de membrana mitecendrial

Conforme observado na figura 4, asy células de melanoma humano (A-375)
foram plaqueadas em placas de 96 pocos ém uma densidade de 1 x 10* células por
poco (A). Apds 24 horas, foram realizades os tratamentos com a Monoetanolamina
(1.000 uyM ou 10.000 uM), Cisplatina (1 pM ou 10 pM), Valinomicina (1 pg/mL) ou
somente com meio de cultura (DMEM) (B). As células foram mantidas com os
respectivos tratamentos por 48 horas» Em seguida, foi adicionado JC-1 (iodeto de 5,
5, 6, 6’ — tetracloro - 1, 1, 3, 3 - tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) sobre as células
e incubado por 30 minutos, (C). Posteriormente o potencial de membrana
mitocondrial foi avaliado‘eom auxilio do Sprectramax como descrito no item 6.2.4. O
ensaio foi realizado em trés repeticdes (numero experimental = 3) em triplicata. Cada
numero experimental utilizou uma passagem, data distinta e/ou foi realizado por um

experimentador diferente.
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(1.000 pM e 10.000 uM)
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(1 pM e 10 uM)
- Valinomicina (1 pg/mlL)
- Meio (DMEM)

Figura 4: Ensaio para avaliagcdo do potencial de membrana mitocondsial. (A) Plaqueamento das
células em placas de 96 pocgos; (B) Tratamento das células com a Menoetanolamina (1.000 uM ou
10.000 uM), Cisplatina (1 yM ou 10 pyM), Valinomicina (1 pg/mL)you sémente com meio de cultura
(DMEM) e incubagédo por 48 horas; (C) Incubacdo das células com JC-1 por 30 minutos; (D)

Avaliacao da intensidade de fluorescéncia vermelha e verdedutilizando um leitor de placa.

6.1.5 Avaliagédo do possivel mecanismo de acao da Monoetanolamina

Conforme observado na figura 5, as £élulas de melanoma humano (A-375)
foram plaqueadas em placas de 12 pocgs,.contendo uma laminula de vidro no fundo
de cada pogo em uma densidade de”6"% 10* células por pogo (A). Apds 48 horas,
foram realizados os tratamentos gomwa“‘Monoetanolamina (10.000 yM), Cisplatina
(10 uM) ou somente com meio de“eultura (DMEM) (B). As células foram mantidas
com os respetivos tratamentos por 48 horas e, posteriormente, incubadas com
anticorpos primarios (anti-fesfo=mTOR, anti-fosfo-p53, anti-caspase 3 clivada, anti-
p16 INK4A e anti-p27 Kip1)=evernight a 4 °C. Apoés incubagdo com os anticorpos
secundarios por 2%soras,” as células foram avaliadas em microscopio de
fluorescéncia, conforme.descrito no item 6.2.5. O ensaio foi realizado em trés
repeticdes (numero experimental = 3). Cada numero experimental utilizou uma

passagem, data distinta e/ou foi realizado por um experimentador diferente.
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Figura 5: Avaliagdo do possivel mecanismo de agdo da Monoetanolamina. (A) Plagueamento das
células em placas de 12 pogos; (B) Tratamento das células com a Menoetanolamina (10.000 uM),
Cisplatina (10 yM) ou somente com meio de cultura (DMEM) e incubag¢ao por 48 horas; (C) Incubagéo
das células com os anticorpos primarios; (D) Incubagao com/os,anticorpos secundarios e avaliagdo

da fluorescéncia.

6.2 Metodologia
6.2.1 Formacéo de colbnias celulares (clonogenicidade)

O ensaio de clonogenicidade foisrealizado conforme o POP D.31/verséao atual.
Para a avaliacdo das colbnias formadas ao longo de 10 dias, as células foram
fixadas com metanol e coradasscom cristal violeta 0,2 % (metanol/agua 1:1).
Agregados com mais de 50 células foram reconhecidos como col6nia. As coldnias
foram identificadas e contadas, visualmente. Imagens representativas das colénias
apos os tratamentos foram obtidas através de fotografia macroscépica da placa de

cultivo.

6.2.2 Ciclo celular

O ensaio para a avaliagdo do ciclo celular foi realizado conforme POP
D.25/versaé atual. Apds os tratamentos as células foram fixadas e permeabilizadas
com a solucée de paraformaldeido 4 % e Triton X-100 (0,05 %) por 30 minutos,
incubadas_com 7-AAD e, posteriormente, analisadas através de citometria de fluxo
(BD FACS Canto ).
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6.2.3 Apoptose

O ensaio para a avaliacdo de apoptose foi realizado conforme,déscrito no
POP D.24/versdo atual. Apdés os tratamentos, as células foramg=tripsinizadas,
centrifugadas (120 x g, 5 minutos), lavadas duas vezes com PBS &jressuspensas
em tampao presente no kit comercial (“10X Annexin V Binding Buffer?). Em seguida,
as células foram lavadas novamente com PBS, e incubadas por 5 minutos (escuro,
temperatura ambiente) com anexina-V + 7-AAD e analisadasvatfavés de citometria
de fluxo (BD FACS Canto Il). A marcag&o negativa para anexina-V e 7-AAD indica a
viabilidade das células, a marcacao positiva somente_paranexina-V indica apoptose

celular e a dupla marcacéao indica apoptose tardia ou necrose.

6.2.4 Potencial de membrana mitocondrial

O ensaio para a avaliagdo do peténcial de membrana mitocondrial foi
realizado conforme POP D.32/versdo atual. Apds os tratamentos, as células foram
incubadas com JC-1 (1 yL/mL) por 30 minutos em incubadora de CO2 a 37 °C. Em
seguida, os pogos foram lavados gom PBS para remoc¢ao do fluoréforo nao ligado e
a fluorescéncia foi avaliada em 490"am (excitagao) € 530 NM (emissao) (verde), e 525 nm
(excitagao) € 590 NM (emissao) (vermelho), através do leitor de placas Spectramax i3
(Molecular Devices). O JC«1 apresenta acumulo dependente do potencial de
membrana da mitocodndria, ,£6M consequente mudancga da emissao de fluorescéncia
de verde para vermelho. A determinacao do potencial de membrana mitocondrial foi
realizada através do calCulo da relagdo entre a fluorescéncia vermelha sobre a
verde: alta relagdo indica alto potencial de membrana (células viaveis); baixa relagéo

indica baixo potenc¢ial de membrana (células em apoptose).

6.2.5 Avaliagao dos possiveis mecanismos de acdo da Monoetanolamina
O ensaio de imunocitoquimica associado a imunofluorescéncia foi realizado

conforme descrito no POP D.39/versdo atual. Para avaliar possiveis mecanismos de
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acao da monoetanolamina, foi realizada a quantificacdo de proteinas importantes
para o processo de proliferagao celular e apoptose através de imunofluareseéncia.
Apés 48 horas de incubacgao, os tratamentos foram removidos e uma,soélucao de
paraformaldeido 4 % foi adicionada e mantida por 10 minutos em €stufa a 37 °C.
Apoés, as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS duranteys minutos e
incubadas com tampao de bloqueio (1 % BSA; 0,3 % Triton-X 100 em PBS) por 60
minutos. Posteriormente, as células foram incubadas com @S amticorpos primarios
anti-fosfo-mTOR, anti-fosfo-p53, anti-caspase 3 clivada, anti-p46°INK4A ou anti-p27
Kip1, overnight a 4 °C. Em seguida as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS
e incubadas com o anticorpo secundario (Alexa Fluor 594 anti-rabbit) por 2 horas a
temperatura ambiente, protegidos da luz. Decorridass2 horas, as laminulas foram
lavadas trés vezes com PBS e, em seguidai montadas utilizando o reagente
Prolong® Diamond AntiFade com DAPI (Thermo Scientific; Rockford, IL, EUA), para
a marcacao do nucleo celular. As imagens foramsadquiridas utilizando o microscopio
Olympus BX41 (Olympus America Inc.; Center, Valley, PA, EUA).

6.3 Grupos experimentais
Tabela 1. Representacdo dos grupos experimentais, tratamento, concentragoes,

Sistema Teste e avaliagoes.

Grupos ! Substancia Substéancia de
h . Controle"Negativo A
experimentais Teste Referéncia
Tratamento Veiculo Monoetanolamina Cisplatina
Sistema Teste | Mélanoma humano Melanoma humano Melanoma humano
Concentragoes - 1.000 pM ou 10.000 uyM 1 uMou 10 uM

Clonogenicidade, Apoptose, Ciclo celular, Potencial de Membrana

Avaliagoes Mitocondrial e Imunocitoquimica
L Duplicata ou . " . e
Repeticoes Triplicata Duplicata ou Triplicata | Duplicata ou Triplicata
Numero 3 3 3

experimental
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6.4 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como Média + Erro Padrao da Médiai(EPM). Para
a avaliacdo da diferenga estatistica entre os grupos experimentais:fei, realizada
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de\Dunnett. Para a
avaliacao da diferenca estatistica entre dois grupos foi utilizado«o teste-t. Os Valores
de p menores que 0,05 foram considerados como indicativos de significancia. Foi
utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad Software Ifie.,"San Diego, CA, USA)
para as analises estatisticas. As quantificagdes relativas das marcagdes de
imunofluoréscencia foram realizadas utilizando o software ImageJ® 1.47t e os

resultados das marcacgdes foram normalizados com‘DARI.

7. RESULTADOS

7.1 Avaliagao da formacgao de coldnias celulares (clonogenicidade)

O ensaio de clonogenicidade consiste na habilidade de uma unica célula
proliferar e desenvolver uma col6nia de clones celulares e € utilizado para verificar a
capacidade de divisdo celular apés, um’ tratamento que induz alteragdes no ciclo
celular (Franken et al., 2006). Conforme observado na figura 6A e B, as células da
linhagem de melanoma humano\(A-375) tratadas com veiculo (meio de cultura)
durante 48 horas, apresentaram grande capacidade de formagédo de clones. Nas
células tratadas com a{Monoetanolamina na concentracdo de 1.000 uM por 48
horas, nao foi observada alteracdo na formacao de coldnias, quando comparada ao
grupo tratado com oO=Veiculo. Por outro lado, as células tratadas com a
Monoetanolamina na ‘concentragdo de 10.000 uM por 48 horas, apresentaram
reducdo na formagao de colénias em 30,1 %, em relagdo ao grupo tratado com o
veiculo, contude, tal diferenga ndo apresentou relevancia estatistica (Figura 6A e B).
A cisplatina,/utilizada como controle no estudo, reduziu em 99,8 % a formacao de
coloniag contudo tal efeito foi observado apenas na concentracdo de 10 uM (Figura
6A e B).
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Figura 6: Avaliagdo da formagao de colbénias das células A-375 apos os tratamentos. As células da
linhagem de melanoma humano (A-375) foram incubadas com_,a Monoetanolamina (1.000 uM ou
10.000 pM), Cisplatina (1 yM ou 10 pM) ou com o_veiculo (meio de cultura) por 48 horas.
Posteriormente, 1000 células foram plaqueadas e mantidasiem cultura por 10 dias. Em seguida, as
células foram fixadas, coradas e a quantidade de coldnias mensurada (A). Figura representativa de
uma placa utilizada no ensaio (B). Cada coluna representa a média + erro padrdo da média de 3
ensaios. A diferenca estatistica foi analisada utilizahdo ANOVA de uma via seguido do teste de
Dunnett. * indica p<0,05 quando comparado ao grupoweiculo (Meio).

7.2 Avaliagao do ciclo celular

A divisdo celular € um processo que ocorre naturalmente na maioria das
células de mamiferos e tem a fungédo de formar células filhas idénticas a originaria
(Mitchison e Salmon, 2001)»,O"processo de divisdo celular compreende diversos
eventos e pode ser dividido/emrcinco fases distintas: GO (“gap”), G1, S (sintese), G2,
M (mitose) (Schafer,/1998). Alguns dos farmacos quimioterapicos utilizados na
clinica interrompem” o™“eiClo celular em uma das fases citadas acima, podendo
culminar na inducéao de*morte celular (Shapiro e Harper, 1999).

Conforme ebservado na figura 7, 58,4 £+ 2,1 % das células da linhagem de
melanoma humano (A-375), quando tratadas com veiculo (meio de cultura) durante
48 horas, permaneceram na fase Go/G1 do ciclo celular (A), 12,7 + 0,2 % de células
se encentravam na fase de sintese (S) (B) e 22,7 £ 2,0 % na fase G2/M do ciclo (C).
As menores concentragcdes de Monoetanolamina (1.000 uM) e de Cisplatina (1 uM),
nao alteraram o ciclo celular quando comparadas ao grupo veiculo; com 58,5 +2,0 e
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61,3 £ 2,2 % das células tratadas na fase Go/G1 (A); 12,5 £ 0,2 e 10,4 £ 0,5% de
células na fase S (B) e 22,9 £ 1,5 % e 23,6 £ 1,2 % na fase G2/M dageielo»(C),
respectivamente. Por outro lado, o tratamento com a Monoetanolamina na
concentracdo de 10.000 uM levou a reducao da populagdo de células-presentes na
fase Go/G1 quando comparado ao grupo veiculo, apresentando 29;6=+ 8,3 % das
células nesta fase (A); e aumentou a populagao nas fases S e G2/M, eom 244 + 2.5
% (B) e 38,0 £ 6,0 % (C), respectivamente. O tratamentg” com a Cisplatina na
concentracdo de 10 uM também reduziu a populagao de células presentes na fase
Go/G1 e aumentou a proporgcao de células em G2/M quando comparado as células
tratadas com o veiculo; com 9,4 £ 3,6 % na fase Go/GN\(A); 16,7 + 3,3 % na fase S
(B) e 40,0 £ 2,2 % na fase G2/M (C) do ciclo celular.

A) 3 Veiculo B) [ Veiculo C) 3 Veiculo
80- 3 Cisplatina 40- [ Cisplatina 60- [ Cisplatina
3 Monoetanolamina 3 Monoetanolamina 3 Monoetanolamina
—_ —_— -_— d
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o2 40 o & 201 0=
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iy ou S5 o T
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1) 4 o 4 o
& 20 . & 10 &
0 0 0
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Figura 7: Porcentagem da populacao, celular nas fases Go/G1, S e G2/M do ciclo celular apés o
tratamento das células A-375 por 48 horas. As células da linhagem de melanoma humano (A-375)
foram incubadas com a Monoetapolamina (1.000 uM e 10.000 uM), Cisplatina (1 yuM e 10 yM) (B) ou
veiculo (meio de cultura) por 48 horas. Apés as células foram incubadas com 7-AAD e o ciclo celular
foi avaliado utilizando citometro de.fluxo. (A) porcentagem de células na fase Go/G1 do ciclo celular;
(B) porcentagem de células nasfase S do ciclo celular; (C) porcentagem de células na fase G2/M do
ciclo celular. Cada coluna’representa a média * erro padrao da média de 3 ensaios. A diferenca
estatistica foi analisada utilizando ANOVA de uma via seguido do teste de Dunnett. * indica p<0,05
quando comparado ao/grupo veiculo.

7.3 Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial

As mitecOndrias sdo organelas responsaveis pela respiragao celular, cuja
funcdo esta diretamente ligada a sua membrana (Chen et al., 2010). A redugéo no
potencialdde membrana mitocondrial pode causar um colapso na membrana e levar
a liberacdo de mediadores que culminam com a morte celular (Gurp et al., 2003).

Para a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial, foi usado o JC-1, uma
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sonda fluorescente utilizada como um indicador de alteragdo do potencial’ de
membrana da mitocdndria (A¥Ym). Como observado na figura 8, apos 48-horas de
incubacdo, a Monoetanolamina na concentracao de 10.000 uM reduziu, 0“potencial
de membrana mitocondrial em 65,6 %, assim como observado ¢om..© controle
positivo cisplatina nas concentracées de 1 uM e 10 uM, com redug¢ao ne=potencial de
membrana em 59,3 % e 53,0 %, respectivamente. A valinomicina, um desacoplador
da respiragcdo mitocondrial, provocou uma desestrutura¢aoy do potencial de

membrana mitocondrial em 78,6 %, quando comparado ao grupe-veiculo.
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Figura 8: Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (AWm) apés o tratamento das células A-
375 por 48 horas. As céldlas“da linhagem de melanoma humano (A-375) foram incubadas com a
Monoetanolamina (1.00Q0 uM ou/10.000 uM), Cisplatina (1 yM ou 10 yM), Valinomicina (1 uM) ou com
o veiculo por 48 horas. Em seguida o JC-1 foi adicionado e o potencial de membrana avaliado
através de fluorescéncia. €ada coluna representa a média £ erro padrdo da média de 3 ensaios. A
diferenga estatisticarfei,analisada utilizando ANOVA de uma via seguido do teste de Dunnett. * indica
p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (Meio).

7.4 Avaliagdo da morte celular através de apoptose

Apoptose € um dos tipos de morte celular programada, que culmina na
reducdo e fragmentacédo celular, perda de aderéncia com a matriz extracelular e
células vizinhas, culminando na formagao de corpos apoptéticos (Elmore, 2007).
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Uma das caracteristicas da apoptose € a externalizacdo de fosfatidilserina’ na
membrana celular (Martin et al., 1995). Através da utilizacdo de marcaderes de
fosfatidilserina, como a Anexina-V, pode-se avaliar a porcentagem de,cCélulas em
apoptose (Van Engeland et al., 1998). O 7-AAD é utilizado como um=marcador de
DNA e é excluido em células intactas, dessa forma a sua “Mareacido indica
permeabilizacdo da membrana caracteristica da apoptose.

Conforme observado na figura 9, 79,5 £ 2,5 % das ¢élulas'da linhagem de
melanoma humano tratadas com veiculo (meio de cultura) duranté 48 horas estavam
viaveis (A), enquanto que 19,7 £ 2,1 % se encontravam em, apoptose (B) e 0,7 £ 0,3
% em necrose celular (C).

Nos grupos tratados com as menores concentracbes de Monoetanolamina
(1.000 puM) e da cisplatina (1 uM) nao houve alteragao em relagédo ao grupo veiculo
nas ceélulas viaveis, apoptoticas e em necréticas,'sendo observado respectivamente
81,0 £ 3,1 e 66,5 £ 7,4 % das células vidveis«(A); 18,0 £ 2,9 e 28,3 £ 5,2 % em
apoptose (B) e, 1,0+ 0,5 e 5,2 + 2,9 % em,nécrose (C) apds 48 horas de tratamento.

O tratamento com a Monoetanolamina na concentragcéo de 10.000 uyM por 48
horas reduziu a viabilidade celular{quando comparado ao grupo veiculo, sendo
observado 34,6 + 7,4 % de células vivas (A), 63,8 £ 6,7 % em apoptose (B) e 1,5 =
0,6 % em necrose (C). A Cisplatina, utilizada como controle, na concentragao de 10
MM reduziu a viabilidade celular; apresentando 25,1 + 8,5 % de células vivas (A),
68,3 £ 7,5 % em apoptose«(B)e6,5 + 3,3 % em necrose (C).
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Figura 9: Porcentagem de células viaveis, em apoptose e em necrose®As células da linhagem de
melanoma humano (A-375) foram incubadas com a Monoetanolamina (1.000 yM ou 10.000 pM),
Cisplatina (1 uM ou 10 pyM) ou com o veiculo (meio de cultura) per48 horas. Apds, as células foram
marcadas com Anexina-V/7-AAD e a apoptose/necrose foi avaliadayutilizando citometria de fluxo. (A)
porcentagem de células viaveis; (B) porcentagem de células, em ‘apoptose; (C) porcentagem de
células em necrose. Cada coluna representa a média = erro padrdao da média de 3 ensaios. A
diferenga estatistica foi analisada utilizando ANOVA de uma via seguido do teste de Dunnett. * indica
p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo.

7.5 Avaliacao da atividade da Monoetanolamina sobre algumas vias de
sinalizagao

A morte celular pode ser induzida por distintos mecanismos intracelulares que
compreendem alteragdbes no megtabeliSmo, inibicdo ou ativacdo de proteinas
responsaveis pelo ciclo celular, bem,como a modulagao de segundos mensageiros,
receptores tirosina quinases € fatores de transcrigao (Andersen et al., 2005, Elmore,
2007, Malumbres e Barbaci@,2009).

A caspase 3 é ativada=por protedlise pela caspase 8, formando a caspase 3
clivada, a qual tem papehlimportante na degradagao de inumeros substratos e na
efetivagdo da morte “eelular por apoptose (Elmore, 2007). Corroborando os
resultados apresentades previamente na figura 9, apds 48 horas de incubagao
houve aumento da marcacdo de caspase 3 clivada nos grupos tratados com a
Monoetanolamina/10.000 uM) ou com cisplatina (10 uM), indicando a ocorréncia de

apoptose apds @ tratamento com os dois compostos (Figura 10 A e B).
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Figura 10: Avaliagcdo da proteina caspase-3 clivada. As células da‘linhagem de melanoma humano
(A-375) foram incubadas com a Monoetanolamina (10.000 uM),*@isplatina (10 uM) ou com o veiculo
(meio de cultura) por 48 horas. Apés, as células foram marcadas com o anticorpo primario anti-
caspase 3 clivada e avaliado a imunofluoréscencia. (A) Imagens representativas da marcagdo com
caspase-3 clivada (vermelho), DAPI (nucleo das células)“ewa sobreposi¢do das imagens (merge). (B)
Quantificacao relativa das células positivas para a proteina caspase-3 clivada em relacdo ao DAPI.
Cada coluna representa a média + erro padrao dafmedia“de 3 ensaios. A diferenca estatistica foi
analisada utilizando teste-t. Nao foi observado diferenga estatistica entre os grupos experimentais.

A proteina mTOR (do inglés, mammilian target of rapamycin) € uma quinase
que tem papel importante no crescimento celular, proliferagao e sintese de proteinas
(Hay et al., 2004). A mTOR ¢é ativada pela via da PI3 quinase, via de sinalizagao
mediada por Akt, e resulta na expressao de proteinas importantes para a sobrevida
celular (Navé et al., 1999; Peterson et al., 2000), o que tem tornado o mTOR um
potencial alvo para o desenvolvimento de novas terapias antitumorais (Huang e
Houghton, 2003). Conforme observado na figura 11, apos 48 horas de incubagao
nao foi observada alteragao nas células tratadas com a Monoetanolamina (10.000
MM) e cisplatina (10 uM) para esta marcagéo em relagao ao grupo veiculo (Figura 11
A e B).
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Figura 11: Avaliagdo da proteina quinase mTOR. As células_ daylinhagem de melanoma humano (A-
375) foram incubadas com a Monoetanolamina (10.000 uM), Cisplatina (10 yM) ou com o veiculo
(meio de cultura) por 48 horas. Apods, as células foram matcadasfécom o anticorpo primario anti-fosfo-
mTOR e avaliado a imunofluoréscencia. (A) Imagens represéntativas da marcacao de fosfo-mTOR
(vermelho), DAPI (nucleo das células) e a sobreposicdo das imagens (merge). (B) Quantificagdo
relativa das células positivas para a proteina fosfo-mTOR em relagdo ao DAPI. Cada coluna
representa a média + erro padrdao da média de“3/ensaios. A diferenca estatistica foi analisada
utilizando teste-t. Nao foi observado diferenca estatisticarentre os grupos experimentais.

A proteina p53 € uma importante)supressora tumoral que apresenta papel
fundamental sobre a resposta a Um/dano no DNA celular, sendo considerada uma
‘guardia” do genoma. A ativagao da p53 pode levar a parada no ciclo celular (divisédo
celular) para que ocorra repato no DNA e a célula ndo perpetua com mutagdes, ou
entdo causar inducao direta de,morte celular por apoptose quando o reparo nao é
viavel (Levine, 1997). Alteracdes no DNA induzem a fosforilagdo da p53, reduzindo
sua afinidade pelo regulador negativo MDM2 (Shieh et al., 1997), deixando-a assim
em sua forma ativada. Conforme pode ser observado na figura 12 (A e B), apos 48
horas de incubagae,houve aumento na marcacgao de fosfo-p53 (forma ativada) apds
o tratamento_com ‘@ Monoetanolamina (10.000 pM) e com a Cisplatina (10 yM) em

relagéo aogrupoweiculo.
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Figura 12: Avaliagdo da proteina fosfo-p53. As células da linphagem*de melanoma humano (A-375)
foram incubadas com a Monoetanolamina (10.000 uM), Gisplatina (10 pM) ou veiculo (meio de
cultura) por 48 horas. Apds, as células foram marcadas/om oyanticorpo primario anti-fosfo-p53 e
avaliado a imunofluoréscencia. (A) Imagens representativas da marcagdo com a fosfo-p53
(vermelho), DAPI (nucleo das células) e a sobreposicdo das imagens (merge). (B) Quantificagéo
relativa das células positivas para a proteina fosfo-p53‘em relagdo ao DAPI. Cada coluna representa
a média * erro padrao da média de 3 ensaios. A diféerenca estatistica foi analisada utilizando teste-t. *
indica p<0,05 quando comparado ao grupo de células‘tratadas com o veiculo.

As ciclinas dependentes de quinase (CDKs) sdo proteinas que se tornam
ativas através de um complexo com/as ciclinas (CDK-ciclinas) e atuam fosforilando
proteinas especificas do ciclo celular’ (Malumbres e Barbacid, 2009). Um dos alvos
do complexo CDK-ciclina é a proteina inibitéria retinoblastoma (Rb), que, quando
fosforilada pela CDK-ciclipa,sestorna inativa e permite a progressao do ciclo celular
(Lukas et al., 1996; Weinbeérg, 1995). A inativagao das CDKs ocorre através de uma
familia de proteinas que incluem a p16 INK4A e a p27 Kip1. A proteina p16 INK4A é
um inibidor especifico do complexo ciclina 1/CDK4 e alteragbes no gene que a
codifica sao fregquentemente observados em tumores (LaPak e Burd, 2014). A
proteina p27 Kip1%€ um inibidor ndo especifico do complexo CDK-ciclina e atua
principalmente na inativagdo da CDK2-ciclina A, bem como em outras CDKs-ciclinas
forcando~umnponto de restricdo no ciclo celular (Sheaff et al., 1997). Como
observado na figura 13, houve aumento na marcagéo das duas proteinas inibitorias
p16 INK4A (Figura 13A e B) e p27 Kip1 (Figura 13C e D) apés o tratamento com a
Monoetanolamina (10.000 uM) em relagdo ao grupo veiculo, contudo um aumento
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significativo foi observado somente através do tratamento com a Cisplatina_(104uM)

durante 48 horas em relagéo ao grupo tratado com o veiculo.
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Figura 13: Avaliagdo da marcagao das proteinas p16 INK4A e p27 Kip1. As células da linhagem de
melanoma humano (A-375) foram’ incubadas com a Monoetanolamina (10.000 uM), Cisplatina (10
MM) ou com o veiculo (meio de cultura) por 48 horas. Apés, as células foram marcadas com os
anticorpos primarios anti-p16" INK4A e anti-p27 Kip1 e avaliado a imunofluoréscencia. (A e C)
Imagens representativas da,marcagdo com a p16 INK4A ou p27 Kip1 (vermelho), DAPI (nucleo das
células) e a sobreposigdo das imagens (merge). (B e D) Quantificagéo relativa das células positivas
para as proteinas p16"INK4A (B) e p27 Kip1 (D) em relagdo ao DAPI. Cada coluna representa a
média + erro padrdo da média de 3 ensaios. A diferencga estatistica foi analisada utilizando teste-t. *
indica p<0,05 gquando‘comparado ao grupo de células tratadas com o veiculo.

8. CONCGLUSAO DO ESTUDO
Os resultados obtidos no presente relatério demonstram que a

Monoetanolamina, obtida com grau de pureza superior a 98 % e incubada por 48
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horas com células de melanoma humano (A-375), na concentragdo de 10,000/4uM,
reduziu a formacao de clones celulares, bloqueou o ciclo celular em S=e=G2/M,
reduziu o potencial de membrana mitocondrial e induziu a morte das,células por
apoptose. Tais fenbmenos podem estar relacionados com a ativacaaesdas, proteinas
p53, p16 INK4A, p27 Kip1 e caspase 3. Nas mesmas condi¢cbes Experimentais, a
Cisplatina na concentragdo de 10 yM também reduziu a formagédo de clones
celulares, bloqueou o ciclo celular, reduziu o potencial de /nembrana e induziu a
morte principalmente por apoptose. Esses resultados analisades-€m conjunto podem
explicar, pelo menos em parte, as agbdes citotoxicas ebservadas em relatorios
anteriores pelo emprego de altas concentragbes da, Monoetanolamina quando

avaliada em células de melanoma humano (A-375).

9. REGISTRO DE DADOS BRUTOS
Todos os dados brutos e obsenvagoes relacionadas ao estudo foram

registrados em formulario adequado onde*ficaréo arquivadas por 5 anos.

10. ARQUIVAMENTO

Copia original do Plano de“Estudo, Dados Brutos e Relatério Final foram
arquivadas no CIEnP, onde serdo mantidas por 5 anos. A Substancia Teste,
Monoetanolamina foi armazenada em local apropriado no CIEnP e sera mantida até

a expiracao de sua validade.
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