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2. RESUMO

O presente estudo avaliou as atividades citotoxica e antiproliferativa da Substancia
Teste Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70), sintetizada pelo Instituto de Quimica
da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), em linhagem de células humanas de
carcinoma de pulmao. A avaliagdo da citotoxicidade da Substancia Teste foi realizada em
etapas: a primeira teve por objetivo determinar o melhor tempo de incubagéao (24, 48, 72 ou
96 horas) da mistura Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (0,01 — 10 mg/mL), utilizando o
ensaio de citotoxicidade por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina).
Ap6s a escolha do melhor tempo de incubagéao, o objetivo foi avaliar as atividades citotoxica
e antiproliferativa da mistura Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (0,1 — 10 mg/mL),
utilizando os ensaios de citotoxicidade por MTT e vermelho neutro e o ensaio de proliferacao
por sulforrodamina B. A interferéncia do pH sobre a atividade da Substancia Teste também
foi verificada; assim, o pH de cada concentracdo da mistura Fosfoetanolamina +
Monoetanolamina foi mensurado, e solugdes de meio de cultura tiveram o pH ajustado para
corresponder a cada concentragdo da Substancia Teste. Por fim, a Substancia de
Referéncia utilizada foi a cisplatina nas concentragdes de 0,3 a 30 yM. Os compostos foram
incubados sobre as células por 72 horas, o qual foi o melhor tempo de incubacgéo
determinado pela etapa anterior.
A mistura Fosfoetanolamina + Monoetanolamina n&o apresentou atividade citotdxica e
antiproliferativa até a concentracdo de 3 mg/mL. Todavia, a concentragcao de 10 mg/mL foi
capaz de reduzir de forma significativa a viabilidade celular em 46,7 + 3,6 % pelo ensaio de
MTT, e a proliferacao celular em 66,3 + 10,8 %, na linhagem de carcinoma de pulmao. No
entanto, foi observado que o pH correspondente a concentragdao de 10 mg/mL (6,35)
interferiu na viabilidade e na proliferacao das células. De fato, a incubagao das células com
meio de cultura com o pH ajustado para 6,35 por 72 horas resultou em redugcdo na
viabilidade em 15,3 + 5,1 % pelo método de MTT e 28,7 + 17,3 % pelo vermelho neutro.
Além disso, o pH de 6,35 também foi capaz de reduzir a proliferagédo celular em 50,8 + 10,8
%. A Cisplatina, utilizada como substancia de Referéncia, reduziu a viabilidade das células
de carcinoma de pulmao com uma Cls, de 6,9 (3,1 — 15,7) uM, atingido uma citotoxicidade
de 88,6 = 1,1 % na maior concentragao testada (30 uM), quando avaliada pelo método do
MTT e Clso de 2,9 (2,1 — 4,1) uM com citotoxicidade de 78,4 + 2,9 % no vermelho neutro.
Além disso, reduziu a proliferagdo das A mistura Fosfoetanolamina + Monoetanolamina
(100:70), quando incubada na maior concentragéo testada (10 mg/mL), reduziu tanto a
viabilidade como a proliferagao de células de carcinoma de pulméao humano (A549) nos dois

métodos utilizados.
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A baixa atividade citotoxica da Substancia Teste sobre as células de carcinoma de pulméo
humano (A549), nos métodos utilizados, parece ser pelo menos em parte, relacionado ao a
reducdo pH do meio de cultura, uma vez que o pH de 6,35, o qual corresponde a
concentracdo de 10 mg/mL, apresentou resultados semelhantes sobre a citotoxicidade e a
proliferagao celular quando comparado a mistura da Fosfoetanolamina + Monoetanolamina
(100:70). Estes resultados mostram que a adicdo da monoetanolamina a fosfoetanolamina
nao confere a mistura aumento na atividade citotéxica observada em estudo anterior (024-
VIP-008-16).

Pagina 7 de 24
Avenida Luiz Boiteux Piazza, 1302 Floriandpolis — SC Brasil - CEP 88056-000

Documento Confidencial



CD Estudo n°: 024-VIP-006-17

CIEnP AVALIACAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E ANTIPROLIFERATIVA DA MISTURA DE
FOSFOETANOLAMINA + MONOETANOLAMINA (100:70) EM LINHAGEM DE CELULAS
HUMANAS DE CARCINOMA DE PULMAO

3. DATAS

Data do inicio do estudo: 15/02/2017

Data de inicio do experimento 20/02/2017
Data de término do experimento: 29/03/2017
Data de término do estudo: 29/06/2017

4. OBJETIVO DO ESTUDO

Avaliar a citotoxicidade e antiproliferativa da Substancia Teste (Fosfoetanolamina +
Monoetanolamina — 100:70) na linhagem celular de carcinoma de pulmao, pelos métodos de

MTT, vermelho neutro e Sulforrodamina B.

5. EQUIPE DE PROJETO

Rodrigo Marcon, PhD Diretor de Estudo

Daniela Ferraz Pereira Leite, PhD CoordeNnadora de Pesquisa, Desenvolvimento e
Inovagao

Camila Guimaraes Moreira, PhD Bolsista

Evelyn Cristina da Silva Santos, PhD Bolsista

Gabriela Segat, MsC Bolsista

6. SUBSTANCIA TESTE, SUBSTANCIAS DE REFERENCIA, VEICULO, REAGENTES E
SOLVENTES

6.1. Caracterizagcdo da Substancia Teste

Nome : Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70)
Nome quimico (IUPAC) : Nao se aplica

Numero do CAS : Na&o se aplica

Lote : MAD1338

Data de fabricagao : Nao informado

Data de validade : Nao informado

Pureza/ Composicao :  Nao informado

Aspectos fisicos : Amarelo viscoso

Fabricante . Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Identificacdo CIEnP . 0246

* Dados fornecidos pelo patrocinador
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6.2. Caracterizagao da Substancia de Referéncia

Nome

Nome quimico (IUPAC)

Numero do CAS
Lote

Data de validade
Pureza
Fabricante
Aspectos fisicos

: Cisplatina

: cis- Diamnineplatinum(ii) dichloride

: 15663-27-1

: *LRAA 5492

: *31/12/2019
:¥99,5 %

: Sigma-Aldrich
: Pé amarelo
*Dados fornecidos pelo fabricante

6.3. Caracterizagao do Veiculo

Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium (F12-K)
63820758
03/2017
ATCC

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

6.4. Caracterizagao de Material e Reagentes

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

Acido acético glacial
DCBC6885V
10/2020

Vetec

Antibidtico-antimicotico
105M4823V

11/2017

Sigma-Aldrich

Acido tricloroacético
190899
27/07/2018

Synth

Cloreto de calcio

26407

03/2019
Lafan Quimica

Dimetilsulfoxido
188387

15/04/2018

Synth
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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

Data de validade
Fabricante

Nome
Lote

Etanol
195407
28/01/2019
Synth

Formaldeido
81045
04/2020

Dinamica

MTT
MKBT7789V
03/2020
Sigma-Aldrich

Soro Fetal Bovino
SPBB 1028
30/08/2017
Sigma-Aldrich

Sulforrodamina B
MKBQ 1665V
27/05/2020
Sigma-Aldrich

Tampao Fosfato de Sédio (PBS)

40114018
04/03/2019
Laborclin

Tripsina/EDTA
SLBP3635V
08/03/2017
Sigma-Aldrich

Trizma Base
SLBH3501
30/08/2019
Sigma-Aldrich

Vermelho neutro
MKBP6756V

Estudo n°: 024-VIP-006-17

AVALIAGAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E ANTIPROLIFERATIVA DA MISTURA DE
FOSFOETANOLAMINA + MONOETANOLAMINA (100:70) EM LINHAGEM DE CELULAS
HUMANAS DE CARCINOMA DE PULMAO

Pagina 10 de 24

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

Documento Confidencial



CD Estudo n°: 024-VIP-006-17

CIEnP AVALIACAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E ANTIPROLIFERATIVA DA MISTURA DE
FOSFOETANOLAMINA + MONOETANOLAMINA (100:70) EM LINHAGEM DE CELULAS
HUMANAS DE CARCINOMA DE PULMAO

Data de validade . 06/11/2019
Fabricante : Sigma-Aldrich
Nome . Metanol

Lote . DCBB0805

Data de validade . 10/2020
Fabricante : Vetec

Nome . Azul de tripan
Lote : 1627965

Data de validade : Nao informado
Fabricante . Life Technologies

6.5. Preparo da Substancia Teste, da Substancia de Referéncia e do Veiculo

A manipulagcdo da Substancia Teste e Substincia de Referéncia foi realizada em
condicbes estéreis em fluxo laminar. Apds, foi realizada a avaliagido do pH de todas as
concentragdes da Substancia Teste e, em seguida, aliquotas de meio de cultura tiveram o
pH ajustado para corresponder aos apresentados pelas concentracdes da Substancia Teste.

A solubilizacao e/ou diluichdo das Substancias Teste e de Referéncia foram realizadas
em meio Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium (F12-K). As solugbes das
Substancias Teste em todas as concentragcbes e dos respectivos pHs correspondentes

foram filtradas em filtro de 0,22 ym, previamente a incubagao sobre as células.

6.6. Selegcao das concentragdes da Substiancia Teste e Substancia de Referéncia

No teste para determinar o melhor tempo de incubagido da Substancia Teste foram
utilizadas as concentragdes de 0,01 a 10 mg/mL. Nos ensaios para a avaliagdo da
citotoxicidade e atividade antiproliferativa em células humanas de carcinoma de pulmao, as
concentracdes utilizadas da Substancia Teste foram: 0,1; 0,3; 1, 3 e 10 mg/mL. A Cisplatina
foi avaliada nas concentracdes de 0,3; 1; 3; 10 e 30 uyM. As solugdes de meio de cultura com
os pHs correspondentes as concentracbes da mistura da Fosfoetanolamina +
Monoetanolamina (100:70) foram: 7,65 para a concentragdo de 0,1 mg/mL, 7,59 para 0,3
mg/mL, 7,29 para 1 mg/mL, 6,92 para 3 mg/mL e 6,35 para a 10 mg/mL, por fim o pH do

veiculo foi de 7,68.

6.7. Justificativa para a selegdo das concentragées
As concentracbes da mistura da Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70)
foram selecionadas pelo CIEnP para fins de comparacao aos resultados prévios oriundos do

estudo 024-VIP-008-16. As concentracdes da Substancia de Referéncia foram selecionadas
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através de dados oriundos do estudo 024-VIP-008-16 e da literatura (Kelland e Abel, 1992;
Kovacs AF e Pandita et al., 2014).

7. SISTEMA TESTE

Linhagem : A549 (ATCC® CCL-185™)
Tipo celular : Carcinoma de pulmao
Espécie de origem : Homo sapiens, humano
Sexo : Masculino

Idade : 58 anos

Tecido de origem : Pulmao

Morfologia . Epitelial

Propr_ledades de - Aderente

crescimento em cultura

Lote 1 62783414

Fabricante : ATCC

7.1 Justificativa para a selegdo do Sistema Teste

As células da linhagem de carcinoma de pulmao (A549) foram selecionadas como
sistema teste do presente estudo, pois € uma linhagem celular internacionalmente utilizada
na triagem de potenciais farmacos antitumorais (Fountzilas et al., 1986; Burger e Fiebig,
2004; Kumar et al., 2014; Gopaul et al., 2015). Além disso, a linhagem A549 também foi
utilizada no estudo prévio 024-VIP-008-16 para a avaliagdo da atividade citotdxica da

fosfoetanolamina, monoetanolamina e fosbisetanolamina.

7.2 Obtencao do Sistema Teste

As linhagens celulares de carcinoma de pulmdo (A549) foram adquiridas da
“American Type Culture Collection” (ATCC) e imediatamente alocadas em nitrogénio liquido,
conforme o POP-E.35/versdao atual. Para o uso no presente estudo, as células foram
descongeladas e cultivadas de acordo com as especificagées do fornecedor: ATCC product
sheet da A549 (ATCC® CCL-185™). Em seguida, as células foram plaqueadas em placas

de 96 pogos para a realizacdo dos ensaios.

8. ROBUSTEZ, RASTREABILIDADE E REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS

Visando reduzir ao maximo possiveis desvios que possam interferir na confiabilidade,
rastreabilidade e reprodutibilidade dos resultados do estudo, foram empregados os critérios
propostos pelo guia de boas praticas em cultura celular (Coecke et al., 2005). Para isso, 0s
seguintes procedimentos foram rigorosamente aplicados desde o planejamento até a
realizacao 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
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fornecedores credenciados pelo CIEnP e utilizados dentro do prazo de validade indicado
pelo Fabricante; 3) Todos os experimentos foram realizados em triplicata; 4) A média das
triplicatas de cada experimento foi considerada como n = 1 (nimero experimental = 1); 5)
Exceto na avaliacdo do melhor tempo de incubagédo da Substancia Teste, os experimentos
foram conduzidos de forma conjunta com seus respectivos controles (Substancias de

Referéncia) para a validagdo do método.

9. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

9.1. Desenho experimental

9.1.1 Determinagdo do melhor tempo de incubagio da Substancia Teste

Para este ensaio, foram plaqueadas 7 x 10° células/pogo de células de carcinoma de
pulmao (A549), em placas de cultura de 96 pocos, contendo de 100 a 200 pyL de meio de
cultura Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium suplementado com soro fetal bovino (10
%). Apos 24 horas de incubagao em estufa de CO, a 37 °C £ 0,1°C e 5% + 0,1 % de CO,, o
meio de cultura foi substituido por meio contendo a Substancia Teste (0,01 - 10 mg/mL) ou
Veiculo (meio de cultura). Decorridas 24, 48, 72 ou 96 horas de incubagao, a citotoxicidade
foi avaliada pelo método do MTT, conforme descrito no item 9.2.1 (Avaliagdo da atividade

citotoxica utilizando o método do MTT).

9.1.2 Avaliacdo da atividade citotéxica e antiproliferativa de diferentes concentragcbes da
Substancia Teste

Para este ensaio, foram plaqueadas 7 x 10° células/pogo de células de carcinoma de
pulmao (A549), em placas de cultura de 96 pocos, contendo de 100 a 200 pyL de meio de
cultura. Apdés 24 horas de incubagdo em estufa de CO, a 37 °C + 0,1°C e 5% = 0,1 % de
CO,, o meio de cultura foi substituido por meio contendo: Veiculo (meio de cultura),
Substancia Teste (0,1 — 10 mg/mL), Substancias de Referéncia Cisplatina (0,3 — 30 uM), ou
meio de cultura com pH ajustado para 7,65 (corresponde a concentragdao de 0,1 mg/mL),
7,59 (corresponde a concentragdo de 0,3 mg/mL), 7,29 (corresponde a concentragdo de 1
mg/mL) 6,92 (corresponde a concentragdo de 3 mg/mL) e 6,35 (corresponde a concentragéo
de 10 mg/mL) e 7,68 (corresponde ao veiculo). Decorridas 72 horas de incubacao, a
viabilidade celular foi analisada pelos métodos de MTT e vermelho neutro e a atividade
antiproliferativa foi avaliada pelo método de Sulforrodamina B, conforme descritos nos itens
9.2.1 (Avaliagdo da atividade citotoxica utilizando o método do MTT), 9.2.2 (Avaliagao da
atividade citotoxica utilizando o método do Vermelho neutro) e 9.2.3 (Avaliagéo da atividade

antiproliferativa utilizando o método da Sulforrodamina B).
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9.2. Metodologia
9.2.1 Avaliagao da atividade citotoxica utilizando o método do MTT

O ensaio de viabilidade celular foi realizado através do teste colorimétrico de redugao
do MTT, no qual células viaveis reduzem o sal de MTT, formando um complexo, formazan,
no interior de suas mitocondrias, como descrito previamente por Mosmann, (1983). Para
este ensaio, apds os tratamentos, o meio de cultura foi trocado por meio contendo o MTT
(0,5 mg/mL), e incubado por aproximadamente 4 horas a 37 °C = 0,1 °C em atmosfera
umidificada, contendo 5 % * 0,1 % de CO.,. Posteriormente, o meio foi novamente retirado e
foram adicionados 100 yL de dimetilsulfoxido -DMSO- (100%). A absorbancia foi mensurada
em 570 nm, utilizando o equipamento SpectraMax i3x (Molecular Devices). Os resultados
foram expressos em porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle. Quando
possivel, foi calculada a Cls, (concentracdo capaz de reduzir 50% da viabilidade) e a

porcentagem de inibigéo.

9.2.2 Avaliacao da atividade citotoxica utilizando o método do Vermelho Neutro

A fim de avaliar a atividade citotdxica dos compostos por um mecanismo distinto do
MTT, também foi utilizada a metodologia de incorporagdo do corante vermelho neutro por
células viaveis, como descrito anteriormente por Borenfreund e Puerner (1985). Este método
analisa a citotoxicidade celular através da capacidade endocitica da célula, a qual ira captar
mais ou menos corante de acordo com a integridade da membrana plasmatica. O composto
endocitado fica armazenado no lisossomo e, através de uma solucao de eluigcao, é possivel
realizar a leitura de absorbancia das amostras. Para este ensaio, apds os tratamentos, o
meio de cultura foi substituido por meio contendo o corante vermelho neutro, em uma
concentracao de 80 pg/mL e incubado por 4 horas a 37 °C + 0,1 °C em atmosfera
umidificada, contendo 5 % + 0,1 % de CO,. Em seguida as células foram lavadas com uma
solucao contendo cloreto de calcio (1 %) e formaldeido (0,5 %) em tampé&o fosfato de sédio
(PBS), e logo em seguida, o corante foi solubilizado em 100 pyL da solugdo de eluigéo,
contendo acido acético (1 %) e etanol (50 %) em PBS. A quantificagédo do vermelho neutro
foi verificada através da absorbancia em 540 nm, utilizando o equipamento SpectraMax i3x
(Molecular Devices). Os resultados foram expressos em porcentagem de células viaveis.
Quando possivel foi calculada a Cls, (concentragdo capaz de reduzir 50% da viabilidade) e a

porcentagem de inibigao.

9.2.3 Avaliacao da atividade antiproliferativa utilizando o método da Sulforrodamina B.
O método para a avaliagao da atividade antiproliferativa dos compostos foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Vichai e Kirtikara (2006). Este método analisa a

proliferagdo celular através da habilidade da sulforrodamina B de se ligar a componentes
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proteicos das células fixadas pelo acido tricloroacético. Para este ensaio, células sem
tratamento foram fixadas, conforme descrito abaixo e mantidas a temperatura ambiente até
o final do protocolo experimental (Tempo 0, TO). Em seguida, outras células receberam os
tratamentos. Apds 72 horas, o meio de cultura foi retirado e foram adicionados 100 yL de
acido tricloacético 20% gelado em cada poco para fixacdo das células. Apdés uma hora de
fixagdo a 4 °C, as placas foram lavadas e deixadas para secar. Posteriormente, 50 uL de
sulforrodamina B (0,1 %) foram adicionados em cada pogo por 30 minutos. Em seguida, as
placas foram lavadas com acido acético 1 % por quatro vezes. Por fim, 100 yL de Trizma
base 10 mM foram adicionados para solubilizagdo da sulforrodamina B e as absorbancias
do TO e dos tempos de incubagao de cada linhagem foram quantificadas em 540 nm através
do equipamento SpectraMax i3x (Molecular Devices). Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibicdo da proliferacdo (crescimento celular). Quando possivel, foi
calculada a Cls, (concentracao capaz de reduzir 50% da proliferacédo) e a porcentagem de
inibigao.

9.3 Grupos experimentais

Tabela 1. Representacdo dos grupos experimentais, tratamentos, periodicidade,
concentracao, sistema teste e nimero experimental

Grupos . Substancia Substancia de pH
. . Veiculo P
experimentais Teste Referéncia correspondente
Fosfoetanolamina
Tratamentos Meio de * Cisplatina Meio de cultura
Cultura Monoetanolamina P com pH ajustado
(100:70)
Periodicidade 72 horas 72 horas 72 horas 72 horas
Concentragoes - 0,1 — 10 mg/mL 0,3-30 uM 6,35-7,68
. Carcinoma de Carcinoma de Carcinoma de Carcinoma de
Sistema Teste ~ ~ ~ ~
pulmao pulmao pulmao pulmao
Ndmero . . o .
3 em ftriplicata 3 em ftriplicata 3 em triplicata 3 em ftriplicata

experimental

9.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como Média + Erro Padrdao da Média (EPM). Para avaliar
a diferenca estatistica entre os grupos foi realizada andlise de variancia (ANOVA) de uma
via seguido pelo teste de Dunnett’'s. Os valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) foram
considerados como indicativos de significancia. Foi utilizado o software GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) para as analises estatisticas. Os valores das

Clso foram calculados através de regresséo nao linear (dose resposta — inibigao).
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10. RESULTADOS
10.1 Determinacao do melhor tempo de incubacgao da Substancia Teste

Visando determinar o melhor tempo de incubacgéo da Substancia Teste, foi realizado
um ensaio exploratério, conforme descrito no item 9.1.1. Conforme observado na Tabela 2,
a incubacao da mistura Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70) por 24, 48, 72 e 96
horas sobre as células da linhagem de carcinoma de pulm&o (A549), alterou a viabilidade
celular em ao menos 20% na maior concentracéo testada em todos os tempos avaliados.
Sendo assim, o critério de escolha do tempo de incubacao foi baseado no estudo anterior
024-VIP-008-16, onde os compostos foram incubados por 72 horas sobre as células de

carcinoma de pulméao (A549).

Tabela 2: Avaliagdo do melhor tempo de incubagdo da Substancia Teste sobre a linhagem
celular de carcinoma de pulm&o humano através da viabilidade celular por MTT.

_ VIABILIDADE CELULAR (%)
TRATAMENTO CONCENTRACAO

24 h 48 h 72h | 96 h
Veiculo - 100 100 100 100
0,01 (mg/mL) 105,3 | 118,8 | 103,3 | 90,0
Fosfoetanolamina + 0,1 (mg/mL) 104,2 | 120,0 | 99,4 | 90,3
Monoetanolamina (100:70) 1 (mg/mL) 95,2 | 120,0 | 91,2 | 89,7
10 (mg/mL) 57,9 68,1 47,1 | 34,0

10.2 Avaliagao da atividade citotoxica em diferentes concentragées da Substancia
Teste, do pH correspondente e a Substancia de Referéncia em células de carcinoma
de pulmao humano

A incubacdo da Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70) nos meios de
culturas nas concentragbes de 0,1 a 10 mg/mL reduziu a viabilidade das células de
carcinoma de pulméo. A concentracao de 10 mg/mL foi a Unica que apresentou atividade
citotoxica sobre as células, com inibicdo de 46,7 + 3,6 % quando avaliada pelo método de
MTT (Figura 1A), e 19,8 + 4,1 %, quando avaliado pelo método de vermelho neutro (Figura
1B), no periodo de 72 horas de incubagéo.

Os valores de pH das concentragcbes da mistura Fosfoetanolamina +
Monoetanolamina foram: 7,65 para a concentragao de 0,1 mg/mL, 7,59 para a concentragéo
de 0,3 mg/mL, 7,29 para a concentragdao de 1 mg/mL, 6,92 para a concentragao de 3
mg/mL, 6,35 para a concentragdo de 10 mg/mL e 7,68 para o grupo veiculo. Conforme

observado na figura 1C e 1D, a incubagao nas células de carcinoma de pulmao por 72 horas
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com o meio de cultura com o pH ajustado para 6,35 (0 qual corresponde ao pH observado
na concentragdo de 10 mg/mL da Substancia Teste), resultou em redugéo significativa na
viabilidade em 15,3 + 5,1 %, pelo método de MTT (Figuras 1C) e 28,7 + 17,3 % pelo
vermelho neutro (Figuras 1D).

O medicamento antitumoral cisplatina (0,3 uM -30 uM), utilizado como Substancia de
Referéncia, reduziu a viabilidade das células de carcinoma de pulmao com uma Cls, de 6,9
(3,1 = 15,7) uM, atingido uma citotoxicidade de 88,6 + 1,1 % na maior concentracao testada
(30 uM) (Figura 1E), quando avaliado pelo método do MTT. Resultados semelhantes foram
encontrados com o método do vermelho neutro; Clsy de 2,9 (2,1 — 4,1) uM e citotoxicidade

de 78,4 + 2,9 % na maior concentracao testada (30 uM) de (Figura 1F).
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Figura 1. Avaliagcao da atividade citotoxica da Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70), do pH
correspondente e da Cisplatina em células de carcinoma de pulmao humano. As células foram
incubadas com Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (0,1 a 10 mg/mL) (A, B), seus valores de pH
correspondentes (7,68 a 6,35) (C e D) ou com a cisplatina (0,3 a 30 yM) por 72 horas. Apés foi
realizado o ensaio de MTT (A, C e E) ou vermelho neutro (B, D e F). As barras representam a média
* erro padrdo da média de 3 ensaios distintos. Para a analise estatisticas foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Dunnett’s. Os valores de Cls, foram calculados
através de regresséo nao linear (dose resposta — inibigdo). A porcentagem de inibi¢gdo foi calculada
em relagao ao grupo veiculo.
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10.3 Avaliagao da atividade antiproliferativa da Substancia Teste, pH correspondente
e a Substancia de Referéncia em células de carcinoma de pulmao humano

A Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70) foi testada nas concentragdes de
0,1 a 10 mg/mL sobre as células de carcinoma de pulmao. Contudo, apenas a concentragao
de 10 mg/mL apresentou atividade antiproliferativa sobre as células, com inibicdo de 66,3 *
10,8 % (Figuras 2A), no periodo de 72 horas de incubacgao.

O meio de cultura com os valores de pH ajustados para corresponder as
concentragdes da mistura da Fosfoetanolamina + Monoetanolamina resultou em reducao da
proliferacdo das células. Conforme observado na figura 2B, a incubacdo das células de
carcinoma de pulméao por 72 horas com o meio de cultura com pH igual a 6,92 (o qual
corresponde a concentragdo de 3 mg/mL) e o pH 6,38 (o qual corresponde a concentragao
de 10 mg/mL) resultou em inibicéo significativa da proliferacéo, apresentando 50,8 + 10,8 %
de reducéo da proliferagéo no pH de 6,35.

A Cisplatina, utilizada como substancia de Referéncia reduziu a proliferagdo das
células com valor de Clso de 2,5 (1,8 — 3,6) uM e inibicdo de 100 % (Figura 2C).
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Figura 2. Avaliagdo da atividade antiproliferativa da Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70),
do pH correspondente e da Cisplatina em células de carcinoma de pulmao humano. As células foram
incubadas com Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (0,1 a 10 mg/mL) (A), seus valores de pH
correspondentes (7,68 a 6,35) (B) ou com a cisplatina (0,3 a 30 uM) (C) por 72 horas. Apés foi
realizado o ensaio de proliferagdo celular através do método de marcagdao proteica por
Sulforrodamina B. As barras representam a média + erro padrao da média de 3 ensaios distintos.
Para as analises estatisticas foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste de Dunnett’'s. Os valores de Cls, foram calculados através de regressdo nao linear (dose
resposta — inibi¢cdo). A porcentagem de inibigéo foi calculada em relagao ao grupo veiculo.

11. CONCLUSAO DO ESTUDO

Os resultados descritos neste relatério demostram que:
A mistura Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70), quando incubada na maior
concentracdo testada (10 mg/mL), reduziu parcialmente tanto a viabilidade como a
proliferagcdo de células de carcinoma de pulmdo humano (A549) nos dois métodos
utilizados. Esse efeito da Substéncia Teste sobre as células de carcinoma de pulmao

humano (A549) parece ser, pelo menos em parte, relacionado ao pH do meio de cultura,
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uma vez que o pH de 6,35, o qual corresponde a concentragédo de 10 mg/mL, apresentou
resultados semelhantes sobre a citotoxicidade e proliferagdo quando comparado a mistura
da Fosfoetanolamina + Monoetanolamina (100:70). Estes resultados mostram que a adigéao
da monoetanolamina a fosfoetanolamina n&o confere a mistura aumento na atividade

citotoxica observada em estudo anterior (024-VIP-008-16).

12. REGISTRO DE DADOS BRUTOS

Todos os dados gerados durante a condugdo do estudo foram registrados
diretamente, prontamente, exatamente e de maneira legivel, pela pessoa que gerou os
dados (NIT-DICLA-035). Todos os dados brutos foram registrados em planilhas e/ou

formularios adequados, assinados e datados.

13. ARQUIVAMENTO

Uma copia original do Plano de Estudo, Dados Brutos e Relatério Final foram
arquivados no CIEnP, onde serdao mantidos por 5 anos. A Substancia Teste foi armazenada

em local apropriado no CIEnP.
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Practice. Guidance on Good Cell Culture Practice. A Report of the Second ECVAM Task
Force on Good Cell Culture Practice. Altern Lab Anim. 2005 Jun;33(3):261-87.

Pagina 21 de 24
Avenida Luiz Boiteux Piazza, 1302 Floriandpolis — SC Brasil - CEP 88056-000

Documento Confidencial



CD Estudo n°: 024-VIP-006-17

CIEnP AVALIACAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E ANTIPROLIFERATIVA DA MISTURA DE
FOSFOETANOLAMINA + MONOETANOLAMINA (100:70) EM LINHAGEM DE CELULAS
HUMANAS DE CARCINOMA DE PULMAO

INMETRO — NIT — DICLA — 035 a 041 (versbes atuais) “Boas Praticas de Laboratério —
BPL".
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