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RESUMO

O presente estudo avaliou a atividade citotoxica e antiproliferativa das Substancias
Teste: Fosfoetanolamina, Fosfobisetanolamina e Monoetanolamina, sintetizadas pelo
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), em linhagens de
células humanas de carcinoma de pancreas, carcinoma de pulmdo e de melanoma. A
avaliagdo da citotoxicidade das substancias foi realizada em diferentes etapas: a primeira
etapa teve por objetivo determinar o melhor tempo de incubagéo dos compostos, (24,48, 72
e 96 horas) sobre as trés linhagens de células de cancer humano, utilizandg e ensaio de
citotoxicidade por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). As etapas
subsequentes tiveram o objetivo de avaliar as atividades citotoxica~esantiproliferativa das
Substancias Teste em uma faixa ampla de concentracées utilizande~0 melhor tempo de
incubacao estabelecido previamente. Além disso, foi verificade.uma possivel interferéncia do
pH em altas concentragdes da Fosfoetanolamina (Unicamp) sobre a citotoxicidade em
células da linhagem de carcinoma de pulmao.

Para a avaliacdo da atividade citotoxica das trés Substancias Teste, realizada nas
linhagens celulares mencionadas, foram utilizades os métodos de MTT e vermelho neutro,
para a avaliagdo da atividade antiproliferativa foi utilizado o método da sulforrodamina B.
Para todas as trés metodologias, as Substancias Testes foram avaliadas em uma faixa de
concentracdo de 100 a 10.000 pM, e as Substancias de Referéncia - Cisplatina e
Gencitabina — utilizadas nas faixas de 0,1 a 30 uM e 0,001 a 0,1 uM, respectivamente.

O presente estudosaindasavaliou, em células de carcinoma de pulmao, a possivel
atividade citotoxica e/od antiproliferativa da Fosfoetanolamina (Unicamp) nas concentragées
de 10.000, 30.000e 100.000 uM, bem como, do pH resultante da dissolucido dessa
Substancia Teste,nas respectivas concentracées em meio de cultura.

A Fosfeetanolamina (Unicamp) ndo apresentou atividade citotdxica e antiproliferativa
até a conceniragéo de 10.000 uM (10 mM) nas linhagens de carcinoma de pancreas e de
melanoma humano. Todavia, esta concentracao foi capaz de reduzir a viabilidade celular em
10,8 % e a proliferagdo em 36,1 % na linhagem de carcinoma de pulmdo. Além disso,
concentracdes maiores da Fosfoetanolamina (Unicamp), como 30.000 uM (30 mM) e
100.000 yM (100 mM) também levaram a citotoxicidade e reducédo da proliferagao celular
em células de carcinoma de pulmao. No entanto, foi verificado que o pH do meio, resultante
da dissolugéo de 30 mM (pH = 5,67) e 100 mM (pH = 4,95) dessa Substancia Teste, per se
também foi capaz de apresentar o mesmo efeito. O composto Monoetanolamina (Unicamp)
apresentou atividade citotoxica em células humanas de melanoma, com redugéo de 17,6 %
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na concentragédo de 3.000 uM (3 mM) e 48,6 % na concentragéo de 10.000 yM (10 mM) em
células humanas de carcinoma de pancreas na concentracdo de 10.000 yM (10 mM) em
75,3 %. No entanto, essa Substancia Teste ndo apresentou atividade citotoxica na linhagem
de carcinoma de pulmdo. A Fosfobisetanolamina (Unicamp) ndo apresentou atividade
citotdxica e antiproliferativa em nenhuma das linhagens celulares utilizadas neste projeto,

independente do teste utilizado.

Pagina 7 de 45
Avenida Luiz Boiteux Piazza, 1302 Floriandpolis — SC Brasil - CEP 88056-000



Estudo n°: 024-VIP-008-16

< —— > AVALIAGAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E ANTIPROLIFERATIVA DA
FOSFOETANOLAMINA  (UNICAMP), MONOETANOLAMINA  (UNICAMP) E
CIEnP FOSFOBISETANOLAMINA (UNICAMP) EM LINHAGENS DE CELULAS HUMANAS

DE CARCINOMA DE PULMAO, CARCINOMA DE PANCREAS E MELANOMA.

Centro de Inovagao
e Ensaios Pré-Clinicos

Datas

Data do inicio do estudo: 20/01/2016
Data de inicio do ensaio: 20/01/2016
Data de término do ensaio: 03/05/2016
Data do término do estudo: 09/06/2016

1. OBJETIVOS DO ESTUDO
1. Determinar o melhor tempo de incubacao das Substancias Teste para a determinacao da
citotoxicidade nas linhagens de células humanas de carcinoma de Pancreass Carcinoma de

Pulmao e de Melanoma;

2. Avaliar a atividade citotéxica das Substancias Teste em linhagens de células humanas de
carcinoma de Pancreas, carcinoma de Pulmao e de Melariema, utilizando o método do MTT

e do Vermelho Neutro;

3. Avaliar a atividade antiproliferativa das SubStancias Teste em linhagens de células
humanas de carcinoma de Pancreas, carcinoma de Pulmdo e de Melanoma, utilizando o

método de Sulforrodamina B;

4. Verificar o efeito do pH meio para dissolugdo da Fosfoetanolamina (Unicamp) nas
concentragdes de 10.000 4M (10 mM), 30.000 uM (30 mM) e 100.000 uM (100 mM) e do
meio de cultura (F12-K) utilizado na linhagem de Carcinoma de Pulméo (na auséncia da

Substancia Teste);

5. Comparar“o efeito citotéxico e antiproliferativo da Fosfoetanolamina (Unicamp) nas
concentracbes” de 10.000 uM, 30.000 uM e 100.000 uM com o efeito do pH equivalente
dessas ‘concentracbes da Substincia Teste em meio de cultura F12-K em linhagem de
células humanas de carcinoma de Pulméao, utilizando os métodos de MTT e Vermelho

neutro (citotoxicidade) e método da Sulforrodamina B (proliferagao).
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2. PESSOAL ENVOLVIDO
Rodrigo Marcon, PhD

Daniela Ferraz Pereira Leite, PhD

Camila Guimaraes Moreira, PhD

Diretor de Estudo

Coordenadora de Pesquisa, Desenvolvimento e
Inovacao

Apoio Técnico

Evelyn Cristina da Silva Santos, PhD Apoio Técnico

Gabriela Segat, Bacharel

Apoio Técnico

3. SUBSTANCIA TESTE, SUBSTANCIAS DE REFERENCIA, VEICULO,'REAGENTES E

SOLVENTES

3.1 Caracterizagdo das Substancias Teste

Nome

Nome quimico (IUPAC)
Numero do CAS

Lote

Data de fabricagao
Data de validade
Pureza/ Composicao
Fabricante

Aspectos fisicos
Identificagdo CIEnP

Fosfoetanolamina (Unicamp)
2-Aminoetanol-O-fosfato
1071-23-4

Nao informado

18/01/2016

N&o informado

*>98%

Instituto’de'Quimica - Unicamp
Cristal branco

024.1

* Dados fornecidos pela Unicamp

Nome

Nome quimico (IUPAC)
Numero do CAS

Lote

Data de fabricacao
Data de.validade
Pureza/,Composicao
Fabricante

Aspectos fisicos
Identificagdo CIEnP

Monoetanolamina (Unicamp)
2-Aminoetanol

141-43-5

N&o informado

01/12/2015

N&o informado

*>98%

Instituto de Quimica - Unicamp
Liquido incolor

024.3

* Dados fornecidos pela Unicamp

Nome

Nome quimico (IUPAC)
Numero do CAS

Lote

Fosfobisetanolamina (Unicamp)
Cloridrato de bis (2-aminoetil) hidrogenofosfato
3316-61-8
N&o informado
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Data de fabricagao : 18/01/2016

Data de validade : Nao informado

Pureza/ Composicao : *>98%

Fabricante . Instituto de Quimica - Unicamp
Aspectos fisicos : Cristal branco

Identificacdo CIEnP . 024.2

* Dados fornecidos pela Unicamp

3.2 Caracterizagdo das Substancias de Referéncia

Nome : Cisplatina

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

Lote : *LRAA 5492

Data de validade : *31/12/2019

Pureza : *99,5%

Fabricante : Sigma-Aldrich

Aspectos fisicos : *P6 amarelo

*Dados fornecidos pelo fabricante.

Nome : Gencitahifna
:4-amin0-1+(2+deoxy-2,2-difluoro-B-D-erythro-

Nome quimico (IUPAC) pentofuranosyl)pyrimidin-2(1H)-on

Numero do CAS : 95088-81-4
Lote %0053W9
Data de validade »*28/04/16
Pureza : *99,9%
Fabricante : Sigma-Aldrich
Aspectos fisicos : *P6 branco

*Dados fornecidos,pelo fabricante.

3.3 Caracterizacdo do Veiculo

Nome :  Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Lote . 1676966

Data de validade : 04/2016

Pureza . Nao se aplica

Fabricante . Gibco

Nome : Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium (F12-K)
Lote : 63433044

Data de validade : 10/2016
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Nao se aplica
ATCC

3.4 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

Nome

Lote

Data dewalidade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Acido acético glacial
183216

07/10/2017

Synth

Antibidtico-antimicotico
105M4823V

11/2017

Sigma-Aldrich

Acido tricloroacético
190899

27/07/2018

Synth

Cloreto de calcio
26407

03/2019
Lafan,Quimica

Rimetilsulfoxido
184517

14/11/2017
Synth

Etanol
185728

09/01/2018
Synth

Formaldeido
DCBC2332
04/2016

Vetec

Horse serum
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Lote
Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
Fabricante

Nome

Lote

Data de validade
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3.5 Preparo da Substancia Teste, das Substancias de Referéncia e do Veiculo

A manipulagdo de todas as Substancias Teste foi realizada em condigbes estéreis e
em fluxo laminar. A solubilizagdo e/ou diluigdo das Substancias Teste foram realizadas em
diferentes meios de cultura, de acordo com as linhagens celulares. Para detalhes dos meios
de cultura ver item 4.3. As solugdes das Substancias Teste na concentragdo de 10.00Q.uM

foram filtradas em filtro de 0,22 um e utilizadas para a diluicdo das demais concentragdes:.

3.6 Concentragoes

No teste para a determinagdo do melhor tempo de incubacgéo as trés“Substancias
Teste foram utilizadas as concentracbes de 1.000 e 10.000 pMsesas/Substancias de
Referéncia nas concentragdes de 1 e 10 uM.

Nos ensaios para a avaliagdo da citotoxicidade egatividade antiproliferativa em
células humanas de carcinoma de Pancreas, carcinoma de,Pulmio e de Melanoma, as trés
Substancias Teste foram utilizadas nas seguintes conceftracdes: 100, 300, 1.000, 3.000 e
10.000 pM. A Cisplatina foi avaliada nas concentracées de 0,1; 0,3; 1; 3 e 10 yM em células
de melanoma, nas concentragdes de 0,3; 1; 3;410 e 30 yM em células de carcinoma de
Pulm&o. A Gentamicina foi utilizada nas concéntracdes de 0,001; 0,003; 0,01; 0,03 e 0,1 uM
em células de carcinoma de Pancreas

As concentragdes utilizadas da Fosfoetanolamina (Unicamp) para a avaliagédo da
interferéncia do pH na atividade(citotoxica em células de carcinoma de Pulmao foram 10.000
uM, 30.000 uM e 100.000 M.

3.7 Justificativa para a selegdo das concentragées

As concentfagbes das Substancias Teste Fosfoetanolamina (Unicamp), (100, 300,
1.000, 3.000 &,10:000 pM), foram selecionadas pelo CIEnP, de acordo com estudos prévios
realizadoe, com” a Fosfoetanolamina in vitro (Ferreira et al., 2013a; Ferreira et al., 2013b;
Ferreiraset al., 2013c). As concentracbes das Substincias Teste da Monoetanolamina
Unicamp) e da Fosfobisetanolamina (Unicamp) foram as mesmas da Fosfoetanolamina
(Unicamp) para fins de comparacgao dos resultados. As concentragdes das Substancias de
Referéncia foram selecionadas através de dados da literatura (Kelland e Abel, 1992; Kovacs
AF e Cinatl, 2002, Pandita et al., 2014).
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4. SISTEMA TESTE

Linhagem
Tipo celular
Espécie de origem

Sexo : Feminino

Idade : 54 anos

Tecido de origem . Pele

Morfologia : Epitelial

Proprlledades de . Aderente

crescimento em cultura

Lote . 61573377

Fabricante : ATCC

Linhagem : MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420™9
Tipo celular : Carcinoma de Pancreas
Espécie de origem : Homo sapiens, humano
Sexo : Masculino

Idade : 65 anos

Tecido de origem : Péncreas

Morfologia : Epitelial

Propr_ledades de . Aderente

crescimento em cultura

Lote : 61181029

Fabricante : ATCC

Linhagem : (A549 (ATCC® CCL-185™)
Tipo celular “Carcinoma de Pulmao
Espécie de origem mf1omo sapiens, humano
Sexo : Masculino

Idade : 58 anos

Tecido de origem : Pulméo

Morfologia . Epitelial

Propr_ledades de . Aderente
crescimento/em cultura

Lote : 62783414

Fabricante : ATCC

: A375 (ATCC® CRL-1619™)
: Melanoma maligno
: Homo sapiens, humano

4.1 Justificativa para a sele¢ao do Sistema Teste

As células da linhagem de melanoma humano (A-375), carcinoma de Pancreas (MIA
PaCa-2) e carcinoma de Pulméo (A549) foram selecionadas como sistema teste do presente
estudo, pois s&o linhagens de células internacionalmente utilizadas na triagem de potenciais
farmacos antitumorais (Fountzilas et al., 1986; Burger e Fiebig, 2004; Kumar et al., 2014,
Gopaul et al., 2015).
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4.2 Obtencao do Sistema Teste

As linhagens celulares de carcinoma de Pancreas (MIA PaCa-2), Melanoma (A-375)
e carcinoma de Pulmao (A549), foram adquiridas da “American Type Culture Collection”
(ATCC) e imediatamente alocadas em nitrogénio liquido, conforme o POP-E.35/verséao
atual. As células foram expandidas conforme POP-E.37/versdo atual, para geragaq. do
estoque do Banco de Células do CIEnP e novamente congeladas conforme “PQOP-
E.19/verséao atual.

Para o uso no presente estudo, as células foram descongeladas e“cultivadas de
acordo com as especificagbes do fornecedor: ATCC product sheet da A549
(ATCC® CCL-185™), MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420™) e A-375 {A375) (ATCC® CRL-
1619™). Em seguida, as células foram plaqueadas em placas de 96 _pog0s para a realizagao

dos ensaios, como descrito no item 6.2 (Metodologia).

4.3 Manutencao do Sistema teste

As células provenientes do estoque foram mantidas em incubadora de CO, a 37 °C
e 5 % de CO, em garrafas contendo meio especifico para cada linhagem celular. Para as
células MIA PaCa-2 (Carcinoma de Pancréas) foi utilizado o meio de cultura DMEM,
suplementado com soro fetal bovino £(10%), horse serum (2,5%) e solugéo de antibidtico-
antimicético (1%). Para as células A-875 (Melanoma) foi utilizado meio de cultura DMEM,
suplementado com soro fetal bavina (10%) e solugao de antibidtico-antimicotico (1%). Para
as células A549 (Carcinoma de ‘Pulmao) foi utilizado meio de cultura F12-K, suplementado

com soro fetal bovino (10%) e solucao de antibiético-antimicético (1%).

5. 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
realizagao 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 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 (niumero experimental = 1); 5) Os
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experimentos foram conduzidos de forma conjunta com seus respectivos controles
(Substancias de Referéncia) para a validagdo do método; 6) todos os dados brutos foram

auditados pela garantia da qualidade do CIEnP e serdo mantidos arquivados por 5 anos .

6. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Para o ensaio de avaliagdo do melhor tempo de incubacgéo das Substancias Testefoi
realizado um uUnico experimento em triplicata. Para a avaliagdo do efeito do, pH,\foram
realizadas duas repeticdes (numero experimental = 2) em ftriplicata. Para O restante dos
ensaios foram realizadas trés repeticdes (numero experimental = 3) em\triplicata. Cada
numero experimental utilizou uma passagem, data distinta e/ou foisrealizado por diferente

experimentador distinto.

6.1 Delineamento experimental
6.1.1 Determinacao do melhor tempo de incubagao das _Substancias Teste

Para este ensaio, foram plaqueadas 7 x 103 células/pogo de células de carcinoma de
Pancreas (MIA PaCa-2), Melanoma (A-375) e earcinoma de Pulmao (A549), em placas de
cultura de 96 pogos, contendo 200 pL de.meio de cultura suplementado (especifico para
cada linhagem, ver item 4.3). Apds 24’heras de incubacdo em estufa de CO2 a 37 °C e 5%
de CO,, o meio de cultura foi substituido por meio contendo as Substancias Teste (1.000 ou
10.000 uM), Substancias de Referéncia ou Veiculo (meio de cultura). Decorridas 24, 48, 72
ou 96 horas de incubacgég, .a_citotoxicidade foi avaliada pelo método do MTT, conforme
descrito no item 6.2.1/(Avaliacdo da atividade citotdxica utilizando o método do MTT). O

desenho experimental do teste esta esquematizado na figura 1.

Figura 1: BDesenho experimental para a determinacdo do melhor tempo de incubagdo das
SubstaneciasiTeste.

Periodo de Incubagdo dos compostos
[ [ | | |
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

| 24 horas | | | | |

Plaqueamento das células Incubacdo dos compostos  Ensaio de MTT Ensaio de MTT  Ensaio de MTT  Ensaio de MTT
Melanoma Fosfoetanolamina
Carcinoma de Pancreas Fosfobisetanolamina
Carcinoma de Pulmdo Monoetanolamina
(7x103/poco); (1.000 e 10.000 uM)
Gencitabina (1 e 10 uM)
Cisplatina (1 e 10 pM)
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6.1.2 Avaliagdo da atividade citotoxica e antiproliferativa de diferentes concentragcbes das
Substéancias Teste

Para este ensaio, foram plaqueadas 7 x 10° células/pogo de células de Carcinoma de
Pancreas (MIA PaCa-2), Melanoma (A-375) e Carcinoma de Pulmao (A549), em placas de
cultura de 96 pocos, contendo 200 uL de meio de cultura. Apds 24 horas de incubacido.em
estufa de CO, a 37 °C e 5% de CO,, o meio de cultura foi substituido por meio contendo:
Veiculo (meio de cultura), Substancias Teste (100, 300, 1.000, 3.000 e 10.600, uM),
Substancias de Referéncia — Cisplatina (0,1; 0,3; 1; 3 e 10 yM em Melanoma 6u~0;3; 1; 3; 10
e 30 yM em Carcinoma de Pulmao) ou Gencitabina (0,001; 0,003; 0,01; 0,03 & 0,1 uM em
carcinoma de Pancreas) e novamente incubadas. Decorridas 72 horas*(para‘as linhagens de
Carcinoma de Pancreas e Carcinoma de Pulmao) ou 48 horas de incubacao (para as células
de Melanoma), a viabilidade celular foi analisada pelos métedos, de MTT e do vermelho
neutro e a atividade antiproliferativa foi avaliada pelo métedo da Sulforrodamina B, conforme
descritos nos itens 6.2.1 (Avaliacdo da atividade citetoxXica utilizando o método do MTT),
6.2.2 (Avaliagdo da atividade citotdxica utilizando o método do Vermelho neutro) e 6.2.3
(Avaliacao da atividade antiproliferativa utilizando o método da Sulforrodamina B). O
desenho experimental do teste esta esquematizado na figura 2 (Ensaio sobre as células de
melanoma humano), figura 3 (Ensaio sobre as células de carcinoma de pancreas) e figura 4

(Ensaio sobre as células de carcinomaide pulm&o).

Figura 2: Desenho experiménial para a avaliagdo da atividade citotdxica e antiproliferativa das
Substancias Teste em céldlas,de Melanoma humano (A-375).

Periodo de Incubagdo dos compostos

48 horas
| 24 horas | |
Plagueamento das células Incubacao dos compostos Ensaio de Citotoxicidade (MTT)
Melanoma Fosfoetanolamina Ensaio de Citotoxicidade (Vermelho Neutro)
(7x10%/pogo) Fosfobisetanolamina Ensaio de Proliferacao (Sulforrodamina B)

Monoetanolamina
(100, 300, 1.000, 3.000 e 10.000 uM)
Cisplatina (0,1, 0,3, 1, 3e 10 uM)
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Periodo de Incubagéo dos compostos

72 horas
| 24 horas | |
Plaqueamento das células Incubacido dos compostos _ Ensai? de (.‘:it_otoxicidade (MTT)
Carcinoma de Pancreas Fosfoetanolamina Purificada Ensaio de Citotoxicidade (Vermelho Neutro)
(7x10%pogo) Fosfobisetanolamina Purificada Ensaio de Proliferacdo (Sulforrodamina, B)

Monoetanolamina FPurificada
(100, 300, 1.000, 3.000 e 10.000 uM)
Gencitabina (0,001, 0,003, 0,01, 0,03 e 0,1 uM)

Figura 3: Desenho experimental para a avaliagdo da atividade citotdxica e antiproliferativa das
Substéncias Teste em células de carcinoma de Pancreas (MIA PaCa-2).

Periodo de Incubagéo dos compostos

72 horas
| 24 horas | |
Plaqueamento das células Incubacio dos compostos Ensaio de Citotoxicidade (MTT)
Carcinoma de Pulméo Fosfoetanolamina Ensaio de Citotoxicidade (Vermelho Neutro)
(7x10%pogo) Fosfobisetanolamina Ensaio de Proliferacdo (Sulforrodamina B)

Monoetanolaming
(100, 300, 1.000, 3.000.e,10.000 uM)
Cisplatina (0,3, 1, 3, 10 30 uM)

Figura 4: Desenho experimental para“afavaliacdo da atividade citotéxica e antiproliferativa das

Substancias Teste em células de carcinoema de pulmao (A549).

6.1.3 Determinacgéo dospH do meio contendo as concentra¢des de 10.000, 30.000 e 100.000
UM da Fosfoetanolamiina (Unicamp).

A Fosfoetanolamina (Unicamp) foi preparada em meio de cultura F12-K, utilizado na
manutencaodas c¢élulas humanas de carcinoma de Pulméo, conforme descrito no item 4.3,
para atingir,a concentracao de 10.000 uM, 30.000 yM e 100.000 uM. Posteriormente, o pH
dessas,_solucoes resultantes foi mensurado com auxilio de um pHmetro digital Orion Star
A211 (Thermo Scientific). O pH do veiculo (meio de cultura F12-K), utilizado para o
tratamento das células humanas de carcinoma de Pulm&o, também foi mensurado. Em
seguida, o pH do meio de cultura, sem a presenga da Fosfoetanolamina (Unicamp), foi
ajustado para equivaler ao pH observado nas concentragcbées de 10.000 pM, 30.000 pM

ou100.000 uM da Fosfoetanolamina (Unicamp).
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6.1.4 Avaliacao do efeito citotdxico e antiproliferativo nas concentragoes de 10.000, 30.000 e
100.000 pM da Fosfoetanolamina (Unicamp) e do pH equivalente.

Para este ensaio, 7x10° células por pogo da linhagem humana de carcinoma de
Pulméao (A549) foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pogos e incubadas em estufa
de CO,,a 37 °C e 5% de CO,, contendo 200 uL de meio de cultura, por 24 horas.

No dia seguinte ao plagueamento, a Fosfoetanolamina (Unicamp) foi preparada €m
meio de cultura utilizado para a manutencéo das células humanas de carcinoma,de pulméo
(F12-K suplementado conforme descrito 4.3), para atingir as concentragdes de~10.000 uM,
30.000 pM e 100.000 pM. Para a avaliacdo do efeito do pH sobre \a Viabilidade e
proliferacao celular, o meio de cultura F12-K teve seu pH ajustado para~a ‘ebtencao de meios
com pH 6,45; 567 e 4,98; equivalente aos valores do “pH..do meio contendo
Fosfoetanolamina (Unicamp) nas concentracbes de 10.000,%30.000 e 100.000 uM,
respectivamente.

Assim, 24 horas apds o plagueamento, o meio_ de, cultura foi substituido por meio
contendo: Fosfoetanolamina (Unicamp) nas concentracées de 10.000, 30.000 e 100.000 pM
e 0s meios de cultura com pH 7,7 (sem ajuste)e’com os meios acidificados. Decorridas 72
horas de incubacéo, a viabilidade foi analisada pelos métodos de MTT e do vermelho neutro
e a atividade antiproliferativa foi avaliada /pelo método da Sulforrodamina B, conforme
descritos nos itens 6.2.1 (Avaliacdo da atividade citotoxica utilizando o método do MTT),
6.2.2 (Avaliagdo da atividade, citotoxica utilizando o método do Vermelho neutro) e 6.2.3
(Avaliagédo da atividade antiproliferativa utilizando o método da Sulforrodamina B). O
desenho experimental do teste esta esquematizado na figura 5.

Periodo de Incubagéo dos compostos

72 horas
| 24 horas | |
Plaqueamento das células Incubagéo dos compostos _Ensalo de Citotoxicidade (MTT)
Carcinoma de Péncreas Fosfoetanolamina Ensaio de Citotoxicidade (Vermelho Neutro)
(7x10%/pogo) (10.000, 30.000 e 100.000 1iM) Ensaio de Proliferagao (Sulforrodamina B)

Meio de Cultura
(pH 7.7, 6,4, 56 € 4,9)
Figura 5: Desenho experimental para a avaliagdo da atividade citotdxica e antiproliferativa da
Fosfoetanolamina (Unicamp) nas concentra¢des de 10.000, 30.000 e 100.000 uM e seus respectivos

pHs em células de carcinoma de pulmé&o (A549).
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6.2 Metodologia
6.2.1 Avaliacao da atividade citotoxica utilizando o método do MTT

O ensaio de viabilidade celular foi realizado através do teste colorimétrico de reducgao
do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), no qual as 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, apgsios
tratamentos, o meio de cultura foi trocado por meio contendo o MTT (0,5,mg/mL), e
incubado por 4 horas a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5 % CO,. P@steriormente,
o meio foi novamente retirado e adicionado 100 pyL 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 célulaswiaveis em relacao ao
controle. Em alguns casos foram calculadas a Clso (a concentracao,capaz de reduzir 50% da

viabilidade), e a porcentagem de inibi¢ao.

6.2.2 Avaliagao da atividade citotoxica utilizando o métado do Vermelho neutro

A fim de avaliar a atividade citotoxica dos compéstos por um mecanismo distinto do MTT,
também foi utilizada a metodologia de incorpéracao 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 ho lisossomo e através de uma solugéo de eluicdo é possivel
realizar a leitura de absorbancia das amostras. Para este ensaio, apds os tratamentos, o
meio de cultura foissubstituido por meio contendo o corante vermelho neutro, em uma
concentragdao de, 80-ug/mL e incubado por 4 horas a 37 °C em atmosfera umidificada,
contendo 5% €Oz Em seguida as células foram lavadas com uma solugéo contendo cloreto
de calcioy(1.%) e formaldeido (0,5 %) em PBS, e logo em seguida, o corante foi solubilizado
em 100"yL da solugéo de eluigdo, contendo acido acético (1 %) e etanol (50 %) em PBS. A
quantificagdo 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 e foi calculada a concentragcdo que causou a

reducédo da viabilidade em 50% das células, ou seja, a Clso e a porcentagem de inibi¢ao.

Pagina 20 de 45
Avenida 