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Resumo Executivo

AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DA FOSFOETANOLAMINA (USP — S3o Carlos): TESTE DE MUTACAO
REVERSA EM Salmonella typhimurium (TESTE DE AMES — ENSAIO Sa/monella/ MICROSSOMA)

Introdugdo

A fosfoetanolamina foi isolada e purificada pela primeira vez, na Universidade de Toronto, pe
pesquisador Edgar Laurence Outhouse, em 1936. E um derivado da etanolamina (monoetanolarfii
presente na membrana de células animais, que vem sendo pesquisada por vdrios grupos de
Diversas propriedades terapéuticas vém sendo atribuidas a fosfoetanolamina, incluindo
efeito antitumoral. No final da década de 80, o entdo professor do Instituto de Quimica

Carlos (1QSC), Gilberto Orivaldo Chierice, realizou a sintese da fosfoetanolamin por
resultados de estudos de eficacia ndo clinica (in vitro e in vivo), que d ns que a
fosfoetanolamina, em altas concentra¢des, promovia redugdo na viabilidade ce diferentes

células tumorais, realizados e publicados pelo seu grupo de pesquisa e colaboraderes, o professor
Gilberto iniciou a distribui¢cdo da substancia para pacientes com cancer, a realizagdo dos
estudos cientificos de seguranca e de eficacia indispensaveis para o regist edicamentos para uso
humano. No Dossié enviado ao Ministério de Ciéncia, Tecnologia CTI) em 2015, o 1QSC
(USP) descreve a analise quimica realizada com a fosfoetanolamina ida pelo Sr. Salvador Claro
Neto, onde se evidencia que as capsulas distribuida ntes, ndo contém apenas
fosfoetanolamina e sim uma mistura de compostos pres diferentes concentragées (16,9 %
fosfoetanolamina, 37,5% de monoetanolamina e 45,6 % do osfoetanolamina). Recentemente,
um novo estudo coordenado pelos professores Dr. L ias (Unicamp) e Dr. Eliezer Barreiro
(UFRJ), demonstrou que as mesmas amostras de “f ina” produzidas pelo Sr. Salvador Claro
Neto possui composicdo distinta daquela des o Dossié enviado ao MCTI (32,2 % de
fosfoetanolamina, 18,2% monoetanolamina 9 isoetanolamina, 38,5% de fosfatos e 7,2% de
agua).

A avaliagdo da seguranga da etanolamina é de suma importancia, ja que a substancia vem
sendo utilizada por muitos pacje ratar varios tipos de cancer. Carcinogenicidade e
mutagenicidade estdo entre os oldgicos que causam maior preocupac¢do para a saude
humana. Testes de genotoxicidad ram desenvolvidos para detectar substancias que possam induzir
danos ao material genétio reéomendados pelas agéncias regulatérias em todo mundo, como

parte da avaliagdo da s

do risco em relagdo 0 DNA. As substancias que sdo positivas em testes que detectam tais
tipos de alteracde icasytém o potencial de serem cancerigenos e/ou mutagénicos para humanos.
O teste de mutageni

inicial par
mutaga

, através da avaliagdo da reversdo de mutagGes em diferentes cepas de Salmonella typhimurium.
As¥mutagbes de ponto envolvem substituicdo, adicdo ou delegdo de um ou alguns pares de bases de
NA.

Metodologia

A substancia teste foi pesada e irradiada por 30 minutos, com luz ultravioleta (UV, 245 nm, 15
watts) dentro de uma cabine de segurancga bioldgica, para esterilizagdo. A mesma foi solubilizada em
agua deionizada estéril com auxilio de um dispersor Polytron® e posteriormente diluida, sempre em
cabine de seguranca bioldgica. O teste de mutagenicidade foi realizado em conformidade com o guia
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471 da OECD - Guideline for Testing of Chemicals. Method 471 “Bacterial Reverse Mutation Test”
(Adopted: 21° July 1997). O Guia recomenda a utilizacdo de, no minimo, cinco linhagens (cepas) da
bactéria Salmonella typhimurium (TA97a, TA98, TA100, TA102 e TA 1535). Inicialmente foi realizada
analise preliminar, com a linhagem TA100, na auséncia do sistema de ativagdo metabdlica (S9), com o
objetivo de selecionar as doses utilizadas no teste definitivo e excluir concentragdes que apresentem
citotoxicidade, que impossibilitaria a verificagdo da mutagenicidade, pois reduz o nimero de colbnias
devido a toxicidade que impede o crescimento das bactérias. As concentragdes da substancia tes

utilizadas no teste preliminar foram de 5.000, 1.000, 200, 40 e 8 pg/placa. A citotoxicidade foi detectad

através da reducdo no numero de colbnias revertentes e da auséncia ou diminuicdo da camada‘de

background nas placas tratadas com a substancia teste.

O teste definitivo foi realizado com as cinco linhagens de S. typhimurium, através \ e
incorporacdo em placa, na auséncia e na presenca do sistema de ativacdo metabdlica, (S9 ase
nos resultados obtidos no ensaio preliminar, foram selecionadas 7 concentrag¢des da su teste. A

menor concentra¢do que impediu o crescimento bacteriano foi de 8 ug/placa, ma, foram
selecionadas as seguintes concentragdes: 8; 5; 3,2; 2; 1,25; 0,8 e 0,5 ug/plac&da te*foi realizado

duas vezes.
-g o) foram distribuidas

» Procedimento do Ensaio sem a adicdo de ativador metabdlico
As diferentes concentragdes da substancia teste ou controles (negati

de cada cultura bacteriana
agar de superficie suplementado

em tubos de ensaio (em triplicata). Em seguida foram adicionado
(cepas da S. thyphimurium), 500 pL de tampéo fosfato pH 7,4 e

figado, quando administrada em mamiferos. A

controles (negativo e positivo) foram distribuidas e
adicionados 100 pL de cada cultura bacteriana (cepas da S. thyphimurium), 500 puL da mistura de
ativacdo metabdlica (S9 extraido do figa os, concentragdo final de 8%) e 2 mL de agar de
superficie suplementado com 0,5 mM de histidina e biotina. O conteudo dos tubos foi homogeneizado e
colocado sobre uma placa de petri*contendameio minimo (ME). As placas foram incubadas a 37 + 1 C,
por 48 horas.

O numero de coldai

coldnias, apds o periodo de

re entes, por placa, foi contado com o auxilio de um contador de

Vi
acao.
Resultados

0] erk' inar com a linhagem TA 100 foi realizado com o objetivo de selecionar
concentragbes adequa para a realizagdo do teste definitivo. Todas as concentragdes testadas (5.000,
1.000, 2 ), e ug/placa) reduziram a camada de background nas placas, caracterizando
citotoxicidade em relacdo a esta linhagem, na auséncia de ativacdo metabdlica (S9). De acordo com os
nsaio preliminar, a maior dose para o ensaio definitivo foi escolhida com base na
itoxici e acordo com os critérios especificados nos guias internacionais. Dessa forma, as
e

congentracdes selecionadas foram 8; 5; 3,2; 2; 1,25; 0,8 e 0,5 pg/placa para todas as linhagens, na

ou presenga de S9. Apds incubagdo com a substancia teste, na auséncia de S9, ainda foi

vada citotoxicidade, para todas as linhagens, com as concentra¢des de 8 e 5 ug/placa. No entanto,

do foi observado aumento significativo no nimero de col6nias revertentes, o que resultou em valores

do indice de mutagenicidade (IM) entre 0,8 e 1,5. Na presenca de ativacdo metabdlica a citotoxicidade

foi observada apenas pra a linhagem TA 100, na concentragdo de 5 pg/placa. Da mesma forma que foi

observado no teste realizado sem ativagdo metabdlica, o niumero de col6nias revertentes nao foi

alterado, apresentando valores do IM entre 0,8 e 1,5. Substancias com indices de mutagenicidade iguais

ou maiores que 2 sdo consideradas mutagénicas. Desta forma, os resultados descritos acima preenchem
os critérios para uma resposta negativa.
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Conclusdo

Os resultados obtidos neste estudo demostram que, nas condi¢Ges nas quais foram realizadas o
teste e nas concentragOes utilizadas, a substdncia teste Fosfoetanolamina (USP — Sdo Carlos), nao
apresentou atividade mutagénica quando avaliada no teste de mutacdo reversa em bactérias
Salmonella typhimuirium, na auséncia ou na presenca de ativagdo metabdlica (S9).

Para complementar os dados sobre a genotoxicidade da fosfoetanolamina (USP — S&o Carlos),

foi realizada a quantificagdo de microntcleos em células da medula éssea de camundongos. A leitu
das laminas ja foi realizada, no entanto, como todo o ensaio foi realizado de forma cega (as lamina
foram codificadas, para que o examinador ndo tivesse conhecimento dos tratamentos realizados), todes
os dados brutos estdo sendo decodificados e organizados para a realizagdo da analise estat
apresentacdo dos resultados. \



