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REsSumoO

O cancer ¢ uma das principais causas de mortes em muitos paises, apesar das diversas terapias
existentes e aplicadas atualmente, nem todas apresentam os resultados desejados. A maioria dos
tratamentos afetam tanto as células cancerigenas quanto as células normais, demonstrando a
toxicidade desses agentes anticancer; outro fator ¢ a solubilidade da maioria das moléculas usadas
como quimioterapicos e que sao altamente hidrofobicos, limitando assim a eficacia terapéutica, pelo
tempo de meia-vida curta que apresentam.

A busca de novas terapias e moléculas que levem a um melhor prognoéstico da doenga, seja na
cura ou na qualidade de vida dos pacientes € objetivo incessante dos médicos e cientistas da area. Tal
empenho levou a evolucdo nas terapias farmacologicas que buscam uma acdo mais especifica do
farmaco, como a melhora no reconhecimento de tumores ¢ das células que os constituem, e uma
penetragdo facilitada em células tumorais. E sabido que os lipidios bioativos apresentam alto
potencial seletivo e de inibidores de metastases, podendo auxiliar como transportador e
biossinalizador, facilitando a entrega do farmaco diretamente no tumor.

Alguns lipidios bioativos, assim como a molécula em estudo denominada como 2-aminoetanol-
dihidrogenofosfato (PEA), sdo fosfolipidios sintéticos que apresentam caracteristicas especificas,
atuando na biomodulag¢do das células como: controle proliferativo, fungdes das organelas, endocitose,
autofagia, apoptose, envelhecimento e estresse oxidativo. Assim, este trabalho tem por finalidade
avaliar a capacidade antineoplasica da PEA, que ndo tém como alvo o DNA, mas promovem
alteracdes na membrana plasmadtica, induzindo a morte celular em células de adenocarcinoma da
prostata DU-145, adenocarcinoma de mama humana MCF7 e MDA-MB-235, e Fibroblasto humano.

Avaliacdes fisico-quimicas e estruturais foram realizadas utilizando a condutometria e in vitro
da molécula. Inicialmente os estudos de condutométria por meio de um titulante cem vezes mais
concentrado, sendo um acido forte HCL com pH semelhante ao do estdmago, demonstraram dois
pontos de inflexdo sendo que, no primeiro ponto a molécula forma um dimero com a ligacao do
hidrogénio, e no segundo, ocorre uma protonacdo do ion de cloreto, com a molécula gerando uma
diminuicdo da carga do eletroélito.

Nos estudos in vitro, a viabilidade celular foi determinada pelo teste colorimétrico de MTT, como
um reflexo da fung@o mitocondrial, apds exposicao a diferentes concentragdes de PEA (0,02 a 500mM)
por periodos de 24 e 48 horas.

As células de fibroblastos humano ndo foram afetadas pela incubacdo com a PEA nos periodos
testados, apresentando apenas 10% de células mortas apds 48 horas de exposi¢ao a concentracdo de

100 mM. Nas células de tumores mamarios MCF7, a toxicidade foi concentra¢ao dependente, sendo



que as concentragdes entre 30 e 40 mM promoveram a morte de cerca de 50% das células,
independentemente do tempo de exposi¢do. A linhagem de células MDA-MB-231, o tempo de
exposi¢do a molécula promoveu resultados diferentes em 24 horas o ICso foi com a concentracdo de
7,81 mM e em 48 horas 50 mM. O comportamento das células prostaticas em 24 horas de tratamento

nao apresentou toxicidade e em 48 horas de tratamento o ICso foi com a concentragdo de 80 mM.

Palavras-chave: Carcinogénese, Terapia, Fosfolipidios, Membrana Plasmatica, Citotoxicidade,
Viabilidade Celular, Cancer de Mama, Cancer de Prostata, Biotecnologia, Bioengenharia Terapéutica

Eletroquimica, Condutometria, 2-aminoetanol-dihidrogenofosfato.
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ABSTRACT

Cancer is a leading cause of death in many countries, despite the various therapies that are
currently in place and not all have the desired results. Most treatments affect both cancer cells and
normal cells, demonstrating the toxicity of these anticancer agents; another factor is the solubility of
most of the molecules used as chemotherapeutics and which are highly hydrophobic, thus limiting
therapeutic efficacy, due to the short half-life they present.

The search for new therapies and molecules that lead to a better prognosis of the disease,
whether in the cure or in the quality of life of patients, is an unceasing objective of doctors and
scientists in the area. Such commitment led to the evolution in pharmacological therapies that seek a
more specific action of the drug, such as the improvement in the recognition of tumors and the cells
that constitute them, and an easier penetration in tumor cells. It is known that bioactive lipids have a
high potential for selection and metastasis inhibitors, which can assist as a transporter and
biosignalizer, facilitating the delivery of the drug directly to the tumor.

Some bioactive lipids, as well as the study molecule called 2-aminoethanol-dihydrogen
phosphate (PEA), are synthetic phospholipids that have specific characteristics, acting on the
biomodulation of cells such as: proliferative control, organelle functions, endocytosis, autophagy,
apoptosis, aging and oxidative stress. Thus, this work aims to evaluate the antineoplastic capacity of
PEA, which do not target DNA, but promote changes in the plasma membrane, inducing cell death
in DU-145 prostate adenocarcinoma cells, MCF7 and MDA human breast adenocarcinoma -MB-235,
and human fibroblast.

Physical-chemical and structural evaluations were performed using the conductometry and in
vitro of the molecule. Initially conductivity studies using a titrant one hundred times more
concentrated, being a strong HCL acid with a pH similar to that of the stomach, showed two points
of inflection, and in the first point the molecule forms a dimer with hydrogen bonding, and in the
second, protonation of the chloride ion occurs, with the molecule generating a decrease in the
electrolyte charge.

In in vitro studies, cell viability was determined by the MTT colorimetric test, as a reflection of
mitochondrial function, after exposure to different concentrations of PEA (0.02 to 500mM) for
periods of 24 and 48 hours.

Human fibroblast cells were unaffected by incubation with PEA in the tested periods, showing
only 10% of dead cells after 48 hours of exposure to 100 mM concentration. In MCF7 breast tumor
cells, the toxicity was concentration dependent, with concentrations between 30 and 40 mM

promoting the death of about 50% of the cells, regardless of the exposure time. The cell line MDA -
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MB-231, the exposure time to the molecule promoted different results in 24 hours, the IC50 was with
a concentration of 7.81 mM and in 48 hours 50 mM. The behavior of prostatic cells in 24 hours of
treatment did not show toxicity and in 48 hours of treatment the IC50 was at a concentration of 80

mM.
Keywords: Carcinogenesis, Therapy, Phospholipids, Plasma Membrane, Cytotoxicity, Cell Viability,

Breast Cancer, Prostate Cancer, Biotechnology, Electrochemical Therapeutic Bioengineering,

Conductometry, 2-aminoethanol-dihydrogen phosphate.
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experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas a0 meio de

CULtIVO SUPIEMENLAAO.....cuviiiiieiiiiie ettt ettt e et e et e e teeeabeebeeesseessaeenseessseenseesssesnsaensseans 29

Figura 21. Citotoxicidade de diferentes concentragdes da PEA em células de MCF-7 ap6s 24 horas
de incubagdo pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média e desvio padrao de 3
experimentos independentes, tendo com 100% de células vidveis as cé€lulas expostas ao meio de
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA

O cancer ¢ um termo genérico que engloba mais de cem tipos de doengas. Uma das suas
caracteristicas € a sua capacidade de provocar a rapida e desordenada proliferacao de células
alteradas geneticamente que pode afetar qualquer parte do corpo e se espalhar para outros
orgaos. Esse processo ¢ denominado metastase. Outros termos utilizados para o cancer sao
tumores malignos e neoplasias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; FEITELSON et al.,
2015; FARES et al., 2020).

Atualmente, 7,6 milhdes de pessoas no planeta morrem em decorréncia da doenca a cada
ano (INCA, 2019), para o ano de 2030, segundo a organizacdo mundial da satde (OMS), a
previsao ¢ de 27 milhdes de novos casos de cancer, 17 milhdes de mortes pela doenca e 75
milhdes de pessoas vivendo com cancer (WHO, 2018). O cancer de pulmao lidera as listas
globais de incidéncia e mortalidade, sendo seguido pelo de mama e colorretal, respectivamente
(BRAY et al., 2018; WHO, 2018).

Sao estimados 625 mil novos casos no Brasil para cada ano do triénio 2020-2023 (450 mil,
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma). O cancer mais incidente sera o de pele
nao melanoma (177 mil), seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil cada), colon e
reto (41 mil), pulmao (30 mil) e estomago (21 mil), como pode ser observado na Tabela 1
(INCA, 2019).

Hé diversos procedimentos e medicamentos disponiveis para o tratamento do cancer, que
podem ser classificados como: cirargicos, radioterapicos e tratamentos sist€émicos com
quimioterapicos, imunoterapicos, e terapias hormonal e/ou sitio ativo; e em alguns casos
transplantes com células troncos ou medula 6ssea (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 19).

A falha do tratamento e a progressao do cancer esta associado a heterogeneidade tumoral
(PHI et al., 2018). No nivel gendmico as células que formam um tumor nao possuem as mesmas
caracteristicas, fazendo com que as terapias ndo respondam de maneira homogénea, resultando
assim em possivel recorréncia do tumor (YADAV; DESAI 2019) levando a necessidade de
interferéncias cirurgicas ou radioterdpicas. A quimioterapia tem capacidade para induzir a
heterogeneidade tumoral derivada de células normais e cancerosas, resultando na diminuigao

dos efeitos terapéuticos da mesma (mecanismos farmacoldgicos), contribuindo de alguma



forma para a falha do tratamento e a progressao da doengca (FOUAD; AANEI, 2017; PHI et al.,
2018, HAMED et al., 2019). Limitando, assim, a eficiéncia dos quimio-agentes e a busca de
novas moléculas e terapias (CHEN et al., 2017; SENTHEBANE et al., 2017).

Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele ndo melanoma* (INCA, 2019). Em destaque estao os tipos de canceres que serdo
abordados nesse trabalho.

Ca
Localizagdo Primaria CasosNovos % Localizagdo Primaria 08 %
Novos
I Prostata 65_840 297 Homens Mulheres I Mama feminina 06.280 29,7
Cdlon & Reto 70520 91 Colon & Reto 0470 92
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.760 79 Colo do dtero 16.590 74
Estimago 13,360 5g Traquela, Bronguio & Pulmdo 12,440 56
(avidade Oral 11180 50 Glandula Tireoide 11.950 54
Esbfago 2,690 19 Estomago 7870 35
Bexiga 7.500 34 Qvario 6.650 30
Linfoma néo-Hodgkin 6580 79 Corpo do (tero 6.540 29
Laringe 6470 20 Linfoma ndo-Hodgkin 5450 24
Leucemias 5920 6 Sistema Nervoso central 5.230 23

* Nimeros arrendondados para maltiplos de 10
Fonte: Instituto Nacional do Céncer, 2019.

As células neoplésicas se diferenciam das células sadias por possuirem diferentes tragos
morfologicos e fendtipos, apresentando alteracdes de nucleo, mitocondrias com baixa
funcionalidade, modificagdes em seu citoesqueleto, alta producdo de energia anaerdbica e
diversas outras variacdes. Assim, a alta incidéncia de céancer, dependendo da longevidade
celular, sugere a necessidade de multiplas alteragdes genéticas para o processo de tumorigénese
(CAMPISI, 2013; PHI et al., 2018; WHITE et al., 2014; FARES et al., 2020; INCA, 2019).

As caracteristicas de instabilidade em células neoplésicas incluem a capacidade de manter
a sinalizacao proliferativa, a inibicao dos supressores de crescimento, € a resisténcia a morte,
celular adequando-se a imortalidade de se replicar através da indugdo da angiogénese
(HANAHAN; WEINBERG., 2011; FARES et al., 2020; FOUAD; AANEI, 2017). Todos os
tipos de canceres adquirem caracteristicas como: manutencao da sinaliza¢do proliferativa,
perda dos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa,

indugdo da angiogénese e ativagdo da invasdo e metastase ilustradas na Figura 1 durante o



processo de tumorigénese. Os mecanismos para adquirir as caracteristicas do cancer variam

entre os tipos e subtipos de cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Sinalizacdo Perda de
proliferativa supressores de
sustentavel crescimento

Desregulagdo Prevencdo da

do metabolismo destruicdo

energético imune

Resisténcia a Capacidade de

morte celular imortalidade
replicativa
Instabilidade Inflamagdo
gendmica e promovida
mutagao pelo tumor

Ativagdo da
invasdo e

Indugdo da

angiogénese
metdstase

Figura 1. Tracos caracteristicos de uma célula tumoral. A figura ilustra as caracteristicas principais
adquiridas pelas células tumorais (Adaptado de Hanahan & Weinberg, Cell, 2011).

Acetiologia das células neoplasicas esta associada principalmente a fatores internos, como,
por exemplo, a predisposicdo genética, e os externos, influenciado principalmente pelos hébitos
alimentares e pelo estilo de vida que as pessoas seguem (TOMASSETTI; VOGELSTEIN,
2017b). O cancer surge em funcdo do grau de exposicao aos agentes causadores desta patologia,
e a maioria dos casos de neoplasias malignas estdo relacionadas a fatores externos, ou
ambientais, sendo o uso de cigarro e a exposicao solar os mais conhecidos e descritos. Porém,
as modificacbes encontradas em células malignas, demostram que o risco de surgimento de
cancer em alguns tecidos é exponencialmente maior devido a sua especificidade e ao micro
ambiente das mesmas, onde a homeostase do tecido é mantida pelas inimeras divisdes das
chamadas “células auto renovadoras normais”. Os resultados destas alteragdes evidenciam que
apenas um terco sdo de fatores ambientais ou genéticos, sendo o maior causador as mutacdes
aleatérias oriundas das replicagdes do acido desoxirribonucleico (DNA) (TOMASSETINE;
VOGELSTEIN, 2015a).

Viérias vias de sinalizag¢do celular, como as relacionadas as irregularidades no reparo do
DNA, ciclo celular, apoptose e equilibrio redox, sdo afetadas simultaneamente pela progressao

do tumor. As células tumorais durante a progressdo do tumor se adaptam e adquirem



caracteristicas e alteragdes comportamentais que impedem ou desregulam a acao de inibidores
e promotores de crescimento, facilitando a formagao de novos vasos sanguineos (angiogénese)
e a perda dos mecanismos de controle da proliferacao celular, como apoptose e senescéncia
replicativa., (MARTIN, 2003; MARTIN; JIANG, 2009).

As atividades metabolicas sdo alteradas nas células cancerosas em relacao as células
normais e essas alteragdes suportam a aquisi¢ao e a manutencao de propriedades malignas.

O termo apoptose € usado para descrever a morte celular foi introduzido por Kerr e colegas
em 1972; considerada sinonimo de morte celular programada e refere-se a um tipo de morte
suicida, em que a célula diminui seu volume e consequentemente quebra seu DNA em diversos
fragmentos (ALMEIDA et al., 2005).

Os tipos de morte celular podem ser classificados de acordo com a aparéncia morfolégica,
caracteristicas bioquimicas, critérios funcionais ou aspectos imunologicos (GALVAN et al.,
2016); as quais sdo: (i) apoptose, morte celular programada tipo I, (i1) autofagia, morte celular
programada tipo II e (iii) necrose, morte sem caracteristicas do tipo I e tipo II (KROEMER et
al, 2009).

Ao projetar esquemas clinicos, a relagdo da acdo do medicamento com o ciclo celular ¢
de particular importancia, porque esse conhecimento serve como base para o desenvolvimento
de combinagdes e sequéncias medicamentosas, as quais influenciam o uso de farmacos em
combinacdo com radioterapia para que a morte celular seja a desejada (GALVAN et al., 2016).

A instabilidade gendmica resulta em perda da manutencdo do cromossomo e/ou reparo
que pode ser aplicada nas terapias anticancer, as quais exploram esses defeitos moleculares. As
drogas e radiacdes ionizantes utilizada nas terapias anticancer tradicionais danificam o DNA e
a maquinaria que mantém a integridade cromossdmica; mantando preferencialmente certos
tipos de células cancerosas mutantes que apresentam uma capacidade reduzida de sobreviver
ao dano (ALMEIDA et al., 2005).

Com base na engenharia genética, tém surgido terapias modernas contra o cancer,
incluindo o uso de pequenas moléculas e proteinas, com precisdo dos alvos terapéuticos
biologicos, tornando-se cada vez mais especificos e as terapias cada vez mais potentes. A
biotecnologia e a bioengenharia promovem grandes avangos tecnoldgicos na area da satde,
proporcionando uma maior diversidade no diagndstico e nos tratamentos, visando diagndsticos
precoces e uma melhor agdo dos farmacos e consequentemente a redugdo de efeitos adversos

e uma maior eficacia de novos medicamentos, englobando diversas areas do conhecimento no



desenvolvimento de uma série de técnicas e ferramentas que contribuem significativamente
para a melhoria dos cuidados de saide e da qualidade de vida (DAHLGREN et al., 2016;
KARANDE, 2017; SARSAIYA; SHI; CHEN, 2019).



1.2 JUSTIFICATIVA

A busca de novas terapias para o tratamento do cancer vem se aprimorando ao longo dos
ultimos anos, levando ao desenvolvimento de moléculas e formas farmacéuticas direcionadas
para alvos moleculares para tumores especificos, conhecida atualmente como onco-terapias.
(SALAS-VEGA S, et al. 2016; KUNNUMAKKARA, AJAIKUMAR B et al. et al. 2019).

Seguindo a mesma busca, a molécula em estudo ¢ um fosfolipidio sintético considerado
um lipidio bioativo, que, de acordo com a sua atividade biologica, apresenta fungdo de
regulacdo metabolica celular, como controle proliferativo, das atividades das organelas; nos
processos de endocitose, autofagia, apoptose, envelhecimento e estresse oxidativo (PATEL;
WITT, 2017).

Dessa forma, este grupo de lipidios revela alto potencial seletivo e de inibicdo metastatica,
podendo auxiliar como transportador e facilitador de farmacos e/ou moléculas quimioterapicas
para alvos celulares ou tumorais, atuando diretamente na absorcao e distribui¢ao dos farmacos
intracelular e no organismo. As mudancas geradas nas membranas celulares, diante do
equilibrio lipidico celular, levardo a alteragdes no arranjo estrutural da membrana plasmadtica e
a ativagdo do sistema imunologico (B e T). O que leva aos grupos de pesquisa iniciar os testes
com novas moléculas e eficacia farmacologica em estudos in vitro com modelos celulares
especificos e geneticamente bem caracterizados. Assim este trabalho tem por finalidade avaliar
a capacidade de um lipidio antineoplésico sintético e seu potencial citotoxico para a sua
aplicagdo como um onco-farmaco (VAN BLITTERSWIIK; VERHEILJ, 2013, MURRAY, M. et
al, 2014).



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade citotoxica do cristal Fosfolipidico sintético 2-aminoetanol-

dihidrogenofosfato) — PEA em cultura de células neoplasicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Analisar a condutividade elétrica dos cristais de PEA.

e Avaliar o equilibrio quimico dos cristais de PEA em meio de cultivo celular.

e Determinar a citotoxicidade do cristal de PEA em cultura de fibroblasto humano.

e Determinar a citotoxicidade do cristal de PEA em cultura de células de
adenocarcinoma mamario humano tumorais MCF-7 e MDA-MB-231; carcinoma

humano prostatico DU-145.



2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama ¢ a neoplasia maligna mais frequente em mulheres e ¢ uma doenga
heterogénea em nivel molecular, que se divide em subgrupos na base dos receptores da
superficie celular, que sdo componentes dos fatores de crescimento epidérmico humano (HER-
2) e incluem receptor de estrogénio (ER) e receptor de progesterona (PR). O tipo histolégico
mais comum para o cancer de mama feminina € o carcinoma de células epiteliais, que se divide
em lesdes in situ e invasoras. Os carcinomas mais frequentes sdo os ductais ou lobulares
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; BRAY et al. 2018; FERLAY et al., 2018).

Segundo dados da Sociedade Brasileira de Mastologia, as mulheres tém cem vezes mais
chances de desenvolver um cancer de mama do que os homens, esse risco aumenta apds os 40
anos de idade e principalmente se houver casos de tumores mamarios na familia. Também se
encontra como fator de risco as adolescentes que tiveram sua menarca antes dos 12 anos de
idade e sua menopausa ap6s os 50 anos, gestantes apds 35 anos e fatores ambientais como
habitos nao saudaveis, como ingesta de alcool, tabagismo, sedentarismo e obesidade
(HADDAD, 2020; COSTA et al.,2020).

O tratamento efetivo do cancer de mama estd associado ao momento do diagnostico e
seu grau de desenvolvimento tumoral, o estadiamento ou extensao da doenca, define a
progressdo com base nas caracteristicas do tumor primario (T), as caracteristicas dos linfonodos
das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N) e a presenca ou
auséncia de metastase a distdncia (M). Esses parametros recebem graduacdes, geralmente de
TO a T4; NO a N3; e de MO a M1, objetivando o sucesso da terapia em estadiamento primario
com a identificacao do tumor na fase inicial (JIANG et al., 2015).

Outros fatores que contribuem para o aumento do risco de desenvolver este tipo de
cancer, sdo fatores genéticos, como mutacdes dos genes BRCA1 (cancer de mama 1) e BRCA2
(cancer de mama 2) e fatores hereditarios relacionados a presenga de cancer de ovario na
familia (BRAY et al. 2018; FERLAY et al., 2018), além da menopausa tardia (alteragdes
hormonais), obesidade, sedentarismo e exposicdes frequentes a radiacdes ionizantes (fatores
ambientais e comportamentais) (BRAY et al. 2018).

Entretanto as diferentes anomalias nos genes (BRCA1, BRCA2, MYC, TP53, RBI,

JUN e CDK2A), sdo responsaveis por proliferagdao celular e sdo detectados nos tumores



mamarios, abrangendo-se a importancia da rastreabilidade e diagndstico precoce por meio de

exames genéticos e moleculares (GALVAN et al., 2016; COSTA et al., 2020).

2.2 CANCER DE PROSTATA

Um dos tumores mais frequente em homens no Brasil, é o cancer de prostata, ficando
atras apenas do cancer de pele ndo melanoma. Alguns tumores de prostata podem crescer
rapidamente e se metastizar para 6rgaos e tecidos adjacentes, podendo levar a morte; ¢ comum
o crescimento lento, podendo demorar cerca de 15 anos para crescer 1 cm?. A estimativa de
novos diagnosticos para o ano de 2020 ¢ de 65.840 casos, em que estdo incluidos os fatores de
risco relativos a hereditariedade e os fatores ambientais que envolve habitos ndo saudaveis
(INCA, 2019, MORI et al., 2020).

O diagnostico tardio do cancer de prostata se deve a diferentes fatores, como o local de
desenvolvimento do tumor ser considerada uma regido anatomica impossivel de visualizacao,
os tumores sdo identificados como na maioria dos diagnodsticos de cancer apenas quando
surgem o0s sintomas como, emagrecimento, onde o individuo perde peso mesmo se alimentando
de forma adequada (GUNDEM et al., 2015).

O rastreamento do tumor de prostata ¢ feito por meio do exame hematoldgico,
quantificando uma enzima glicoproteica que tem caracteristicas de marcadores tumorais
conforme o Antigeno Prostatico Especifico (PSA), com niveis considerados normais até 4
acima disso pode ser uma anormalidade, tanto benigna quanto maligna (NYAME; GORE,
2020), sendo o exame definitivo para conclusdo da anormalidade o estudo histopatologico

(GLEASON, 1992).

2.3 MECANISMOS DE AGCAO DOS LIPiDIOS NO CANCER

Os lipidios sdo estruturas essenciais na formagdo da membrana, suas fungdes vao de
estruturais a moléculas sinalizadoras e facilitadoras da passagem intra e inter celular, seja de
nutrientes ou até mesmo de moléculas farmacologicas (VAN MEER; VOELKER;
FEIGENSON, 2009).

As moléculas lipidicas sdo estruturalmente compostas, diante das suas intmeras
variabilidades por: (carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e fosforo), sendo os fosfolipidios

dipolares formados em sua biossintese por acidos graxos, glicerol, acido fosfoérico e um



derivado nitrogenado. Suas estruturas sdo anfipaticas, sendo uma extremidade hidrofilica
podendo ser ela formada por: (colina, serina, etanolamina, mais glicerol e o grupo fosfato, ja
na extremidade hidrofobica estd localizado a cadeia de acidos graxos (FAHY et al, 2011).

O ambiente mais favoravel para a cabega hidrofilica ¢ aquoso, enquanto a cauda
hidrofébica ¢ mais estavel em um ambiente lipidico; formando naturalmente bicamadas nas
quais as cabegas hidrofilicas apontam para fora em direcdo ao ambiente aquoso e as caudas

hidrofobicas apontam para dentro uma em dire¢do a outra (Figura 2) (WATSON, 2015).

__—» Bicamada lipidica

4 T90seset” Fosfolipideos de
Cabega polar «— j / membrana

Cadeias hidréfobicas <

Figura 2. Estrutura de um fosfolipidio de membrana. Fonte: imagem criada no site:
https://biorender.com/)

Os lipidios sinalizadores sdo compostos por varias estruturas que facilitam as interagdes
entre ligantes-receptores, e as vias de sinaliza¢do sdo ativadas pelas espécie lipidicas reativas
que mediam a sinalizacao atraindo as proteinas e ndo sendo elas apenas um sub produto da
peroxidacdo lipidica sdo também eletrolitos que formam canais covalentes e estaveis com
residuos nucleofilicos nas proteinas, agindo como uma chave redox que coordena o

metabolismo celular e suas vias de sinalizagao (VOLKEL W, 2006).

Composta por receptores quimicos de membrana especifica a sintese lipidica ¢ formada
de forma desordenada tornando algumas organelas dependente do nivel do transporte lipidico
a depender do nivel de colesterol (VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2009). O
desordenamento quimico e composicional de diferentes lipidios, confere uma alteragdo coletiva
na membrana celular, como duas diversidades sendo ela atraindo lipidio-lipidio ou lipidio-
proteina (HARAYAMA; RIEZMAN, 2018).

Os fosfolipidios sao lipidios de membrana formados por duas cadeias de acidos graxos

ligadas ao glicerol e um ao grupo fosfato, sintetizados por organismos procaridticos e
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eucaridticos desempenhando papel fundamental na compartimentalizacdo da bioquimica da
vida. A quantidade e a composicao dos fosfolipidios sdo reguladas de forma a permitir que as
membranas mantenham suas estruturas e funcdes, apesar de suas mudangas de
desenvolvimento e ambientais. Fosfolipidios contendo glicerol sdo referidos como
glicerofosfolipidos, encontrado na membrana celular ¢ a fosfatidilcolina, que possui uma
molécula de colina ligada ao grupo fosfato. A serina e a etanolamina formam lipidios chamados
de fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina (BAKY et al, 2014; WATSON, 2015; CASARES;
ESCRIBA; ROSSELLO, 2019).

Os fosfolipidios na membrana sao envolvidos em diferentes células normais e células
neoplasicas. Alguns fosfolipidios e determinados éster lipideos, podem auxiliar na terapéutica
contra a leucemia, tratando as células da medula 6ssea antes de transplanta-las; porém o seu
mecanismo de citotoxicidade ¢ ainda desconhecido (BERDEL; OKAMOTO, 1990).

Os ésteres de lipidios sd@o importantes promissores agentes anticancerigenos € sao 0s
principais coadjuvantes da bicamada fosfolipidica, podendo ser utilizado para o
encapsulamento de fairmacos durante o seu transporte. A depender das estruturas moleculares
presentes na membrana, as condi¢des fisicas podem ser desordenadas ou ordenadas por
liquidos, a bicamada ordenada por liquidos na presenca de um lipidio de cadeia curta é capaz
de reduzir a barreira energética da membrana induzindo a formagdo de canais transitorias &
também conhecido como balsas lipidicas (DEAN; LODHI, 2018; VAN HELL et al., 2013).

A fonte principal de lipidios € derivada da ingestdo de alimentos para gerar energia, em
niveis normais de lipidios o organismo tem as suas propriedades inatas de respiracao celular e
controle metabolico oxidativo, ja em niveis anormais de lipidios estdo relacionadas a alteragdes
nas enzimas metabolicas e vias lipidicas que tém como consequéncias diversas doengas,
incluindo distarbios metabolicos e imunoldgicos podendo gerar cancer. A transformagdo e
proliferacdo das células cancerosas demanda um alto consumo de energia e isso resulta em
alteracoes no metabolismo lipidico. (BELORIBI-DJEFAFLIA; VASSEUR;
GUILLAUMOND, 2016; LONG et al., 2018; MUNIR et al., 2019).

Como descrito acima, a principal barreira entre a célula e 0 meio em que essa se encontra,
¢ amembrana plasmatica, considerada uma barreira fisico-quimica, formada por uma bicamada
lipidica e com dominios enriquecidos por esfingolipidios e colesterol, lipidios esses de cadeia

curta, ao quais sao considerados facilitadores nas passagens de moléculas através da bicamada
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pelo mecanismo de Flip-FLOP, tornando a biodisponibilidade intracelular dessas moléculas
mais abundante (SIMONS; SAMPAIO, 2011; HATTORI et al, 2006).

Estudos realizados com a doxorrubicina, um antibidtico de anticracylina com atividade
antineoplésica, aplicado em diferentes tipos de tumores liquidos ou s6lidos, demonstram alguns
efeitos colaterais em decorréncia da sua alta solubilidade em meios aquosos; levando em alguns
casos ineficiéncia durante o tratamento. Alteracdes na molécula da doxorrubicina e sua
associacdo com fosfolipidio de cadeia curta, melhora a sua farmacocinética e aumenta a sua
biodisponibilidade, permitindo que sua a¢do anti cancer seja mais efetiva Como os resultados
apresentados pelo uso da doxorrubicina lipossomal (Doxil®/Caelyx®), demonstrando uma
melhor compatibilidade do farmaco com os fosfolipidios na membrana, favorecido pelos poros
ricos em lipidios (rafis) e consequentemente um melhor direcionamento do fidrmaco, que
supera a resisténcia e a ineficacia do tratamento (LUMMEL et al., 2010; VAN HELL et al.,
2013).

Em outro estudo foi avaliado moléculas analogas a lipidios de 4cido lipdico, com atuacao
na regulacdo do metabolismo celular, além de sua fungdo como coenzima catalitica, atuando
nos sensiveis processos regulatorios que constituem alvos terapéuticos para a acdo de
quimioterdpicos pela interferéncia nos fluxos metabolicos das matrizes mitocondriais
(BINGHAM; STUART; ZACHAR, 2014, TAN et al., 2017).

Um impedimento terapéutico por conta da resisténcia adquirida das células, foi comparado
com a Cisplatina® e Clorambucil® uma molécula lipidica de éteres antitumorais glicosiladas
demonstrou-se um potencial citotoxico em células de linhagens humanas de mama, prostata e
pancreas com maior efetividade ao se comparar com os quimioterapicos (OGUNSINA et al.,
2020).

Os analogos de fosfolipidios bioativos levam a varios tipos de éter lipidicos com a funcao
de fator de ativagdo de plaquetas (PAF) que facilitam a abordagem terapéutica no uso dos
quimioterapicos classicos, pela incorporagao de analoga de lipidio. Testes com esses analogos
em linhagens de células de leucemia humana HL60 e K562, e de adenocarcinomas ovarianos
BG1 e BG3 mostraram um efeito aditivo, minimizando os efeitos adversos diante da redugao
dos niveis de plaquetas permitindo que sejam reduzidos os efeitos adversos do sistema
hematologicos (NOSEDA et al., 1987).

A maioria dos farmacos aplicados na terap€utica do cancer ligam-se a proteinas e regulam

as suas atividades, porém alguns atuam através de uma nova abordagem chamada terapia
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lipidica de membrana, que avalia a ligacdo em lipidios, modulando assim os componentes
estruturais das membranas (MARTENS et al., 2018), induzindo uma modulagdo concomitante
de localizagdo e atividade da proteina da membrana; essa regulacio pode induzir alteracdes na
sinalizacdo celular e na expressdo génica, que podera ,assim, reverter o estado patologico
(CASARES; ESCRIBA; ROSSELLO, 2019).

Estudos evidenciam que a terapia de lipidios tem potencial para o tratamento de patologias
como cancer, doencas cardiovasculares, processos neurodegenerativos, obesidade, distirbios
metabodlicos, processos inflamatorios e doencas infecciosas e autoimunes (CASARES;

ESCRIBA; ROSSELLO, 2019; ESCRIBA et al., 2008; ZALBA; TEN HAGEN, 2017).

2.4 A MoOLECULA DE ESTUDO: 2-AMINOETANOL-DIHIDROGENOFOSFATO

A molécula utilizada neste trabalho podera ser encontrada na literatura com os seguintes
nomes: 2-aminoetanol-dihidrogenofosfato, éster aminoetil fosforico, acido 2-aminoetanol-1-
fosforico, 2-aminoetil-fosfato, mono (2-amino) etil-fosfato, fosfoetanolamina, monoaminoetil-
fosfato e fosfato de colamina (PubChem). Entretanto, o nome mais reconhecido ¢ 2-
aminoetanol-dihidrogeniofosfato (IUPAC) e o mais encontrado na literatura ¢ a

fosfoetanolamina com a abreviacao de (PEA e Phos) (Figura 3) (RIBEIRO FILHO, 1998).

V7]
,.

{

Figura 3. Primeiro cristal monoclinico de 2—aminoet;1n01-dihidrogenofosfato obtido por
recristalizacdo em agua. Fonte: Fonte: RIBEIRO FILHO, 1998.

A referida molécula ¢é precursora de sintese de fosfolipidios (HANAHAN et al.,1997) e
na década de 90 foi alvo de estudos que visam a compreensao da evolugdo tumoral e desordens

celulares no desenvolvimento neopldsico e doencas neurologicas (LIPPARD, BERG et

al.,1994).
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A PEA esta presente na membrana plasmatica e participa da sintese de fosfolipidio no
reticulo endoplasmatico, atuando também em vérias etapas do metabolismo celular, tais como
o metabolismo mitocondrial, sintese de acetilcolina e sintese hormonal (LEHNINGER et al.,
2000). A biossintese da fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina ocorre pela fosforilagao
ativando o grupo polar, seguidos por uma condensacao gerada pelo diacilglicerol. Em uma via
de recuperagdo andloga chamada de via de Kennedy, durante a sua rota metabolica converte a
etanolamina ingerida durante a dieta em fosfatidiletanolamina, na via de kennedy o
diacilglicerol condensa com serina formando fosfatidilserina ativado por etanolamina e colina
(Figura 4) (CARMAN; HAN, 2011).

Glicerol-3-fosfato Di-hidroxiacetona-fosfato

Lisofosfatidato «—— Acil-di-hidroxiacetona-fosfato

l

Fosfatidato ¢

Diacilglicerol

Glicose-6-fosfato

Inositol-3-fosfato
CDP-diacilglicerol

I tol
e Serina
Fosfatidilglicerol-3-
fogfato Fosfatidilserina
v
Fosfatidilinositol Fosfatidilglicerol Fosfatidil-
etanojamina
v
Cardiolipina

Fosfatidil-
-monometil-
-etanolamina

v
Fosfatidil-
-dimetil-
-etanolamina

v
Fosfatidilcolina

Figura 4. Vias de sintese de fosfolipidios. Em destaque a Via Kennedy. Fonte: Adaptada do livro
Principios de bioquimica de Lehninger 6° 2014, pag.; 834.

Foi comprovado que a Fosfoetanolamina e a Monoetanolamina (PEA e MEA) estdo
presentes em cérebro normal em grandes quantidades; as quais sdo as aminas precursoras da
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilcolina (PC), considerados fosfolipidios estruturais e dois

dos quatro que compdem a membrana celular (PERRY et al.,1971; CORAZZI et al.,1986; AL-
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ASFOUR, 2008; CALZADA; ONGUKA; CLAYPOOL, 2016; VAZ et al., 2019). APEA¢éo
segundo fosfolipidio mais abundante nas células, compreendendo 15-25% do total de
fosfolipidios nas células de mamiferos. No entanto, a PEA ndo ¢ simplesmente um constituinte
passivo da membrana, mas esta funcionalmente associado a biogénese e atividade das proteinas
em seus sitios de ligacao na membrana, fosforilagao oxidativa com expressao de espécie reativa
de oxigénio (ROS), autofagia, fusdo de membranas, estabilidade mitocondrial (CALZADA;
ONGUKA; CLAYPOOL, 2016, PATEL; WITT, 2017).

Ribeiro Filho, em seu estudo, realizou a cristalografia estrutural do cristal de
fosfolipidio obtido pelo método de difracdo de Raio X, (RIBEIRO FILHO, 1998). A Figura 5
e 6 apresenta uma estrutura em formato tridimensionais, € o seu envelopamento molecular ¢
formado por um radical de fosfato, onde sua extremidade possui um grupamento amina que
evidencia a possibilidade de 50 % da formagao de dimeros, trimeros e tetrdmeros sendo ela um
zwitterion. A molécula foi identificada e nomeada segundo regras da [IUPAC, com o auxilio do

programa CS ChemDraw Ultra (RIBEIRO FILHO, 1998; HELLER et al., 2015).

Figura 5. Representagdo vista no software ORTEP com 50% de probabilidade para a forma zwitterion
do 2-aminoetanol dihidrogenofosfato. Fonte: RIBEIRO FILHO, 1998.
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Figura 6. Representacdo vista no software ORTEP do esquema de ligagdes de hidrogénio para o
cristal de 2-aminoetanol dihidrogenofosfato. Fonte: RIBEIRO FILHO, 1998.

0(3)/,’

A molécula PEA (Figura 7) ¢ um lipidio semelhante os alquil-fosfolipidios que ndo
apresentam alteragdes no DNA das células, mas atuam na membrana, interferindo no
metabolismo lipidico e em suas vias de sinalizacdo que podem gerar mudancgas nos niveis de
colesterol e alteragdes ultra estruturais com excessivas vesiculas autofagicas (RIOS-MARCO
et al, 2017). Em estudos com células de leucemia a Phos promoveu a citotoxicidade pela
indugdo da via apoptdtica inibindo a progressdo dos clones malignos CD34, CD117 e GR1

(FERREIRA et al, 2013a).

0 0
%P/ \/\NHz
b’ O\

OH

Figura 7. Formula Estrutural do 2-aminoetananol dihidrogenofosfato.

Estudo in vivo, com animais portadores do tumor de Ehrlich Ascites tratados com a Phos-
s revelou a inibi¢do da progressao tumoral com aumento da sobrevida dos animais sem danos
hepato-toxico, pela ativagdo da caspase 3 e cascata apoptdtica nas células tumorais

(FERREIRA et al, 2012).
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A atuagdo da Phos-s em células de cancer de mama das linhagens (MCF-7 ¢ MCF-10),
apresentou citotoxicidade nas duas linhagens, porém na linhagem MCF-10 as concentragdes
foram maiores, com destaque para o estudo onde a Phos-s inibiu a via do Bcl-2, induzindo a
apoptose pela via mitocondrial e inibi¢ao da Ciclina D-1 com estimulacao da P-53 (FERREIRA
et al, 2013b).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  AVALIAGAO DA CONDUTOMETRIA
3.1.1 EQUIPAMENTOS

Na avalia¢ao da condutometria da PEA, utilizou-se o condutivimetro DM 31 (Digimed®)
e uma célula de condutividade DMC-010M (Digimed®, K = 1,0 cm™") formada por dois discos
de platina, a calibracdo do equipamento foi realizada com solucdo padrdo de condutividade
(1413 pS cm?) antes das medidas. A Figura 8 ilustra o sistema utilizado na titulagio
condutométrica. Todas as medidas de massa foram realizadas em balanca analitica Explorer

(Ohaus®).

Figura 8. Sistema utilizado na titulagio condutométrica: a) agitador magnético; b) condutivimetro;
c) célula de condutividade; d) bureta; e) béquer

3.1.2 REAGENTES, SOLUCOES, AMOSTRA E QUANTIFICACAO

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solucdes foram preparadas
em &gua deionizada. A solucéo estoque da PEA = 5,00 x 102 mol L™ foi preparada dissolvendo-
se a massa deste cristal em agua deionizada e homogeneizada, sendo, em seguida, padronizada
por titulacdo de precipitacdo com solucdo de HCI padronizada com a concentracdo de 0,01
mol/L.
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3.1.3 TESTE DE CONDUTOMETRIA

Antes dos testes de condutometria, foi realizada a calibragao da célula condutométrica.
A bureta de 25,00 mL utilizada na titulagdo foi previamente calibrada empregando-se o método
gravimétrico, que consiste na determinacao do volume escoado.

Para a quantificacdo condutométrica da PEA, foram realizadas triplicatas de cada
medida. Para isso diferentes aliquotas com volumes variando de 100 a 2000 pL da solugdo
estoque do 2-aminoetanol-dihidrogeniofosfato - PEA (5,00 x 102 mol L) foram transferidas
para um béquer de 150 mL, em seguida, inserindo a célula condutométrica e titulou-se a
solu¢do padrao de HCI com a concentragdo 0,01 mol/L, com incrementos de 0,50 mL do
titulante. Esse procedimento foi repetido para todas as amostras e os valores das condutancias
obtidos experimentalmente foram corrigidos em fungdo do volume de titulante adicionado de
acordo com a Equacao (3.1).

cor — Lexp (Vi+ Val/ Vl) (3 1)

Onde: Lcor a condutincia corrigida; Lexp condutancia experimental; Vi volume inicial; e
V. volume adicionado.

Por meio do gréafico de condutancia corrigida em funcao do volume de solugdo padrao
de HCI, determinou-se que o volume do ponto final foi minimamente alterado por conta da

maior concentracao do acido forte.

3.2 ENSAIOS IN VITRO
3.2.1 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados foram estufa de CO> (Thermo Scientific), fluxo unidirecional
(VECO), microscopio invertido (Leica), capela quimica (Oxicamp) e espectofotdmetro
SpectraMax M2 (Molecular Devices), centrifuga Mikro 220R (Hettich) e  Citometro BD
FACSVerse™ (Universal Loader).

3.2.2 REAGENTES E SOLUGOES UTILIZADAS

Para os ensaios in vitro foram utilizados Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM-

Gibco®), Tripsina-EDTA (0,05%) (Gibco®), soro fetal bovino (Life Technologies™),
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Penicilina/Estreptomicina 100 pg/mL (Life Technologies™), Azul de tripan (Sigma-
Aldrich®), Tampao fosfato-salino (PBS), solu¢ao de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil
Brometo de Tetrazoilium (MTT) em PBS (Life Technologies™) e Dimetilsulfoxido (DMSO)
(J.T Baker®).

3.2.3 MOLECULA TESTE

A molécula teste ¢ um cristal monoclinico chamada de 2-aminoetanol-
dihidrogenofosfato, sintetizada na Universidade de Sao Paulo (Usp-IQSC), cedida pelo Dr
Otaviano Ribeiro Mendonga Filho, o fosfolipidio tem o peso molar de 141,063 g/mol de cor
branca ndo amorfo e solivel em agua, identificado com niimero CAS 1071-23-4 ¢ CID

PubChem 1015.

3.2.4 LINHAGENS CELULARES

As linhagens utilizadas no estudo foram células de fibroblastos humanos, MCF-7
(adenocarcinoma, tecido glandula mamaria, derivado do sitio metastatico: derrame pleural)
MDA-MB-231 (adenocarcinoma, tecido glandula mamaria, mama, derivado de sitio
metastatico: derrame pleural) e DU-145 (carcinoma humano, tecido de prostata; derivado de
sitio metastatico: cérebro). As Células adquiridas foram mantidas nos laboratorios de
Nanobiotecnologia e Morfologia e Laboratério de Microscopia Eletronica da Universidade de

Brasilia.

3.2.5 CULTURA CELULAR

As células foram cultivadas e mantidas em meio de cultura DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico (penicilina/estreptomicina 100 pg/mL) em estufa
umidificada a 37°C com 5% CO?. As passagens das células foram realizadas apds atingirem
70% a 80% de confluéncia, assim foram retiradas das garrafas de cultura com auxilio da

solucdo de tripsina e repassadas para uma nova garrafa.
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3.2.6 CITOTOXICIDADE

A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada pelo método de MTT, descrito por Mossman,
1983, utilizando uma solu¢dao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila) 2,5-difenil tetrazolio
em PBS na concentragcdo de Smg/mL (MOSSMAN, 1983).

A amostra do cristal foi pesada, dissolvida em tampao fosfato salino e diluida em meio
de cultura suplementado quando aplicadas na cultura de células.

Para o plaqueamento, utilizaram-se placas de poliestireno com 96 pocos (TPP, USA),
as células foram retiradas da garrafa de cultura com auxilio da solucdo de tripsina, e a
concentragdo celular foi determinada pela contagem das células em camara de Neubauer,
utilizando o método de exclusido com azul de tripan. A concentracio celular de 1x10*
células/poco foi entdo aplicada para os ensaios de 24 horas e 48 horas sendo adicionados 100
ul de suspensdo celular em cada pogo. ApoOs esta etapa, as células foram mantidas por 24 horas
em estufa imida a 37 °C com 5% CO? para formag¢do da monocamada de células.

Ap0s 24 horas do plaqueamento, o meio de cada pogo foi descartado e adicionado a
amostra de PEA em diferentes concentragdes nos pogos designados como tratados e apenas
meio de cultura suplementado nos pocos controles. As placas foram recolocadas na estufa de
acordo com o tempo de incubacgdo (24 horas e 48 horas). Apos esse periodo, o meio de
tratamento foi descartado e 150 pl de solucdo de MTT em meio de cultura (10% de MTT em
PBS a 5 mg/ml e 90% DMEM) foi adicionado em cada pogo, mantendo a placa na estufa por
duas horas para a absor¢dao do MTT. Ao final do tempo de incubagado, a solugdo de MTT foi
descartada e adicionou-se 100 ul de DMSO em cada pogo e em seguida realizada a leitura da
densidade Optica em espectofotdmetro, em um comprimento de onda de 595 nm.

A anélise de cada concentracdo da amostra testada, foi realizada em triplicata e a
porcentagem das células vidveis foi calculada utilizando as células que receberam apenas meio
de cultivo (controle) como 100%. Na analise estatistica, o calculo dos valores do ICsg
(concentracao da PEA que causa 50% de inibicdo da viabilidade celular) e a constru¢ao dos

graficos foi feita utilizando o Excel®.
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4 RESULTADOS

4.1 CONDUTOMETRIA

A condutometria (condutancia ou condutividade) ¢ uma medigdo fisico-quimica que
avalia a capacidade de uma solugdo de transportar uma corrente elétrica (LAVORANTE, MJ
et al 2017). A Figura 9 apresenta a curva de titulagdo condutométrica obtida na padronizagao
da solucdo estoque de 2-aminoetanol-dihidrogeniofosfato, utilizando-se como padrao primario
o HCI cem vezes mais concentrado. Observa-se a existéncia de duas curvas com dois pontos
de inflexao, no primeiro ponto ¢ a onde ocorre a formagao de um dimero da molécula gerando
o PEA e o cation (PEA+HPEA™) (Figura 10) e no segundo ponto de inflexdo ocorre uma
protonagdo com ion cloreto com a PEA, gerando uma diminui¢do da carga eletrolitica da

molécula (Figura 11).

Condutancia (uS.cm™)

A J v

(=]

0 5 10 15 20 25
Volume de HCI 0,010 mol/mL
Figura 9. Titulagdo condutométrica de 2-aminoetanol-dihidrogeniofosfato 10* mL (PEA), pela adi¢do de
solu¢do de HCI 0,010M em agua deionizada. Foram efetuadas titulacdes condutométricas, variando as

concentragdes molares entre o titulado (molécula de estudo) e o titulante até ser possivel obter o ponto de

inflexdes. Foram realizados 3 ensaios independentes.
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Figura 10. A reacdo apresenta o primeiro ponto de inflexdo e formacdo do dimero catiénico.

2 HPEA* + H*+ CI == 2 (HPEA*. CI') + H*

Figura 11. A reacdo apresenta o segundo ponto de inflexdo formando par i6nico do ion do cloreto,
com a PEA protonada com cétion.

4.2 TESTES IN VITRO

A dilui¢do da solucao estoque de PEA em meio de cultura celular para preparacao das
solucdes testes promoveu uma reagdo com o corante (vermelho fenol) que determina a
estabilidade do meio quanto as variagdes de pH. Foi observado que apesar dessa mudanga de
cor o sistema permaneceu em equilibrio quimico, sem alteracdo do nivel de tamponamento,
sugerindo a acidificagdo do meio de nutri¢do. Esta hipotese foi descartada apds a verificacdo
do pH que mostrou a manutencao do pH da solugdo na faixa de 7,4.

Com o objetivo de avaliarmos a capacidade do diluente da PEA influenciar na
citotoxicidade da molécula em solu¢do, ensaios utilizando a PEA dissolvida em agua na
concentragio de 1 Mol L armazenada a 4 °C, posterior diluicdo em meio de cultivo
suplementado com ajuste do pH no momento da adicao as cé€lulas.

Os resultados apresentados nas Figuras 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18, mostram a
capacidade da PEA quando em agua e armazenada a 4 °C de promover toxicidade nas diferentes
linhagens de células utilizadas. Para tanto, as amostras cristal de PEA foi pesada para uma
concentracio de trabalho de 1M L™! para diluicio em dgua (concentragdes de 10 a 100 mM) e
ajuste de pH no momento da aplicagdo na cultura celular para 7,4 com NaOH; como ocorreu
diluicao do meio de cultivo com o diluente da PEA (agua) nas diferentes concentragdes testadas,
os volumes de 4dgua adicionado ao meio foram também avaliados. Assim, podemos observar

que em cultura de fibroblastos humano a toxicidade tanto da PEA como do diluente foram
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menores que 10%, quando incubados por 24h (Figura 12) e 30% apods 48h (Figura 13) na

concentracao de 60 mM.
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Figura 12. Citotoxicidade de diferentes concentracdes da PEA em células de Fibroblasto humano,
apos 24 horas de incubagdo, pelo ensaio de MTT. Os dados s@o expressos como média e desvio padrao
de 3 experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de

cultivo suplementado.
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Figura 13. Citotoxicidade de diferentes concentragdes da PEA (2) em células de Fibroblasto humano
apos 48 horas de incubagio, pelo ensaio de MTT. Os dados s@o expressos como média e desvio padrdo
de 3 experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de

cultivo suplementado.
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Os resultados obtidos com a exposi¢cao da PEA em células tumorais de adenocarcinoma
mamario demonstram que o diluente nas concentragdes testadas ndo afeta a viabilidade celular,
e em alguns ensaios ativam a proliferacio das mesmas (Figuras 14, 15, 16, 17 e 18),
apresentando uma viabilidade superior a 100%. Nas figuras 14 e 15, pode-se observar que o
efeito citotoxico da PEA nas células MDA-MB-231 apos 24 e 48 horas de incubagao,
respectivamente, com a toxicidade concentragao dependente nos dois tempos, tendo um melhor

perfil em 24 horas de incubacdo (Figura 14), com aproximadamente 50% de morte entre as

concentracoes de 80 a 100 mM.
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Figura 14. Citotoxicidade de diferentes concentragoes da PEA (2) em células de MDA-MB-231 apds
24 horas de incubagdo, pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média e desvio padrdo de
3 experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de

cultivo suplementado.
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Figura 15. Citotoxicidade de diferentes concentragdes da PEA (2) em células MDA-MB-231 apods 48
horas de incubacgdo, pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média e desvio padrio de 3
experimentos independentes, tendo com 100% de células vidveis as células expostas ao meio de cultivo

suplementado.
No grafico da figura 15 observa-se que a PEA ap6s 48 horas de incubagdo, promoveu uma
toxicidade constante - média de 60% em concentragdes superiores a 40mM. A mesma
caracteristica de platd também foi observada na incubacdo da PEA com cultura de células

MCF-7 por 48h (Figura 16).
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Figura 16. Citotoxicidade de diferentes concentragdes da PEA (2) em células MCF-7 apos 48 horas
de incubagdo, pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média e desvio padrio de 3
experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de

cultivo suplementado.
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Os resultados obtidos quando da exposi¢ao da PEA em células DU-145 por 24 horas
(Figura 17) demonstram uma variabilidade na citotoxicidade, com inconstancia na relacao
concentragdo da molécula e % de morte celular. Apesar dessa inconstancia podemos observar
no referido grafico uma toxicidade nas concentracdes de 2,5 a 80 mM. Em 48 horas de
exposi¢ao (Figura 18), observa-se que a toxicidade apresentada foi dependente da

concentragdo, sendo 80 mM a concentragdo com 50% de morte celular.

40 80

Figura 17. Citotoxicidade de diferentes concentracdes da PEA em células DU-145 ap6s 24horas de
incubagdo, pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média ¢ desvio padrdo de 3
experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de
cultivo suplementado.
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Figura 18. Citotoxicidade de diferentes concentragcdes da PEA em células DU-145 apos 48 horas de
incubagdo, pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de cultivo suplementado.
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Entretanto, foi observado que ajuste do pH apds a diluicdo com meio de cultura levou
a utilizagdo diferentes volumes da solucdo de NaOH para que a solucdo mantivesse o pH na
regido de equilibrio quimico, resultando um acréscimo de 10 % no volume final sugerindo uma
influéncia na citotoxicidade observada. Novos testes foram realizados, utilizando uma solugao
de PEA em agua, tamponada (pH=7,4) e congeladas a -20 °C em volumes de 2mL, quando da
realiza¢do dos testes, uma aliquota foi descongelada e realizada as diluicdes com meio de
cultura suplementado. Como a presenca da agua no meio de cultivo ndo promoveu a morte
celular, quando das proporgdes testadas, tornando assim desnecessario novos experimentos
com esse diluente.

O grafico da figura 19, que mostra a acdo da PEA em fibroblastos humanos, apos 24
horas de exposicdo, observa-se que em concentragdes inferiores a 7,81 mM, ndo ocorreu
toxicidade. E, a partir da concentragdo de 15,63 mM, a citotoxicidade observada foi dependente
da concentracdo da PEA aplicada apresentando aproximadamente 50% de viabilidade celular

na concentragao de 62,50 mM.
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Figura 19. Citotoxicidade de diferentes concentragdes da PEA em células de Fibroblasto humano
apos 24 horas de incubagdo, pelo ensaio de MTT. Os dados s@o expressos como média e desvio padrao
de 3 experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de
cultivo suplementado.

Na figura 20, observa-se o efeito da PEA em células MDA-MB-231 apds 24 horas de
incubagdo. A toxicidade ocorreu em concentragdes superiores a 1,95 mM, com

aproximadamente 50% de viabilidade celular na concentragdo de 7,81 mM.
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Figura 20. Citotoxicidade de diferentes concentragdes da PEA em células de MDA-MB-231 apds 24
horas de incubagdo, pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média e desvio padrdo de 3
experimentos independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de
cultivo suplementado.

29



Os testes com células MCF-7 (Figura 21) demonstraram uma toxicidade nas
concentracoes superiores a 15,63 mM apds 24h de exposigao, com a citotoxicidade dependente

da concentragdo da molécula, e aproximadamente 50% de viabilidade celular na concentragao

de 31,25 mM.
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Figura 21. Citotoxicidade de diferentes concentragoes da PEA em células de MCF-7 apos 24 horas de
incubagdo pelo ensaio de MTT. Os dados sdo expressos como média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes, tendo com 100% de células viaveis as células expostas ao meio de cultivo suplementado.
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5 DISCUSSOES

A PEA ¢ uma molécula dipolar, tendo ela caracteristicas hidrofobicas em sua extremidade
onde se localiza o grupo fosfato e por essa particularidade lipofilica sua interacdo com a
membrana e seu papel de sinalizagdo (EMOTO et al, 1997), sdo caracteristicas em estudos
atuais que demonstram a sua interagao permitindo a liga¢ao de proteinas, peptideos e moléculas
farmacologicas com efetiva cascata de lise celular desencadeando a apoptose celular (HASIM
et al, 2018).

A eletroquimica ¢ um ramo da fisico-quimica que estuda a relagao entre os parametros
elétricos e as alteragdes quimicas identificaveis, sendo a eletricidade considerada o resultado
de uma determinada alteracdo quimica, possuindo assim aplicabilidade interdisciplinar na
quimica, biologia, fisica, eletronica e outras areas afins (BUTER et al., 2017; ZHU, X. & SHI,
L. 2019).

A movimentagao de ions (positivos e negativos) dentro de uma solucao esta relacionada
com a condutancia elétrica, como resultado de uma aplicagdo de um campo eletrostatico,
fornecendo assim informagdes sobre o contetido 16nico total da solugdo aquosa. Alguns fatores
como por exemplo, o numero de ions presentes, das suas cargas e da mobilidade dos ions, pode
alterar a condutancia de uma solucao ionica (LAVORANTE, MJ et al 2017).

Alguns exemplos do emprego de titulagdes condutométricas podem ser encontrados na
literatura na como por exemplo na quantificacdo dos cloridratos de: fluoxetina, metformina,
propranolol, tetraciclina e verapamil em formulac¢des farmaceéuticas, utilizando-se o nitrato de
prata e acido cloridrico como titulante (SARTORI; SUAREZ; FATIBELLO-FILHO, 2009
CAETANO et al 2011, GOIS, L. C. et al; 2019).

Neste contexto, a quantificacdo eletrolitica com acido forte semelhando o cenario da
metabolizacdo da molécula do 2-aminoetanol-dihidrogeniofosfato (PEA) por via oral,
avaliando os pontos de inflexdo de tamponamento do equilibrio quimico da solucdo estoque
Figuras 9 a 11) indicando a formacao de estruturas moleculares intermediaria, semelhante ao
descrito por RIBEIRO FILHO, 1998.

A sintese de novas moléculas ¢ uma érea crescente na quimica bioldgica, buscando a
aplicacdo desses com uma reduzida toxicidade aos organismos e assim sua utilizacdo nas

industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. A determina¢do da toxicidade ¢ o primeiro

31



passo no processo de caraterizagdo de uma nova molécula/substancia para seu uso em sistemas
vivos. Dessa maneira utilizando, linhagens celulares que caracterizam modelos de tecidos ndo
tumorais (Fibroblastos) e tumorais (MDA-MB-231, MCF7 e DU145) pode-se avaliar a
citotoxicidade da PEA.

A estrutura cristalina da molécula 2 aminoetanol - dihidrogenofosfato (PEA) facilita a
sua solubilidade em meio aquoso. O que proporcionou a preparagao de solugdes utilizando
agua ultra pura e posteriores diluigdes em meio de cultivo celular para aplicacdo nos estudos
in vitro. A concentragdo de 1 mol L™ foi a escolhida como solugdo estoque em agua, mantida
na geladeira (4 °C) sem ajuste do pH ou em aliquotas com volumes de 1 mL pH ajustado com
NaOH para o valor de 7,4 ¢ congeladas a -20 °C.

Os surgimentos dos lipidios antineoplésicos sintéticos (ATLs) se dividem em dois grupos
distintos sendo eles os alquilfosfolipidios (APLs), o qual a PEA faz parte, onde a amina da
etanolamina se agrega com um alcool graxo formando a fosfoetanolamina e o segundo grupo
composto ¢ o alquilfosfocolina (APCs). As duas moléculas sdo capazes de atuar no aparelho
mitotico da célula sem alterar o seu DNA, interferindo no metabolismo lipidico e vias de
sinalizagdo como biomarcadores, efetivando as quimioterapias e radioterapias com melhor
sensibilidade (KOSTADINOVA et al, 2015).

A estabilidade mitocondrial tem como fator principal a sua atividade inata de gerar
energia durante a biossintese celular, os lipidios mais abundantes encontrados na membrana
mitocondrial sdo as fosfatidilserina e a PEA, isso em condi¢des normais sendo intracelular e
extracelular compondo a bicamada da membrana encontramos os esfingolipidios e as
acetilcolinas. Entretanto esse papel inverte quando ha uma desordem celular formado por
neoplasias, pois a fosfatidilserina e a fosfoetanolamina rompem a membrana gerando uma
assimetria lipidica e canais de passagens laterais alterando o dominio lipidico de vesiculas
autofagicas, executando o papel de biomarcadores sinalizando a alteragao genética das células.
Essa atuacdo pode também atrair células do sistema imune tais como as células (B e T),
memoria e sinalizacdo (VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2009).

A PEA ¢ encontrada predominantemente no folheto interno da célula voltado para o
citoplasma e na composi¢do mitocondrial, além das caracteristicas de formagado das estruturas
das membranas, ela participa de diversos processos fisiopatologicos primordiais na biossintese

metabolica e energética das células (CALZADA et al, 2016).
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Moléculas como duramicina e a cinamicina, se ligam com alto poder de afinidade com a
PE, em uma proporcao de 1:1 por uma dissociagdo de nanomolar, as duas moléculas sao
lantibioticos com efeitos ndo apenas bactericidas, mas também apoptoticos (ZHAO, 2011).

Os fatores de resisténcias as terapias existentes contra os tipos de cancer de mama atuais,
levou a indutstria farmacéutica, utilizar a lipidios sintéticos glicosilados de forma que
melhorasse a farmacodinamica e o aumento da concentracdo da biodisponibilidade dos
quimioterapicos Cisplatina® e Clorambucil®, que além da eficiéncia melhorada pelo
transporte e biodisponibilidade em seu sitio de agdo, observou-se a redugdo dos efeitos
citotoxicos em células normais, permitindo um melhor progndstico diante da minimizagao dos
efeitos deletérios desse quimioterapicos (OGUNSINA et al., 2020).

A molécula da PEA e suas modificagdes administradas diretamente em cultura de células
pode promover a morte celular, como demonstrado nos resultados obtidos neste trabalho
quando aplicados em cultura de células MCF-7, MDA-MB-231 e DU-145, com reducéo da
viabilidade celular em concentracdes de 20 mM, corroborando os ensaios realizados por
FERREIRA et al 2012a , 2013b que relacionaram a toxicidade da moléculas ao aumento da
taxa apoptotica induzido pela via da caspase-3 (FERREIRA et al 2012a, 2013b). Em estudo
com tumores de prostata in vivo, a biodisponibilidade da PEA foi efetiva e sem interacao
medicamentosa sendo ela uma molécula precursora de novos farmacos antineoplésicos, nos
padrdes aprovados pela agéncia reguladora de alimentos e drogas americana (FDA) (SAXENA

et al, 2017).
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6 CONCLUSAO

Nos estudos de condutividade elétrica observou que o fosfolipidio tem em suas
caracteristicas a capacidade de formar dimeros durante a titulagdo de retorno, no primeiro ponto
de inflexao a formagao do dimero catidnico ¢ no segundo ponto de inflexao a ionizagdo com o
ion cloreto.

A molécula (PEA) apresentou a integridade do envelopamento sintético molecular em
meio ao pH saturado e cadtico, com as semelhangas do suco gastrico sem sofrer hidrélise, com
as caracteristicas de formacao de dimeros, trimeros ¢ tetrameros.

As células de fibroblastos humano ndo foram afetadas pela incubacdo com a PEA nos
periodos testados, apresentando apenas 10% de células mortas apds 48 horas de exposicdo a
concentracdo de 100 mM. Nas células de tumores mamarios MCF7, a toxicidade foi
concentracdo dependente, sendo gque as concentragdes entre 30 e 40 mM promoveram a morte
de cerca de 50% das células, independentemente do tempo de exposic¢do. A linhagem de células
MDA-MB-231, o tempo de exposi¢do a molécula promoveu resultados diferentes em 24 horas
0 ICso foi com a concentracdo de 7,81 mM em 24 horas e em 48 horas 50 mM. O
comportamento das células prostaticas em 24 horas de tratamento ndo apresentou toxicidade e

em 48 horas de tratamento o ICso foi com a concentra¢do de 80 mM.
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7 PERSPECTIVAS

e Ensaio in vitro e in vivo da PEA agregada a moléculas quimioterapicas.

e Estudos in vitro da PEA comparada com quimioterapico.

e Estudo de toxicidade da PEA em fase liquida e florescente em via endovenosa in
vivo, possivelmente DL3o ou DLso em camundongos.

e Estudos de biodisponibilidade e biodistribui¢ao da PEA fase liquida fluorescente,
com exames tomograficos in vivo.

e Formulagdo de lipossomas com a PEA sendo o fosfolipidio precursor e agregacao

de moléculas anéalogas ao lipossoma constituido.
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