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MENENGAT, Talita Alves. Avaliagdo do potencial citotéxico de um grupo de
quinazolinonas produzidas no IFRJ em células VERO in vitro. 50p. Monografia,
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus
Maracana, Rio de Janeiro, RJ, 2019.

RESUMO

O cultivo de células é uma pratica existente ha muitas décadas e seu desenvolvimento
técnico foi fundamental para pesquisa com células-tronco, 6rgdos em 3D, areas
biomédicas, producido de farmacos, dentre muitas outras. Para o desenvolvimento de
um novo farmaco sao necessarios processos de estudos, o qual inclui os testes de
citotoxicidade in vitro com células, testes pré-clinicos e com humanos na fase clinica.
Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa,objetiva avaliar o efeito de
quinazolinonas sintéticas produzidas no Instituto Federal do Rio de Janeiro na eficacia
do tratamento de doencas hipertensivas. Para tal, foi evidenciada que alguns de seus
membros apresentam potente efeito, com ICsy na faixa de 1 uM sobre vasos arteriais
isoladas de ratos in vitro. Nesse contexto, nosso trabalho foi o de avaliar o potencial
citotoxico das quinazolinonasque apresentaram efeito relaxante em artérias. Neste
caso, as substancias testes foram identificadas como QUIN-2, QUIN-4 e QUIN-8 para
manutencao do sigilo visando futuras patentes. Células epiteliais estabelecidas do rim
de macaco verde africano Cercopithecus aethiops (linhagem VERO) sdo mantidas em
meio de cultura DMEM com 10% SFB e expostas a diferentes concentracdes (0,3 uM,
1 uM, 3 uM, 10 yM, 30 uM) das substéncias teste para avaliar a toxicidade com o
auxilio do método de MTT. Apds os ensaios iniciais para ajuste do protocolo de MTT
para placas de 24 pogos, ficou estabelecido a concentragéo celular da linhagem VERO
para teste em 20x10* células / pogo.De acordo com os graficos de porcentagem de
viabilidade celular x concentragéo das quinazolinonas teste (QUIN-2, QUIN-4 e QUIN-8)
que indicaram n&o haver, nessa faixa de concentragdo, efeitos citotdxicos
significativos comparados ao grupo controle. Na avaliagdo morfolégica ao microscopio
nao foram observadas alteracbes celulares.De acordo com os resultados de
viabilidade celular ndo foram observados efeitos citotdxicos significativos. Estes testes
sao iniciais e carecem de outros para uma avaliagdo completa da existéncia ou nao de
outras formas de toxicidade celular, como a genotoxicidade, mas ja auxiliam na
decisdo de passarmos a etapa de ensaios com modelosanimais com mais segurancga.
Assim os objetivos de contribuir com o desenvolvimento do projeto de identificagéo de
novas substancias com potencial anti-hipertensivo foram atingidos dentro da proposta
desse trabalho.

Palavras-chave: Quinazolinonas, Células VERO, MTT e Toxicidade celular in vitro.



MENENGAT, Talita Alves. Evaluation of the cytotoxic potential of quinazolines and
quinazolinones produced in IFRJ in VERO cells in vitro. 50p. Monograph, Federal
Institute of Education, Science and Technology of Rio de Janeiro (IFRJ), Campus
Maracana, Rio de Janeiro, RJ, 2019.

ABSTRACT

The cultivation of cells is an existing practice for many decades and its technical
development was essential for research with stem cells, organs in 3D, biomedical
areas, production of pharmaceuticals, among many others. For the development of a
new drug are necessary processes of studies, which includes the testing of in vitro
cytotoxicity with cells, pre-clinicaltesting and with humans in the clinicalphase. Studies
conducted by our research group, aiming to evaluate the effect of quinazolinonas fibers
produced at the Federal Institute of Rio de Janeiro in the effectiveness of the treatment
of hypertensive diseases. For such, it was evidenced that some of its members have a
powerful effect, with IC50 in the range of 1 uM on arteries isolated from rats in vitro. In
this context, our study was to evaluate the cytotoxic potential of quinazolinonas that
showed muscle relaxing effect in arteries. In this case, the substances tests were
identified as QUIN-2, QUIN-4 and QUIN-8 for maintaining the secrecy to future
patentes. Established epithelial cells of the African Green monkey kidney
Cercopithecus aethiops lineage (VERO) are maintained in DMEM culture medium with
10% fetal calf serum and exposed to different concentrations (0.3 pM, 1 uM, 3 pM, 10
MM, 30 uM) of substances test to evaluate the toxicity with the aid of the MTT method.
After the initial trials to adjust the protocol of MTT for 24-well plates, it was determined
the concentration of Vero cell lineage for testing on 20x104 cells/well. According to the
graphs of percentage cell viability x concentration of quinazolinonas test (QUIN-2,
QUIN-4 and QUIN-8) who indicated that there is, in this age of concentration,
significant cytotoxic effect compared to the control group. In morphological evaluation
under the microscope cellular alterations were not observed. According to the results of
cell viability were not observed significant cytotoxic effects. These tests are initial and
need of others for a full assessment of the existence or not of other forms of cellular
toxicity, such as genotoxicity, but already assist in the decision to move to stage of
trials with animal models with more security. Thus the objective of contributing to the
development of project identification of new substances with potential anti-hypertensive
drugs were achieved within the proposed in this work.

Key words: Quinazolinones, VERO cells, MTT and cellular toxicity in vitro.



Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 1.3

Figura 1.4

Fotografia 2.5

Fotografia 2.6
Fotografia 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Grafico 3.10

Grafico 3.11

Grafico 3.12

Grafico 3.13

LISTA DE ILUSTRAGOES

Compostos de Quinazolina, Quinazolinona e seus derivados.
Adaptado de TIWARY et al., 2015.

Estrutura quimica dos sais de tetrazdlio mais utilizados.
Adaptado de BERRIDGE; HERST; TAN, 2015.

Registro tipico da adicdo de concentragbes cumulativas das
substancias QUIN-2 (1uM, 3uM, 10uM e 30uM) em anéis de
aorta pré-contraidos com Phe, com endotélio intacto e Dados de
nomenclatura das moléculas e os respectivos valores de 1C50.
(Dados do nosso grupo de pesquisa).

Efeito das substancias QUIN-2 (A), QUIN-4 (B), QUIN-8 (C) em
anéis de aorta de rato com o endotélio intacto pré-contraidos
com Phe (1 pM). As concentragbes cumulativas (1uM, 3uM,
10uM e 30uM) foram adicionadas ao platd da contragédo obtida
por Phe (n=4). Os dados foram expressos como média + EPM
(** P <0.01, ** P <0.001).

Célula Vero

Preparo do Meio de cultura DMEM com 10% de SFB

Filtragdo das Substancias Quin

Esquema de diluicdes das substancias para obtencdo das
concentragdes em micromolar.

Placa de 24 pogos com células VERO incubadas previamente
por 24h sendo tratadas com 2ml de Meio de cultura DMEM a
10% SFB nas diferentes concentragées das substancias QUIN
em micromolar.

Absorbancias nas diferentes concentragdes celulares iniciais do
grupo controle pelo método de MTT

Viabilidade celular das células VERO sob tratamento pela
substancia QUIN-2 em diferentes concentragdes cumulativas
(0,3 uM, 1 uM, 3 pM, 10 uM, 30 uM) por 48 horas.

Viabilidade celular de células VERO sob tratamento pela
substancia QUIN-4 em diferentes concentragdes cumulativas
(0,3uM, 1uM, 3uM, 10 uM, 30uM) por 48 horas

Viabilidade celular de células VERO sob tratamento pela
substancia derivado de QUIN-8 em diferentes concentragdes
cumulativas (0,3 uM, 1uM, 3 uM, 10 yM, 30 uM) por 48 horas.
P =0,00036 em relagédo ao controle (100%).

17

20

21

21

23
25

28
29

30

32

34

36



Tabela 2.1
Tabela 2.2
Tabela 2.3
Tabela 2.4

Tabela 3.5

Tabela 3.6

Tabela 3.7

Tabela 3.8

Tabela 3.9

Tabela 3.10

Tabela 3.11

LISTA DE TABELAS

Registro de pesagem de substancias utilizadas no meio de cultura
Total de células por placa de 24 pogos
Volume inicial nos tubos contendo Meio de cultura DMEM
Valores de volume transferido na diluigdo seriada.

Resultado das médias e (DP) das absorbancias em diferentes
concentragdes celulares do grupo controle pelo método de MTT.

Resultado das placas de 24 pogos em diferentes concentragdes da
substancia QUIN-2, dividida por placa. Em vermelho estao indicados os
pontos caracterizados como outliers.

Médias e Desvio Padrao (DP) em porcentagem das triplicatas de placa
de células VERO da sustancia QUIN-2.

Resultado das placas de 24 pogos em diferentes concentracdes da
substancia QUIN-4, dividida por placa. Em vermelho estéo indicados os
pontos caracterizados como outliers.

Médias e Desvio Padrao (DP) em porcentagem das triplicatas de placa
de células VERO da sustancia QUIN-4.

Resultado das placas de 24 pogos em diferentes concentracdes da
substancia QUIN-8, dividida por placa. Em vermelho estao indicados os
pontos caracterizados como outliers.

Médias e Desvio Padrao (DP) em porcentagem das triplicatas de placa
de células VERO da sustancia QUIN-8.

24
27
29
29

32

33

34

35

35

36

37



ATP
CMF-PBS
CNS

CO;
DMEM
DMSO
DP

EDTA
HCI

KCI
Milli-Q
Na,HPO4
NaCl
NaHCO;
HEPES

K:HPO4

LT
MT

MTS

MTT
NT
PBS
Phe
Quin
RPM
SFB
ST

WST

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Trifosfato de Adenosina

Calcium and Magnesium-Free Phosphate-Buffered Saline
Conselho Nacional de Saude

Di6xido de Carbono

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimetilsulféxido

Desvio Padrao

Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

Acido Cloridrico

Cloreto de Potéassio

Agua Tridestilada

Fosfato Dissédico

Cloreto de Sddio

Bicarbonato de Sodio

Acido 4- (2-Hidroxietil) -1-Piperazinoetanossulfonico).

Fosfato Dipotassico

Levemente Citotoxica

Moderadamente Citotdxica
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-11)-5-(3-Carboximetoxifenil)-2-(4-Sulfofenil)-2h-
Tetrazolio

3-(4,5-Dimetiltiazol-2-11)-2,5-Difenil Brometo De Tetrazdlio)

N&o Citotdxica

Phosphate Buffered Saline

Fenilefrina

Quinazolinona

Rotacéo Por Minuto

Soro Fetal Bovino

Severamente Citotdxica

8 2-(2-Methoxy-4-Nitrophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-(2,4-Disulfophenyl)-2h-

Tetrazolium)



1.0.
1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.
1.71.
1.7.2.
2.0.
2.1.
2.2.
2.21.
2.2.2.
2.23.
2.3.
2.4.
2.41.
2.5.

2.6.
3.0.
3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
4.0.
5.0.

SUMARIO

INTRODUGAO

ASPECTOS HISTORICOS
QUINAZOLINAS E QUINAZOLINONAS
CULTURA CELULAR
CITOTOXICIDADE CELULAR
ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR
JUSTIFICATIVA

OBJETIVO

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

MATERIAL E METODOS

LINHAGEM CELULAR

PREPARO DO MEIO DE CULTURA
Garrafas de Cultura Celular
Tripsinizagao

Contagem na Camara de Neubauer
ENSAIOS DE PADRONIZACAO
SUBSTANCIAS QUINAZOLINONAS
Diluicdo das Substéancias (QUIN)
ENSAIOS DE PROLIFERACAO PARA O ESTUDO DE
CITOTOXICIDADE

ANALISE ESTATISTICA
RESULTADOS

ENSAIOS DE PADRONIZACAO
ENSAIOS DE CITOTOXIDADE
SUBSTANCIA QUIN-2

SUBSTANCIA QUIN-4

SUBSTANCIA QUIN-8

DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS
ANEXOS

14
14
16
17
18
19
20
22
22
22
23
23
24
25
26
26
27
27
28
30

31
32
32
33
33
35
36
38
39
40
45



1.0. INTRODUGAO

1.1.  ASPECTOS HISTORICOS

O cultivo de células € uma pratica existente ha mais de cem anos e seu
desenvolvimento técnico foi fundamental para diversos procedimentos existentes na
atualidade, assim, como em diferentes processos moleculares e paralelamente como
ferramenta cientifica (PERES;CURI,2005).

Amaral e Machado-Santelli (2011), em sua pesquisa sobre a cultura de células
definem que esse processo ocorre quando se isola a célula de um tecido, seja ele
vegetal ou animal, mas permite que a sua viabilidade seja mantida, assim como a sua
proliferacdo dentro de um meio, que possua os nutrientes e as condigbes inerentes a
sua sobrevivéncia, incluindo fatores controlados como: o pH, a temperatura e a
osmolaridade, como € o caso do sistema in vitro, que quer dizer, "em vidro", ou seja,
fora de um organismo vivo, em um meio de cultura externo, igual aos tubos de ensaio
(ALVES; GUIMARAES, 2010; FERREIRA, 1999).

A cultura celular foi originaria da cultura de tecido e se firmou no fim do século
XIX, com Wilhelm Roux (1885), um embriologista alem&o, que manteve por um curto
periodo o tecido medular de galinha, imerso em solugéo salina aquecida. A partir desta
fragmentacao de porcgdes de tecido que esta técnica foi nomeada de cultivo de tecido,
do inglés tissue culture. Por esta pratica ter permanecido predominante por mais de 50
anos é utilizada para denominar também a cultura de 6rgéos e células (BAZE et al.,
2018).

Alguns anos depois, Ross G. Harrison decidiu provar que as fibras nervosas
eram advindas de células nervosas e para isso ele dissecou o tubo medular de um
embrido de rd e o manteve na sua prépria linfa por um tempo muito maior. Ele se
beneficiou do fato do experimento ter sido com células de anfibio que tem a
capacidade de se adaptar, ndo sendo necessario o controle da temperatura (ALVES;
GUIMARAES, 2010; HARRISON, 1907).

Em 1912, Alexis Carrel usou células do coragao do embrido de uma galinha.
Em sua pesquisa, utilizou plasma de galinha e colocou em uma garrafa com a entrada
inclinada, que ficou conhecida posteriormente como Frasco de Carrel. Ele percebeu a
necessidade de mudar o meio de cultura, pois, 0 maior contato das células com os
nutrientes permite uma maior viabilidade e aumento da taxa de proliferagédo, o que foi
benéfico para o cultivo em monocamada (ALVES; GUIMARAES, 2010; BAZE et al.,
2018; WITKOWSKY:; 1979).
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Ainda nessa perspectiva de cultura celular foi desenvolvida em 1951, pelo
médico e pesquisador George Gey, a Linhagem Hela, abreviatura do nome de
Henrietta Lacks, como uma forma de homenagem a esta paciente pela sua
colaboracao cientifica (SKOLLOT, 2011). Ao fazer um exame ginecoldgico, seu
meédico viu o tumor e resolveu retirar uma pequena parte e entregar a Gey para
analise (LUCEY; NELSON-REES; HUTCHINS, 2009).

Ao receber o material, Gey colocou as células em meio de cultura onde as
células ndo s6 sobreviveram como também se multiplicaram (SKOLLOT,2011). Assim
Gey enviou para todo o mundo parte deste material para que fossem feitos todos os
experimentos possiveis e alcangassem a tdo esperada descoberta do causador do
Cancer. Embora, ndo se tenha descoberto a cura definitiva do cancer, indmeras outras
utilidades foram possiveis a partir dessas células, como a vacina da poliomielite,
estudos de biologia celular e molecular, além da prépria biologia tumoral(SKOLLOT,
2011).

Esse pensamento de que as células tinham uma proliferagdo interminavel, a
exemplo das células de linhagem Hela, e que s6 bastava trocar o meio de cultura,
permaneceu no mundo cientifico por muitos anos. S6 houve uma modificagdo em
1961, quando os pesquisadores Leonard Hayflick e Paul Moorhead perceberam que
as células humanas nao tinham esta mesma capacidade, ou seja, elas tinham limite de
divisdo. Esse fenbmeno ficou conhecido como Limite Hayflick e sua descoberta
incentivou os estudos sobre o envelhecimento celular (HAYFLICK, 1965).

Em 27 de margo de 1962, Yasumura e Kawakita, dois estudiosos da
Universidade de Chiba, no Japdo deram inicio a linhagem celular VERO, a qual foi
obtida a partir do rim do macaco verde africano (YASUMURA; KAWAKITA, 1963).
Essa espécie, Cercopithecus aethiops possuia uma linhagem celular diferenciada com
caracteristica de multiplicar suas células por muitos ciclos e ndo se tornar senescente.
Desta forma, foram coletadas células do epitélio do rim do macaco-verde africano para
estudo (ALMEIDA et al., 2015).

Essa linhagem foi denominadaVERO, que sdo abreviagdes de Verda Reno, ou
seja, rim verde, em esperanto. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), as células VERO sao uma das poucas aprovadas para a producao de vacinas
(WHO, 2009).A utilizacdo destas células para producdo de biofarmacos para uso
humano, também ¢é autorizada pela (OMS) por ser isenta de propriedades
oncogénicas e ndo representar risco a saude humana (CHEN; CHEN, 2009).

A utilizagdo da técnica de cultivo de células para o desenvolvimento de novos
farmacos tem sido muito utilizada. Para que um farmaco seja liberado para teste ou

uso em humanos, estudo pré-clinico tem como foco principal a utilizagdo de sistemas
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in vitro e animais in vivo para avaliar farmacologicamente o produto e ofertar um maior
conhecimento quanto as suas propriedades, efeitos adversos e interagdes. Além da
avaliagdo da dose-resposta, estudos sobre os efeitos na fertiidade e reproducao
também sao realizados e, por isso, teste de mutagenicidade, carcinogenicidade e
teratogenicidade sao realizados (GRAHAME-SMITH; ARONSON,2004).

O processo de pesquisa e desenvolvimento de farmaco é longo, complexo e de
alto custo, pois consiste na investigacdo farmacodindmica e farmacocinética da
substancia. Parcerias entre as empresas e grupos de pesquisas identificados em
universidades com objetivo de impulsionar o desenvolvimento de novos farmacos vem
sendo adotadas (JORGENSENet al., 2012; TRALAU-STEWART et al., 2009).

Considerando doengas cronicas como a Hipertensao Arterial,por exemplo, e
seus impactos em saude publica, a busca por novos farmacos segue em evidéncia.
Pesquisas mostram a importancia do desenvolvimento de uma nova alternativa
terapéutica onde a baixa adesao € uma das principais causas de controle inadequado
da pressao arterial (LOWRY et al., 2005).

Nos ultimos anos, as quinazolinonas e os seus analogos tém sido o foco nas
pesquisas devido a sua notavel atividade farmacolégicas. Estudos demonstraram que
substancias da classe das quinazolinonas,onde algumas substancias sintéticas como
os derivados das quinazolinonas ja apresentaram um efeito anti-hipertensivo

associado a mecanismos de agdo distintos (MANJULA et al., 2011).

1.2. QUINAZOLINAS E QUINAZOLINONAS

A Quinazolina é um composto formado pela unido de dois anéis aromaticos
simples com formato hexagonal, sendo um anel benzeno e um anel de pirimidina. Na
forma ciclica, feita de carbono, hidrogénio, nitrogénio, sua formula molecular é
C8H6N2. Atualmente, as pesquisas procuram manter o foco na sintese de novos
derivados e novas funcdes (RASHIMI et al., 2011).

A caracteristica de criagcdo de novos compostos, a partir de pequenas
alteracbes em seu ciclo permitiu a criacdo das quinazolinonas(Figura 1.1), as quais
serviram como base para outros derivados e permitiu seu uso em diversas areas,
principalmente pela facilidade de manipulagdo, desenvolvimento de novos farmacos e
o potencial terapéutico(JAFARI et al.,2016;BANU; PRASAD; BHARATHI, 2014).
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Figura 1.1Compostos de Quinazolina, Quinazolinona e seus derivados.
Fonte: Adaptado de TIWARY et al., 2015.

As Quinazolinonas se apresentam na forma de cristais solidos de alta
concentracdo, ndo soluveis nem em agua nem em acidos concentrados, sendo que a
estrutura basica possui apenas o acréscimo do oxigénio em sua composi¢ao
(C8HBN20). Ja os seus derivados, além da molécula de oxigénio possuem outros
radicais, o que os transforma em novos compostos (Figura 1.1.) (JAFARI et al., 2016).
o 2(1H)-

quinazolinonas e o 4(3H)-quinazolinonas . O composto 4(3H)-quinazolinona possui

Dois isbmeros estruturais sdo mais utilizados nos estudos,
uma caracteristica interessante para os estudos na biologia e medicina, devido a sua

atividade antitumoral, anticonvulsivante, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antituberculosa e analgésica (JAFARI et al., 2016). A agao anti-hipertensiva também
tem sido relacionada as moléculas advindas das quinazolinonas (BANU; PRASAD;
BHARATHI, 2014).
1.3. CULTURA CELULAR

O processo de cultivo de células € uma alternativa para substituir os
experimentos de pesquisa com animais. Para que ela ocorra é necessariaa presenca
de uma matriz biolégica ativa e viva, a qual sera colocada em um meio de crescimento
apropriado e em seguida as células desejadas serdo separadas das demais. Apds
esta extragéo as células serao transferidas e isoladas dando origem a primeira cultura
de células ou cultura primaria, como é mais comumente conhecido (MIGITA, 2012).

Além da cultura primaria, a qual possui morfologia idéntica ao tecido original, a

cultura celular ainda possui mais dois tipos: a cultura finita, que seria um cultivo
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secundario, pois é originada a partir da primaria e tem como caracteristica uma
proliferacao finita € um processo apoptético. E a cultura continuada, que é formada por
células com poder mutagénico e divisdo infinita, ou imortal. Este tipo, pelo grande
poder de mutagao pode sofrer alteragdo genética com o tempo, o que ira diferencia-la
do tecido original (PONEC, 2002).

A cultura de células pode ser dividida ainda em dois subtipos: células nao-
aderentes, que podem ser cultivadas suspensas no meio de cultura, por nao
precisarem de ancoragem, durante a proliferacdo, como é o caso das células
hematopoiéticas e tumorais. Este modelo é utilizado no cultivo em 3D. As células
aderentes, por sua vez, sdo advindas de tecidos mais rigidos, que necessitam de uma
ancoragem geralmente feita em frascos ou placas, as quais possuem uma carga
negativa para atrair as células (coating), caracteristica do cultivo em monocamada
(OLIVEIRA, 2009).

A observacdo das células auxilia no processo de cultivo celular, pois ao
acompanhar seu crescimento através do microscopio € garantido um crescimento
saudavel e permite a percepcdo da saturagio do meio (BARBOSA;
SANTOS;STEPHANO, 2015).

As células VERO apresentam um padrao diferenciado das demais linhagens.
Advindas do tecido epitelial do rim do macaco verde Cercopithecus aethiops, elas
possuem um crescimento em monocamada e inibicdo por contato (GOVORKOVA et
al.,, 1996). A linhagem VERO é bastante utilizada na produgédo de vacinas, na
avaliacdo da citotoxicidade de materiais biolégicos, na detecgdo de toxinas, testes de
meios e micoplasmas, além da produgcdo comercial de novos anticorpos monoclonais.
As pesquisas mais recentes visam a producgao de vacina contra a encefalite japonesa,
contra a influenza (H5N1) e outros subtipos de influenza A (TSENG et al., 2012;
LOBIGS et al., 2010; BRETAS, 2011).

1.4. CITOTOXICIDADE CELULAR

O controle rigoroso em relagao ao uso de animais em laboratérios fez com que
pesquisadores precisassem criar medidas de seguranga mais rigidas durante o
processo de pesquisa e, assim, a necessidade de padronizar os testes in vitro surgiu.

Os ensaios pré-clinicos realizados tanto in vivo quanto in vitro auxiliam na
mensuracao da eficacia e da toxicidade das substancias. Os testes in vitro envolvem
cultura de células realizadas nas placas de Petri, com parte de tecido ou células. Os
testes realizados in vivo ocorrem dentro de um organismo vivo ou em um tecido vivo,

geralmente com animais e ensaios clinicos (LESCANO,2017).A avaliacdo da
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toxicidade do material € importante, pois evita a ocorréncia de lesbées no organismo
humano ou reag¢des adversas apos o uso (ROGERO et al., 2003).

A 1SO 10993, instituida pelo Orgao Internacional de Padronizacéo define que o
ensaio de toxicidade celular in vitro deve ser o primeiro teste a ser utilizada, como
forma de avaliar a biocompatibilidade de qualquer material destinado ao uso
biomédico. S6 apds a comprovagcao de quais sdo os niveis de toxicidade que os
estudos podem continuar (ISO, 2009).

A citotoxicidade é definida como a capacidade de inducdo de uma substancia
de alterar a acdo metabdlica das células, ou seja, ocorre o processo de destruicdo
celular a partir da liberagdao de substancias nocivas as células (FERREIRA, 1999).0s
metodos para avaliar a toxicidade dos biomateriais podem ser diversos e baseiam-se
no contato do material com o meio de cultura, seja de forma direta ou indireta.

Dessa maneira é possivel avaliar quais serdao as alteragdes celulares nessas
colbnias (ISO, 2009).A diferenca entre eles se da pela forma como o método expbe as
células ao material e, além disso, os testes de contato indireto s6 trazem dados de
avaliagdo qualitativa. As de contato direto oferecem dados qualitativos e
quantitativos.(1SO, 2009).

Neste trabalho, foi utilizado o teste por contato direto pelo método de MTT. A
técnica é baseada pelo ensaio quantitativo onde uma determinada quantidade do
material é colocada diretamente sobre uma monocamada de cultura de células
recoberta por meio de cultura. Este ensaio quantifica a atividade mitocondrial,
medindo-se a formacéao de cristais de formazan, produto este formado pela redugéo de
tetrazolio pelas enzimas desidrogenase mitocondrial. (MOSMANN,1983;
LOBNER,2000)

A ISO 10993 3-5 define que a avaliacdo qualitativa da citotoxicidade das
substancias édividida nas seguintes categorias: n&o citotoxica (NT), levemente
citotoxica (LT), moderadamente citotoxica (MT) e severamente citotoxica (ST) (ISO,
2009).

1.5.  ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

Os testes de viabilidade baseiam-se na avaliacao in vitro do potencial toxico
das substancias. A diferenga basica entre eles é o produto ou célula com que
reagem. O objetivo dos testes de biocompatibilidadeé incentivar as reagdes bioldgicas
dos tecidos quando colocados em contato com determinadas substancias, assim os

pesquisadores conseguem saber quais serdo as reag¢des celulares causadas por
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essas substancias antes de iniciar as pesquisas em vivo (SCHMALZ; SCHWEIK,
1994).

Existem diversos tipos de testes de viabilidade, como os ensaios de redugao de
resazurina, o ensaio de viabilidade de protease, 0 ensaio de ATP, o ensaio Real-time e
o ensaio de reducao de tetrazolio (MTT, MTS, WST) (RISS et al., 2013).Dentre eles, o
parametro mais usado € o ensaio de redugao de tetrazolio (Figura 1.2). Os testes de
biocompatibilidade tém altas taxas de efetividade, além de serem realizados de forma

rapida e sensiveis.
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Figura 1.2 Estrutura quimica dos sais de tetrazélio mais utilizados.
Fonte: Adaptado de BERRIDGE; HERST; TAN, 2015.

A viabilidade celular pode ser avaliada quantitativamente por métodos
colorimétricos. Para que seja realizado é necessario o uso de corante, como o MTT 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazélio) e o MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio (NOZAKIet al., 2012).

O método do MTT se baseia na clivagemdo tetrazdlio pelas enzimas
desidrogenase mitocondrial quando este incubado em células vivas, onde o composto
de coloragdo amarela se torna de cor roxo escuro pela formagdo dos cristais de
formazan. A producdo de formazan esta relacionada ao funcionamento da cadeia
respiratoria, onde tem sido utilizado nas experiéncias com cultura de células como

instrumento de avaliagao de viabilidade celular. (PERES et al, 2007).

1.6. JUSTIFICATIVA

Para o desenvolvimento de um novo farmaco é necessario processos de

estudos, o qual inclui os testes de citotoxicidade in vitro, in vivo com células, testes
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pré-clinicos e com humanos. A partir do estudo com quinazolinonas foram realizados
experimentos em tecidos de aorta de rato (TEIXEIRA, 2018) (Figura 1.3).

Em testes com anéis de aorta foramadicionados concentragcbes de forma
cumulativas ao ténus contratil os quais se mantinham intactos induzidas porFenilefrina
(Phe)de 1uM.Foram realizados os experimentos com as substancias “QUIN” através
da adigdo de concentragdes cumulativas (1uM, 3uM, 10uM e 30uM) (DADOS DO
NOSSO GRUPO DE PESQUISA).

Lavagem

phe Ach Phe

30 min

Figura 1.3 Registro tipico da adigdo de concentragbes cumulativas das substancias QUIN-2
(1uM, 3uM, 10uM e 30uM) em anéis de aorta pré-contraidos com Phe, com endotélio intacto e
Dados de nomenclatura das moléculas e os respectivos valores de IC50. Dados do nosso
grupo de pesquisa.

O resultado dos experimentos com estas substincias mostrou que as
Quinazolinonas 2, 4 e 8 apresentaram efeitos consideraveis em relagdo as

concentragdes testadas com ICs, em torno de 1 a 3 uM (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Efeito das substancias QUIN-2 (A), QUIN-4 (B), QUIN- 8 (C) em anéis de aorta de
rato com o endotélio intacto pré-contraidos com Phe (1 uM). As concentragbes cumulativas
(1uM, 3puM, 10uM e 30uM) foram adicionadas ao platd da contragdo obtida por Phe (n=4). Os
dados foram expressos como média £ EPM (** P < 0.01, *** P < 0.001).

1.7. OBJETIVO

1.7.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial citotoxico de um grupo de Quinazolinonas produzidas no
IFRJ em células VEROin vitro.

1.7.2. Objetivos Especificos

e Estabelecer uma rotina de cultivo de células in vitro com a linhagem
VERO.

e Fazer as adaptacdes do protocolo de teste com MTT paraplacas de

24 pogos com células VERO.

o Realizacdo de experimentos de incubacdo das substancias
testes(QUIN-2, QUIN-4 e QUIN-8) em diferentes concentragdes com
células VEROe analisar o potencial citotoxico através do ensaio de
MTT.
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2.0. MATERIAL E METODOS

2.1.  LINHAGEM CELULAR

O presente estudo foi possivel a partir da utilizacdo da linhagem VERO, células
epiteliais de rins de macaco Verde africano (Cercopithecus aethiops), obtidas no
banco de células do Instituto Federal do Rio de Janeiro — IFRJ (Fotografia 2.5).

Para realizacdo dos experimentos foram descongelados criotubos de 1ml,
contendo células VERO. As células estavam armazenadas em tanque de nitrogénio
liquido a -196°C em solugdes contendo 95 % de Soro Fetal Bovino (SFB) e 5% do
crioprotetor DMSO(Ludwig Biotec).Apés o descongelamento da amostra, os criotubos
foram levados a camara de fluxo laminar e transferidas com auxilio da pipeta Pasteur
estéril, para tubos de centrifuga estéril, contendo 5ml de Calcium and Magnesium-Free
Phosphate-Buffered Saline (CMF-PBS).

Em seguida, o material foi centrifugado a 2.000 rpom por 5 minutos, sendo
descartado o sobrenadante e ressuspenso o pellet em 3ml de Meio de Cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM) High Glucosea 10% de Soro Fetal Bovino
da marca Life Technologies Co. (Grand Island, NY, USA) em fluxo laminar.

Ao fim deste processo, uma aliquota de 1ml da suspensido de células foi
transferida, para garrafas estéril de cultivo celular com superficie igual a 25cm? (n°
90025, TPP®, Trasadingen, Suica) contendo 9 ml de meiode cultura DMEM
suplementado a 10 % de SFB. Apds observacéo das células na garrafa de cultura em
microscopico, foram acondicionadas em estufa de Didxido de Carbono (CO,) 5% a

37°C, sendo necessaria a troca do meio de cultura a cada 48h.

Fotografia 2.5 Célula VERO
Fonte: Propria

23



2.2. PREPARO DO MEIO DE CULTURA

O meio de cultura é a composi¢ao de substancias, no qual as células crescem
se multiplicam e podem ser diferentes de acordo com a linhagem celular. De acordo
com a Eagle (1959), o meio minimo essencial € composto por 13 aminoacidos, 08
vitaminas, sais ibnicos e o soro de dialisado. Este composto foi denominado de Meio
Minimo Essencial de EAGLE (EMEM) (STEPHANO, 2015).

A partir deste formulado criado por Eagle novos meios surgiram. Dentre eles o
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)High Glucose. Sua formulagdo é
suplementada por glicose e aminoacidos contendo também ferro e fenol vermelho, o
qual permite a avaliagdo do pH (DIEL et al., 2017). O meio de cultura utilizado nessa
pesquisa foi o Dulbecco’s Modified Eagle Medium High (DMEM) Glucoseda marcaLife
Technologies Co. (Grand Island, NY, USA).

Sua formulagao é livre de Bicarbonato de Sédio (NaHCO;) e HEPES (acido 4-
(2-hidroxietil) -1-piperazinoetanossulfonico). Assim, foi necessario o acréscimo de
ambos, como agente tamponante de pH, esuplementado com 10 % de SFBinativado e
estéril. Para o preparo de 1L de meio foi preciso pesar em balanga analitica as
seguintes substancias, com o propédsito de obter exatamente as concentragbes
(Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Registro de pesagem de substancias utilizadas no meio de cultura.

SUBSTANCIA PESO (GRAMAS)
MEIO DE CULTURA BASE 13,4
NaHCO; 3,7
HEPES 2,0

Fonte: Life Technologies Co. (Grand Island, NY, USA).

Apds a pesagem, as concentracdes foram solubilizadas em 500 ml de agua
tridestilada (Mili-Q) no Becker de 1L e homogeneizadas com auxilio de um bastéo de
vidro. Em seguida, a solucao foi transferida e avolumada com agua Milli-Q em balédo

volumétrico de 1L até a altura do menisco correspondente (Figura2.6).
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Figura 2.6 Preparo do Meio de cultura DMEM com 10% de SFB
Fonte: Propria.

Para ajuste de pH 7,4 foi utilizado o pHmetro de marca Metrohm
swissmade827 pH lab, previamente calibrado. Asolugdo foi corrigida com Acido
Cloridrico (HCI) 1mol/L ou Hidréxido de Sédio (NaOH)1 mol/L, quando necessario.

Para esterilizacdo da solugao foi realizado a filtragdo a vacuo,em fluxo laminar,
utilizando filtroestéril com membrana 0,22 um acoplada a bomba de sucg¢ao. A solucao
foi transferida para o filiro onde passou pela membrana, transferindo a solugdo
esterilizada para um recipiente estéril. Para obtengdo do meio de cultura DMEM a 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB), foi retirada uma aliquota de 100 mL do meio DMEM
filtradoda solugdo de 1L, sendo acrescentados 100 mL de SFB inativado, estéril e
previamente aquecido a 37°C em banho Maria por 30min.

Apéds este procedimento foi retirado uma aliquota de 5ml sendo colocado em
tubo de centrifuga estéril e acondicionado em estufa a 37°C durante 7 dias para
observacao de possiveis contaminantes, assegurando assim o uso do meio na cultura
celular. O meio de cultura filtrado foi identificadoe estocado em torno de 4°C na

geladeira por no maximo 15 dias.
2.2.1. Garrafas de Cultura Celular

Para manutencao das células VERO em garrafas de cultura foi necessario a
troca do meio a cada 48h. O procedimento iniciava pela visualizagdo macroscopica,
através da observagao da coloracao e turbidez do meio. Em seguida, observava em
microscopico, a morfologia, confluénciae possiveis efeitos citopaticos celulares por
contaminantes.

Para troca do meio de cultura e retirada de residuos celulares, utilizou-se
Phosphate Buffered Saline (PBS) composto de: 8g/L de Cloreto de Sddio (NaCl);
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0,2g/L de Cloreto de Potassio (KCI); 1,2g/L de Fosfato Dissédico (Na,HPO,) e 0,2g/L
de Fosfato Dipotassico (K;HPO,). Apds a troca do Meio de cultura, as células foram
acondicionadas em estufas com5% deCO,a 37 °C.

O controle do meio de cultura, principalmente pela dosagem correta dos
substratos e temperatura deve ser rigoroso, pois sao eles que irdo fornecer o ambiente
adequado para a divisdo e manutencao das células (BRASIL, 2013). A troca do meio
no tempo correto constitui de etapa importante neste processo, visto que quanto mais
tempo as células permanecem no mesmo meio, menos substancias estardo

disponiveis, fator contributivo para morte celular.

2.2.2. Tripsinizagao

A extracao de células de um meio para outro pode ser feito de forma simples
quando sao células ndao aderentes, ou através de outros métodos como a incubacao
com ftripsina, raspagem das células, e o uso de detergente suave em células
aderentes. (JUNIOR, 2012).

O uso da protease Tripsina foi utilizado para transferéncia celular quando a
confluéncia da monocamada ocupava toda a area da garrafa de cultura, e quando se
fazia necessario o uso das células para realizagao dos testes das substancias.

Esse método se baseia na hidrélise das cadeias polipeptidicas nos radicais lisil-
arginina, proteinas de adesdo celular responsaveis pelo ancoramento, além do
quelante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), para calcio e magnésio, que sao
ions importantes para adesdao, e inibirem a acao da prépria Tripsina (INCQS/Fiocruz).
A solugéo de tripsinafoi preparada a partir do meio PBS que recebia ainda 2,5 g/L de
tripsina e 0,4 g/L de EDTAe pH 7,8 (DIAS et al., 2012).

2.2.3. Contagem na Camara de Neubauer

A contagem celular é utilizada para determinar se elas s&o ou ndo viaveis, de
acordo com o meéetodo empregado.O método mais utilizado € através da Camara de
Neubauer. Neste processo ocorre diferenciagcdo quanto a coloragao das células nao
viaveis pelo corante azul de Tripan colorindo seletivamente tecidos mortos, e células
viaveis n&o sdo coradas.

Para estabelecer a quantificacdo celular foi utilizado o método direto pela
contagem de células na camara de Neubauer. Uma aliquota de suspensao celular foi
adicionada sobre a camara com auxilio de uma micropipeta P20 e fixada sob uma

laminula. O espago entre a camara e a laminula é equivalente a 0,1mm, e cada
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quadrante da camara sera equivalente ao volume de 0,1m?, quando este é corrigido
pelo fator de correcdo da camara de Neubauer (10%) (LUCARINI; SILVA; BIANCHI,
2004).

A equacgao para obtencdo das células por ml da suspensao ¢ feita pela média
da contagem dos 4 quadrantes periféricos multiplicadopelo fator de corregao e pelo
valor de diluicdo, conforme a equacao (2.1). Utilizou-se uma aliquota de 20ul da
suspensao celular e 20ul do corante azul de Trypan (0,49 diluido em CMF-PBS 100ml
e pH 7,2)

Q+Q +Q.+Q, _
: = — X10" X Fsror de diluicio =n" de células / mL

4

(2.1)

2.3. ENSAIOS DE PADRONIZACAO.

A fim de se testar as substancias, foram realizados ensaios para padronizar a

melhor concentracao celular pelo método de MTTem placas de 24 pocos (Tabela 2.2).

Tabela 2.2Total de células por placa de 24 pogos

CONCENTRAGAO CEL/ POGO TOTAL DE CELULAS
3,0x10* 72 x10*
10x10* 24x10°
20x10* 48x10°
60x10* 1,44 x10°

Fonte: Propria.

As células VERO,depois de estabelecida sua quantificacdo na camera de
Neubauer, foram transferidas para placas de 24 pocgos, em fluxo laminar, onde se
estabeleceu diferentes concentragdes celulares: (3,0x10%), (10x10%), (20x10*) e

(60x10%) contendo 2ml de meio de cultura por 48 h.
2.4. SUBSTANCIAS QUINAZOLINONAS

Para realizagdo dos testes de citotoxidade as substincias testes foram
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fornecidas pelo Prof.Gabriel Oliveira de Resende do Instituto Federal do Rio de
Janeiro (IFRJ), Campus Rio de Janeiro. Elas foram acondicionadas em eppendorfs,
identificadas como QUIN-2, QUIN-4 e QUIN-8, com peso molecular 286,78 g/mol,
272,75 g/mol, 270,71 g/mol, respectivamente.

As substancias testes compreendem moléculas inéditas e/ou com rotas
sintéticas ainda nao publicadas na literatura, onde por um possivel processo de
obtencao de patente nao serao identificadas as estruturas neste trabalho.

Para solubilizacdo das substancias foi utilizadoDMSO 100% e homogeneizadas
com auxilio de um agitador, obtendo uma solugéo estoque na concentragao 10 mM e
mantidos em -20°C.

2.4.1. Diluigao das substancias (QUIN)

Para os testes das substancias foram estabelecidas as concentracbes em
micromolar. A partir da concentragdo estoque (10mM) diluida em solugdo 100% de
DMSO, retirou-se uma aliquota de (0, 042 ul) com auxilio de uma micro pipeta (P 200)
sendo ressuspensa em 8 ml de meio de cultura DMEM a 10 % SFB em tubo de
centrifuga.

Para filtracao desta solugao, utilizou-se em fluxo laminar, o filtro swinex (Micro
lab scientific), de poro 0,22um acoplada a uma seringa estéril de 10 ml sem o émbolo
(Fotografia 2.7).

Fotografia 2.7 Filtragdo das substancias QUIN
Fonte: Propria

A solugéao foi transferida para a seringa e com o auxilio do émbolo foi injetada
passando assim pelos poros do filtro swinex.O filtrado estéril foi adicionado a 6ml de
meio de cultura DMEM a 10 % SFB, obtendo uma solugéo na concentragao de 30uM

com volume final de 14 ml (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 Volume inicial nos tubos contendo Meio de cultura DMEM

Concentragao Volume inicial

30uM 6ml
10uM 9,4ml
3uM 9,8ml
1TuM 8,7ml
0,3uM 7ml

Fonte: Propria.

Para realizagédo do calculo foi utilizado a seguinte formula (2.2):

C1.V1=CF.VF

A partir da solugcdo de 30uM foram realizadas as diluicbes seriadas para

obtengdo das concentragdes de 0,3uM, 1uM, 3uM, 10uM (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 Valores de volume transferido na diluigdo seriada.

CONCETRAGAO VOLUME
30uM 0,042 pl*
10uM 4,6ml
3uM 4,2ml

1uM 4,3ml
0,3uM 3ml

Fonte: Propria.
* Tubo de concentragdo 30 micro molar foi adicionado (0,042 ul) da solugao estoque
(10mM)contendo 8 ml de meio de cultura, sendo adicionado em seguida 6ml de meio de cultura
apos filtragao.

A diluicdo seriada foi realizada como mostra o esquema abaixo (Figura 2.8),

iniciado da maior concentragdo para a menor.
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Figura 2.8 Esquema de diluigbes seriadas para a obteng¢édo das concentragdes em micromolar.

Para transferéncia das substancias testes nas placas de 24 pogos, previamente
plagueados com as células VERO por 24h, foi retirado o meio de cultura com auxilio
de uma pipeta Pasteur de plastico estéril, em fluxo laminar (Figura 2.9).

Em seguida foi adicionado 2ml das diluicbes seriadas das substancias em cada
pogo com auxilio de uma pipeta estéril 10 ml, sendo aplicado as substancias de menor
concentracdo para o de maior concentragdo conforme os pocos da coluna

correspondente para cada concentracio na placa.

Figura 2.9 Placa de 24 pogos com células VERO incubadas previamente por 24h sendo
tratadas com 2ml de Meio de cultura DMEM a 10% SFB nas diferentes concentracdes das
substancias QUIN em micromolar.

Realizado também a troca do meio de cultura do grupo controle, no qual nao foi
tratada pelas substancias testes.Em seguida as placas foram acondicionadas em
estufa imida a 37°C com atmosfera de 5% de CO, por48h. Os testes foram realizados

em triplicatas oriundas de diferentes dias de cultivo de células VERO.

2.5. ENSAIOS DE PROLIFERAGAO PARA O ESTUDO DE CITOTOXICIDADE.

Para detectar possiveis efeitos citotdxicos dos analogos, a viabilidade celularfoi
avaliada através do método de metabolizacao intracelular do MTT in vitro (MOSMANN,
1983).
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Preparou-se uma solugcéo de 25 mL de meio de cultura com 0,5 mg/mL de MTT
para 2 placas de 24 pogos a serem testadas. Em seguida retirou-se o meio de cultura
presente na placa contendo as substancias testes. Adicionou-se 500 uL da solugéo de
MTT em todos os pogos com auxilio da micropipeta (P1000) sendo condicionado por 3
horas para ocorrer a reacdo.Em seguida, homogeneizou-sea placa sob leve agitacao
eretirou-se a solugdo de MTT. Adicionou 500 uL de DMSOem cada pogo para
solubilizagao dos cristais de formazam.

Homogeneizaram—se novamente os pogos com uma leve agitacdo da placa e
transferiu aliquotas de 100 uL para as placas de 96 pocos para leitura no
espectrofotdmetro de placa SpectraMax modelo 190 - Molecular Devices, Sunnyvale,
EUA, através do programa Soft Max Pro, sob absorbancia medida em 550nm de

comprimento de onda, descontando (0, 056) do valor médio de branco.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliagdo das curvas de concentragdo, os dados de absorbancia, apos
terem sido normalizados em relagao ao controle (100%), tiveram o seguinte tratamento
considerando-se que os valores esperados tém uma distribuicdo normal: identificacao
de “outliers” usando o teste de Dixon, apoés realiza-se.

Primeiro: Avaliacdo da distribuicdo normal realizados com o teste de Shapiro-
Wilk para cada grupo (controle e diferentes concentragdes), depois a identificagdo de
outliers usando o teste de Dixon para retirada de valores fora da normalidade
esperada. Para analise estatistica para avaliar a hipotese de que os grupos sao
diferentes, usamos o teste Oneway anova com pos-teste de Tukey. Todas as analises

estdo disponiveis na se¢cdo de Anexos.
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3.0. RESULTADOS

3.1. ENSAIOS DE PADRONIZACAO.

A realizacdo do ensaio de padronizacdo ocorreu pela necessidade de
adaptacdo do protocolo de placas de 96 pogos para uma de 24 pocos. Assim, foi
possivel perceber o comportamento do grupo controle de acordo com as
concentracgoes utilizadas (Tabela 3.5) e as suas absorbancias através do método de
MTT (Gréfico 3.10).

Tabela 3.5 Resultado das médias e (DP) das absorbancias em diferentes concentragées
celulares do grupo controle pelo método de MTT

Numero de Média absoluta  Desvio Padréao
células
3.000 0,356 0,039
10.000 0,354 0,237
20.000 0,595 0,223
60.000 2,156 0,066

Fonte: Propria.
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Grafico 3.10 Absorbancias nas diferentes concentragdes celulares iniciais do grupo controle
pelo método de MTT

Ficou estabelecido que a concentragao célula de (20x10*) por pogo apresentou

melhores resultados comparada aos parametros iniciais com as demais
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concentragdes. Na concentracdo inicial de (60x10%) células, devido ao maior pico de
absorbancia, poderia apresentar resultados errbneos caso houvesse um estimulo de
proliferagcao celular induzido pelas substancias teste.

Em testes de absorbancia, a intensidade da Iluz emitida decresce
exponencialmente quando a concentragdo da solugdo aumenta aritmeticamente
conforme descrito na Lei de Lambert- Beer. Sendo assim, o numero gerado de cristais
de formazam em altas concentragdes na solugdo ocasionaria possiveis resultados

falso positivos ja que o valor de absorbancia do grupo controle ja se encontra elevado.

3.2. ENSAIOS DE CITOTOXIDADE

Os resultados de viabilidade celular foram expressos emporcentagem das
triplicatas nas concentragdes cumulativas (0,3uM,1uM,3uM, 10uM,30uM) das
substancias testes em células VERO, sendo a linhagem celular do grupocontrole

considerada como 100% de viabilidade.

3.3 SUBSTANCIA QUIN-2

Foram testadas trés placas de células VERO com a substancia QUIN-2 (Tabela 3.6),
sendotratadas por 48 horas sob diferentes concentragdes cumulativas(0,3 uM,1uM,3
uM,10 uM,30 uM) por 48 horas(Tabela 3.7).

Tabela 3.6 Resultado das placas de 24 pogos em diferentes concentracdes da substancia
QUIN-2, dividida por placa (n=3). Em vermelho estao indicados os pontos caracterizados como

outliers.
CONTROLE 100 100 100 100
0,3 uM 103,9951 109,4038 110,3872 103,2575
12 Placa 1uM 107,9287 111,1248 109,158 103,9951

3 uM 112,8457 106,4536 102,52 98,3405
10 uM 111,1248 105,9619 104,4868 106,2077
30 uM 106,9453 105,4702 106,2077 102,7658

CONTROLE 100 100 100 100
0,3 uM 101,2708 104,7898 102,0528 97,1652
22 Placa 1uM 102,0528 103,6168 106,5494 104,3988

3uM 99,31574 99,51124 107,5269 108,5044
10 uM 90,12708 98,33822 102,8348 98,92473
30 uM 82,890345 84,45748 86,41251 84,65298
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CONTROLE 100 100 100 100
0,3 uM 109,0493 108,362 108,362 105,3837
32 Placa 1uM 101,7182 [ESIES82 HEBEE 1092784
3uM 87,74341 102,6346 93,92898 98,51088
10 uM 102,4055 93,69989 109,9656 79,2669
30 uM 89,11798 88,65979 98,96907 79,95418
Fonte: Propria.

Tabela 3.7 Médias e Desvio Padrédo (DP) em porcentagem das triplicatas de placa de células
VERO da sustancia QUIN-2*.

Controle 0,3 uM 1 uM 3Mm 10 uM 30Mm
Média 100 105,2899 109,0324 101,4863 100,2787 93,04221
DP 3,984331 7,731731 6,843586 9,050977 10,21446

Fonte: Propria.

*Os valores das concentragdes da tabela anterior foram resumidos em uma Unica tabela com
as médias dos dados e o Desvio Padrao (DP). A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem, sendo a linhagem celular (controle) considerada como 100% de viabilidade

Observa-se no grafico que a viabilidade celular da substancia QUIN-2nas
diferentes concentracbes cumulativas se mantém proxima ao do grupo controle.
(Gréfico 3.11).Pelas analises estatisticas conforme anexo, ndo foram encontradas

diferencgas significativas nas diferentes concentragdes.
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Grafico 3.11 Viabilidade celular das células VERO sob tratamento pela substancia QUIN-2 em
diferentes concentragdes cumulativas (0,3 yM,1uM, 3 uM,10 uM,30 uM) por 48 horas
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3.4. SUBSTANCIA QUIN-4

Foram testadas trés placas de células VERO com a substancia QUIN-4 (Tabela
3.8), sendo tratadas por 48 horas sob diferentes concentragées cumulativas(0,3
UM, 1uM,3 uM,10 uM,30 uM) por 48 horas (Tabela 3.9).

Tabela 3.8 Resultado das placas de 24 pocgos em diferentes concentragdes da substancia
QUIN-4, dividida por placa (n=3). Em vermelho estao indicados os pontos caracterizados como
outliers.

CONTROLE 100 100 100 100
0,3uM 1013462 97,68726 101,6643 [iZI0888
1uM 86,22713 88,29824 91,09986 94,93488

12 Placa
3uM 84,77736 85,32965 [[EBIEEH 1146165
10 uM 102,865 105,5575 112,5904 109,3343
30 uM 104,7981 99,68933 87,8437  92,04052
CONTROLE 100 100 100 100
0,3 uM 100,5147 97,90441 99,08088 101,25
22 Placa 1 uM 98,01471 91,80147 93,38235 90,07353
3uM 98,75  90,99265 87,42647 97,72059
10 uM 90 88,30882 87,94118 81,17647
30uM  81,39706 86,91176 88,27206 85,95588
CONTROLE 100 100 100 100
0,3 uM 106,8065 98,08858 102,7506 96,22378
3% Placa 1uM (02002 HOSESsE 0212121 90,90909

3uM 96,82984 101,4452 103,5431 84,00932
10 uM 81,6317 86,85315 73,19347 78,46154
30 uM 93,24009 88,71795 76,45688 107,4592

Fonte: Propria.

Tabela 3.9 Médias e Desvio Padréo (DP) em porcentagem das triplicatas de placa de células
VERO da sustancia QUIN-4*

Controle 0,3 1 3 10 30
Média 100%  101,2834 93,98485 9925224 91,4928 91,06521
DP 4,421617 322052 17,21086 12,95245 9,102116

Fonte: Propria.
* Os valores das concentragdes da tabela anterior foram resumidos em uma Unica tabela com

as médias dos dados e o Desvio Padrao (DP). A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem, sendo a linhagem celular (controle) considerada como 100% de viabilidade.

Observa-se pelo grafico que as concentragdes cumulativas estdo proximas ao

do grupo controle.(Grafico 3.12).Pelas analises estatisticas conforme anexo, nao
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foram encontradas diferencas significativas entre concentragdes cumulativas

comparados ao grupo controle para substancia QUIN-4.

Grafico 3.12 Viabilidade celular de células VERO sob tratamento pela substancia
QUIN-4 em diferentes concentragdes cumulativas (0,3uM, 1uM, 3uM, 10 uM, 30uM) por 48
horas

140 -
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3.5. SUBSTANCIA QUIN-8

Foram testadas trés placas de células VERO com a substancia QUIN-8, sendo

tratadas por 48 horas sob diferentes concentra¢cdes cumulativas (Tabela 3.10).

Tabela 3.10Resultado das placas de 24 pogos em diferentes concentragbes da substancia
QUIN-8, dividida por placa (n=3). Em vermelho estéo indicados os pontos caracterizados como

outliers
CONTROLE 100 100 100 100
0,3uM 9614552 88,00346 86,09788 90,08229
1 uM 80,2945 88,00346 88,34994 100,0433
3uM 114,2486  90,60199 92,33434 [EISHIGE
1% Placa 10uM  88,78302 8627111 77,17627 9510611
30uM 5855349 6556951 7275877 62,62451
CONTROLE 100 100 100 100
0,3uM 9449955 9576195 96,66366 9576195
1uM 101,8936 100,0902 9540126 98,28674
3uM 101,1722 98,82777 9467989 9341749
22 Placa

10 uM 95,22092 97,02435 94,13886 92,15509
30 uM 86,02344 83,3183 85,12173 86,02344
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CONTROLE 100 100

0,3 uM 102,6843 94,51796
1 uM 85,74669 83,62949
3?2 Placa 3 uM 102,3819 100,8696
10 uM 92,55198 103,8941
30 uM 79,39509 70,62382
Fonte: Propria.

100

102,8355
93,30813
112,6654
88,77127
93,00567

100

107,8261
104,3478
77,58034
66,23819

Tabela 3.11Médias e Desvio Padrdo (DP) em porcentagem das triplicatas de placa de células
VERO da sustancia QUIN-8.

Controle 0,3 1 3 10
Média 100 92,98292 93,57278 104,277 90,72279 75,77133
DP 8,119507 8,405066 15,03417 7,706718

30

11,13788

A viabilidade celular foi expressa em porcentagem, sendo a linhagem celular

(controle) considerada como 100% de viabilidade. Nesta substancia a concentragao de

30 uM, apresenta um desvio em relagdo as outras concentragdese ao grupo controle

(Gréafico 3.13).Pelas analises estatisticas conforme anexo, ndo foram encontradas

diferengas significativas na viabilidade celular nas concentragbes cumulativas que

representasse efeito citotéxico comparado ao grupo controle (Tabela 3.11).

140 +
120 -
100 - { { {
80 -
60 -

40 -

Viabilidade (%)

20 -

—o—

0 T

0,1 1
[Quin 8], uM

10

100

Grafico 3.13Viabilidade celular de células VERO sob tratamento pela substancia derivado de
Quinazolina 8 em diferentes concentragdes cumulativas (0,3 uM,1uM,3 pM, 10 uM,30 pM) por

48 horas.

P = 0,00036 em relagao ao controle (100%).
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4.0. DISCUSSAO

As células da linhagem VERO possuem como padrao caracteristica em sua
morfologia alongada, adeséo celular e dependéncia de contato para crescimento.
(ATCC, 2019).

Na observacdo das placas no microscopico de luz invertido, tanto nas
concentragdes celulares (3,0x10*) e (10x10%), as células apresentavam morfologia
condizentes de células ndo saudaveis sendo observados prolongamentos
citoplasmaticos por possivel dispersédo entre elas em area nos pocos.

A baixa confluéncia da monocamada indicaria uma quantidade inicial baixa de
células por poco que poderia levar ao estresse celular e resultados ndo condizentes.
Ambas as concentragbes apresentaram absorbancias aproximadas o que reforca a
baixa concentragao celular.

Tendo estabelecidas as concentragdes celulares da linhagem VERO em
(20x10*) por pogo, foi possivel obter resultados que resultaram nos graficos de
porcentagem de viabilidade celular onde se observou que ndo houve efeitos
estatisticos significativos comparados ao grupo controle que representasse um carater
citotoxico para as substancias testes QUIN-2,e QUIN-4 nas diferentes concentragdes
cumulativas. Com a substancia QUIN-8 nas concentragdes 0,3uM, 1uM, 3uMe 10uM
nao foi observadadiferenca estatistica comparados ao grupo controle, que foi visto
com a concentragao de 30uyM com um P = 0,00036.

Conforme a ISO 10993:5 (2009), amostras em teste que reduzem a viabilidade
celular para valores inferiores a 70% devem ser consideradas citotdxicos. Por este
parametro, a concentracao de (30uM) da substancia QUIN-8 apresentou concentragao
celular em torno de (75%) comparado ao grupo controle (100%), sendo o valor
consideradodentro dos pardmetros de viabilidade celular.

Em relagao aos efeitos morfolégicos, nao foram observados efeitos citopaticos
pela observagdo microscopica para nenhuma linhagem celular submetida as
substancias testes. As variacbes de porcentagem apresentadas nas diferentes
concentracdes de todas as substancias testes podem estar relacionadas ao indculo de
células distribuidas por pocos relacionados a pipetagem, ou possiveis
estabelecimentos de adesao celular que podem variar em cada po¢o sendo pra mais

ou para menos, porém de baixo valor significativo.
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5.0. CONCLUSAO

Os ensaios foram de maneira geral eficazes na avaliagéo de citotoxicidadepelo
método de MTT. Nesse sentido é importante que a natureza do material e sua
finalidade de aplicagao sejam consideradas na escolha do ensaio de citotoxicidade.

Algumas caracteristicas como concentragao celular, por exemplo, podem
causar interferéncia nos ensaios e influenciar na interpretagcao dos resultados. Assim,
€ importante que se avalie 0 método de menor interferéncia observando também para
escolha dos controles.A viabilidade celulardas substancias Quinazolinonas (QUIN-
2,QUIN-4 e QUIN-8)encontra-se no nivel considerado satisfatério em todas as
concentragdes cumulativas conforme os parametros da ISO 10993:5 para os testes de
citotoxidade.Estes testes sio iniciais e carecem de outros para uma avaliagéo
completa da existéncia ou ndo de outras formas de toxicidade celular, como a
genotoxicidade, mas ja auxiliam na decisdo de passarmos a etapa de ensaios com
modelosanimais com mais seguranga, onde os dados mostram ndo serem toxicas a
principio.

O desenvolvimento desse projeto, de maneira geral, contribuiu na visdo da
metodologia cientifica, frente ao processo de aprendizagem, tais como:rotina de
cultura celular, técnicas laboratoriais, pesquisa académica e analises
estatisticas,contribuindoassim, na identificagdo de novas substancias com potencial

anti-hipertensivo dentro da proposta desse trabalho.
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ANEXOS

e ANALISES ESTATISTICAS:

A. Quin-02

Dados removidos ap6s o uso do teste de Dixon's outlier test EiINCHNGING:

Controle 0,3 uM 1uM 3 uM 10 uM 30 uM
100 104,0 107,9 112,8 103,5 106,9
109,4 111,1 106,5 106,0 105,5
110,4 109,2 102,5 104,5 106,2
103,3 104,0 98,3 106,2 102,8
100 101,3 102,1 99,3 90,1 82,9
104,8 103,6 99,5 98,3 84,5
102,1 106,5 107,5 102,8 86,4
97,2 104,4 108,5 98,9 84,7
100 109,0 101,7 87,7 102,4 89,1
108,4 1233 102,6 93,7 88,7
108,4 1253 93,9 110,0 99,0
105,4 109,3 98,5 79,3 80,0
Média 96,6168 | 104,613| 997971| 96,9757 | 89,2842
Des. Pad 16,1305 10,6922 | 7,34874| 8,87844| 11,2383

Pos analise de normalidade (com os outliers em vermelho removidos) usando o
teste de Shapiro-Wilk:

= Shapiro-Wilk
DF | Statistic | Prob=W
03| 11| 0,92794| 029038
1 8 091466 024982
3 11 094222 054691
10, 11| 090516 0,21347
30| 11| 087098 10,0798

C. At the 0.05 level, the data was significantly drawn from a normally distributed population,
D: At the 0.05 level, the data was significantly drawn from a normally distributed population,
E: At the 0.05 level, the data was significantly drawn from a normally distributed population.
F: At the 0.05 level, the data was significantly drawn from a normally distributed population.
G: At the 0.05 level, the data was significantly drawn from a normally distributed population.
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Para avaliar a hipétese se os grupos com Quin-2 sdo estatisticamente
diferentes do Controle, usamos o teste Oneway Anova com pos-teste de

Tukey.
= Overall ANOVA
DF | Sum of Sqguares | Mean Sguare  F Value Frob=F
Model 5 1366,41987 27328397 593138 21415E-4
Error| 51 2349 78677 46 07425
Total 56 A716, 20664

Mull Hypothesis: The means of all levels are egual.

Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are differant.

At the 0.05 level, the population means are significanthy different.

+ Fit Statistics

- Means Comparnsons

=l Tukey Test

MeanDiff

Level2 Levell 540764
Level3 Levell 5,7653
Leveld LevelZ 0,35815
Leveld Levell 0,45365
Leveld LevelZ| -4 85399
Leveld Leveld  -531214
L{ Levels Levell -070735
N Levels Level2| -6,11499
Levels Leveld  -647314
Levels Leveld -1,161
Levelt Leveld -8,22171
Level Level2 -1362935
Levelt Level3| -13893875
Levelé Leveld| -867536
Level Levels  -7,51436

SEM qWalue
396322 1,92963
4 07896 1,99905
305089 016602
396322 016188
289433 242086
305089 24624
396322 025241
289433 298788
305089 3,00057
289433 056728
396322 293379
289433 665951
305089 648379
289433 423892
289433 367163

Prob
074757
071875

1

1

0,53071
051188
0,99997
0,29725
029279
0,99858
0,3167

2 7T0277E-4
4 09103E-4
0,04565
0,11681

Alpha
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

Sig

L= R o et = = N = R R O - e L - o

LCL
-6,32665
-6,31118
-8,67491

-11,28064
-13,56235
-14,3452

-12,44164

-14, 62451

-15,50621
-8,73052

-19,956

-22,19887

-23,02057

-17,24488

-16,08382

UCL
1714194
1784277

939122
1218785
3615563
3,72092
11,02685
245452
2,55892
740851
351259
-5,05983
-4 95444
-0,10585
1,05516

Sig eguals 1

indicates that the means dif
Sig equals 0 indicates that the means dif

ferance is significant st the 0,08 level
ference is not significant at the 0,05 leval.
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B. Quin-04

Dados removidos apds o uso do teste de Dixon's outlier test ElINCICING:

Controle 0,3 uM 1uM 3 uM 10 uM 30 Um
100 101,3 86,2 84,8 102,9 104,8
97,7 88,3 85,3 105,6 99,7
101,7 91,1 145,6 112,6 87,8
1121 94,9 114,6 109,3 92,0
100 100,5 98,0 98,8 90,0 81,4
97,9 91,8 91,0 88,3 86,9
99,1 93,4 87,4 87,9 88,3
101,3 90,1 97,7 81,2 86,0
100 106,8 102,0 96,8 81,6 93,2
98,1 109,0 1014 86,9 88,7
102,8 92,1 103,5 73,2 76,5
96,2 90,9 84,0 78,5 107,5
Média 93,0 92,1 98,4 92,1 92,6
Des. Pad 20,6 15,9 25,2 20,9 8,0

P6s analise de normalidade (com os outliers em vermelho removidos) usando o

teste de Shapiro-Wilk:

- Shapiro-Wilk
DF Statistic | Prob=W
03uM| 11| 0,93755| 049216
JuM 10| 0,98132 0,87185
3uM 11| 092384 0,35193
10uM | 12| 092107 0,29491
30uM | 12| 08473 059797

0.3ul: At the 0.05 level, the data wag significanthy drawn from a normally digtributed population.

TuM: At the 0.05 level, the data was significanthy drawn from a normalhy distributed population.
3uM: &t the 0.05 level, the data was =significanthy drawn from a normalhy distributed population.
10ul: At the 0.05 level, the data was =ignificanthy drawn from a nermally distributed population.
I0ul: At the 0.05 level, the data wa= =ignificanthy drawn from a normaly distributed population.
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Para avaliar a hipotese se os grupos com Quin-4 sdo estatisticamente
diferentes do Controle, usamos o teste Oneway Anova com pos-teste de Tukey.

e ey -

.: Overall AN(EJ VA

DF = Sum of Squares = Mean Sguare | FValue | Prob=F
Model 5 T87T 22537 157 44507 216213 0,07219
Error 53 3859429149 7281942
Total 58 4646,65456

Mull Hypothesis: The means of all levels are egual.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.

At the 0.05 level, the population means are not significantly different.

i+ Fit Statistics
- Means Comparisons

= Tukey Test B _ 5
MeanDiff SEM q Value Prob | Alpha | Sig LCL UcL

Level2 Level1| 030156 555815 007673 1 0,08 0| -16,13118| 16,73432
Leveld Level1| -831375 561739 209304 067821 0,08 0| -24 92164 829414
' Leveld Level2| -861532| 3,72852 326775 020806 005 0| -19,63875 240811
Leveld Levell| -4,95994| 555815 1,262 09467 005 0 -21,3827| 1147282
Leveld Level2| -52615| 363867 2,04495 069915 005 0| -16,01927| 549626
Leveld Level3| 335381 372852 127209 004493 005 0| -766961| 1437724
| Levels Level1 -850721| 550831 218416 063771 0,05 0| -24,79258| 7,77817
] Level5 Level2| -880877| 356205 349727 0,15084 0,05 0| -19,34003 1,72249
Levels Leveld| -019345) 36538 0,07488 1 0,05 0 -10,99595| 10,60004
Levels Leveld| -3,54727| 356205 140834 091725 0,05 0| -14,07853 G,98399
Leveld Level1| -8,93479| 550831 229394 058801 0,05 0| -2522017 7,35069
Leveld Level2| -923635| 356205 366703 011695 0,05 0 -1976761 1,29491
LevelG Level3 -062104 36538 024037 099993 005 0 -11,42353) 1018146
Leveld Leveld| -3,97485| 356205 15781 087265 0,05 0 -14,50611 6,55641
Leveld Levels| -042758) 348376 017358 1 0,05 0| 1072736 987219

Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
Sig =quals D indicates that the means difference is not significant at the 0,05 level

48



C. Quin-08

Dados removidos ap6s o uso do teste de Dixon's outlier test EiINCHNGING:

controle 0,3 uM 1uM 3 uM 10 uM 30 uM
100 96,1 80,3 114,2 88,8 58,6
88,0 88,0 90,6 86,3 65,6

86,1 88,3 92,3 77,2 72,8

90,1 100,0 1458 95,1 62,6

100 94,5 101,9 101,2 95,2 86,0
95,8 100,1 98,8 97,0 83,3

96,7 95,4 94,7 94,1 85,1

95,8 98,3 93,4 92,2 86,0

100 102,7 85,7 102,4 92,6 79,4
94,5 83,6 100,9 103,9 70,6

102,8 93,3 112,7 88,8 93,0

72,7 107,8 104,3 77,6 66,2

Média 93,0 93,6 104,3 90,7 75,8
Des. Pad 8,1 8,4 15,0 77 11,1

Pds analise de normalidade (com os outliers em vermelho removidos) usando o

teste de Shapiro-Wilk:

Normality Test

= Shapiro-Wilk
OF Statistic | Prob=W
0.3uM | 11| 0892597 037155
TuM| 12 096643 0870049
3uM| 11 092625 037415
10uM | 12 093422 042704
30uM | 12 093996 049753

0.2ul: At the 0.05 level, the data was significanthy drawn from a normally distributed population.
Tul: At the 0.05 level, the data was =ignificantly drawn from a normalby distributed population.
Jul: At the 0.05 level, the data was =significantly drawn from a normalby distributed population.
10ul: At the 0.05 level, the data was =ignificanthy drawn from a normalty distributed population.
30uM: At the 0.05 level, the data was =ignificanthy drawn from a normally distributed population.
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Para avaliar a hipétese se os grupos com Quin-8 s&o estatisticamente
diferentes do Controle, usamos o teste Oneway Anova com pos-teste de
indica que a concentracdo de 30 pM (level 6) é
significativamente diferente do controle (level 1) com P = 0,00036.

Tukey. A analise

ANOVAOneWay (25/06/2019 16:02:32)
One Way ANOVA

Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Model 5 425516791 851,03358 1271702 3,17702E-8
Error 55 3680,64492 66,92082
Total 60 7935,81284
Null Hypothasis: The means of all levels are egual
Altarmative Hypolhesis: The means of one of mole levels are diffarent.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig
Level2 Levell -5,1769 5,32829 1,37403 0,92497 0,05 0
Level3d Levell -6,42722 5,2805 1.72133 0.82664 0.05 0
Leveld Level2 -1,25031 341474 051782 0.99909 0,05 0
Levald Levell 0,50427 532829 0,13384 1 0,05 o]
Leveld Level2 568117 348818 2,30332 0,58350 0,05 0
Leveld Leveld 6,93148 341474 2870687 0,33924 0,05 Q
Levels Levell =89 27721 5,2805 2 484861 0.50137 0,05 o
Level5 Level2 -4.10031 341474 1.69814 0,8348 0,05 0
Level5 Level3 -2,84999 3,33968 1,20685 0,95576 0,05 0
Level5 Leveld -0, 78148 341474 4.051 0.06212 0.05 0
Levelé Levell -24 22867 5,2805 6,48888 3,63B63E-4 0,05 1
| mEEEE Loz . . . . .
LEVEID LevYEld =0r,0u rwa 22 TO0 a0 1 s, 0 lssoe-a [ =
Leveld Leveld -24,73204 341474 10,24314 5,678B04E-8 0,05 1
Level Levels -14,95146 333968 6,33131 5,29919E-4 0.05 1

LCL
-20,90893
=22,01815

-11,3325
=15,22T76
-4 61786

-3,1507
=24 B6814
-14,18249
=12,71058
=19,86366

-39,8196

T A TSSO

=34 81512
-24,81203

ucL
10,55512
9,16371
8,83187
16,2363
15,9802
1701367
6,31372
598188
7.01058
0,3007
-8,62774
=14, 65076
-5,09088

Sig equals 1 indicates that the means differonce is significant at the 0,08 level.
Sig equals 0 indicabes. thal the means difference is not significant at the 0,05 level.
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