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COMPARACAO E VALIDACAO DE TECNICAS CLASSICAS E MODIFICADAS PARA
ESTUDOS DE POTENCIAL GENOTOXICO DE PEPTIDEOS UTILIZADOS NA
PRODUCAO DE RADIOFARMACOS

Ivette Zegarra Ocampo
RESUMO

O teste de frequéncia de micronucleos (FMN) in vitro é uma das metodologias
de escolha no desenvolvimento de testes de seguranca toxicolégica. Para o seu
desenvolvimento no trabalho foram realizadas modificagcbes da técnica convencional,
relativas ao substrato de cultivo das células e a sua coloracdo. As culturas celulares
foram desenvolvidas diretamente nas laminas e a coloracao foi realizada com laranja de
acridina (AO) ao invés da coloragdo segundo Giemsa. Foram utilizados controles
positivos com potenciais clastogénico (mitomicina C, benzo[a]pireno) e aneugénico
(colchicina), recomendados pela OCDE (Organizacdo para Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico). Como moléculas-teste, foram utilizados compostos cuja
associacdo a iso6topos radioativos comp8em radiofarmacos produzidos pelo IPEN.
DOTATATO e Ubiquicidina foram testados em diferentes concentracdes proporcionais as
concentragdes maximas utilizadas em pacientes adultos. Para tanto, foram realizadas
diluicdes correspondentes as concentracdes 0,1X, 1X e 10X e culturas de células CHO-KI
foram expostas a estas concentracfes para ensaios de citotoxicidade e FMN. Nenhuma
das concentracfes induziu citotoxicidade significativa. Para analise de FMN, foram
contabilizadas todas as células mononucleadas e multinucleadas até atingir a contagem
de 1000 células binucleadas, com ou sem micronucleos. Desta maneira foi possivel
analisar a frequéncia de micronucleos e o indice de proliferagdo (CBPI). As
concentracdes dos farmacos em teste (0,1X, 1X e 10X) ndo induziram agressao as
células. Nenhuma das concentragdes revelou citotoxicidade ou genotoxicidade, ou ainda
qualquer alteracdo no ciclo celular em comparacdo aos controles, comprovando sua
segurancga conforme os parametros exigidos pelas normas internacionais. Os resultados
mostraram também uma boa concordancia entre a comparagado das leituras realizadas
por analistas independentes, com pequenas discrepancias discutiveis, e boa correlacdo
com resultados obtidos com a coloracdo convencional. Desta maneira as modificacbes
realizadas na técnica de FMN mostraram potencial para cumprir todos 0s quesitos como
teste pré-clinico.

Palavras-chave: micronucleos; laranja de acridina; DOTATATO; Ubiquicidina; OCDE



COMPARISON AND VALIDATION OF CLASSICAL AND MODIFIED TECHNIQUES
FOR STUDIES OF GENOTOXIC POTENTIAL OF PEPTIDES USED IN
RADIOPHARMACEUTICALS PRODUCTION

Ivette Zegarra Ocampo

ABSTRACT

The in vitro micronucleus frequency test (FMN) is one method of choice in the
development of toxicological safety tests. For its development, this work carried out
modifications of the conventional technique regarding the cultivation substrate of the cells
and staining for microscopy evaluation. The cell cultures were grown directly on slides,
and staining was performed with acridine orange (AO) instead of the classical Giemsa
staining. Positive controls were used for potential clastogenic (mitomycin C, benzo [a]
pyrene) and aneugenic (colchicine) effects, recommended by the OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development). As test molecules, compounds were used
whose association with radioactive isotopes make up radiopharmaceuticals produced by
IPEN. DOTATATE and Ubiquicidine were tested at different concentrations proportional to
the maximum concentrations used in adult patients. Therefore, corresponding to the
concentrations dilutions were performed 0.1X, 1X and 10X cultures and CHO-KI cells
were exposed to these concentrations for cytotoxicity assays and FMN. None of the
concentrations induced significant cytotoxicity. For FMN analysis, it was recorded every
mononuclear cells and multinucleated up to 1000 counts binucleated cells with or without
micronuclei. In this way it was possible to analyze the frequency of micronuclei and the
proliferation index (CBPI). The concentrations of the test drug (0.1X, 1X and 10X) did not
induce aggression to cells. None of the concentrations showed cytotoxicity and
genotoxicity, or any changes in cell cycle compared to controls, demonstrating their safety
according to the parameters required by international standards. The results also showed
good agreement between the comparison of readings by independent analysts, with minor
discrepancies debatable, and good correlation comparing to classical staining technique.
Thus the changes made in FMN technique showed potential to fulfill all requirements as
preclinical test.

Keywords: micronuclei; acridine orange; DOTATATE; Ubiquicidine; OECD
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AIEA - International Atomic Energy Agency- Agencia International de Energia
Atbmica

AO - Acridine Orange- laranja de acridina

ANVISA - Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria

% BNCMN - Porcentagem de células binucleadas

BZP - Benzo[a]pireno

BPL - Principios das Boas Praticas de Laboratorio

CC - Controle de Células

CBPI - Cytokinesis-block proliferation index- indice de proliferacdo por bloqueio da
citocinese

CB - Células Binucleadas

COLCH - Colchicina

CNEN - Comisséao Nacional De Energia Nuclear

CV - Controle de Veiculo

DOTATATO - DOTA-Tyr3-octeotrato

EMEA - European Medicines Agency

% FMN - porcentagem da Frequéncia de micronucleos

FDA - Food and Drug Administration,

INCA - Instituto Nacional De Cancer

KeV - kilo elétron-volt

MTMC - Mitomicina C

MN - Micronucleo

NaCl — Cloreto de sodio

OECD - Organisation for Economic Co-Operation and Development

PET - Positron Emitting Tomography- Tomografia por Emissdo de pdsitrons
PBS - Phosphate buffered - solugdo salina-fosfato tamponada

SST - Somatostatina

SSR 2 - Receptores de somatostatina 2

SSR 5 - Receptores de somatostatina 5

uB |29.41 - Ubiquicidina29-41
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1. INTRODUCAO

As maiores taxas de incidéncia de cancer segundo o Instituto Nacional
de Céancer sdo encontradas nos paises desenvolvidos (INCA, 2016), sendo os
mais comuns no mundo, cancer de pulmao, cancer de mama feminina, cancer de
coOlon/reto e estdbmago. No Brasil, as estimativas para o ano de 2016 apontam a
ocorréncia de quase 600 mil casos novos de cancer. Os principais tipos de
canceres que ocorrerdo no Pais por maior incidéncia, com excecado de pele nao
melanoma, serdo os de proéstata, pulmdo e célon/reto (homens) e mama,

coOlon/reto e colo de utero (mulheres) (INCA, 2016).

Existem 276 hospitais habilitados no Brasil para o tratamento de
canceres. Todos os estados brasileiros tém ao menos um hospital habilitado em
oncologia, onde o0s pacientes de cancer podem encontrar tratamentos e
diagndsticos através da aplicacdo de radiofarmacos. Para o diagnéstico dos
canceres sdo utilizados radiofarmacos que apdés administracdo nos pacientes,
possibilitam sua avaliacdo por diversas técnicas, como Cintilografia ou Tomografia
por Emissao de pésitrons (Positron Emitting Tomography — PET) (INCA, 2016). A
PET tem uma capacidade Unica para avaliar os processos funcionais e
bioguimicos dos tecidos do corpo, que sao alterados nos primeiros estagios de
praticamente todas as doencas (ZHU et al., 2011). A técnica explora a
desintegracdo fisica de positrons, ap6s a injecdo em um paciente com um
tracador emissor de pdésitrons, associado a uma molécula de interesse. Cada
pésitron emitido € aniquilado por aproximacao a um elétron, até alguns milimetros
de distancia do ponto de emissédo, formando um positrénio, sendo imediatamente
aniquilado, produzindo dois fétons de igual energia. Este par de fotons produzidos
pela aniquilagdo viajam em sentidos opostos até atingir anéis detectores ao redor
do corpo do paciente (BREEMAN et al. 2011, MOJTAHEDI et al. 2014). Os fétons
gama produzidos pelo decaimento radioativo sdo detectados e estes dados
recolhidos séo construidos em imagem pelo equipamento, gerando uma imagem

que sera analisada pelos médicos (PRICE e GREEN, 2011).
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A principal unidade da CNEN produtora de radiofarmacos é o IPEN,
localizado em S&o Paulo, que produz atualmente 38 diferentes radiofarmacos,
além de ser o unico produtor de Geradores de Tecnécio-99m no pais (CNEN,
2015). A estimativa de cancer mostra crescimento da quantidade de pacientes, o
gue provocard uma demanda de tratamentos e procedimentos de diagnésticos
para estas doencas, utilizando assim grandes quantidades de radiofarmacos. Por
este motivo é de interesse que estes estejam validados no que se refere a sua
eficacia e seguranca de uso, e adequados as normas de boas préticas de
experimentacao vigente. Os Principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL)
compdem um sistema de qualidade que abrange processos de organizagcdo e
condicbes nas quais estudos nao clinicos de seguranca a saude humana e ao
meio ambiente s&o planejados, desenvolvidos, monitorados, registrados,
arquivados e relatados (INMETRO, 2015). Constituem-se em testes geralmente
exigidos por 6rgdos regulamentadores como sdo as normativas do FDA (Food
and Drug Administration, EUA) e EMEA (European Medicines Agency, UE),
O0rgaos que sugerem conjunto de regras e praticas para fins de avaliacdo e do
registro de produtos 6rgdos que sugerem conjunto de regras e praticas para fins
de avaliagdo e do registro de produtos. Diversos radiofarmacos vem sendo
desenvolvidos sob a tutela desta regulamentacdo, com destaque aos peptideos
DOTATATO e Ubiquicidina, com grandes aplicacbes no diagndstico e tratamento

de tumores e focos sépticos, respectivamente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Radiofarmacos

De acordo com a RDC n° 63, da ANVISA, Radiofarmacos séo todas as
preparacdes farmacéuticas com finalidade diagndstica ou terapéutica que, quando
prontas para 0 uso, contém um ou mais radionuclideos. Compreendem também
0S componentes nao radioativos para marcacao e os radionuclideos, incluindo os
componentes extraidos dos seus geradores (ANVISA, 2009). Portanto,
radiofarmacos podem ser utilizados para diagnéstico e tratamento de diferentes
tipos de canceres (CNEN, 2014). O diagndstico é essencial para a identificagdo
da origem, deteccao, discriminacdo de areas especificas do corpo atingidas ou
nao por um tumor e diagndstico de um cancer isolado ou uma metastase (ZHU et
al., 2011; MCKINLEY et al., 2013).As técnicas ndo invasivas de diagndstico por
imagem, como a Cintilografia e a Tomografia por Emissao de Pdsitron (PET) séo
técnicas que podem ser utilizadas para tais diagndésticos, funcionando como
tracadores de proliferacdo celular ndo invasivos para composicdo de imagens,
que sao a grande promessa para a quantificacdo de resposta a medicina
personalizada em oncologia, sendo uma abordagem emergente para avaliar a
proliferacdo do tumor (MCKINLEY et al., 2013). Estes métodos tém a vantagem
de identificar modificagBes funcionais associadas a mecanismos celulares pelos
quais o cancer se desenvolve. Os radiofarmacos tem grande importancia no
diagnostico do céancer, pois sao relativamente especificos e podem ser
empregados tanto no diagndstico quanto no tratamento de neoplasias (BREMAN
et al.,2011). Entre os radiofarmacos utilizados para diagnéstico e usados no
estudo temos DOTATATO e Ubiquicidinazg.a;.

2.2 DOTA-Tyr*-octeotrato (DOTATATO)
DOTA-Tyr*-octeotrato (DOTATATO) é um peptideo associado a um

guelante (DOTA) analogo aos receptores de somatostatina (sst) (CESCATO et al.,
2005). A somatostatina € um peptideo que pode ser constituido de 14 ou 28

aminodacidos. Ha cinco subtipos de receptores de somatostatina humana: SSTR-
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1, SSTR-2, SSTR-3, SSTR-4 e SSTR-5. (VELIKYAN et al., 2014). Esses subtipos
pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G que, juntos, tém
varios efeitos sistémicos intracelulares. A somatostatina pode ser considerada um
neurotransmissor, um neuro-horménio ou um hormdnio que atua através de
mecanismos locais autdcrinos ou paracrinos (KAYANI. et al., 2008; VELIKYAN et
al., 2014). Os receptores tumorais se ligam com alta afinidade a analogos de
peptideos e ndo a um receptor mediador de agdes fisiologicas ou patofisiologicas
do peptideo (BREEMAN et al., 2011; MOJTAHEDI et al., 2014). Os subtipos de
receptores de somatostatina 2 (SSR 2) e 5 (SSR 5) sdo expressos em
quantidades elevadas em células que possuem um perfil tumoral neuroenddécrino
(MEARADJI et al., 2002). Os receptores de somatostatina possuem a capacidade
de formar um complexo ligante-receptor pelo qual é permitida a internalizacao e
acumulacdo do peptideo radiofarmaco, sendo assim um procedimento de

diagnéstico e tratamento radio metabdlico. (BALDELLI et al, 2014).

N N
[DOTA,D-Phe!,Tyr’|octreotate
(DOTA-TATE)

N N
HoOC — \ / \— coon
8

Figura 1: Estruturas de analogo de somatostatina DOTA-acoplado. Fonte: FANI et
al., 2012. Adaptado por Ocampo, 2016.

6

7

O DOTATATO pode ser radio marcado com radionuclideos emissores
de pésitrons como o isétopo 68 do Galio (®Ga), com potencial aplicacdo para
diagndstico por PET de tumores neuroenddcrinos gastro-entero-pancreético
metastaticos. O °®Ga tem sido de grande utilidade devido as suas caracteristicas
radio fisicas: possui um tempo de meia-vida radioativa de 67 minutos e se
combina com a farmacocinética de muitos peptideos analogos a somatostatina
(OCAK et al., 2010; NAGAMATI, 2006).
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2.3 UbiQUiCidinazg_41 (UB|29_41)

Os peptideos antimicrobianos tém uma ampla distribuicdo em todo o
reino animal e vegetal. A sua expressdo € induzida apds o0 contato com
microrganismos ou produtos microbianos, como lipopolissacarideos ou citocinas
pro-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interferon-y (IFN-
y) € interleucina-1 (IL-1), e contribuem para a resisténcia inata a infeccdes.
(SIGNORE et al., 2008).

A Ubiquicidinazg.41 (UBl2g.41) € um peptideo catibnico sintético com
atividade antimicrobiana (massa molecular: 1,69 kDa). E composta pela seguinte
sequéncia de aminoécidos: Thr-Gly-Arg-Ala-Lys-Arg-Arg-Met-GIn-Tyr-Asn-Arg-
Arg, possuindo 6 residuos carregados positivamente (5 Arg e 1 Lys) (FERRO-
FLORES et al. 2003; SIGNORE et al., 2008). A UBIly9.4; possui afinidade por
paredes celulares de microrganismos e seu mecanismo de acdo é baseado na
interacdo dos dominios catidnicos carregados de peptideos com a superficie
carregada negativamente da parede externa da bactéria. (FERRO-FLORES et al.
2003 AKHTAR et al., 2005; BROUWER, et al., 2008). Interagdes dos peptideos
catidbnicos com envolturas bacterianas envolvem a insercdo do peptideo em
membranas microbianas (RAHNAMAEIAN, 2011).

/\rg”

Figura 2: Estrutura molecular de UBIy9.4;, calculada pela mecanica molecular.
Fonte: FERRO-FLORES et al., 2005. Adaptado por Ocampo, 2016.

Peptideos antimicrobianos produzidos por células humanas foram
investigados como carreadores de isotopos de interesse radio farmacoldgico para
imagem e considerados agentes cintilograficos promissores, uma vez que
discriminam entre infeccbes e processos inflamatérios estéreis (LUPPETI et al.
2003, SIGNORE et al., 2008). A UBl,g.4; pode ser marcada pelo método direto

15



(sem o intermédio de moléculas quelantes) com o radioisétopo **"Tc, que é um
emissor gama com uma energia de aproximadamente 140 KeV (kilo elétron-volt) e
possui uma meia-vida radioativa relativamente curta (6,02 horas). Esta formulacao
tem mostrado resultados relativamente animadores em diferentes estudos com
adequada pureza e estabilidade (BROUWER et al. 2008; AKHTAR et al.,2005;
FERRO-FLORES et al, 2005). Este radiofarmaco mostrou uma rapida
visualizacdo de infeccdes com bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-
negativas, com alta precisdo em fungos in vitro e acamulo no local da infeccdo em
animais experimentais (LUPPETI et al. 2003; BEIKI et al., 2013), atestando uma
de suas principais caracteristicas positivas, a de poder diferenciar focos
inflamatérios sépticos de regides de inflamacao asséptica, ajudando na escolha
do tratamento de pacientes acometidos por diversas infecgdes. (LUPETTI et al.,
2011). A " Tc-UBl,g.41 também tem sido utilizada em estudos de biodistribuicéo e
clearance de radiofarmacos (SIGNORE et al, 2008). Uma das principais
aplicacdes de radiofarmaco capaz de diferenciar infeccao de inflamacao asséptica
€ a utilizacdo no diagnostico de infeccbes em proteses Osseas e articulares
(AKHTAR et al.,2005). Para imagiologia rapida com alta preciséo, *™Tc-UBlyg.
tem sido indicada como uma escolha adequada para a detec¢céo da osteomielite
(ASSADI et al.,2011). Outra aplicagdo ndo oncolégica promissora € na
diferenciacéo de infec¢des fungicas em pacientes imunocomprometidos em casos
particulares de pos-quimioterapia e transplante. E indicada também para deteccéo
de processos infecciosos em pacientes acometidos por diabetes, sendo a biépsia
um processo de alto risco, nesses casos (KUMAR, 2005). Este marcador foi
também utilizado para a deteccdo de infec¢cdes por Staphylococcus aureus em

camundongos e Klebsiella pneumoniae em coelhos (AKHTAR et al. ,2012).

2.4 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade in vitro é realizado para avaliar o potencial
toxico da exposicdo de células a uma determinada substancia. O efeito toxico
resultante pode ou nao interferir de maneira vital nas células, atingindo seu
desenvolvimento (OECD/GD 129, 2010). Estes efeitos podem envolver a
integridade da membrana citoplasmatica, do citoesqueleto e alteracbes no

metabolismo. Isto pode ter como consequéncia a morte celular, necrose;

16



apoptose; autofagia; citostase e cornificagdo que corresponde as células
diferenciadas terminalmente (MURAKAMI et al., 2006, KROEMER et al. 2009). Os
ensaios de toxicidade in vivo e citotoxicidade in vitro sdo realizados utilizando
matérias-primas, substancias-teste em desenvolvimento e produtos finalizados
para uso. Ensaios in vitro de citotoxicidade s&o considerados de grande
importancia por serem sensiveis, reprodutiveis, faceis de gerenciar e envolverem
menor custo (PINTO et al. 2003; ESTEVES-PEDRO,2013).

Para poder avaliar a viabilidade celular é realizado o ensaio citotoxico
das células por metodologia colorimétrica utilizando MTS (tetrazolium 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium) e PMS
(metossulfeto de ferazina). Estes compostos sdo absorvidos pelas células vivas,
que convertem MTS na presenca do PMS em novo produto, formazan, mediante
a atividade da cadeia aceptora de elétrons presente nas cristas mitocondriais. A
quantidade de formazan gerado pela atividade mitocondrial é determinada pela
leitura da absorvancia por espectrofotometria, e € proporcional ao namero de

células viaveis em cultura celular. (MURAKAMI et al., 2006).

2.5 Ensaio do micronucleo

O teste de frequéncia de micronucleos in vitro € uma das metodologias
de escolha no desenvolvimento de testes de seguranga toxicolégica (ICH, 1995).
Sua realizacdo baseia-se na quantificacdo de quebras duplas ndo reparadas no
DNA de células expostas em cultura a diversas concentracbes de substancias
teste, ou a quantidades incrementais de agentes agressores diversos (FENECH,
2007). Em células interfasicas, o produto de quebras do DNA apresenta-se sob a
forma de microndcleos, que sdo aglomerados de DNA, com picnhose similar a do
nacleo principal e com 5 a 30% de seu tamanho. O aumento da proporcdo de
células que apresentam micronucleos, bem como a sua quantidade no citoplasma
das células analisadas, sdo indicativos de dano genotdxico. Apds analise, tal
aumento pode relacionar a concentracdo utilizada da substancia-teste ao
potencial genotéxico da mesma (HEDDLE et al., 2011; CELIK et al., 2005)

Nesta técnica podem-se observar células binucleadas, que exibem dois
nacleos principais, formadas pelo bloqueio da citocinese (CBMN) através da

utiizacdo de um composto de origem fungica (citocalasina B), que possui a
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capacidade de inibir a citocinese sem inibir a cariocinese. Caso as culturas
expostas tenham passado por agressdo genotoxica, evento que produz quebra
irreparada no DNA, as células apresentardo um fragmento de cromatina densa,
com coloracdo e aspecto semelhantes aos dos nucleos principais, denominado
microndcleo (FENECH, 2007; NERSESYAN et al., 2006). Estes micronucleos
podem ser originarios de fragmentos acéntricos ou/de cromossomos inteiros que
sao incapazes de migrar com o resto dos cromossomos durante a anafase de
divisdo celular. Através desta técnica pode-se também avaliar a atividade tanto

clastogénica e aneugénica em células expostas ao agente téxico (OECD, 2010).
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Figura 3: Formacdo de micronucleos (MN) a partir de cromossomos inteiros ou
acéntricos e formacdo de pontes nucleoplasmaticas (PNP). Fonte: FENECH,
2007. Adaptado por Ocampo, 2016.

Controles positivos com potenciais clastogénico e aneugénico séo
utiizados para este teste, recomendado pela Organisation for Economic Co-
Operation and Development (OECD, 2010). Dentre os controles positivos,
destacam-se 0s agentes clastogénicos e aneugénicos tais como, a radiagédo
ionizante emitida por Cobalto-60 e as substancias quimicas como a colchicina,

mitomicina C e o benzo[a]pireno. (OECD 487; 2010)

A colchicina (aneugénico) possui a caracteristica de inibir a formacao
dos polos do fuso durante a metafase da mitose, enquanto a mitomicina C

(clastogénico) € um antibiotico e anti-metabdlico que inibe a sintese do DNA. O
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benzo[a]pireno € um agente alquilante que possui potencial clastogénico e
provoca diminuicdo da proliferacdo celular nas fases S e G2 da interfase e o
aumento na expressdo do gene p53 em células tumorais ou metabolicamente
competentes ativadas pelo reagente S9. (SADIKOVIC, 2006; ESTEVES-PEDRO,
2013) O S9 é um cofator pos-mitocondrial obtido a partir de figados de roedores,
que foram tratados com substancias de inducdo enzimatica, encarregado por

reproduzir o metabolismo de primeira passagem no figado (OECD 487; 2010).

Para o desenvolvimento da técnica do micronucleo no trabalho foram
realizadas modificacdes da técnica convencional do micronicleo no que se refere
ao substrato de cultivo das células e a sua coloracéo. As culturas celulares foram
desenvolvidas diretamente nas laminas e a coloracao foi realizada com laranja de
acridina (AO) ao invés da coloracdo convencional segundo May Grinewald-
Giemsa. Tais modificagdes ja foram devidamente padronizadas e estdo em
utilizacdo com sucesso tanto pelo grupo do Laboratorio de Dosimetria Biologica
do Centro de Biotecnologia — IPEN quanto pela equipe técnica do Laboratorio
Biosintesis LTDA, empresa incubada pelo CIETEC (Centro de Inovacéao,
Empreendedorismo e Tecnologia — USP) e associada ao CB (Centro de
Biotecnologia) e a DIRF (Diretoria de Radiofarméacia — IPEN/CNEN-SP).

Laranja de acridina (3,6-(dimethylamino)) € um corante amarelo com
capacidades fluorescentes, e que liga-se aos acidos nucleicos
independentemente da composicao ou tipo de ligante. Pode-se ligar ao DNA e
RNA intracelular em diferentes formas para produzir fluorescéncia de cores
diferentes (CAVAS, 2007). Quando excitado, o DNA fluoresce por emisséo de
fétons com comprimento de onda de aproximadamente 530 nm, emitindo a cor
verde e 0 RNA fluoresce com emissdo acima de 630 nm emitindo a cor vermelha.
Estudos realizados com este corante o colocam como um diferenciador de células
de carcinoma da bexiga com base na mudanca da cor de fluorescéncia e pela

morfologia das células (LI et al., 2014).

Potenciais efeitos genotoxicos e citotoxicos dos peptideos e foram
avaliados pelas metodologias de ensaios citadas acima da mesma forma e
comparadas as duas técnicas de micronacleo utilizadas, a convencional

realizac@o através da coloragdo por Giemsa e a modificada através do cultivo nas
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laminas e a coloracdo com AO. Ha a necessidade de uma proposta de
modificacdes na técnica que sejam capazes de reduzir ou a0 menos mitigar 0s
fatores de confusdo que podem ser observados em experimentos que seguem a
técnica tradicional. O estudo propde o cultivo de células diretamente em laminulas
como sistema-teste, como forma de reduzir o espalhamento dos eventos pelas
laminas, e a coloracdo por AO como forma de reduzir falhas de identificacdo de

artefatos e dejetos em detrimento dos micronucleos.
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3 OBJETIVO
Geral

Propor aprimoramentos na metodologia de ensaio de genotoxicidade por
frequéncia de micronucleos para aumentar a rapidez de analise a e confiabilidade
dos resultados.

Especificos

- Avaliar a reprodutibilidade da técnica com modificagBes, confrontando
resultados obtidos por dois analistas independentes.

- Testar o potencial genotoxico de dois componentes de radiofarmacos
produzidos no IPEN pela metodologia modificada, e confrontar os resultados
obtidos com aqueles observados apos a realizagdo dos ensaios pela metodologia

convencional (AIEA).
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4 METODOLOGIA E MATERIAL

4.1 Cultivos celulares

Foram utilizadas células de ovéario de hamster chinés (CHO-KI;
ATCC CCL-61), mantidas rotineiramente pelo Laboratério Biosintesis Ltda.,
usadas rotineiramente em experimentos, aceitas e recomendadas por organismos
internacionais (OECD, 2010). Todos os cultivos experimentais ou de manutencéo
foram desenvolvidos utilizando meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Essential Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de mistura
de antibi6ticos (Penicilina/Estreptomicina, 10000 Ul/mL), em incubadoras com
temperatura constante de 37°C e atmosfera controlada contendo 95%0, e
5%CO,. Culturas de manutencdo foram desenvolvidas de forma aderente em

garrafas plasticas estéreis com 25cm? de area util.

4.2 Teste de citotoxicidade

DOTATATO (PiChem, Austria) e Ubiquicidinass.4: (ABX, Alemanha)
foram cedidos pela Geréncia de Garantia de Qualidade do Centro de
Radiofarméacia — IPEN/CNEN-SP. As aliquotas foram obtidas de lotes regulares,
que sdo adquiridos regularmente pelo Centro de Radiofarméacia para a producao
de radiofarmacos (®Ga-DOTATATO e %°™Tc-UBl.41, respectivamente). Os
compostos foram recebidos na forma de pé liofiizado e diluidos em agua
deionizada (CHELLEX®) conforme a Tabela 1. Utilizando o conceito de “homem-
padrao”, foi feita a conversdo das concentracdes obtidas para seus equivalentes
em relacdo as concentracbes administradas em adultos. Desta maneira, a
maxima concentracdo de DOTATATO administrada em adultos (40ug / paciente)
foi calculada como equivalente a 7ng / mL em cultura (1X); 25ug por paciente
(concentracéo de Ubiquicidinagg.41) foi calculada como 4ng / mL. Foi preparado o
controle de veiculo (CV) a partir da mesma agua deionizada utilizada nas

diluicbes, em concentragcdo maxima de 0,5% em cada poco.
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Tabela 1: Concentracées de DOTATATO e Ubiquicidinazg.41 utilizadas nos testes

de citotoxicidade.

Concentragdes Equivalente a concentracao
(ng / mL) max. em adultos
DOTATATO 7,3 1.042X
3,6 0.521X
1,8 0.260X
0,9 0.130X
0,5 0.065X
Ubiquicidinagg.41 4,5 1.125X
2,3 0.562X
1,1 0.281X
0,6 0.153X
0,3 0.070X

Suspensdes celulares contendo 100.000 células viaveis / mL de
meio de cultura foram ajustadas em um volume de 100 pL e transferidas para os
pocos das placas de 96 em quadruplicatas. As placas contendo as suspensfes
celulares passaram por incubagao de 24+2 horas em estufa incubadora como
descrito. Apds este tempo, o0 meio de cultura foi aspirado e adicionou-se 100 pL
de meio de cultura com ou sem substancias-teste ou controles diluidos conforme
descrito, dependendo da designacdo dos pocos. As placas foram colocadas
novamente para incubagcdo em incubadora por mais 24 horas. Terminado este
periodo de incubagdo o meio foi aspirado e no lugar foi adicionada uma solucao
(1:6) preparada de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazélio (MTS, CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay, Promega, N° Cat. G1112) e phenazine methosulfate (PMS, Sigma-Aldrich,
CAS 299-11-6) em meio de cultura. Adicionou-se em todos os pocos 120 pL da
solugcédo. Seguidamente, as placas foram novamente incubadas por 120 min. em
incubadora conforme descrito. Através da capacidade das desidrogenases
mitocondriais de células metabolicamente ativas, o composto MTS em presenca
do PMS é convertido em um composto final chamado formazan, cuja quantidade

é percebida pela medi¢gdo de sua absorvancia a 490nm.
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4.3 Concentragdes de Ubiquicidinagg.4s € DOTATATO para genotoxicidade

Para avaliacdo da genotoxicidade da Ubiquicidinazg.q; € DOTATATO
foram utilizadas concentragdes equivalentes a 1/10, 1 e 10 vezes a concentragao
maxima dada a cada paciente (25ug de Ubiquicidina e 40 ug de DOTATATO /
paciente). As quantidades de ubiquicidina e DOTATATO foram determinadas
utilizando-se o céalculo do “homem padrao” (70kg e 5,5L de sangue). A
concentracdo final de ubiquicidina usada foi de 4ng / mL, com os quais foram
preparadas solu¢des com 0,4ng / mL (0,1X), 4ng / mL (1X) e 40ng / mL (10X).
Para o DOTATATO foi utilizada uma concentracéo final 7,0ng / mL, com o0s quais
foram feitas solugdes com 0,70ng / mL (0,1X), 7,0ng / mL (1X) e 70ng / mL (10X).

4.4  Controles positivos de genotoxicidade (colchicina, mitomicina C e
benzo[a]pireno)

Benzo[a]pireno (BZP, Sigma-Aldrich, CAS 50-32-8; 0,464mg / mL),
controle positivo clastogénico com ativagcdo metabdlica, sé foi utilizado em
experimentos contendo a fracdo hepatica S9 (Moltox, CAS 11097-69-1; 0,476mg /
mL) pois o agente depende da conversdo hepatica para exercer sua toxicidade.
Colchicina (aneugénico) (COLCH, Sigma-Aldrich, CAS 64-86-8) e mitomicina C
(clastogénica) (MTMC, Sigma-Aldrich, CAS 50-07-7) controles positivos sem
ativacdo metabdlica foram adicionados em culturas sem S9. Os ensaios foram
realizados em duplicata, obtendo uma concentracéo final de 1,1ug / mL, 2,5 pg /
mL e 15 pg / mL, para colchicina, mitomicina C e Benzo[a]pireno,

respectivamente.

4.5 Controle negativo (NacCl, 0,9%)

Para controle negativo foi utilizado NaCl, 0,9% (NaCl, Synth Ltda.,
C1060, CAS, 764714-5) com e sem ativagdo de S9, na concentracéo final de 10
ug / mL. Células cultivadas em meio de cultura sem nenhum composto adicional

foram utilizadas como controle (CC).

4.6 Testes de micronucleo seguindo metodologia padrdo (Giemsa)

A metodologia padrdao de fixacdo e coloracdo € descrita pela AIEA
(INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY, 2001). Este método consiste na

exposicdo das células CHO-KI com os farmacos nas concentragdes
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mencionadas, apo6s atingir uma confluéncia de 80%. Suspensdes celulares
contendo 30.000 células viaveis por mL foram semeadas em placas de Petri
individuais (6cm?). Foram semeados 2 mL das suspensdes para cada pogco num
total de 60000 células e colocados em incubadora de atmosfera umida de CO; a
37°C. Apoés 24 horas de incubacéo as placas foram lavadas com 1 mL de solucéo
salina-fosfato tamponada (PBS) e o meio de cultura das placas foi trocado por
meio fresco (RPMI 1640, 10% soro fetal bovino, 1% estreptomicina/penicilina) e
posteriormente colocadas para incubacao por mais 24 horas. O meio de cultura
foi retirado e as culturas expostas aos controles ou farmacos em teste
permanecendo em incubacdo por 4 horas. Em seguida os pocos foram lavados
com PBS e foram adicionados 2mL meio de cultura contendo 4ug / mL de
citocalasina B (CITOB, Sigma-Aldrich, CAS 14930-96-2) e submetidas a 24 horas
de incubacéo.

As células CHO-KI foram tripsinizadas, centrifugadas, ressuspendidas
em solucédo isoténica (NaCl 0,9%) por 5 minutos, fixadas em 5 mL de solucao
fixadora contendo metanol e acido acético (3:1) e 1 % de formaldeido por 10 min.
ApoOs esse tempo as células foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e
0 pellet resultante dissolvido novamente em solugdo fixadora por 10 min,
repetindo esta etapa 3 vezes. Na Ultima etapa as suspensdes foram gotejadas
sobre laminas histolégicas mantidas a 65°C sob vapor de agua por cerca de 3 min
ou até o material secar. A secagem foi finalizada a temperatura ambiente por uma
noite. As laminas foram coradas com solucéo de coloracdo preparada segundo
Giemsa (p6 Giemsa 5% em tampao Sorensen, pH 6,8) por 15 min, enxaguadas
em agua destilada e secas novamente em temperatura ambiente protegidas do po
e da luz até o0 momento da leitura por microscopia optica. Foram realizados trés
ensaios em duplicatas. Para o0s experimentos que seguiram 0 protocolo
tradicional, ndo foram realizados grupos com ativacdo metabdlica (presenca de
S9).

25



4.7 Testes do micronucleo seguindo técnica modificada (laranja de

acridina)

Culturas celulares foram diretamente cultivadas em laminulas estéreis
de vidro para microscopia (40 x 25 mm). Foram preparadas suspensofes celulares
contendo 17.000 células viaveis por mL de meio de cultura. Cinco mil células
foram ajustadas em um volume de 300 pL e cuidadosamente pipetadas em
laminulas estéreis depositadas no fundo dos pocos das placas de 6 pocos ou
placas de Petri individuais (6cm?). Apds 24 horas em incubadora, as laminulas
foram lavadas vagarosamente com 1 mL de solucdo salina-fosfato tamponada
(PBS), estéril (37°C) e em seguida a solucao foi aspirada cuidadosamente, com
uma ponteira acoplada a mangueira da bomba de vacuo. Apés a lavagem dos
pocos foi adicionado 2 mL do meio de cultura, e submetidas a mais 24 horas em

incubadora.

As células CHO-KI foram tratadas com o0s controles positivos e
negativos e compostos-teste devidamente preparados nas concentragfes
adequadas. Apos 4 horas de incubacéo, o meio de cultura dos pocos foi aspirado.
Posteriormente, as células foram lavadas nas laminulas com PBS (37°C) e
receberam 2 mL de meio de cultura contendo 4pg / mL de citocalasina B (CITOB,
Sigma-Aldrich, CAS 14930-96-2), composto que possibilita a formacdo de células
binucleadas, durante um periodo de cultivo de 24 +.0,5 horas. Logo em seguida,
as células foram lavadas com 2 mL de PBS e submetidas a uma solucéo isoténica
(NaCl 0,9%) por 15 minutos em temperatura ambiente. Finalizando essa etapa, as
células nas laminulas foram fixadas com solugdo 4% de paraformaldeido em PBS
por 15 minutos (pH 7,2), seguidos de trés lavagens com PBS e deixadas para

secagem ao ar ambiente por ao menos 24 horas.

4.8 Coloracéo e leitura das laminulas no microscopio

O material preparado segundo a técnica tradicional foi analisado
adotando critérios estabelecidos pela AIEA (2001). As células quantificadas
precisaram exibir o citoplasma preservado e apresentar micronucleos coloracao
igual ao nucleo principal. A analise microscopica de cada amostra foi realizada em
microscopios 6pticos NIKON e CARL ZEISS, utilizando luz branca e objetiva de

aumento 20 vezes.
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Para a andlise do material obtido segundo a técnica modificada, as
células em laminulas secas foram coradas com solucdo 0,0001% de laranja de
acridina (Sigma-Aldrich, CAS 10127-02-3) em PBS, montadas em laminas
histolégicas e visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon 80i), utilizando
filtros especificos (filtro de excitagdo: 450-490nm; filtro de barreira: 515nm), que
permitiram visualizar o DNA nuclear e os micronucleos em cor verde brilhante e o

citoplasma em vermelho vivo e usando objetiva de aumento 20 vezes.

Experimentos com a técnica convencional foram avaliados por apenas
um analista. O material preparado com a técnica modificada foi avaliado por dois
analistas independentes apés codificacao e randomizacéo das laminas para evitar

viés de observacéo.

4.9 Caéalculos e estatistica

Para os ensaios de citotoxicidade, foram utilizados os valores das
absorvancias obtidas pelo espectrofotbmetro, que foram convertidos em
porcentagens de viabilidade celular. As células nas culturas-controle (apenas
meio de cultura) representaram 100% de viabilidade celular. Concentracdes que
trataram culturas cuja viabilidade total apresentou-se menor que 90% dos
controles foram consideradas citotdxicas. Para os ensaios de genotoxicidade,
foram contabilizadas todas as células mononucleadas e multinucleadas até atingir
a contagem de 1000 células binucleadas em cada preparacao histolégica. Células
binucleadas com micronucleos foram contabilizadas desde que possuissem no
maximo quatro corpos micronucleares, com o intuito de ndo inserir na contagem
células com caracteristicas morfologicas assemelhadas as de células apoptoticas.
Os numeros de células binucleadas, mononucleadas e multinucleadas de cada
amostra foram utilizados para o célculo do indice de proliferacdo (Cytokinesis-
block proliferation index, CBPI), representada na Equacdo 1. A porcentagem da
frequéncia de micronucleos (% FMN) foi calculada por meio dos valores
contabilizados de micronucleo (MN) e células binucleadas (CB), demonstrados na

Equacéo 2, segundo a seguinte formula:
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((N9 mononucleadas) + (2 x N binucleadas) + (3 x N¢ multinucleadas))
CBPI =

(Numero total de células)

Equacéo (1)

MN

% FMN = — X100

Equacéo (2)

Todos os resultados foram analisados utilizando o software Prism5
(GraphPad). Desta forma, foram apresentados em graficos que permitem a
comparacdo de possiveis diferencas entre grupos controle e tratados. A
significancia estatistica encontrada para estas diferencas foi determinada por
metodologia de analise de variancia (ANOVA) e poés-testes segundo Bonferroni.
Foram comparados os valores obtidos para cada amostra em relacdo aos
controles de células (CC)). Foi considerada genotOxica a concentracdo que
apresentou frequéncia de células binucleadas com microndcleos maior a
frequéncia encontrada nos controles, e com diferenca estatistica minima de 95%
(p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Viabilidade celular apés exposicdo a Ubiquicidinazg.4; ou DOTATATO

A Figura 4 mostra o perfil de viabilidade celular obtido em funcéo das

diferentes concentracbes de Ubiquicidinazg.4s € DOTATATO. Os valores de

viabilidade celular das culturas tratadas ndo mostraram diferenca estatisticamente

significante em relacdo ao controle, nem toxicidade maior ou igual a 10%

(viabilidade igual ou menor a 90%).
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Figura 4: Efeitos de diferentes concentragcdes de DOTATATO (A) e Ubiquicidinasg.

41 (B) na viabilidade celular de células CHO-KI. (CV): controle de veiculo.
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5.2 Teste de micronucleo tradicional - Coloracdo com Giemsa de culturas
tratadas com DOTATATO

Na figura 5(A), observa-se um aumento significante de % BNCMN
(células binucleadas com micronucleo) nos controles positivos (MTMC; COLCH)
em relacdo ao controle celular. Em 5(B) houve uma reducéo significante no CBPI
dos controles positivos em relacdo ao controle celular. Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os valores dos controles de células

(CC) e os valores experimentais (0,1X; 1X e 10X), para ambos os indices.

10

%BNCMN
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CC MTMC COLCH NaCl 0.1X 1X 10X
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cc MTMC COLCH NacCl 0.1X 1X 10X

Figura 5: (A) porcentagem de células binucleadas (%oBNCMN) com micronucleos
e (B) indice de proliferagdo (CBPI) de DOTATATO. Barras representam valores
de erro-padrdo das médias. (CC): controle celular; (MTMC): Mitomicina,;
(COLCH): Colchicina. 0,1X, 1X e 10X referem-se as concentracdes de
DOTATATO utilizadas em relacdo ao célculo do homem-padrdo. p<0,0001
(e®@@@); p<0,01(®®); p<0,05 (O).
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5.3 Testes de micronucleo tradicional - Coloracdo com Giemsa de culturas

tratadas com Ubiquicidinazg.s;

Na figura 6(A) observa-se um aumento significante da % BNCMN
nas amostras contendo MTMC e COLCH em relacdo ao controle celular. Na figura
6(B) houve uma reducéo significante no CBPI na MTMC e COLCH em relagédo ao
controle celular. Nao foram detectadas alteracdes nos dois parametros nas

culturas-teste.
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Figura 6: (A) porcentagem de células binucleadas com micronucleos (%BNCMN)
e (B) indice de proliferacdo (CBPI) da Ubiquicidinase.s:. (CC): controle celular;
(MTMC): Mitomicina; (COLCH): Colchicina. Barras representam valores de erro-
padrdo das médias. 0,1X, 1X e 10X referem-se as concentraces de
Ubiquicidinagg.4; utilizadas em relacdo ao calculo do homem-padrdo. p<0,0001
(e000)
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5.4 Teste de micronucleo modificado: Coloracdo com laranja de acridina

Na figura 7 € observado o aspecto geral das preparacdes com células

CHO-KI ap06s coloracao pela metodologia modificada.

C

Figura 7: Aspecto tipico de uma preparagdo com ceélulas de ovario de hamster
chinés (CHO-KI), utilizada para andlise de frequéncia de micronucleos e
visualizada em aumento de 40X. Imagens obtidas em culturas controle (CC). (a)
Células CHO-KI binucleadas; (b) Células binucleadas e um exemplo de
micronucleo no interior de uma célula trinucleada (*); (c) ponte nucleoplasmatica,
derivada de translocacao; (d) metafase e (e), célula com morfologia apoptotica.
Barras representam 50um. Filtros: excitacéo: 450-490nm; barreira: 515nm.
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As Figuras 8 a 15 reunem imagens que permitem comparar
preparacOes tipicas de experimentos com coloracdo por AO ou por Giemsa. O
aspecto geral das preparacdes da técnica modificada mostra maior capacidade de
discernimento entre ndcleos, microndcleos e citoplasma, em relacdo a coloracdo

convencional.
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Figura 8: Visualizacao do aspecto final da coloracdo das culturas néo-tratadas. (A)
Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em aumento de 20X Barra:
S50um.
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Figura 9: Visualizacdo do aspecto final da coloracdo das culturas tratadas com
NaCl 0,9%. (A) Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em aumento
de 20X Barra: 50pum.
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Figura 10: Visualizacdo do aspecto final da coloracdo das culturas tratadas com
Colchicina. (A) Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em aumento
de 20X Barra: 50pum.
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Figura 11: Visualizacdo do aspecto final da coloracdo das culturas tratadas com
Mitomicina. (A) Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em aumento
de 20X Barra: 50pum.
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Figura 12: Visualizacdo do aspecto final da coloracdo das culturas tratadas com
Benzo[a]pireno. (A) Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em
aumento de 20X Barra: 50um.
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Figura 13: Visualizacdo do aspecto final da coloracdo das culturas tratadas com
UBl19.41 0,1X. (A) Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em aumento

de 20X Barra: 50pum.
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Figura 14: Visualizacdo do aspecto final da coloracdo das culturas tratadas com
UBl19.41 1X. (A) Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em aumento

de 20X Barra: 50pum.
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Figura 15: Visualizacdo do aspecto final da coloracdo das culturas tratadas com
UBlig.41 10X. (A) Laranja de acridina (AO), (B) Giemsa. Visualizadas em aumento
de 20X Barra: 50um.
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5.5 indice de proliferacdo (CBPI) de culturas tratadas com DOTATATO:

Coloracdo com laranja de acridina

Na figura 16 séo representados os indices de proliferacdo celular das
amostras expostas ao DOTATATO. Em 16(A) sem ativacdo metabdlica (S9) e
com S9 em 16(B), mostraram que todas as diferentes concentracdes testadas
deste farmaco nédo induziram diferencas estatisticamente significantes nos CBPI
em relacdo aos controles (CC). Apenas houve reducdo do CBPI de maneira
significante nos controles positivos (MTMC, COLCH e BZP).
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2.0

i i

0.5

0.0

cc MTMC COLCH NaCl 0.1X 1X 10X

B

2.0

0.5

0.0

cC BZpP NaCl 0.1X 1X 10X

Figura 16: (A) indice de proliferacédo (CBPI) de células tratadas com DOTATATO
sem ativacdo metabdlica (S9) e (B) com S9. (CC): controle celular; (MTMC):
Mitomicina; (COLCH): Colchicina; BZP: Benzo[a]pireno. Barras representam
valores de erro-padrdo das médias. 0,1X, 1X e 10X referem-se as concentracdes
de DOTATATO utilizadas em relacdo ao calculo do homem-padrdo. p<0,001:
(000@0);.p<0,01: (@0).
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5.6 Porcentagem de frequéncia de células binucleadas com micronucleos
de culturas tratadas com DOTATATO : Coloragcdo com laranja de acridina

Na figura 17 Foi avaliado % BNCMN de células tratadas com
DOTATATO Em (A) sem S9 e em (B) com S9. Nenhuma das concentracfes
utiizadas com DOTATATO mostraram diferenca significante em relacdo aos
controles. Observou-se diferenga estatistica nos controles positivos (MTMC,
COLCH e BZP)
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Figura 17: (A) porcentagem de células binucleadas com microndcleos (%BNCMN)
submetidas ao DOTATATO sem ativacdo metabdlica (S9) e (B) com S9. (CC):
controle celular; (MTMC): Mitomicina; (COLCH): Colchicina; BZP: Benzo[a]pireno.
Barras representam valores de erro-padrdao das médias. 0,1X, 1X e 10X referem-
se as concentracdes de DOTATATO utilizadas em relacdo ao calculo do homem-
padrdo. p< 0,001: (e ®@®); p<0,01: (®®); p<0,001: (0 @®O).
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5.7 indice de proliferacdo (CBPI) de culturas tratadas com Ubiquicidinasg.s;:

Coloracdo com laranja de acridina

Os indices de proliferacdo (CBPI) das amostras que sofreram
exposicao a Ubiquicidina estdo representadas na figura 18. Sendo representadas
em (A) amostras sem ativacdo metabdlica S9 e em (B) com S9. Nenhumas das
concentracdes utilizadas deste farmaco induziram diferengas estatisticamente
significantes no CBPI em relagcéo ao controle CC. Os controles positivos (MTMC,

COLCH e BZP) mostraram reducéao estatisticamente significante do CBPI.
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Figura 18: (A) Iindice de proliferacido (CBPI) de células tratadas com
Ubiquicidinazg4; sem ativacdo metabdlica (S9) e (B) com S9. (CC): controle
celular; (MTMC): Mitomicina; (COLCH): Colchicina; BZP: Benzo[a]pireno. Barras
representam valores de erro-padrdo das médias. 0,1X, 1X e 10X referem-se as
concentracdes de Ubiquicidinazg.4; utilizadas em relacdo ao calculo do homem-
padrdo. p<0,001:(®®®);p<0,0001:(e®0®).
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5.8 Porcentagem de frequéncia de células binucleadas com micronucleos
de culturas tratadas com Ubiquicidinazg4;: Coloracdo com laranja de

acridina

A figura 19 mostra a porcentagem de BNCMN em culturas tratadas
com Ubiquicidina29-41. Em 13(A) sem ativacdo metabdlica e em 13(B) com S9,
nenhuma das concentracfes de ubiquicidina mostrou significAncia estatistica, e
s6 houve diferencas significantes entre o controle de células (CC) e os controles
positivos (MTMC; COLCH e BZP).
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Figura 19: (A) porcentagem de células binucleadas com micronucleos (BNCMN)
tratadas com Ubiquicidina sem ativagcdo metabdlica (S9) e (B) com S9. (CC):
controle celular; (MTMC): Mitomicina; (COLCH): Colchicina; BZP: Benzo[a]pireno.
Barras representam valores de erro-padrdo das médias. 0,1X, 1X e 10X referem-
se as concentracfes de Ubiquicidinasg4; utilizadas em relacdo ao calculo do
homem-padré&o. p< 0,001: (0 ®®@®);p<0,05: (®)
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5.9 Comparagdes dos valores de CBPI de culturas tratadas com

Ubiquicidinayg.41 € analisadas por dois analistas independentes.

Experimentos utilizando Ubiquicidinazg.4; nas concentracoes indicadas
foram realizados para que se pudesse fazer comparacdo entre as contagens
obtidas por dois analistas independentes. Na figura 20 observamos a comparacao
entre estas contagens. Nao foi observada diferenca estatisticamente significante
entre os indices obtidos por dois analistas.
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Figura 20: Céalculos das contagens de CBPI de -culturas tratadas com
Ubiquicidinayg.41 € avaliadas por dois analistas independentes |: Analista 1; Il
Analista 2 (A) sem ativacdo metabdlica (S9) e (B) com S9. (CC): controle celular;
(MTMC): Mitomicina; (COLCH): Colchicina; BZP: Benzo[a]pireno. Barras
representam valores de erro-padrédo das médias. 0,1X, 1X e 10X referem-se as
concentracdes de Ubiquicidinazg.4; utilizadas em relagdo ao calculo do homem-
padréo.
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5.10 Comparacdes das FMN de culturas tratadas com Ubiquicidinazgs; €

analisadas por dois analistas independentes.

Na figura 21 observa-se a comparacédo das contagens de FMN por
analistas independentes. Foi observada uma diferenca estatisticamente
significante entre as contagens relacionadas aos controles positivos Colchicina e

Benzo[a]pireno
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Figura 21: Contagens de BNCMN de culturas tratadas com Ubiquicidinazg.41 €
avaliadas por dois analistas independentes |: Analista 1; Il: Analista 2. (A) sem
ativacdo metabdlica (S9) e (B) com S9. (CC): controle celular; (MTMC):
Mitomicina; (COLCH): Colchicina; BZP: Benzo[a]pireno. 0,1X, 1X e 10X referem-
se as concentracdes de Ubiquicidinasge.4; utilizadas em relagdo ao célculo do
homem-padrdo. p<0,001:(e®e); p<0,0001: (e®®®).
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5.11 Comparacdo entre indices de proliferacdo celular das culturas

celulares coradas com Giemsa ou laranja de acridina

Experimentos com Ubiquicidinazg.41 € DOTATATO forneceram dados
para comparacdes entre as contagens obtidas em l|aminas coradas pela
metodologia convencional e pela modificada, proposta pelo trabalho. Na figura
22(A) observa-se que houve diferenca estatistica entre as contagens de células
binucleadas com micronacleos em laminas coradas com Giemsa e entre as
preparadas com laranja de acridina, nas amostras tratadas com colchicina
(COLCH), nos experimentos com UBlyg4;. Em culturas tratadas com DOTATATO

(22(B)), foram encontradas diferengas nas amostras MTMC e COLCH.

A BB Giemsa
3 Laranja de Acridina

CBPI

CC MTMC COLCH NaCl 01X  1X 10X

B BB Giemsa
3 Laranja de Acridina

CBPI

cC MTMC COLCH NaCl 10X

Figura 22: Comparacdo do CBPI entre as amostras coradas com Giemsa e
laranja de acridina. (A) UBlyg.41, (B) DOTATATO. Barras representam valores de
erro-padrao das médias. (CC): controle celular; (MTMC): Mitomicina; (COLCH):
Colchicina. p<0,05: (*). P<0,0001(****).
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5.12 Comparacdo das porcentagens de células binucleadas com
micronucleo das culturas celulares coradas com Giemsa ou laranja de

acridina

Na figura 23 observa-se diferenca estatistica entre as amostras
tratadas com Colchicina (COLCH) e Mitomicina (MTMC) em experimentos com
UBl29.41 (23(A)) ou DOTATATO (23(B)).
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Figura 23: Comparacdo da %BNCMN entre as amostras coradas com Giemsa e
laranja de acridina. (A) UBlyg.41, (B) DOTATATO. Barras representam valores de
erro-padrdo das médias. (CC): controle celular; (MTMC): Mitomicina; (COLCH):
Colchicina. p<0,05: (*). P<0,0001(****),
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Na tabela 2 podemos observar a comparagéao dos tempos de preparo,

0 volume de rejeito por amostra e o tempo de andlise por lamina das técnicas

convencional e modificada.

Tabela 2: comparacdo entre os tempos para realizacdo da metodologia

convencional e modificada do ensaio de micronucleo

Tempo de Tempo de Volume de
preparacao analise rejeitos
Metodologia (min/por amostra) (min/ por (mL/por
lamina) amostra)
Destacamento das células 57
Lavagem da suspenséo celular:
= 5-7
< Tratamento com solugéo isotdnica
O 15-1
O Fixacdo: 3 etapas sucessivas de fixagdo e 50 -90 15
zZ . ~ . 18
w lavagem por centrifugacdo: 3 x 15
; (3 etapas de
O Gotejamento e adesdo em laminas de 3-5 centrifugacéo)
O microscopia
Coloragédo (anterior a andlise):
15-20
Total: 58 - 74
Lavagem de células aderidas 5-7
<
% Tratamento com solugéo isotonica 15-17
"5" Fixacdo em solucdo de formaldeido 15-17
O
= Lavagem 10-12 5 - 60 3
Coloragéo (no momento da andlise) 1 (fixacéo direta
nas laminas)
Total: 46 - 54
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6 DISCUSSAO

O teste de citotoxicidade tem como objetivo a deteccdo imediata de
deficiéncias celulares mediante avaliagcdo do numero de células viaveis ap6s um
tratamento com substancias-teste. Desta maneira contribui para selecdo de
concentracdes adequadas para estudos toxicolégicos subsequentes, sendo tais
como a toxicidade in vivo de uma concentracdo ou 0 estudo de seguranca
farmacoldgica (OECD/GD 129, 2010). A detec¢do e o0 modo de agéo toxica sobre
niveis celulares e moleculares possui grande importancia dentro da pesquisa nao-
clinica. Para a industria farmacéutica o teste de citotoxicidade é utilizado como
medida para rastreio de novos candidatos de farmacos (UKELIS et al., 2007).
Para que o ensaio de citotoxicidade seja considerado aceitavel, pelo menos uma
das concentracbes avaliadas deve apresentar citotoxicidade > 0 % e < 50% de
viabilidade celular, e citotoxicidade > 50% e < 100% (OECD/GD 129, 2010).

Na figura 4 observa-se que o0s resultados confirmam que
administragfes dos farmacos DOTATATO e Ubiquicidinazg.41 nas concentracdes
testadas ndo produzem agressado as ceélulas, apresentando a viabilidade celular
mantida acima de 90% em todas as situacdes do teste. Desta forma os valores de
viabilidade celular das culturas tratadas com 0s compostos-teste ndo mostraram

diferenca significativa em relagdo aos controles.

Peptideos radio marcados acoplados com DOTA como quelante
bifuncional foram desenvolvidos e mostraram estabilidade in vivo, farmacocinética
favoravel e absorcdo elevada e especifica mediada pelo receptor do tumor.
Estudos recentes mostraram que peptideos marcados com °®Ga tem grande
potencial para diagndstico de tumores neuroendocrinos através da PET,
mostrando eficicia superior em relacdo a outros métodos de imagem mais
usados (AMOJTAHEDI et al. 2014).

A metodologia de preparacdo de °Ga-DOTATATO estd bem

caracterizada e padronizada para a pratica clinica (BREEMAN et al. 2011). Este
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radiofarmaco vem sendo utilizado de maneira abrangente por diversos paises
para diagndéstico de tumores neuroendocrinos. (ALBANUS et al. 2015). Em Marco
de 2014 foi concedida pelo FDA e EMEA a empresa Advanced Accelerator
Applications (AAA) a autorizacdo para designar o ®*Ga-DOTATATO como orphan
drug. Os medicamentos ou produtos biol6gicos que atendem a esta designacao
sao definidos como seguros e eficazes para tratamento, diagndstico ou prevencgao
de doencas/doencas raras que afetam menos de 200.000 pessoas em 0s EUA,
ou que afetam mais de 200.000 pessoas, mas nao ha expectativa de recuperacao
de custos de desenvolvimento e comercializagdo a prazos estabelecidos por
critérios financeiros. A denominacdo de orphan drug qualifica o patrocinador da
droga para varios incentivos de desenvolvimento da The Orphan Drug Act (ODA),
incluindo os créditos fiscais para o teste clinico qualificado (FDA, 2015). Esta
resolucdo deve promover o rapido desenvolvimento do agente para o beneficio
dos pacientes GEP-NET (portadores de tumores neuroenddécrinos gastro-entero-
pancreaticos) ao menos nos Estados Unidos e na Europa.

A Ubiquicidinays.41 esta sendo testada de maneira eficaz em diferentes
trabalhos de pesquisa. Os estudos demonstraram que *™Tc-UBI ,9.41 mostra uma
especificidade aos tecidos-alvo com precisdo admiravel, com bom rendimento de
marcacao, além de pureza radioquimica (>97 %) e estabilidade compativeis com
aplicacdes in vivo. As imagens provenientes de gamagrafias mostraram uma
rapida depuracao renal, sendo um radiofarmaco promissor para uso na medicina
nuclear (WELLING et al.,, 2002; FERRO-FLORES et al.,, 2005; EBENHAN et
al.,2014;).

Os resultados de %BNCMN e CBPI encontrados a partir das culturas
celulares que foram tratadas com DOTATATO e Ubiquicidinazg.4; utilizando o
método tradicional de micronldcleo mediante a coloracdo com Giemsa, mostraram
que para o DOTATATO foi encontrada diferenca estatistica de %BNCMN em
relacdo aos controles CC apenas em culturas tratadas com controles positivos
(MTMC e COLCH). Isso mostra que o0s controles positivos cumpriram sua funcao
de genotoxicidade, assim como descrito nas normativas citadas, tornando a
comparacdo confidvel e mantendo assim a eficacia do teste. Também foi
observado que nenhuma das concentra¢des utilizadas (0,70ng / mL: 0,1X; 7,0ng /
mL: 1X; e 70ng / mL: 10X) de DOTATATO causou danos ao DNA e n&o houve
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aumento na porcentagem de células binucleadas com micronutcleos de maneira
significante em relacdo as células ndo tratadas, mostrando assim sua seguranca
para uso. Da mesma forma, o CBPI mostrou que apenas os controles positivos
induziram diferengas significantes no ciclo celular conforme esperado. Da mesma
forma, nas culturas tratadas com Ubiquicidinayg.4; foi observada diferenca
estatistica entre o controle celular (CC) em relac&o aos controles positivos MTMC
e COLCH para a %BNCMN e o CBPI. As concentracdes usadas de
Ubiquicidinazg.41 (0,4 ng / mL: 0,1X; 4 ng / mL: 1X; 40 ng / mL: 10X) nao
apresentaram toxicidade no contexto do nucleo celular, concordando assim com

0s parametros de administracao e de toxicidade da OECD 487 (2010).

Os resultados encontrados utilizando o método modificado do
micronucleo e corados com laranja de acridina nas culturas celulares tratadas
com DOTATATO e Ubiquicidina, sem e com ativagdo metabolica (S9), foram
representados em graficos de CBPI e % BNCMN. Para o CBPI de ambos os
radiofarmacos sem S9, encontramos diferencas significantes na reducdo da taxa
mitética das células tratadas com MTMC e COLCH. Da mesma forma, as
amostras contendo ativacdo metabolica mostraram uma diferenca significante
relativa a reducao da taxa de divisdo celular no controle positivo Benzo[a]pireno
em relacdo aos controles CC. No que se refere ao potencial de proliferacao
celular, foi possivel observar que tanto o DOTATATO como a Ubiquicidina ndo
possuiram nenhum potencial genotéxico que possa inibir ou acelerar a
proliferacdo celular, diferentemente aos controles positivos. Os dados obtidos
contribuem a verificagdo de que este farmaco esta dentro dos parametros de

seguranca exigidos pelas normas internacionais (OECD, 2010; ICH, 1995).

Os resultados referentes as analises de FMN para DOTATATO e
Ubiquicidina mostraram que nenhuma das concentracdes utilizadas de ambos
radiofarmacos foi capaz de induzir quebra no DNA, n&o induzindo efeito
genotbxico estatisticamente significante com relacdo aos controles. Houve um
aumento na porcentagem de micronucleos estatisticamente significante nos
controles positivos (mitomicina C, colchicina e benzo[a]pireno) em relacdo aos
controles (CC). Nenhuma das concentracbes utilizadas foi capaz de induzir
quebra no DNA, néo induzindo efeito genotéxico estatisticamente significante com

relagéo aos controles.
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A avaliacdo de porcentagem de células binucleadas com microndcleos
compfe um dos principais ensaios pré-clinicos como base primordial para
qualquer tipo de medicamento utilizado para diagndstico e tratamento (farmacos e
radiofarmacos) de doencgas, 0s quais precisam passar por testes especificos que
garantam sua efichcia e seguranca, e assim possam ser comercializados
(HARAPANHALLI, 2010).

O ensaio de micronucleo é considerado como marcador de toxicidade
genética e utilizado como teste de rotina por possuir uma avaliagdo rapida para
aberracdo cromossdmica interfasica in vitro (DIAZ et al. 2007). Por este motivo
tem sido automatizado de maneira semelhante ao manual padrdo in vitro do
ensaio de micronucleo. Sendo a principal diferenca a marcacao de células por
compostos fluorescentes e a substituicAo dos operadores treinados a ler
visualmente Iaminas sob o microscépio pela utilizacdo de andlise de imagem por
software (DIAZ et al. 2007) ou pela automatizacédo da técnica utilizando citometria
de fluxo descrito principalmente para eritrocitos de roedores (STYLES et al. 2001,
BRYCE, 2007). Porem estes métodos podem ser economicamente pouco viaveis

para pequenos laboratdrios ou em vias de crescimento.

Varios autores consideram que o teste do micronucleo com coloracao
por laranja de acridina para toxicologia ambiental, um ensaio simples e vantajoso
na analise de material por permitir um facil reconhecimento dos eventos em
relacdo a técnica convencional de MN utilizando corante Giemsa (POLARD, 2011,
CAVAS, 2008; NERSESYAN, et al. 2006). O corante laranja de acridina €
recomendado pela (OECD 487, 2010) para uso no teste de microndcleo. Desta
maneira a discriminacdo de células binucleadas com micronicleos, células
mononucleadas e células multinucleadas torna-se rapida e de maior
confiabilidade. Na figura 7 € possivel observar claramente a diferenca entre a
coloracao das amostras com laranja de acridina e Giemsa em quanto ao aspecto
visualizado no microscopio, verificando claramente uma maior facilidade para

andlise das amostras em comparacao a Giemsa (Figuras 8 e 9).

Diaz e colaboradores (2007) usaram como critério de avaliacdo para
porcentagem de frequéncia de micronlcleos os resultados positivos que
apresentam diferenca estatistica significativa p<0,05 comparados ao controle
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celular correspondendo a um aumento = 3 vezes na porcentagem de frequéncia
de micronucleos. Estes autores classificam este dano igual ou menor a duas
vezes 0 dano encontrado nos controles, sendo neste caso caracterizado como
levemente genotdxico. Frequéncias de dano maiores que trés vezes as
encontradas nos controles sao indicativas de compostos fortemente genotéxicos
(ESTEVES-PEDRO, 2013). A OECD 487 (2010) exige parametros de
administracdo dos farmacos testes em vitro, para garantir seu ndo potencial
genotéxico colocando critérios de aceitabilidade a serem cumpridas, os seguintes
critérios sdo considerados para avaliacdo dos resultados. Um resultado positivo
no ensaio de micronucleo indica que a substancia teste induz a perdas e quebras
cromossOmicas; um resultado negativo indica que nas condi¢cdes utilizadas a
substancia teste ndo induz quebras, perda ou ganho cromossémicas. Para
considerar estes critérios foi necessario o uso de substancias controles positivos
com potencial genotéxico como sdo a MTMC, COLCH e BZP os quais mostraram
interferéncia na cinética do ciclo celular e toxicidade nuclear em relacdo ao CC,
como esperado por serem controles positivos e possuir atividade aneugénica e

clastogénica cumprindo com os critérios da OECD.

Nenhuma das concentracfes teste utilizadas de DOTATATO e
Ubiquicidina atingiu estes parametros em amostras processadas segundo o
protocolo modificado, mostrando sua seguranca farmacoldgica também por esta
metodologia. Concordando com os parametros de administracéo e de toxicidade
da OCDE, a ubiquicidina ndo apresentou em nenhuma das concentracfes
utilizadas toxicidade em nivel celular, com ou sem ativacdo por S9. Portanto &
considerada segura para uso humano. Também nédo foram observadas mudancas
nos indices de proliferacéo, indicando que o composto ndo tem influéncia no ciclo
celular. Também foi realizada uma avaliacdo de comparacdo de contagens
realizadas por dois analistas independentes sendo observado este resultado na
figura 15. A comparagcdo mostrou que ndo houve diferenga estatisticamente
significante entre as contagens dos analistas em relacdo ao CBPI de culturas
tratadas com Ubiquicidinazg.41, cOm ou sem ativacdo metabdlica. Houve, portanto,
concordancia entre as contagens realizadas, mostrando que as modificacdes
propostas na metodologia de FMN preservaram a reprodutibilidade das analises

por microscopia.
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Nesta comparagdo foi observada uma diferenca estatisticamente
significante entre as contagens relacionadas aos controles positivos Colchicina e
Benzo[a]pireno. Embora estes controles possuam atividades aneugénica e
clastogénica respectivamente, ndo € possivel assumir que esta diferenca esteja
relacionada a atividade metabdlica dos mesmos, sendo mais provavel atribuir esta
inconsisténcia ao efeito do tempo de leitura entre um analista e outro, ou ainda a
degradacdo do material fixado por erro na manipulacdo do analista. Embora
sejam observadas estas discrepancias, foi possivel mostrar que todas as
amostras e 0s controles negativos ndo mostraram diferencas estatisticas
significativas entre as contagens dos analistas, mantendo assim a compatibilidade
com o ensaio. Os controles positivos Colchicina e Benzo[a]pireno se mantiveram
mostrando sua acao toxica sendo trés vezes maiores que 0s controles, mostrando
resultados reprodutiveis e confidveis seguindo as normas da OECD 487. Futuras
repeticoes com maior quantidade de amostras poderiam esclarecer estes

resultados.

Os resultados da comparacdo entre as coloracbes com Giemsa e
laranja de acridina dos indices de proliferagédo celular observados na figura 16 nos
mostram que as concentracdes do radiofarmaco como os controles celulares
permaneceram sem diferenca significante tanto na coloracdo com laranja de
acridina como as amostras coradas com Giemsa. Houve uma diferenca estatistica
nas culturas celulares tratadas com colchicina. Observa-se que as duas
coloracdes mostraram que o controle positivo colchicina cumpriu sua funcdo como
agente aneugénico como mostrado por Kirsch-Volders e colaboradores (1997) na
qual a Colchicina pode apresentar expressivas alteracdes cromossémicas
proporcionais ao aumento das concentragdes avaliadas em concentragdes entre
0,025 e 0,038 uM. No caso a concentracdo final utilizada para colchicina no
ensaio foi 1,1ug / mL equivalente a 0,275uM, capaz de causar efeitos
aneugénicos bem definidos, porem existe diferenca estatistica nas comparacdes
das amostras com colchicina. Mostrando um menor CBPI na coloragdo com
laranja de acridina em relacdo as amostras coradas com Giemsa, pode-se
assumir que esta diferenca € resultado da contagem realizada entre analistas
independentes, mas foi considerado irrelevante, pelo fato da colchicina ter

mantido sua funcdo aneugénica e a relacdo desta diferenca relacionada a
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percepcdo dos analistas na contagem do material. Da mesma forma € observado
na figura 17a %BNCMN que houve diferenca estatistica somente nos controles
positivos (COLCH e MTMC). Estes controles mantiveram sua funcdo aneugénica
e clastogénica. No entanto, foi possivel observar um aumento na porcentagem de
MN maior nas amostras coradas com laranja de acridina o que possibilitou
observar maior nimero de micronucleos. Este fato seria entdo consequéncia do
aumento da confiabilidade na contagem de ndcleos e micronucleos, vantagem
atribuida ao corante fluorescente laranja de acridina e a sua caracteristica seletiva
para acidos nucleicos, em especial o DNA. (CAVAS, 2007; POLARD et al., 2010).
Considerando assim a contagem dos ndcleos e micronlcleos uma maneira
segura sem a necessidade de eliminar eventos por assumir falsos positivos, como
acontece nas amostras com Giemsa, na qual geralmente eventos sao
discriminados para evitar falsos positivos. Foi observado também que o tempo
utilizado para desenvolver a técnica modificada foi reduzido em comparacéo a
técnica convencional (tabela 2). A metodologia modificada possibilitou um rapido
desenvolvimento do teste, economia de tempo e recursos, além de reduzir o
volume de rejeitos de maneira consideravel proporcionando um grande impacto

econdmico, humano e ambiental.
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7 CONCLUSAO

DOTATATO e Ubiquicidinaze.41; nao apresentaram citotoxicidade,
genotoxicidade ou potencial aneugénico entre 10 a 1000% das concentracdes
maximas utilizadas em pacientes. A metodologia modificada possibilitou economia

de tempo e recursos, além de reduzir o volume de rejeitos.
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ABSTRACT

The work carried out cytotoxicity tests using a radiopharmaceutical compound produced at IPEN/CNEN-SP to
certify its safety through in vitro cytotoxicity tests. Since 2009, the Brazilian regulatory agency (ANVISA)
requires that such tests have to be carried out following good laboratory practices (GLP) and in according to the
OECD (Crganisation for Economic Co-operation and Development) guidelines in order to certify its safety for
medical use. Those guidelines comprises series of technical recommendations performed to assure quality of
experiments. The study chose Ubiquicidin 29-41, an antimicrobial peptide used to discriminate bacterial infection
foci from inflammatory sites. Amounts of UBIys.4; were conjugated or not to 99mTe and diluted to equivalent
concentrations of 10, 100 and 1000% of the maximum dose (or activity) administered in adults. Possible cytotoxic
effects were evaluated in comparison to untreated controls as well as positive and negative damage controls. Both
full (radioactive) radiopharmaceuticals, as their precursors (enly melecules without conjugation to isotopes)
showed no significant cytotoxic effect (citotoxicity < 10%). The study was conducted for the first time in the
country comprising preclimcal testing of this radiopharmaceutical in accordance with internationally accepted
quality parameters, ensuring the safety of its use and enabling inclusion in the pharmaceutical regulatory agenda.

1. INTRODUCTION

Nuclear medicine technologies have been used for years to detect or treat various types of
pathologies.  The use of these technologics often involve the administration of
radiopharmaceuticals, which are specific bioactive compounds that carries radioactive isotopes
and has the ability to turn cells, tissues or organs into detectable targets. Due to its efficacy
and safety, the use of radiopharmaceuticals has been expanded, in general, in all countries.
Ubiquicidin is a synthetic cationic peptide with antimicrobial activity with affinity for cell walls
of microorganisms [1]. Its use as a diagnostic radiopharmaceutical for fungal infections [2]
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and bacterial [3] has been shown to be promising. One of its main positive features is to be
able to differentiate septic inflammatory foci regions of aseptic inflammation, helping in the
choice of treatment of patients suffering from various infections [4]. This bioactive compound
potentially have the ability to induce significant cytotoxic or genotoxic damage, and should be
considered as pharmacological non-radioactive compounds; analysis of unlabeled compound
is encouraged [5], and thus prone to be tested in pre-clinical trials [6,7,8]. Ubiquicidin is
administered in patients in maximum amount of 25pg, (or maximum activity of 10pCi) per
injection.

In vitro cytotoxicity tests are performed following well stablished protocols. Usually, Chinese
hamster ovary cells (CHO) are exposed to various concentrations of test substances and
negative or positive controls. Cell viability can be expressed in percentages relative to
unexposed controls. The work tested Ubiquicidin 29-41 (peptide comprising the sequence
between aminoacids 29 to 41 from complete protein sequence) conjugated or not with 99m-Te,
an isotope used in nuclear medicine diagnostic procedures, in peptide concentrations carrying
up to the equivalent of ten times (10X) maximum injected activity in human adults.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Cell Cultures

Chinese hamster ovary cells (CHO-KI; ATCC CCL-61) were routinely maintained by
Biosintesis Laboratory, Ltda. All experimental cultures were maintained using DMEM as
culture medium supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) without antibiotics in
incubators with constant temperature (37°C) and controlled atmosphere containing 95% Oz and
5% CO2  After confluence, cells were detached with Trypsin/EDTA (0.5%/5mM), diluted in
complete medium and kept in room temperature until experiments (inferior to 20 min).

2.2. Ubiquicidin 29-41

Commercial Ubiquicidin 29-41 (UBlIo.41) was provided as lyophilized powder by the Quality
Assurance of Center Radiopharmacy (CR) of the Institute of Nuclear Energy Research
(IPEN/CNEN-SP). Using the "standard man" calculations (70kg and 5.5 L of blood), sterile
peptide samples were first diluted in deionized water to stock concentrations that were used to
make the 0.045 ng/mL of UBl2g41 solution in medium (DMEM without serum), corresponding
to concentration equivalent to ten times the maximum administered peptide mass to adult
patients (10X). Primary dilutions were diluted in DMEM without serum to 0.00045 ng/ml
(1/10X) and 0.0045 ng/mL (1X). UBla1 conjugated with 99m-Tc was produced by
Radiopharmacy Center at Nuclear and Energetic Research Institute (IPEN/CNEN-SP), bearing
radioactive concentrations from 5 to 6mCi/mL. After arriving at cell culture room, activities
were recalculated taking account of elapsed time from production to experimentation using
radioactive decay classic equation. Samples were diluted as same as non-radioactive,
considering 10puCi as maximum dose in adults. For testing of radioactive peptides, the
radioactive concentrations were 0.00018, 0.0018 and 0.018uCi/ml. (0.1, 1 and 10X,
respectively).

INAC 20135, Sio Paulo, SP, Brazil.
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2.3. Cytotoxicity testing

Sodium chloride (0.9% in medium, w/v) was used as negative control (NC), incapable to induce
cytotoxicity in the test system. Latex rubber fragments (1em?) were UV-sterilized (30 min
each side in sterile chamber) and added to 10mL of DMEM (0.2g/ml. medium). After
incubation for 24h (37°C), latex conditioned media was sterilized by filtering (0.22um) and
used as positive controls (PC), in order to induce strong cytotoxicity in test system. CHO
cultures were prepared as suspensions in DMEM+FBS 10%, and plated in 96-well plates in
10,000 cells/well density (100pL).

After allowing 24+2 hours for proper cell adhesion, media were replaced by 100uL of medium
containing 0.9% NaCl (negative controls), or 0.5% (v/v) of 2mg/mL latex conditioned medium
(positive controls). Experimental wells received 100ul, of DMEM containing 0.045 (10X),
0.0045 (1X) or 0.00045 (0.1X) ng/mL. Cells in experiments using 99m-Tc-labelled peptides
received 100pL of medium containing 0.018 (10X), 0.0018 (1X) or 0.00018 (0.1X) nCi/mL.
Control cells (CC) received 100 ul. of medium. All groups were incubated for 24+2 hours in
quadruplicates.

Upon completion of this incubation period, culture media was aspirated and cells received
2mg/mL. of  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxiphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium (MTS; CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay,
Promega) and 0,9% of phenazine methosulfate (PMS, Sigma-Aldrich, CAS 299-11-6) diluted
in DMEM (120 uL). After 2 hours of incubation (37°C, 5%C0Os, 95% O2), metabolically active
cells converted the compound MTS in the presence of PMS in formazan. Absorbance values
were obtained by spectrophotometric readings at 490nm, and converted into percentages of cell
viability relative to controls (CC). Absorbance values of control untreated cells represented
100% of cell viability. A dilution of test compound was not considered cytotoxic if cell
viability values were at least 90% of untreated or negative controls. Two-way ANOVA and
Dunnett post-analysis were performed to find statistical relevance between cell viability values
comparing to controls.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Citotoxicity values obtained from experiments are shown in Fig. 1.
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Figure 1: Ubiquicidin 29-41 conjugated (A) or not (B) with 99 mTc was not able to
induce cytotoxicity in CHO cells. CC: Control cells (only medium); NC: Negative
control (NaCl 0.9%); PC: Positive control (latex fragments, 0.5%). 0.1X, 1X and 10X
corresponds to 10, 100 or 1000% of maximum activity or concentration allowed to
administration in adult patients (10uCi or 25pg). Dashed (----) and punctuated (----)
lines indicate 90 and 50% of control cell viability. Bars represent standard error of
means. (@9@®): p<0,0001.

The present experiments could not show cytotoxicity in any level in cells exposed to all tested
concentrations of ubiquicidin, conjugated or not with 9mTe. Cell viability values of test
cultures (% of controls) were not reduced significantly (p>0.05). Viability of control
(untreated) cells was statistically equivalent to negative controls exposed to NaCl 0.9%. Latex-
conditioned medium (PC) induced very prominent cytotoxicity (p<0.0001). The work adopted
the OECD protocol for cytotoxicity testing (OECD, 2010), which describes any concentration
of a given compound as cytotoxic if it can reduce cell viability in at least 10% relative to
controls (cell viability equivalent to <90%). Regarding this parameter, UBl2o4; or UBlo4;
99m-Tc could not be considered cytotoxic.

In this scale, radiation could not induce any damage to cultures. Activities ranging from
nanocuries (nCi) per well were not able to raise (or reduce) cytotoxicity, what could lead to an
interpretation in which UBlyo.41 99m-Tc can be safe even if using radioactive concentrations
near from 100uCi/injection when administered in adults. Cytotoxicity of peptide itself also
could not be detected by the present test s ystem.

The work could ascertain the safety of ubiquicidin administration using in vifro cytotoxicity
testing, cven if in aberrant and hypothetic case in which a patient could receive ten times the

maximum recommended dose.

Side studies are being conducted to assess safety of this peptide regarding genotoxicity.
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