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NANOBIOTECNOLOGIA: PADRONIZAGAO DO ENSAIO COLORIMETRICO DO
MTT (BROMETO DE 3-[4,5-DIMETIL-TIAZOL-2-IL]-2,5-DIFENIL-TETRAZOLIO),
PARA AVALIACAO DA PROLIFERAGAO DE CELULAS DE ADENOCARCINOMA
DE PULMAO (A549).
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INTRODUGAO

Muitos ensaios bioldgicos necessitam a analise da sobrevivéncia, ou
proliferacdo de células. Essas avaliacbes podem ser realizadas através do ensaio do
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazdlio). Neste método é feita
avaliagao da atividade metabdlica das células, quantificando a redugao metabdlica
do MTT por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH. Esse processo
quimico resulta na producdo de cristais de formazan, intensamente corados, no
interior das células. (A. Nicolau, 1999).

Um fato importante nesse ensaio € que somente células viaveis, que
possuem enzimas mitocondriais ativas, podem transformar o composto MTT, da
forma de sal para a forma cristalina, os cristais de formazan (Mosmann, 1983).
Esses cristais posteriormente serdo diluidos com solventes organicos, como por
exemplo, o DMSO (Dimetilsulfoxido), permitindo a sua quantificacdo através da
espectrofotometria (Gerlier.D, 1986).

A tretinoina, também conhecida como acido retindico, € um derivado dos
retindides, que exerce atividade antiproliferativa em diversos tipos de tumores. Este
composto tem sido usado como adjuvante no tratamento de leucemia promielocitica
aguda com excelentes indices de remissao da doenca (Huang, 1988). Entretanto,
células de adenocarcinoma de pulmdo humano em geral exibem uma forte
resisténcia aos efeitos da tretinoina (Geradts, 1993), a qual parece estar relacionada
com a deficiéncia no up-take celular de tretinoina nesse tipo de célula (Kawakami,
2006). Uma estratégia para aumentar a atividade antiproliferativa de tretinoina é
aumentar a internalizagdo celular do composto através de carreadores como
lipossomas ou outras vesiculas como nanocapsulas ou nanoesferas.

Nanocapsulas sido estruturas poliméricas que contém um nucleo oleoso
capaz de carrear moléculas altamente lipofilicas como a tretinoina. Nanocapsulas de
nucleo lipidico contendo tretinoina foram previamente descritas como tendo uma alta
eficiéncia antitumoral contra células leucémicas (Ourique, A.F, 2010).

Neste trabalho, foi avaliada a influéncia das lavagens prévias no ensaio
colorimétrico de MTT no resultado de proliferagdo de células de adenocarcinoma de
pulmdo (A549) quando tratadas com tretinoina nanoencapsulada, tretinoina livre,
nanocapsulas vazias.
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METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

As células de adenocarcinoma de pulmao (A549) foram obtidas do banco de
células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Elas foram cultivadas em meio Dulbeco modificado por Eagle (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), obtidos respectivamente da
Vitrocell Embriolife (Campinas, Brasil) e Gibco (Grand Island, NY, USA). As células
cresceram a 37 °C em estufa umidificada contendo 5% de CO2. Os experimentos
foram realizados com as células em fase logaritmica de crescimento.

As células foram submetidas a um teste de triagem para a determinagéo da
dose citotoxica de tretinoina. As células foram semeadas numa densidade de 10*
células por pogo em uma placa de 96 pogos contendo 100 uL de DMEM + 10% de
FBS (soro fetal bovino) em cada pogo. Apds 24 horas em estufa, a morfologia celular
foi avaliada em microscépio e foram testadas as seguintes concentragdes de
tretinoina livre (TT): 160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5 e 1uM nos tempos de 24, 48 e 72
horas. Para tanto, foi utilizada uma aliquota de tretinoina diluida em DMSO na
concentragdo de 50.000 uM, previamente preparada para que a concentragcédo de
DMSO nos pogos nao ultrapassasse 0,2%, 0 que poderia ser toxico para as células.
Além disso, na mesma placa foram realizados os controles negativos: DMEM+FBS;
DMSO e branco (sem células).

Apds determinada a concentracéo citotoxica de tretinoina livre (TT), foram
testadas nanocapsulas associadas a tretinoina com nucleo lipidico (TT-LCNC) na
concentragdo de 0,5mg/mL e também foram avaliadas nanocapsulas de nucleo
lipidico vazias (LCNC) (Ourique, A.F, 2007).

A fim de avaliar a possivel interferéncia das nanocapsulas na formacédo dos
cristais de formazan, foram realizados dois grupos com protocolos diferentes de
MTT: 1 — com lavagem prévia a colocagdo do composto; 2 — sem lavagem prévia.
Diferentes concentracdes de TT-LCNC e LCNC foram testadas para avaliar o efeito
dose-dependente na atividade antiproliferativa da formulacéo.

O ensaio colorimétrico foi realizado da seguinte maneira: apds 72 horas de
incubacdo das células com as respectivas concentragdes de drogas, o meio foi
removido. No grupo 1, no qual houve a lavagem com o PBS, foi adicionado 100uL
de PBS (Tampao fosfato-salino) em cada pogo, para a retirada de possiveis
impurezas, como nanocapsulas, e entdo, a cada pogo foi adicionado 20 uL de MTT
(5mg/mL) com 180 puL de DMEM+FBS. No grupo 2 n&o foi realizada a lavagem com
PBS. Apds 2 horas na estufa, os cristais de formazan formados pela degradacao do
MTT pelas células vivas foram diluidos pela adicdo de DMSO e a leitura da reagao
foi feita em um espectrofotbmetro no comprimento de onda de 490 nm. Cada
resultado foi proveniente da média das absorbéancias de 4 pogos diferentes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds 72 horas, o grupo com lavagem prévia a incubagédo com o MTT
apresentou maior coloragao principalmente nos pogos tratados com nanocapsulas
brancas, o que evidencia a interferéncia de residuos de nanocapsulas na formacéao
dos cristais de formazan.
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Figura 1 — Comparagéao da inibigdo do crescimento onde houve a lavagem com PBS — grupo 1, e sem
lavagem com PBS — grupo 2.
TT — Tretinoina livre; LCNC — Nanocapsulas de nucleo lipidico vazias; LCNC TT - nanocapsulas de
nucleo lipidico com determinada concentragdo de tretinoina.

Além disso, através de outros testes, como citometria de fluxo, live dead e
analise microscopica da cultura celular, percebeu-se que as células tratadas com
LCNC nao sofrem toxicidade, o que ndo condiz com os resultados obtidos do ensaio
do MTT e do espectrofotdbmetro quando ndo ha o processo de lavagem.

A néao deteccdo do composto MTT reduzido pelas células gerou um resultado
falso, que demonstrava uma alta inibicdo do crescimento celular, principalmente
pelas nanocapsulas brancas, como demonstrado nos graficos, em comparagado com
0 processo em que ocorreu a lavagem

Existem poucos artigos na literatura que demonstrem a interacédo do MTT com
nanocompostos. Entretanto, hoje ja se sabe que materias nanoestruturados como
nanotubos de carbonos de parede unica podem influenciar no ensaio do MTT. Esses
nanotubos se ligam aos cristais de formazan, e formam aglomerados que nao
permitem que os cristais sejam solubilizados, ndo sendo detectados no
espectrofotdbmetro e alterando, assim, os resultados (J. M. Wérle-Knirsch, 2006),
(Belyanskaya.L, 2007).

CONCLUSAO

Apos a avaliagado dos resultados, percebe-se que a lavagem dos pogos com
PBS, precedendo a aplicagdo do MTT, fornece resultados mais realistas em relagao
a proliferacao celular, pelo fato de que essa lavagem retira as nanocapsulas que
restaram nos pocos apds a retirada do meio de cultivo. A maneira como as
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nanocapsulas interferem na formacao dos cristais de formazan, influenciando os
resultados do ensaio colorimétrico ainda precisa ser elucidada.

Desta forma, percebe-se a importdncia da padronizacdo de ensaios
colorimétricos, como o MTT, quando realizados em experimentos que envolvam
nanocompostos.
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