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O perdxido de hidrogénio (H202) € uma espécie reativa de oxigénio que em determinadas
concentragdes ocasiona danos aos componentes celulares. Assim, esta molécula é utilizada como
controle positivo em ensaios de citotoxicidade celular. O ensaio de clonogenicidade, por sua vez, avalia
o potencial de uma unica célula aderir, sobreviver, proliferar formando uma colénia visivel. Neste
sentido, nosso estudo teve por objetivo padronizar o ensaio clonogénico e obter o valor da concentragéao
inibitéria 50% (IC50) do H202 nas linhagens tumorais da mama: MDA-MB-231 e MCF-7. Para o ensaio
de citotoxicidade, as células foram plaqueadas e incubadas com as concentragdes de 7,3;1,51; 1,25;
1;0,85; 0,43 e 0,25mM de H202 por 48 e 72 horas. Células nao tratadas foram utilizadas como controle
negativo. A viabilidade celular foi realizada através da metabolizagdo do reagente MTT(2mg/ml)
(brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H-tetrazdélio), Para padronizagdo do ensaio
clonogénico, 400, 300, 200 e 100 células foram plaqueadas em cada pogo de placas de 6 pogos e
mantidas em cultivo em meio completo por 10 dias. As colbnias foram coradas em solugédo salina
contendo 1% de cristal violeta e formaldeido 4% e contadas manualmente com o auxilio de uma lupa.
Os dados foram obtidos pela realizacdo de pelo menos trés experimentos independentes expressos
utilizando a média £ o erro padrdo da média. As curvas de IC50 foram analisadas pela curva de
regressao nao-linear, e para os dados de clonogenicidade, conduzida a analise de varidncia One-way
ANOVA e teste de Bonferrone para a comparagado das médias. Tais analises conduzidas no Software
Graph Pad Prism 8. Os resultados demonstraram uma diminuigao da viabilidade das células tumorais
submetidas a altas concentra¢des de H202, sendo obtidos valores de IC50 1,239 mM para MDA-MB-
231 e 1,237 mM para MCF-7 apés 48 horas, e os valores de 0,946 mM para MDA-MB-231 e 0,9466
mM para MCF-7 em 72 horas. No ensaio de clonogenicidade, o plaqueamento de 300 células por pogo
apresentou a melhor distribuicdo de células e menor desvio padrdao. Coletivamente, os resultados
indicaram o numero de célula para plaqueamento e definicdo do protocolo de clonogenicidade, assim
como estabeleceram os valores de IC50 de H202 nos tempos 48 e 72 horas para as duas linhagens
tumorais estudadas. Tais valores de IC50 serao utilizados como controle de positivos de morte celular

em experimentos de viabilidade celular.

Palavra-chaves: Padronizag&o. Perdxido de hidrogénio. Ensaio clonogénico.

RESBAM: Rev.Ens.Saud.Biot.Am. | http://periodicos.ufam.edu.br/resbam
Coari, AM | v. 3 | n. esp. X Sem. Acad. ICB | p. 1 | jun. 2021




