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Resumo

O Antimbnio (Sb) pertencente a familia 15 da tabela periddica, € naturalmente
encontrado na crosta terrestre e possui diversas aplicacbes industriais e
farmacoldgicas. Na industria € utilizado na fabricacdo de retardantes de chamas e
resinas plasticas tal como o cloreto polivinilico conhecido popularmente como PVC,
e em catalisadores para producdo de garrafas PET (tetraftalato de polietileno). Ja
sua utilizacdo farmacolégica é destinada ao tratamento de lesdes cutaneas da
doenca parasitaria Leishomaniose. Embora haja o aumento da sua disponibilidade
em consequéncia de sua utilizacédo, pouco se sabe os possiveis efeitos citotoxicos
desse composto e seu mecanismo de acdo. Com intuito de avaliar o potencial
citotéxico do Sb, as linhagens celulares de Adenocarcinoma Humano (Hela),
Feocromocitoma de rato (PC12) e Célula Embrionaria de Rim Humano (HEK- 293T)
foram expostas a 1 uM, 2 uM, 4 uM, 8 pM, 16 uM, 32 UM, 64 uM e 128 pM de
trioxido de Antiménio (Sb203) por 24 e 48 horas. Apds a exposicdo as concentracdes
e tempos adequados, a morfologia e a viabilidade destas células foi analisada e
observou que a linhagem HelLa apresentou maior suscetibilidade ao Sb20s.

Introducéo

O Antimbénio € um elemento quimico de simbolo Sb que dispde de um ndamero
atdmico 51, pertencente a familia 15 da tabela periédica. Esse metal é naturalmente
encontrado na crosta terrestre. Sua forma estavel apresenta uma coloracdo cinza
prateada do tipo lustrosa. Apresenta ainda, uma baixa condutibilidade elétrica e
térmica (ANDERSON, 2012).

O trioxido de antimonio (Sb203) é o composto de antimbnio (Sb) mais produzido
atualmente. O metal de antiménio é usado para a producdo de chumbo antimonial,
que é um importante produto para a fundicdo secundaria de chumbo (ANDERSON,
2012). Na industria é utilizado na fabricacdo de materiais retardantes de chama e
resinas plasticas, como popularmente conhecido, o PVC (cloreto polivinilico) e em
catalisadores para producéo de garrafas PET (tereftalato de polietileno). Seu uso na
industria e na mineragdo tem levado ao aumento da disponibilidade do Sb no
Ambiente (BUTTERMAN; CARLIN, 2004).

Como farmaco, o Sb é o principal componente dos medicamentos utilizados no
tratamento de todas as formas de Leishomaniose (RUGANI; QUARESMA, 2018).
Apesar de sua utilizacdo como farmaco e sua disponibilidade na natureza, pouco se
sabe sobre seus mecanismos de acao celular (HALDAR, 2011).

Com intuito de avaliar a citotoxicidade do Sb, diferentes linhagens celulares,
Adenocarcionoma Humano (HelLa), Feocromocitoma de rato (PC12) e Célula
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Embrionaria de Rim Humano (HEK- 293) foram expostas a diferentes concentracdes
de Sb20sdurante 24 e 48 horas.

Material e Métodos

- Cultivo Celular. As linhagens celulares de HelLa, PC12 e HEK- 293T foram
cultivadas em Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) com 10 % de Soro
Fetal Bovino e mantidas em incubadora de CO2 a 37°C. A manutencdo destas
células em cultivo foi realizado por repiques celulares 2 a 3 vezes na semana.

- Solucdo de SbhoOsz compativel com aplicagdo in vitro. A diluicdo do trioxido de
antimoénio (Sb203) para obtencdo de uma solugdo compativel para a utilizagdo em
cultivo foi feita em acido cloridrico (HCL) fumegante a 37%, adquirindo uma solucéo
de concentragéo final de 0,25M de Sbh20s3.

- Concentragcdes de Sh>Os. As concentracdes de Sh»>Os usadas no tratamento das
linhagens celulares foram de 1 pM, 2 pM, 4 pM, 8 uM, 16 pM, 32 pM, 64 pM e 128
UM. Concentracdes estas, preparadas a partir da solugcéo estoque de Sb203 (0.25M).
- Plagueamento celular e tratamento com Sb>Os As linhagens celulares foram
plagueadas em placas de 96 pocos: HelLa (15.000 células/poco), HEK-293T (20.000
células/pogo) e PC12 (20.000 células/poco). Apos 24 h do plaqueamento, as células
foram tratadas com as concentracfes de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 uyM de Sb203
obtidas por meio de diluicdo seriada, e incubadas por 24hr e 48hr na incubadora de
COz2, a 37°C.

- Analise da viabilidade celular pelo teste colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}. As linhagens tratadas com as diferentes
concentracdes de Sb3O: e incubadas por 24h e 48h. Apds o tempo de exposicéo ao
Sh203, foram adicionados a cada poco 50 pL de reagente MTT (0,5 mg/ml) e as
células incubadas por 4 horas a 37 °C em estufa a 5% CO2. Apds a remoc¢do do
reagente, adicionou -se 100 uL de sulféxido de dimetil (DMSO) em cada pogo para
solubilizacdo dos cristais de formazan, que s&o preciptados de cor arroxeada
formados a partir da reducdo do reagente amarelo MTT pelas células viaveis. A
absorbancia, foi medida em espectrofotometro de microplacas Biotek Elx 800 em
comprimento de onda de 570 nm. Foram realizados trés experimentos
independentes para cada linhagem celular, com quatro replicatas por concentracao
usada de tri6xido de antimonio.

- Andlise estatistica. A andlise estatistica utilizada para obtencéo dos resultados foi
pelo software estatistico GraphPad Prism (versdo 7.00 para Windows, San Diego,
Califérnia, EUA). Os dados foram submetidos ao teste de distribuicdo normal de
Shapiro-Wilk e posteriormente analisados por ANOVA de uma via e pos teste de
Turkey, com nivel de significancia de p<0,05%. Todos os testes foram realizados
utilizando o software. Os simbolos * representam diferenca significativa em relacéo
ao controle (as células tratadas com o veiculo da solucdo de antiménio: p<0,05). O
Célculo da Viabilidade Celular (%) foi realizado segundo a equacgdo: V (%)=
(Absorbancia da célula *100/ média do Veiculo).

Resultados e Discusséo

- Linhagem Celular HelLa: Esta linhagem celular apresentou morte nas
concentracdes de 16 uM, 32 uM, 64 uM e 128 pM de Sb203 por 24 horas. Conforme
mostra o Grafico 1A. Em 48 horas a morte celular ocorreu nas concentracdes de 8
uUM,16 uM, 32 uM, 64 uM e 128 uM de Sb203 (Gréfico 1B).
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GRAFICO 1. Viabilidade Celular da linhagem Hela tratada com diferentes concentracdes de Sb2Os
por 24h (A) e 48h (B).
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NOTA: A viabilidade celular (%) foi avaliada pelo ensaio de reducdo de MTT, ap6s a exposicao das
células ao Sh203, nas concentragdes de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 yM. Os resultados s&do expressos
com média e erro padrdao da média, obtidos de trés ensaios independentes, com quatro replicatas por
concentracao de Sbh20s. Os valores foram obtidos por analise ANOVA uma via, seguida pelo teste de
TURKEY (p<0,05). O simbolo * representa diferenca em relagcdo ao controle (p<0,05).

-Linhagem Celular HEK — 293T: Quando os ensaios foram realizados com a
linhagem HEK-293T, utilizando o método do MTT, foi observado que apds o tempo
de incubacdo com este reagente os cristais de formazan encontravam-se no
sobrenadante da solucdo. Isso impossibilitou a leitura em espectrofotometro de
microplacas. O experimento foi entdo repetido com as mesmas concentracfes de
Sh20s por 24 e 48 horas sem a remocao do MTT, evitando assim que as células
contendo os cristais fossem removidas, e mesmo assim ndo houve sucesso na
leitura. No terceiro experimento, o MTT foi diluido com PBSG (PBS com Glucose)
suplementado com 1 mM de Cloreto de Célcio (CaCl2) e 1 mM de Cloreto de
Magnésio (MgClz), componentes utilizados pelas células para adesdo ao substrato.
N&o houve éxito na leitura. Durante a analise da morfologia celular da linhagem nas
placas por um microscoépio invertido, pode se verificar a resisténcia da linhagem ao
Sh203. Apesar da analise morfolégica da linhagem, os resultados dos experimentos
realizados, devido as limitagdes, sdo inconclusiveis.

- Linhagem Celular PC12: Apresentou morte celular apenas nas concentracdes de
64 UM e 128 pM de Sb20s. Esta linhagem mostrou-se resistente ao tratamento em
ambos periodos de tempo testados (Grafico 2A e 2B).

GRAFICO 2. Viabilidade Celular da linhagem PC12 tratada com diferentes concentracdes de Sb2Os
por 24h (A) e 48h (B).
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NOTA: A viabilidade celular (%) foi avaliada pelo ensaio de reducdo de MTT, ap0s a exposicdo das

células ao Sh203, nas concentragbes de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 uM. Os resultados sédo expressos
com média e erro padrdo da média, obtidos de trés ensaios independentes, com quatro replicatas por
concentracao de Sbh20s. Os valores foram obtidos por analise ANOVA uma via, seguida pelo teste de
TURKEY (p<0,05). O simbolo * representa diferenca em relagéo ao controle (p<0,05).

Concluséo/des

Através dos resultados pode-se concluir que a linhagem celular HelLa apresentou
maior suscetibilidade ao tratamento aplicado, pois apresentou morte celular nas
concentracbes 8, 16, 32, 64 e 128 uyM. Ja a linhagem celular PC12 mostrou
resisténcia ao Sb20s, apresentando morte celular apenas nas concentracdes de 64

UM e 128 uM. Com a linhagem celular de HEK-293T, os resultados sao
inconclusiveis.
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