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RESUMO

Glicosideos cardiacos como a digoxina e digitoxina em doses terapéuticas
possuemumefeitoinibitoriodaNa*/K*-ATPase. Novoscompostossintetizados
a partir da digoxina ainda ndo possuem nenhuma caracterizagdo bioldgica
de efeitos na Na'/K*-ATPase e nem seu potencial efeito antiproliferativo
em células tumorais. O objetivo do estudo foi verificar o efeito citotoxico
dos novos compostos em células HelLa e RKO, correlacionando o efeito
antitumoral com a atividade da Na'/K*-ATPase. Foram realizados
experimentos de viabilidade celular e avaliagdo da atividade ATPasica.
Células foram tratadas nas concentragbes de 150nM e 10uM com tempos de
exposicdo de 1h e 24h. A inibicdo da Na*/K*-ATPase pela digoxina (150nM)
foi de aproximadamente 75%. Uma inibi¢Go significativa também foi
observada para DGB2, DGB3 e DGB4 nas concentragdes de 150nM e 10uM .
Dentre os glicosideos testados, a DGB5 apresentou melhor efeito citotoxico.
Os novos glicosideos cardiacos testados apresentam significativos efeitos
citotoxicos e inibitdrios da atividade da Na*/K*-ATPase.

Palavras chaves: glicosideos cardiacos, digitalicos, cancer cervical, atividade
Na+/K+-ATPase.

INTRODUCAO

A busca por novos compostos com acao antitumoral é uma parte
importante no estudo para a cura do cancer. ANa*/K*-ATPase é uma proteina
de membrana cuja principal funcado é atuar como regulador da homeostase
ionica celular. Além disso, é um regulador do crescimento celular e da
transcricdo génica. A inibicdo da Na*/K*-ATPase esta sendo utilizada como
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um possivel mecanismo para inibicao do crescimento tumoral.

O efeito antitumoral de digitalicos tem sido observado em
diversas linhagens celulares como TK-10 (adenocarcinoma renal), MCF-7
(adenocarcinomade mama), UACC-62 (melanomamaligno), e K-562 (células
leucémicas)!. Além disso, duas culturas celulares hematolégicas malignas
— células T Jurkat e células B Daudi humanas — foram ambas sensiveis a
digoxina e digitoxina, e entraram em apoptose quando induzidas com
concentragdes ndo-todxicas de digitoxina?. O principal efeito farmacolégico
conhecido da digoxina e digitoxina em doses terapéuticas é a inibicao da
Na*/K*-ATPase 4.

Novos compostos sintetizados a partir da digoxina ainda nao possuem
nenhuma caracterizacdo biolégica de efeitos na Na*/K*-ATPase e nem seu
potencial efeito antitproliferativo em células tumorais. O objetivo do
trabalho foi verificar o efeito citotéxico de novos compostos glicosideos
cardiacos em células de cancer de colo uterino (Hela) e cdlon intestinal
retal (RKO), correlacionando o efeito antitumoral com a atividade da Na*/
K*-ATPase.

MATERIAL E METODOS

Cultura de células e tratamento com os glicosideos cardiacos

As células de colo uterino (Hela) e célon intestinal retal (RKO) foram
cultivadas a 372C e atmosfera de 5% de CO, em meio de cultura RPMI
(Sigma) complementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone) em
atmosfera de 5% de CO,. Para os experimentos de proliferagdo celular,
foram adicionadas 22,5x10° células em cada garrafa de cultivo, nas quais
foi possivel observar uma multiplicacdao e aderéncia celular satisfatdria. As
células foram tratadas com digoxina a 150nM durante 24h de exposicao e
com os glicosideos cardiacos DGB2, DGB3 e DGB4 nas concentragdes de
150nM e 10uM. A exposicao de DGB2 as células foi de 1h e 24h, e DGB3 e

DGB4 foram de 24h.
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Ensaio de viabilidade celular MTT

O ensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT (brometo de
3-(4,5-Dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazol) foi realizado como descrito
por MOSMANN?- O ensaio avalia a capacidade de células metabolicamente
ativas de reduzirem o MTT, convertendo os sais amarelos de tetrazolium
a cristais de formazan, de cor azul-violeta. A reducao do MTT ocorre
pela acdo da enzima desidrogenase mitrocondrial, presente somente em
células viaveis. Apds a solubilizacdao dos cristais, é feita a quantificacao
por espectrofotometria a 550nm. A viabilidade celular foi determinada
na presenca dos compostos DGB2, DGB3, DGB4, DGB5, DGB6 e DGB7 em
diluicdes seriadas, com diferentes concentragdes.

Preparagdo das fragoes de membrana

Para a preparacao da fracdo de membrana celular, retirou-se o meio
de cultura contendo os digitalicos das garrafas de cultivo. As células foram
lavadas trés vezes com PBS e removidas das garrafas utilizando um rubber
policeman na presenca de tampao de preparacao contendo Tris 0,5M (pH
6,8), Imidazol 0,5M, Sacarose 3M, SDS 20%, EDTA 0,1M, PMSF 2mM e
Na,VO, 1ImM. Foram maceradas em potter por 10 vezes em gelo, sonicadas
a 45% de poténcia por 10s em gelo e centrifugadas a 9000 rpm, a 42C
por 1h. O pellet foi ressuspendido em tampao de preparagao e sonicado
novamente a 25% de poténcia por 10s.

Dosagem de proteina total

As dosagens de proteina total das amostras foram determinadas pelo
método descrito por HARTREE®, usando como padrdo BSA na concentracao
de 0 a 120 pg/uL.

Determinagdo da atividade ATPdsica da Na*/K*-ATPase.

A dosagem de Atividade foi realizada por adaptacdao do método de
FISKE” em que foi quantificado o fosfato inorganico liberado pela hidrdlise do ATP.
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Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados pelo GraphPadPrism 5 Demo, no qual
empregou-se andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste de comparacao
multipla de Tukey com valor significativo de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Novos glicosideos cardiacos foram testados em duas linhagens
celulares: célulasde carcinomado colo uterino (Hela) e células de carcinoma
de colon intestinal retal humano (RKO). O IC, foi determinado atraves do
ensaio de viabilidade celular MTT (Tabela 1), variando-se as concentracoes
aplicadas. O melhor glicosideo que apresentou efeito citotoxico foi o DGB5
(na faixa de 0,3uM). Os compostos apresentaram maior especificidade
para a célula RKO, que apresentou um melhor efeito de citotoxicidade para
a maioria dos glicosideos testados quando comparado as células Hela.

Tabela 1. Ensaio de viabilidade celular-MTT

Glicosideos

cardiacos Hela (M) RKO (kM)
DGB2 61,41 £ 18,41 79,00 £ 15.32
DGB3 42,56 £ 15,14 18,99 + 8,13
DGB4 60,89 + 18,47 41,36 £ 9,94
DGB5 0,26 £ 0,0636 0,48 £0,16
DGB6 65,20 + 8,48 42,27 £ 20,01
DGB7 40,08 + 5,52 23,78 +1,13

A atividade ATPasica da Na,K-ATPase em células Hela intactas foi
determinada apds o tratamento com digoxina (150nM) e DGB2, DGB3 e
DGB4 nas concentragdes de 150nM e 10uM. Em ambos os experimentos,
a digoxina, apdés 24h de exposicao, apresentou um efeito inibitério
significativo da atividade da Na*/K*-ATPase de aproximadamente 75%
guando comparado ao controle. Uma inibicao significativa também foi
observada para a DGB2 nas concentracdes de 150nM (apds 1h e 24h) e

10uM (apds 24h). (Figura 1A).
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Apds 24 horas de exposicdao das células HeLa a DGB3 e DGB4 nas
concentracdes de 150nM e 10uM, observou-se um efeito inibitério
significativo da atividade da Na*/K*-ATPase quando comparado ao controle
(Figura 1B e 1C).

O perfil de inibicdo da Na*/K*-ATPase apresentado pelo tratamento
utilizando a DGB3 foi similar ao perfil apresentado pela digoxina (Figura
1B). Ja a DGB4 na concentracdao de 150nM apresentou uma menor inibicao
quando comparada a digoxina, enquanto que na concentracdao de 10uM
esta inibicdo foi ainda maior do que a inibicdo apresentada pela digoxina
(Figura 1C).

Figura 1. Determinac¢do da atividade ATPasica da Na*/K*-ATPase em células Hela intactas.
N=3. (p<0,05).
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CONCLUSOES

Os resultados demonstram que os novos glicosideos cardiacos DGB2,
DGB3 e DGB4 apresentam um significativo efeito inibitorio na atividade da
Na*/K*-ATPase, sendo que a DGB3 apresentou um perfil de inibicdo similar
ao apresentado pela digoxina. Além disso, efeitos citotdxicos também
foram observados para todos os glicosideos testados, sendo que a DGB5
apresentou o melhor IC, .
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