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Avaliagdo do efeito citotéxico de sapogeninas esteroidais
em fibroblastos da linhagem L929 expressando

permanentemente o canal para potassio

K.1.3

Montenegro, F. C. (2006) Dissertacdo de Mestrado,

LTF/UFPB.

RESUMO

Os canais idnicos s&o poros proteicos e hidrofilicos que estdo presentes na
membrana plasmatica das células dos vérios tipos de organismos. O canal para
potassio permite o fluxo do ion potassio através da bicamada lipidica segundo o seu
gradiente eletroquimico. Este canal participa de varias funcdes fisioldégicas que véo
desde o processo de manutencdo do potencial de repouso de todas as células,
sejam elas excitaveis ou ndo, a participacdo em processos como, apoptose e
proliferacé@o celular. Entretanto o envolvimento dos canais para potéssio nestes dois
ultimos processos ainda € um tema conflitante, sendo necessario, portanto, mais
estudo acerca do assunto. Sapogeninas de origem vegetal tém sido largamente
descritas devido a suas propriedades farmacoldgicas tais como: as atividades
hipocolesterolemica, antidiabética, antioxidante, antialérgica e anti-HVI. Além dessas
atividades, muitas destas sapogeninas induzem apoptose, considerada um dos mais
importantes processos responsaveis pela morte celular em varios eventos
fisiologicos. Também é sabido que algumas sapogeninas possuem acgdo sobre
canais idnicos. Foi objetivo do nosso trabalho, verificar a agdo citotdxica das
sapogeninas: diosgenina, solasodina e acetato de hecogenina em fibroblastos da
linhagem L929, bem como verificar a atividade destes compostos sobre o canal para
potassio dependente de voltagem, K,1.3, expresso permanentemente nesta
linhagem celular. Para isso foi utilizado o ensaio do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difeniltetrazélio brometo], para a avaliacdo da citotoxicidade, e a técnica de
“whole-cell patch clamp”, para as medicbes das correntes de potassio. Diosgenina e
solasodina causaram uma reducéo na viabilidade celular nas concentragdes de 1; 10
e 100uM enquanto que o acetato de hecogenina foi citotoxico apenas na
concentracdo de 100uM. A redugédo da viabilidade celular causada pela diosgenina e
solasodina foi concentragdo-dependente, sendo a diosgenina (ECs0=0,34 = 0,20 puM;
n=3) mais citotoxica do que a solasodina (ECs=4,17 + 2,06 uM; n=3). A co-
incubagéo de diosgenina (100uM) e solasodina (100uM) com 4-aminopiridina (4-AP,
5mM), um bloqueador de canal para potassio, ndo causou reducdo da viabilidade
celular. E possivel que a diosgenina e a solasodina estejam se difundindo pela
membrana plasmética, pois elas apresentam uma estrutura anfifilica. A diosgenina
deve estar causando morte celular por ativar uma via de sinalizagdo desconhecida,
mas que necessita do K,1.3 uma vez que a co-incubagdo com o bloqueador deste
canal, a 4-AP (5mM), resultou na perda da citotoxicidade tanto da diosgenina quanto
do bloqueador. O mesmo acontece para a solasodina, o efeito citotdxico foi anulado
pela co-incubagdo com 4-AP (5mM), além do mais, solasodina também ndo causou
reducdo na corrente do K,1.3. quando aplicada a face externa da membrana. Em
virtude destes fatos especulamos que solasodina, assim como a diosgenina, pode
estar ativando uma via de sinalizacdo desconhecida que leva a morte dos
fibroblastos L929 e esta via € dependente da ativagdo do K,1.3. Concluimos que
diosgenina e solasodina sdo citotoxicas para fibroblastos L929 nas concentracdes
de 1; 10 e 100uM e essa citotoxicidade é dependente de concentracdo. O acetato de



hecogenina é citotoxico apenas na concentracdo de 100uM e néo foi dependente de
concentragcdo. Diosgenina, acetato de hecogenina e solasodina (10uM) né&o
alteraram a corrente de pico do canal K,1.3, quando aplicado a face externa da
membrana.

Palavras-chaves: Diosgenina, solasodina, acetato de hecogenina, K,1.3,
fibroblasto L929



Evaluation of the cytotoxicity effect from steroidal
sapogenins on L929 cell line expressing permanentment
potassium channel K,1.3. Montenegro, F. C. (2006)
Master Dissertation, LTF/UFPB.

ABSTRACT

lonic channels are protein pore that are present in cell membrane of several types of
organisms. Potassium channels allow the flux of potassium ions through cell
membrane according to their electrochemical gradient. This channel takes place in
several physiological processes that goes to the maintenance of membrane rest
potential of excitable and non excitable cells, until processes like apoptosis and cell
proliferation. However, the involvement of potassium channels in processes like
apoptosis and cell proliferation is still uncertain and it is necessary to develop more
studies about their involvement on those processes. It has been reported that
sapogenins have several pharmacological properties such as hypercholesterolemic,
antidiabetic, antioxidant, anti-allergic, anti-inflammatory and anti-HIV activities. They
also have a chemoprevention property since lots of studies, on a large range of cell
lines, have been reported their ability as cell death inductors. It is also known that
some sapogenins have effect on ionic channels. It was the objective of our study to
evaluate cytotoxicity activity of diosgenin, solasodine and hecogenin acetate on
fibrosarcoma L929 cell line and also evaluate their effect on voltage-gated potassium
channel K,1.3. These L929 cells were genetically modified to express only K,1.3. To
evaluate the cytotoxicity activity of sapogenins studied we used 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. We also used
patch clamp technique, on whole-cell configuration, to measure potassium peak
currents. Diosgenin and solasodine reduced cell viability at concentrations 1; 10;
100uM, while hecogenin acetate only reduced cell viability at 100uM. Diosgenin
(EC50=0.34 £ 0.20 pM; n=3) and solasodine (ECs0=4.17 £ 2.06 uM; n=3) reduced cell
viability in a concentration-dependent manner, while hecogenin acetate did not. Co-
incubation of diosgenin (100uM) and solasodine (100puM) with 4-Aminopyridine (4-
AP, 5mM), a potassium channel blocker, did not cause cell viability reduction.
Diosgenin (10uM), solasodine (10puM) and hecogenin acetate (10uM) had no effect
on K,1.3 current peak when applied to the extracellular membrane side. It's possible
that diosgenin and solasodine are permeating cellular plasma membrane, due to
their chemical structure, and they are activating an unknown signaling pathway that
leads cell to death. However this pathway activated by diosgenin and solasodine is
dependent of K,1.3 activation, due to their cytotoxicity had been lost during co-
incubation with 4-AP. We conclude that diosgenin and solasodine are cytotoxic at
concentrations 1; 10 and 100uM to L929 cell line. Hecogenin acetate is cytotoxic only
at 100puM and this cytotoxicity wasn’t concentration-dependent manner like
diosgenina and solasodina. Diosgenin, solasodina and hecogenin acetate didn’t have
effect on affect K,1.3 peak current when applied to the extracellular membrane side.

Keywords: Diosgenin, solasodine, hecogenin acetate, K,1.3, L929 cell line
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1. INTRODUCAO

1.1. O canal para potassio

Os canais ibnicos sdo poros protéicos e hidrofilicos que estdo presentes na
bicamada lipidica de vérios tipos celulares das mais variadas espécies animais e
vegetais. Estes canais participam de varios eventos fisiologicos que v@o desde
geracdo do potencial de membrana & mudancga de direcdo do Paramecium apoés
uma colisdo, bem como estdo envolvidos em varios processos patoldgicos (HILLE,
2001).

O potencial das membranas celulares fica muito proximo do potencial de
equilibrio do fon potassio (K"). As membranas celulares encontram-se carregadas
negativamente na face interna da bicamada lipidica e carregada positivamente na
face externa da bicamada, quando h& algum disturbio nessa polaridade ocorre um
processo conhecido como despolarizagdo, geralmente isso ocorre quando ha um
influxo de ions carregados positivamente nas células por meio de canis ibnicos,
quando a polaridade € restaurada ocorre um processo conhecido como
repolarizacdo, que é geralmente devido ao impedimento do influxo de ions positivos
e a abertura de canais para potassio dependente de voltagem levando a um efluxo
deste ion seguindo o seu gradiente eletroquimico, restabelecendo o potencial de
repouso da membrana plasmética. Uma das fun¢cbdes mais marcantes dos canais
para potassio é a manutengdo do potencial de membrana no repouso de todas as
células, sejam elas excitaveis ou ndo. No entanto & medida que os estudos acerca
destes canais se intensificam, novas fungfes sao atribuidas a eles (HILLE, 2001).

Tem sido relatado que mais de 75 genes em mamiferos codificam
subunidades de canais para potassio, sendo assim eles sédo considerados a familia
de canais idnicos mais diversificados (JENKISON, 2006). Todo canal para potassio
tem uma regido altamente conservada de aminoacidos, contendo a seguinte
seqiéncia de residuos de aminoacidos: Tre-X-X-Tre-X-Gli-Tir-Gli-Asp, esta
seqliéncia, que € conhecida como “assinatura do canal’ e est4 presente na alca P
entre o segmento S5 e S6 (Fig. 2B). A sequéncia Ter-X-Gli-Tir-Gli é o filtro de

seletividade do canal e é repetido nas quatro subunidades principais que formam o
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canal para potéssio. O X das sequéncias acima representa um aminoacido qualquer.
A estrutura destes canais consiste de quatro subunidades protéicas denominadas de
a, que em conjunto formam o poro pelo qual o K* flui. Estas subunidades a se
encontram associadas a subunidades auxiliares B. A atividade dos canais para
potassio pode ser regulada por voltagem, calcio e por neurotransmissores bem como
pela via de sinalizagdo que eles estimulam (ALEXANDER et al, 2006).

Existem muitas formas de classificar estes canais, dessa forma, se tem a
classificagdo quanto as suas propriedades biofisicas, farmacoldgicas e quanto ao
gene que o codificam, dentre outras. Vamos adotar aqui a classificagdo segundo o
ndmero de dominio transmembranares da subunidade a. Seguindo esta
classificacdo os canais para potassio estdo classificados atualmente em cinco
principais familias: a familia 2TM (dois dominios transmembranares), 4TM (quatro
dominios transmembranares), 6TM (seis dominios transmembranares), 7TM (sete
dominios transmembranares) e 8TM (oito dominios transmembranares) (HILLE,
2001). Cada familia possui varios subgrupos os quais podem ser visto na figura a

seqguir (Fig.1).
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Figura 1: Arvore filogenética dos canais para K*. Fonte: YU
& CATTERALL, 2004.
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Os canais para potassio que sado sensiveis a voltagem sdo denominados K,.
Estes canais sdo formados por quatro subunidades do tipo a, geralmente associada
a subunidades auxiliares do tipo B. As subunidades do tipo a dos K, possuem seis
dominios transmembranares (S1-S6) e os dominios C e N terminal estdo localizados
na regido citoplasmatica. A regido do poro é formada pelos seguimentos S5 e S6,
enquanto que o seguimento S4 € considerado o sensor de voltagem destes canais.
Este seguimento é composto por aminoacidos carregados positivamente. O
deslocamento deste seguimento frente a uma mudanga no potencial da membrana
plasmatica leva a uma mudanca conformacional do canal que passa para o estado
aberto (Fig. 2C) (MILLER, 2000; BURG et al., 2006). Nas células excitaveis, estes
canais sdo responsaveis pelos processos de repolarizacdo e hiperpolarizagéo

(quando o potencial de membrana atinge potenciais muito negativos, abaixo de seu
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potencial de repouso). Alguns estudos também apontam para uma participacao
destes canais em processos como apoptose e proliferagdo celular (SZBO et al,
2004; LANG et al., 2005; BURG et al., 2006).

A associacdo com subunidades auxiliares do tipo B faz com que o canal se
torne totalmente funcional. Esse tipo de associacdo também contribui para uma
diversificagdo destes canais, uma vez que as subunidades do tipo B influenciam nas
propriedades fisiologicas bem como nas propriedades farmacoldgicas dos canais
para potassio dependente de voltagem. Por exemplo, muitos K, podem ser
regulados oxidativamente e isto pode ocorrer por meio de dominios de cisteina
presente na extremidade amino-terminal das subunidades  (JENKISON, 2006).

Estudos sobre a regulacédo farmacoldgica dos K, vém se intensificando devido
ao papel fundamental que eles desempenham na fisiologia celular. O conhecimento
sobre a biofisica, estrutura e modulacdo da atividade destes canais, visam auxiliar
no tratamento de patologias decorrentes de alteragdo no funcionamento dos

mesmos.

1.2. O canal para potassio, apoptose e prolifera¢éo celular

A ativagcdo de canais para K* dependentes de voltagem (K,) é geralmente
associada ao controle do potencial de membrana e a taxa de repolarizagdo depois
de um potencial de acdo em células excitaveis, como se observa nas células
cardiacas, neuronais e musculares. Contudo inimeros estudos tém demonstrado
que os K, estdo envolvidos no processo de morte celular programada, a apoptose
(SZBO et al, 2004; LANG et al., 2005; BURG et al., 2006).

Apoptose é um termo morfolégico que foi cunhado em 1974 por Kerr et. al,
quando estes observaram mudancas morfolégicas nas células em processo de
morte que eram totalmente diferentes daqueles de células que passavam pelo
processo de necrose e especularam que estas mudangas morfologicas estariam
associadas a um tipo de morte espontanea (TAKEMURA et al.,, 2006). Hoje a
apoptose, também conhecida como morte celular programada, € um mecanismo
fisiologico de extrema importadncia para a homeostasia celular, participando de

processos fisiolégicos, como no desenvolvimento embrionério, em respostas do
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sistema imune e na eliminacao de células potencialmente prejudicais ao tecido, além
de limitar o crescimento celular desgovernado (TAKEMURA et al., 2006; BURG et
al., 2006; LANG et al., 2005). Quando ha algum tipo de alteragdo no processo de
apoptose, a homeostasia celular é quebrada e se instalam quadros patolégicos
como doengas auto-imunes, neurodegenerativas e cancer (TAKEMURA et al., 2006;
BURG et al., 2006).

Apoptose e necrose sdo dois mecanismos de morte celular distintos, tanto em
termos morfolégicos como funcionais. Durante o processo de apoptose, a célula
encolhe, o citoplasma se condensa, tornando a célula multilobulada e depois ocorre
fragmentag&o. Os fragmentos ficam envoltos pela membrana plasmatica e passam a
ser chamados de corpos apoptéticos os quais sédo fagocitados por macréfagos ou
células vizinhas. O material nuclear também se condensa, ficando preso a
membrana nuclear, a cromatina assume uma forma de ferradura de cavalo ou de lua
crescente e por fim sofre fragmentacdo (KLAASSEN & WATKINS, 2001;
TAKEMURA et al., 2006). Durante o processo de necrose, a célula e suas organelas
incham e desintegram. A lise da membrana plasmatica causa um processo
inflamatdrio no local (KLAASSEN & WATKINS, 2001) (Fig. 3).

Reagdo Reagéo ndo

inflamatdria inflamatéria

Figura 3: Diferencas morfolégicas
entre a morte celular por apoptose e

NnNnr nNnanrrncn CAanta: MNaAdifinradAa Ada
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Proliferagéo celular e apoptose s&o dois mecanismos celulares controlados
por canais idnicos que atuam na sinalizagcdo destes dois processos (LANG et al.,
2005; BURG et al., 2006). A proliferagéo celular leva ao aumento de volume da
célula enquanto que a apoptose leva ao murchamento. Mudancga no volume celular
requer a participagdo de transporte ibnico através da membrana, incluindo o
transporte de ions cloreto (Cl) e potassio (K*) (LANG et al., 2005). Ativacdo de
canais anionicos durante o processo de proliferacdo celular foi demonstrada em
alguns estudos (SHEN et al., 2000; NILIUS & DROOGMANS, 2001; VARELA et al.,
2004) enquanto que outros demonstraram que bloqueadores destes canais inibiram
0 processo de proliferagdo celular (SHEN et al., 2000; WONDERGEN et al., 2001;
JIANG et al, 2004). Possivelmente, durante o processo de sinalizacdo de
proliferac@o celular é necessario um estado transiente de murchamento da célula
que pode requerer a ativagdo de canais para CI. Normalmente, o CI intracelular esta
acima de seu equilibrio eletroquimico e a ativacdo de canais para Cl leva a um
efluxo desse ion e uma conseqiente despolarizagdo da membrana celular, tal
despolarizacdo leva a ativagdo de canais para K' dependentes de voltagem,
ocasionando uma perda de ions K*. Uma baixa concentrago intracelular de ions K*
pode favorecer em parte a morte celular por apoptose. A mudanca de potencial de
membrana ocasionada pela saida de fons K*, favorece a entrada de ions ca®
através dos canais para célcio dependentes de voltagem. O Ca?" intracelular pode
ativar tanto mecanismos de proliferagéo celular como pode estimular enzimas que
executam a apoptose (LANG et al., 2005).

Tanto a proliferagdo celular quanto apoptose, envolve em algum ponto a
ativacdo de canais para CI, canais para K* e canais para Ca®*, bem como os seus
respectivos inibidores tém se destacado por interferir em ambos os mecanismos
celulares, dependendo do tipo celular, da regulagdo que o micro ambiente exerce
sobre a célula e da condicdo que a célula se encontra. A decisédo se a célula ira
passar por um processo de proliferacdo ou de morte por apoptose depende da
maghitude e da organizagéo temporal da entrada de Ca®', além do estado funcional
da célula (LANG et al., 2005).

O papel dos canais para potassio no processo de apoptose é ainda

conflitante (LANG et al., 2006). O canal para potassio dependente de voltagem
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Ky1.3 € um dos canais envolvidos no processo de apoptose mais bem
caracterizado (SZABO et al., 2004). Em células Jurkat, uma inibigéo rapida deste
canal leva estas células a entrarem em apoptose quando elas sdo tratadas com
CD95 ou ceramida (BOCK et al.,, 2003; HOLMES et al., 1996). Ja em linf6citos
deficientes de K,1.3 ou qualquer outro canal para potassio houve uma corrente
compensatoria de ions CI" e nenhum defeito no processo de apoptose (KONI et al.,
2003). Em neurdnios granulares do cerebelo de rato, tratados com 4-aminopiridina,
um bloqueador classico de canais para potédssio, houve uma prevengdo do
processo de apoptose nestas células (HU et al., 2006).

E claramente necessario mais estudos acerca do complexo papel dos canais

idnicos nos processos de apoptose e proliferagéao celular.
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1.3. O canal para potassio K,1.3

O K,1.3 é um canal para K* sensivel a voltagem, isolado de um mutante de
Drosophila conhecido como “Shaker”. Este canal é largamente expresso no sistema
imune e no sistema nervoso central (PANYI et al., 2004), mas pode ser encontrado
em células renais, hepéticas e do musculo esquelético (XU et al., 2004). Varios
estudos indicam que este canal est4 envolvido em processos de estimulagdo de
linfocitos T, doencas auto-imunes, apoptose, regulagdo do volume celular e na
captacao de insulina (RUS et al., 2005). Devido a larga expresséo desse canal no
sistema imune, principalmente nos linfécitos do tipo T, a busca por inibidores
especificos do canal K,1.3 para uso terapéutico tem se intensificado. Inibidores do
K,1.3 impedem a ativacdo e proliferagdo dos linfocitos T ajudando no tratamento de
doengas como a esclerose multipla (PANYI et al., 2004; PANYI, 2005).

Este canal € um tetrAmero composto por subunidades a idénticas. Cada
subunidade é composta por seis dominios transmembranares (6TM). A alca
extracelular entre o seguimento S5 e S6 de cada subunidade a é responsavel pela
formacdo da regio do poro. O seguimento S4, composto por aminodcidos
carregados positivamente, € o sensor de voltagem deste canal (Fig. 2). O canal é
ativado em potenciais de membrana entre -50mV e -60mV, com a probabilidade de
abertura aumentando com a despolarizagdo da membrana plasmatica. Durante
longos periodos de despolarizacdo o canal K,1.3 entra em um estado inativado de
ndo condutancia do qual se recupera em 10s mesmo em potenciais de membrana
tdo negativos quanto -120mV (PANYI et al., 2004; PANYI, 2005). Também tem sido
relatado que as propriedades biofisicas deste canal sdo alteradas pelas subunidades
auxiliares do tipo B (VINCENTE et al., 2005).

Os canais para potassio que fazem parte da familia “Shaker”, possuem dois
tipos distintos de mecanismos de inativagdo (PANYI, 2005): a inativagcdo do tipo N,
onde o canal em seu estado aberto é fechado por uma “bola” formada pela
terminacdo amino citoplasméatica (HOSHI et al.,1990) e uma inativagéo do tipo P/C.
O canal K,1.3 é inativado via mecanismo do tipo P/C, que é conhecido também por
inativacdo do tipo lenta (PANYI et al., 2004; PANYI, 2005). A inativacao do tipo P
consiste no fechamento do portado extracelular (portédo P) e do poro, levando o canal

a um estado ndo condutivo (STARKUS et al, 1997), logo em seguida inicia-se a
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inativacdo do tipo C, onde ocorre uma mudangca conformacional estabilizando o

estado ndo condutivo e os sensores de voltagem (OLCESE et al., 1997).

1.4. Sapogeninas

Sapogeninas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Os
esterdides ou terpenos que fazem parte da estrutura das sapogeninas dao a elas
uma caracteristica lipofilica, enquanto que os glicosideos conferem a elas um caréter
hidrofilico (SIMOES et al., 2004). Por conta desta estrutura anfifilica, as sapogeninas
sdo capazes de formar complexos com esterbides, proteinas e lipidios de
membrana, o que confere a essas substancias vérias propriedades biolégicas,
dentre as quais podemos destacar a agdo das sapogeninas sobre a membrana
plasmética. As sapogeninas alteram a permeabilidade da membrana plasmética bem
como causam a sua destruicdo (SIMOES et al., 2004). Sapogeninas de origem
vegetal tém sido largamente descritas devido a suas propriedades farmacoldgicas.
Dentre elas podemos citar as atividades hipocolesterolemica, antidiabética,
antioxidante, antialérgica e anti-HVI (MELO et al., 2004). Além dessas atividades,
muitas destas sapogeninas induzem apoptose, considerada um dos mais
importantes processos responsaveis pela morte celular em varios eventos
fisiologicos (TROUILLAS et al., 2005). As sapogeninas também sdo componentes
importantes na agdo de muitas drogas de origem vegetal, dentre elas podemos
destacar aquelas que séo utilizadas tradicionalmente como expectorantes (Polygala
senega L.; Primula veris L. e Herdera helix L.) e diuréticas (Herniaria glabra L. e
Betula pendula Roth), porém o seu mecanismo de a¢do ainda nao foi elucidado
(SIMOES et al., 2004).

As sapogeninas esteroidais neutras sdo encontradas em monocotiledoneas
principalmente nas familias Liliaceae, Dioscoreaceae e Agavaceae. Nas
dicotiledbneas, a ocorréncia delas € rara sendo mais especificamente encontradas
nos géneros Digitalis e Trigonella. Ja& as sapogeninas esteroidais bésicas séo
encontradas principalmente no género Solanum (SIMOES et al., 2004).

A diosgenina (Fig. 4) é uma sapogenina esteroidal neutra (SIMOES et al.,

2004). Ela é frequentemente encontrada em plantas do género Dioscorea e tem sido
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largamente utilizada pela induUstria farmacéutica na produgdo de horménios
esteroidais, tais como estrégeno, cortisol e aldosterona (MAKER et al., 1940).
Diosgenina altera o ciclo celular, induzindo apoptose em diferentes linhagens
celulares de cancer humano (MOALIC et al.,, 2001; LEGER et al.,2004). Além do
mais, diosgenina foi o indutor de morte celular mais efetivo quando comparado a
duas outras sapogeninas, 0 acetato de hecogenina e a tigonenina, na linhagem
celular de osteossarcoma humano 1547 (CORBIERE et al.,, 2003). Diosgenina
também causou um relaxamento da artéria coronaria, via sinalizagdo da proteina
quinase G e promoveu ativacdo dos canais para potassio de grande condutancia
ativados por calcio (BK¢a) de células arteriais musculares lisas (AU et al., 2004).
Também ocorreu estimulacao da atividade dos BK.; em células neuronais HCN1A
(WANG et al., 2005).

O acetato de hecogenina (Fig. 4) é uma sapogenina esteroidal neutra
encontrada em plantas do género Agavae (SIMOES et al., 2004) e é considerado um
indutor de morte celular (CORBIERE et al., 2003; TROUILLAS et al., 2005).

A solasodina (Fig. 4) € uma sapogenina esteroidal bésica, encontrada em
espécies do género Solanum. Este tipo de sapogenina também é conhecido como
alcal6ides esteroidais de origem vegetal. A maioria dos alcaldides esteroidais é
toxica, pois atuam como mecanismo de defesa de muitos organismos, a exemplo
disso temos a batrachotoxina (BTX) e da veratridina que séo ligantes especificos
de canais para de sédio e que causam despolarizagdo das membranas neuronais e
musculares. Além disso, muitos deles sdo teratdgenos e causam intoxicacdes
agudas se ingeridos em doses altas (SIMOES et al., 2004). Muitos estudos acerca
da arquitetura e funcionamento dos canais ibnicos vieram de estudos
farmacoldgicos realizados com toxinas que s&o ligante-especificas e de alta
afinidade. Estas toxinas podem ser de origem vegetal, animal ou quimica. A
tetrodotoxina (TTX) e a saxitoxina (STX) foram ferramentas farmacolégicas de
grande valor nos primeiros estudos realizados com canais idnicos, ambas as
toxinas sdo de origem animal e apresentam uma especificidade por canais para
sédio dependentes de voltagem (HILLE, 2001).

As atividades farmacoldgicas relatadas para a solasodina sdo: indutor de
morte celular (TROUILLAS et al., 2005), possuir efeitos antiproliferativos (LEE et
al., 2004) e antifungico (YAO et al., 2000), inibidor da atividade do receptor de
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multidroga em linhagem cancerigena humana (LAVIE et al., 2001) e alteragédo o

comportamento sexual de ratos (SCHWARZ et al., 2005).
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Figura 4: Estrutura quimica das sapogeninas esteroidais. Logo acima no
canto esquerdo temos a estrutura quimica da Diosgenina, uma sapogenina
esteroidal neutra, a direita temos a Solasodina, uma sapogenina esteroidal

basica, também conhecida como alcaléide esteroidal, e abaixo o Acetato de
Hernnenina A/R/C/D renrecentam n niiclen ecternidal destac c<annneninac
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2. JUSTIFICATIVA

O canal K,1.3 é comumente expresso em células do sistema imune e esta
envolvido em vérios processos como a estimulacdo de linfécitos T, doengas auto-
imunes e apoptose. Ndo menos importante € o estudo de compostos de origem
vegetal que vem contribuindo na busca de novos farmacos ou até mesmo de novas
ferramentas farmacoldgicas, que tem sido de grande utilidade no esclarecimento
acerca do funcionamento de canais ibnicos. Dessa forma, foi avaliado neste trabalho
o efeito citotoxico das sapogeninas: diosgenina, solasodina e acetato de hecogenina
sobre a linhagem celular L929 Estes compostos sédo bastante conhecidos na
literatura por induzirem apoptose celular sendo ainda desconhecido o seu efeito
sobre essa linhagem. Também foi avaliado o efeito das mesmas sapogeninas sobre

o canal K,1.3 expresso permanentemente nessas células.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Verificar a agéo citotdxica das sapogeninas: diosgenina, solasodina e acetato

de hecogenina em fibroblastos da linhagem L929, bem como verificar a atividade

destes compostos sobre o canal K,1.3 expresso permanentemente nesta linhagem

celular.

3.2. Objetivos especificos

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

3.3.5.

3.3.6.

3.3.7.

Verificar a citotoxicidade e a percentagem de inibicdo da viabilidade
celular causada pela diosgenina nas células L929 por meio ensaio de
citotoxicidade do MTT;

Verificar a citotoxicidade e a percentagem de inibicdo da viabilidade
celular causada pela solasodina nas células L929 por meio ensaio de
citotoxicidade do MTT;

Verificar a citotoxicidade e a percentagem de inibicdo da viabilidade
celular causada pelo acetato de hecogenina nas células L929 por meio
ensaio de citotoxicidade do MTT;

Comparar as ECsg das substéancias testadas;

Verificar se a diosgenina tem alguma ac¢&o sobre o K,1.3 expressos
nas células L929;

Verificar se a solasodina tem algum efeito sobre o K,1.3 expressos nas
células L929;

Verificar se o acetato de hecogenina tem algum efeito sobre o K,1.3

expressos nas células L929.
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4. METODOLOGIA

4.1. Lista de reagentes

e DMEM (Cultilab, Brasil);

e SFB (Cultilab, Brasil);

e Estreptomicina/Penicilina (Cultilab, Brasil);
e MTT (Amershan, EUA);

e Tripsina (Amershan, EUA);

e Azul de Tripan (P.A.);

e 4-Aminopiridina (Sigma, EUA);
e Quabaina (Sigma, EUA);

e EDTA (Sigma, EUA);

e HEPES (Sigma, EUA);

e EGTA (Sigma, EUA);

e DMSO (Vetec, Brasil);

¢ NaCl (Vetec, Brasil);

e NaOH (Vetec, Brasil);

e KCI (Vetec, Brasil);

e KOH (Vetec, Brasil);

e CaCl; (Vetec, Brasil);

e MgCl; (Vetec, Brasil);

e Glicose (Vetec, Brasil).

4 .2. Cultivo celular

As células L929 (Fig. 5) (CCL-1, American Type Culture Colection), sédo
fibroblastos de ratos, que foram geneticamente modificados para expressarem

permanentemente o canal para potassio dependente de voltagem K,1.3. Esta
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linhagem celular foi cedida gentilmente pelo Dr. Jader dos Santos Cruz (Instituto de
Ciéncias Biolégicas/Universidade Federal de Minas Gerais).

Estas células foram cultivadas até atingirem 90% de confluéncia em garrafas
de cultivo celular (25cm?) estéreis, contendo meio de cultura DMEM alta glicose
(Cultilab, Brasil) suplementado com HEPES 5mM, bicarbonato de sédio, antibiéticos
(estreptomicina e penicilina) e 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Cultilab,
Brasil). O cultivo dessa linhagem celular foi feito em uma estufa de cultivo celular
(Sanyo CO; Incubator, modelo COM-15A, Japao) em atmosfera de 5% de CO; e a
uma temperatura de 37°C. Ao atingirem a confluéncia, as células foram soltas por
tripsinizacdo. Este processo consiste em soltar as células usando uma solugéo
contendo: tripsina 0,25%; EDTA 0,5mM; PBS 250mM; Tripsina 0,25%; pH=7,4
ajustado com NaOH. Logo apés, as células foram ressuspendidas em meio de
cultura e semeadas em placas de 96 pocos de fundo chato estéreis para os ensaios
de citotoxicidade e/ou garrafas de cultivo celular para a manutencéo da cultura. Para
0s experimentos de eletrofisiologia as células foram semeadas em placas de Petri
estéreis (40x10mm).

Todo material usado no cultivo celular foi estéril e descartavel. Os descartes
foram realizados em recipientes contendo agua sanitaria, detergente e agua, sendo

desprezados em um lixo biolégico apropriado.

Figura 5: Células L929. Pode ser visualizar nesta foto as
variacfes morfolégicas normais destas células cultivadas em
meio DMEM suplementado com SFB 10%. Aumento de 400
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4.3. Preparo das substancias teste

As sapogeninas, diosgenina, solasodina e acetato de hecogenina, utilizadas
em nossos experimentos foram cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. José Maria
Barbosa Filho (Laboratério de Tecnologia Farmacéutica/Universidade Federal da
Paraiba). Diosgenina, solasodina, acetato de hecogenina e ouabaina foram diluidos
em etanol. As solucdes estoque de cada uma delas foi feita na concentracdo de
1mM e a partir dessa solucdo estoque foram feitas as diluicbes em meio DMEM
estéril suplementado com 10% SFB. As diluicbes de 0,1uM; 1pM; 10uM e 100uM
foram filtradas e antes de serem utilizadas nos experimentos de citotoxicidade. Para
0s experimentos de eletrofisiologia a diluicdo de 10uM para cada substancia testada
foi feita na solugdo de banho. Estas diluicdes também foram filtradas antes de
serem inseridas no sistema de perfusdo. O percentual de etanol nas diluigdes finais
nédo passou de 10%. Para a 4—aminopiridina (4-AP) foi feita uma solugéo estoque de
50mM em PBS, esta solugcdo estoque foi diluida em 10 vezes em meio DMEM
estéril suplementado com 10% de SFB e filtrada antes de ser utilizada nos ensaios

de citotoxicidade.

4.4. Contagem do numero de células viaveis

As células L929 foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio DMEM estéril
suplementado com 10% de SFB. Foi retirada uma aliquota de 50pl da suspenséo e
esta aliquota foi diluida em 50pul do reagente Azul de Tripan a 1%. O reagente Azul
de Tripan é excluido do citoplasma de ceélulas viaveis, ficando coradas de azul
aquelas células que néo estdo viaveis. A contagem do numero de células viaveis por
ml de suspenséao foi feita em uma camera de Neubauer. O namero total de células

viaveis na suspensdo original foi calculado da seguinte maneira: n° de células

38



vidveis x 10% x fator de diluicdo/nimero de quadrantes contados (PERES &
CURI, 2005).

4 5. Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade utilizado foi o ensaio do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difeniltetrazdlio brometo] (MOSMANN, 1983). Para este ensaio as células
L929 foram contadas e a concentragéo de células foi ajusta para 1x10° células por
po¢o em seguida foram semeadas em placas de 96 pogos de fundo chato estéreis.

Diosgenina, solasodina e acetato de hecogenina foram adicionados aos
pocos em triplicata, em diferentes concentracdes. As concentragbes testadas para
cada substancia foram 0,1pM; 1uM; 10uM e 100uM. A ouabaina (Fig. 6) foi usada
como controle positivo, por ter uma estrutura quimica semelhante as das
sapogeninas em estudo e por causar morte celular via blogueio da Na'/K* ATPase.
As concentracdes testadas foram: 0,1uM; 1pM; 10uM e 100pM. O periodo de
incubacéo foi de 24h, na estufa de cultivo celular. A ouabaina também foi adicionada
em triplicata aos pogos por 12h, apds este tempo de pré-incubacéo foi adicionado

diosgenina e solasodina 100uM por mais 24h.
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Figura 6: Estrutura quimica da ouabaina.
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A 4-AP, um bloqueador de canais para potassio, foi testada na concentragédo
de 5mM e o periodo de incubagéo foi de 48h, em estufa de cultivo celular. As células
L929 também foram pré-incubadas com 4-AP 5mM por 24h, logo apo6s foi adicionado
diosgenina (100pM) e solasodina (100puM) em triplicatas por mais 24h.

Ao término do periodo de incubagdo, os pogos foram lavados
cuidadosamente com PBS estéril e foi adicionado MTT (5mg/ml) em cada poco.
Apos 4h, foi adicionado DMSO (Dimetil sulféxido) para a solubilizag@o dos cristais de
formazam. As placas foram mantidas sobe leve agitagdo em um agitador de placas
(CERTOMAT MO, B. Braun, Biotech Internacional, Alemanha) a 100 r.p.m. durante
20 minutos. Logo apos, as placas foram levadas a um leitor de placas (BIO-RAD
modelo 550, Japéo) e a absorbancia foi medida em 570nm (Esquema 1).

Foram feitas trés repeticbes para cada experimento em dias diferentes. Os
dados obtidos com os ensaios de citotoxicidade foram analisados através do teste
estatistico One-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Os resultados foram
expressos como a media das densidades opticas (DO) e considerados significantes
se p<0,05. O programa utilizado para a andlise estatistica desses dados, bem como
para a construcdo dos gréficos foi o “GraphPad Prism 4”.

A percentagem de inibigdo da viabilidade celular causada pelas substancias
testadas foi calculada segundo a equacao: A-B/A*100, onde A= a densidade Optica
dos pocos controles e B= densidade 6ptica dos pogos experimentais. A partir destes
dados obtidos também foi feita uma curva de dose-dependéncia e a ECsy de cada
substéncia testada foi determinada pela seguinte equagao: Ena*X/(ECso+X), onde
Emax= efeito maximo de inibicdo do crescimento celular, ECsp= concentracdo
necessaria da substancia testada para se ter 50% do efeito esperado e X= as

concentragdes testadas para cada substancia (0,1uM; 1uM; 10uM e 100uM).
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7 Substancias Lavagem com PBS

\ teste estéril -
\. Incubagac na o
=S estufa de —
cultivo por > MTT
24h/48h 5mg/ml
Incubagéac na
estufa de cultivo
por 4h
Leitura das placas _

A=570 nm =
& Agitador de
- placas por 20 min EMsg

Esquema 1: Protocolo utilizado no ensaio de citotoxicidade do MTT.
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4.6. “Patch clamp”

Para medic&do das correntes de K* do canal K,1.3, foi utilizada a técnica de
“Patch clamp” (HAMILL et al., 1981). As ceélulas L929 foram tripsinizadas,
ressuspendidas e semeadas em placas de Petri estéreis (40x10mm). Apés 30
minutos (periodo de adesdo das células as placas de Petri) em estufa de cultivo
celular, as placas foram levadas a um microscépio invertido (Olympicus, Japdo) para
medicdo das correntes de K'. Junto a este microscopio havia micromanipuladores,
onde eram acopladas as micropipetas, uma para leitura de correntes e outra para a
perfuséo das substancias teste. Toda esta plataforma se encontrava montado sobre
uma mesa anti-vibratéria e o sistema isolado por uma gaiola de Faraday. O “holder”
acoplado ao micromanipulador cuja micropipeta fazia a leitura das correntes estava
conectado um amplificador (EPC-9 da HEKA Instruments, Alemanha), que por sua
vez encontrava-se conectado a uma placa conversora analogica digital (A/D) e esta
a um computador. A taxa de converséo do sinal foi de 10kHz.

As micropipetas de vidro foram feitas em um puxador de pipetas (modelo PP-
830 Narishige, Japao), utilizando-se capilares de vidro comum. A resisténcia de cada
micropipeta variou de 1 a 3MQ (Fig. 7). Cada micropipeta continha uma soluc¢éao
interna cuja composi¢cdo era: KClI 130mM; EGTA 5mM; HEPES 5mM; pH=7,3
ajustado com KOH. As células L929 ficavam banhadas em uma solugédo de banho
composta por: NaCl 140mM; KCI 5mM; MgCl, 0,5mM; CaCl, 2mM; HEPES 5mM;
Glicose 10mM; pH=7,3 ajustado com NaOH. As células que tiveram uma resisténcia
de selamento inicial menor que 1GQ foram desprezadas. A configuragdo utilizada
em todos os experimentos foi a de “whole-cell”’, nesta configuracéo, apds a formacao
do selo de alta resisténcia, o gigaselo, que se forma ente as paredes de vidro do
microeletrodo com a membrana plasmatica, era feita uma pequena succ¢do que
rompia o fragmento de membrana preso dentro do microeletrodo, havendo assim
uma mistura da solugéo interna da pipeta com o conteudo citoplasmatico (Fig. 8).
Diosgenina, solasodina e acetato de hecogenina a 10uM foram perfundidos no fluxo
de aproximadamente 450 pl/min. O potencial de membrana foi mantido a -80mV. O
protocolo de pulso utilizado foi o seguinte, era aplicado um pré-pulso de -120mV
durante um segundo, para garantir que todos os canais entrassem em um estado

inativado, logo em seguida era aplicado um pulso de +60mV por mais um segundo,
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neste potencial os canais K,1.3 sdo ativados. As leituras das correntes totais de K*
foram realizadas em um computador e o programa utilizado na aquisicdo dos dados
foi o Pulse-PulseFit (Instrutech, Alemanha). Para a andlise estatistica destes dados
foram utilizados tanto o programa “Sigma Plot 2000” quanto o “GraphPad Prism 4”.
O teste estatistico aplicado foi o “teste t de student” e os dados foram considerados

estatisticamente significantes se p<0,05.

Figura 7: A plataforma de “Patch-clamp”. A) plataforma de “Patch
clamp”, composta por um microscopio invertido, micromanipuladores,
amplificador e computador onde eram realizadas as leituras das
correntes de K. O aparato estava montado sobre uma mesa anti-
vibratéria e o0 sistema isolado por uma gaiola de Faraday. B)
Microninetas de medicdo de correntes & esauerda e a direita
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Sucgéio

Whale-cell

Figura 8: “Whole-cell”. Foto mostrando a configuracdo de
“whole-cell” em células L929. Células de morfologia
arredondada foram utilizadas nos experimentos. Logo abaixo
pode ser visto um desenho esquematico desta configuragao,
apos a formacéo do gigaselo, era feita uma pequena succ¢ao
e o fragmento de membrana rompido, logo apds a solucéo
interna da pipeta se mistura como o citoplasma. Aumento de
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaio de citotoxicidade

Diosgenina e solasodina quando incubadas por 24h, causaram uma reducao
significativa na viabilidade celular dos fibroblastos L929 a partir da concentracdo de
1puM (Graf. 1 e 2).
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Gréafico 1. Efeito da diosgenina sobre a viabilidade de
células L929. As barras representam a média das densidades
Opticas + e.p.m de um n=3.*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

45



W &

k& %k

=

D01=5?[Inm
o o o o o o
M OWw R oo~
[ [l [l 1 [ |

=
—
i

o
(=]
L

S & &S

Grafico 2: Efeito da solasodina sobre a viabilidade
de células L929. As barras representam a média das
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No entanto, o acetato de hecogenina e a ouabaina quando incubados por 24h
causaram uma reducdo significativa na viabilidade celular dos fibroblastos L929

apenas na concentracao de 100uM (Graf. 3 e 4).
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Gréfico 3: Efeito do acetato de hecogenina sobre a
viabilidade de células L929. As barras representam
a média das densidades Opticas + e.p.m de um
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Gréfico 4: Efeito da ouabaina sobre a viabilidade
de células L929. As barras representam a média
das densidades opticas + e.p.m de um n=3.*p<0,05.
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O etanol ndo causou perda da viabilidade celular dos fibroblastos L929,

quando incubado por 24h. O percentual maximo de etanol utilizado em nossas

diluicdes foi de 10% (Graf. 5)
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Grafico 5: Efeito do etanol sobre a viabilidade de
células L929. As barras representam a média das
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Diosgenina (Graf. 6) e solasodina (Graf. 7) causaram redugéo da viabilidade
celular dos fibroblastos L929 de maneira concentracdo-dependente, exceto o
acetato de hecogenina (Graf. 8) e ouabaina (Graf. 9). Os valores médios para ECs
foram 0,34 £ 0,20 pM para diosgenina e 4,17 + 2,06 pM para solasodina. Para o
acetato de hecogenina e para a ouabaina nédo foi possivel ser determinado um valor
para ECso. Estes valores de ECso ndo atingiram significancia estatistica quando

aplicado o teste “t de student”.
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Grafico 6: Curva dose-efeito diosgenina. Este grafico foi
construido de acordo com a seguinte equacao Ema*X/(ECso+X), onde
Emax= efeito maximo de inibicdo do crescimento celular, ECso= a
metade da concentragdo necessaria da substancia testada para se
ter 50% do efeito esperado e X= as concentracdes testadas para
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Grafico 7: Curva dose-efeito solasodina. Este grafico foi
construido de acordo com a seguinte equacao Ema*X/(ECsotX),
onde Ema= efeito maximo de inibicdo do crescimento celular, ECso=
a metade da concentracdo necessaria da substancia testada para
se ter 50% do efeito esperado e X= as concentracdes testadas para
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Gréafico 8: Curva dose-efeito acetato de hecogenina. Este gréfico foi
construido de acordo com a seguinte equacao Ema*X/(ECsotX), onde
Emax= efeito maximo de inibicdo do crescimento celular, ECso= a metade
da concentragdo necesséria da substancia testada para se ter 50% do

efeito esperado e X= as concentragOes testadas para cada substancia
(N 1M 1M 100M a2 10NMY  Ne dadne faram nhtidne a nartir da
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Grafico 9: Curva dose-efeito ouabaina. Este gréafico foi
construido de acordo com a seguinte equacao Ema*X/(ECso+X),
onde Ens= efeito maximo de inibicdo do crescimento celular,
ECso= a metade da concentracdo necessaria da substancia
testada para se ter 50% do efeito esperado e X= as
concentragdes testadas para cada substancia (0,1pM; 1uM;

Quando os fibroblastos L929 foram incubados com 4-AP (5mM), um
bloqueador de canal para potédssio, por 48h houve uma pequena reducao

significativa da viabilidade celular (Graf. 10 A).
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Grafico 10: Efeito da 4-AP sobre a viabilidade dos fibroblastos L929.
A) Reducéo da viabilidade celular durante a incubagéo com 4-AP por 48h.
B) Co-incubacdo de 4-AP com diosgenina e solasodina em fibroblastos

L929. As barras representam a média das densidades 6pticas + e.p.m de
1im n=2 NINS=dincnenina’ SNI =<nlacndina
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Quando os fibroblastos L929 foram pré-incubados com 4-AP (5mM) por 24h
e depois incubados com diosgenina (100uM) e solasodina (100uM) por mais 24h,
ndo houve reducao significativa da viabilidade celular (Graf. 10 B).

A tabela 1 mostra o percentual de inibicAo da viabilidade celular dos
fibroblastos L929 causado por todas as substancias testadas por meio do ensaio de
citotoxicidade, redugdo do MTT. O percentual médio de inibicdo do crescimento foi
calculado a partir de uma amostragem igual a trés, seguindo a equagéo A-B/A*100,

(ver métodos).
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Tabela 1: Percentual médio de inibicdo da viabilidade celular dos

Diosgenina OpM 0,1uM 1uM 10uM 100puM
% * e.p.m 0 7,37 = 22,63 + 17,40 = 39,27+
571 12,38 9,11 12,17
Solasodina ouM 0,1uM 1pM 10pM 100uM
% * e.p.m 0 0,58 + 10,80 = 14,65 + 24,25 +
0,58 3,20 7,36 12,41
Acetato de ouM 0,1uM 1pM 10pM 100uM
hecogenina
% + e.p.m 0 541 + 0,25+0,25 7,28+7,28 52,92 +
5,41 8,79
Ouabaina opM 0,1uM 1uM 10uM 100uM
% * e.p.m 0 9,74 + 29,84 + 16,12 + 41,13 +
1,21 16,18 11,50 24,05
4-AP OpM 5mM
% £ e.p.m 0 16,34 +
1,26
4-AP+DIOS/SOL  OpM 4-AP+DIOS 100uM 4-AP+SOL 100pM
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% + e.p.m 0 10,30 + 10,03

25,46 + 17,61

DIOS=diosgenina; SOL=solasodina; OU=ouabaina.
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5.2. Experimento Eletrofisiologico

Os fibroblastos L929 expressando permanentemente K,1.3 utilizados nos
experimentos para medicao total da corrente de potassio tiveram um componente
capacitivo lento de 22,75 + 2,8 pF uma resisténcia em série de 6,7 + 0,40 MQ
(n=10).

Como pode ser visto no Grafico 11, diosgenina 10uM quando aplicada na
face externa da membrana, ndo causou nenhum efeito na corrente de pico do K,1.3.
Acetato de hecogenina 10uM aplicado a face externa da membrana também né&o
causou nenhum efeito sobre as correntes de pico do K,1.3 (Graf. 12). A solasodina

10uM também néo causou reducéo da corrente de pico do K,1.3 (Graf. 13).
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Grafico 11: Efeito da diosgenina sobre o K,1.3. A) Registro da corrente
total de potassio em fibroblastos L929 antes e apds a aplicacdo de
diosgenina 10uM. C) Desenho do protocolo de pulso aplicado durante o
teste. B) Média das correntes de pico £ e.p.m na presenca e auséncia de
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Gréafico 12: Efeito do acetato de hecogenina sobre o K,1.3. A) Registro da
corrente total de potassio em fibroblastos L929 antes e ap6s a aplicacdo do
acetato de hecogenina 10uM. C) Desenho do protocolo de pulso aplicado
durante o teste. B) Média das correntes de pico + e.p.m na presenca e auséncia
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Grafico 13: Efeito da solasodina sobre o K,1.3. A) Registro da corrente
total de potassio em fibroblastos L929 antes e apds a aplicacdo de solasodina
10uM. C) Desenho do protocolo de pulso aplicado durante o teste. B) Média
das correntes de pico £ e.p.m na presenca e auséncia de solasodina 10uM,
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6. DISCUSSAO

O ensaio de citotoxicidade do MTT ¢é baseado na habilidade da
desidrogenase mitocondrial de células vidveis em quebrar os anéis de tetrazélio, que
dao uma cor amarela clara ao MTT, e formar cristais de formazam, que tém uma cor
azul escura. Os cristais de formazan sao exocitados, ficando aderido a membranas
celulares de células metabolicamente viaveis (LIU et al., 1997). Estes cristais sdo
solubilizados na presenca de detergente e o nimero de células vivas é proporcional
ao formazam formado. Sendo assim, podemos dizer que as sapogeninas esteroidais
testadas (diosgenina, solasodina e acetato de hecogenina) sdo citotoxicas para
fibroblastos L929, pois causaram uma reducéo da viabilidade celular. Reafirmando
os dados da literatura sobre estas substancias serem indutoras de morte celular em
outras linhagens celulares (LAVIE et al., 2001; MOALIC et al., 2001; CORBIERE et
al., 2003; LEGER et al., 2004; TROUILLAS et al., 2005). A ouabaina (Fig. 6) é um
glicosideo cardiotdnico, cuja estrutura quimica se assemelha & das sapogeninas
(Fig. 4) aqui estudadas. Este gliosideo cardiotdnico é usado na terapéutica em
baixissimas concentragdes e seu mecanismo de agdo consiste no bloqueio da
Na'/K* ATPase, sendo o seu uso em altas concentracdes letal (SCHEINER-BORIS
& SCHONER, 2001; SIMOES et al., 2004). Porém, nenhum dado a cerca de sua
citotoxicidade sobre fibroblastos da linhagem L929 havia sido reportado e em nossos
estudos a ouabaina foi citotoxica para esta linhagem celular. Mesmo a ouabaina e
as demais sapogeninas aqui estudadas possuindo uma estrutura quimica
semelhante, elas ndo seguiram um mesmo padrdo de citotoxicidade, o que € um
indicio que elas estejam agindo por mecanismos de acao distintos.

No entanto, diosgenina e solasodina causaram uma reducgédo da viabilidade
celular de maneira concentragdo-dependente, enquanto que o0 acetato de
hecogenina ndo agiu desta maneira. A diosgenina demonstrou ser a mais citotoxica
das substancias testadas, pois necessita de uma baixa concentragdo para que
exerca 50% reducéo da viabilidade celular e isto é refletido pelo baixo ECsg calculado
para esta substancia que foi igual 0,34 + 0,20 pM. Apdés a diosgenina a substancia
mais citotoxica foi solasodina com um ECs0=4,17 + 2,06. N&o foi possivel determinar

um valor de ECs, para a ouabaina e para o acetato de hecogenina, uma vez que
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estes compostos ndo causaram reducdo da viabilidade celular de maneira
concentragao-dependente.

Varios estudos tém apontado para uma participacdo dos canais para
potassio dependente de voltagem (K,) no processo de morte celular. Dentre eles o
Ky1.3 tem sido o mais estudado. Mas, a forma como os K, estdo envolvidos nesse
processo ainda é controversa, sendo necessario mais estudos acerca do assunto
(SZBO et al, 2004; LANG et al., 2005; BURG et al., 2006). Para avaliar se o K,1.3
estava envolvido na reducéo da viabilidade celular de fibroblastos L929 expressando
este canal permanentemente, estas células foram co-incubadas com as sapogeninas
mais citotoxicas (diosgenina e solasodina) e com um bloqueador para o K,1.3, a 4-
AP (5mM), por 48h.

A 4-AP (5mM), um bloqueador classico para canal de potassio, ao ser
incubada com as células L929 por um periodo de 48h causou uma reducdo da
viabilidade celular das mesmas, mas ao ser co-incubada com as sapogeninas
diosgenina (100pM) e solasodina (100puM) ndo houve perda da viabilidade celular.

Frente aos dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade ainda verificamos se
estas sapogeninas possuiam alguma acdo direta sobre o canal K,1.3. Para isto,
utilizamos a técnica de “Patch-clamp”, na configuracéo de “whole-cell” para medi¢édo
das correntes totais de potassio. Diosgenina (10uM) e solasodina (10puM) causaram
reducao significativa da viabilidade celular no ensaio citotéxico do MTT, além de ser
uma concentracdo bem superior ao ECsy de cada substancia. Por estes motivos,
esta concentracdo foi aplicada a face externa da membrana. Diosgenina (10uM) e
solasodina (10uM) néo tiveram efeito na corrente de pico do K,1.3. Ja o acetato de
hecogenina 10uM, que nédo foi uma concentracao citotoxica no ensaio de reducdo do
MTT, também néo teve efeito na corrente de pico do K,1.3.

Ainda podemos especular que a diosgenina e a solasodina estdo se
difundindo pela membrana plasmética, pois elas apresentam uma estrutura anfifilica.
E sabido que, esta estrutura anfifilica das sapogeninas faz com que elas sejam
capazes de formar complexos com esterdides, proteinas e lipidios de membrana, o
que confere a essas substancias uma acdo direta sobre a membrana plasmatica,
alterando a permeabilidade e as vezes causam a destruicdo da mesma (SIMOES et.
al, 2004).

No caso da diosgenina é provavel que, além dela se difundir pela membrana

plasmética dos fibroblastos L929, ela pode estar causando morte celular por ativar
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uma via de sinalizagdo desconhecida, mas que necessita do K,1.3, uma vez que a
co-incubagéo com o bloqueador deste canal, a 4-AP (5mM), resultou na perda da
citotoxicidade tanto da diosgenina quanto do bloqueador. Porém, a diosgenina nao
age diretamente no canal como foi verificado no ensaio eletrofisiologico (Fig. 19).

O mesmo acontece para a solasodina, o efeito citotoxico foi anulado pela co-
incubacéo com 4-AP (5mM). Além do mais, solasodina também n&o causou reducéo
na corrente do K,1.3. Com isso podemos especular que a solasodina pode estar se
difundido pela membrana plasméatica, devido a sua estrutura quimica, e ativando
uma via de sinalizagédo desconhecida que leva a morte dos fibroblastos L929 e esta
via, assim como acontece para a diosgenina, é dependente da ativagdo do K,1.3 em

algum ponto (Fig. 19).
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Figura 19: Provavel mecanismo de acdo para a morte celular induzida pela
diosgenina ( “y¥ pelasolasodina( )em fibroblastos L929 expressando K,1.3.
M.E.=meio extracelular; M.l.=Meio intracelular.



6.1. Perspectivas

As perspectivas para esse trabalho sdo realizar experimentos de
fragmentagc@o de DNA, pois desta forma poderemos ter uma idéia de qual é a forma
de morte induzida pelas sapogeninas esteroidais em nosso modelo celular. Dessa
forma poderemos saber se a morte induzida por elas é por apoptose ou se por
necrose. Sendo assim, esclareceremos melhor se a participacdo do K,1.3 é
importante no processo de morte celular por apoptose, ja que ao dados da literatura
ainda sdo controversos acerca da participacdo dos canais para potassio
dependentes de voltagem neste mecanismo. Além disso, faz se necessério estudar
o comportamento do canal K,1.3 quando aplicamos as sapogeninas esteroidais na

face interna da membrana.
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7. CONCLUSAO

Diosgenina € citotdxica para fibroblastos L929 nas concentracfes de
1,10 e 100uM e essa citotoxicidade é dependente de concentragéo;

A solasodina é citotoxica para fibroblastos L929 nas concentracdes de
1,10 e 100uM e essa citotoxicidade é dependente de concentragéo;

O acetato de hecogenina é citotdxico para fibroblastos L929 apenas na
concentracdo de 100uM e essa citotoxicidade ndo é dependente de
concentracao;

A ouabaina é citotoxica para fibroblastos L929 na concentracdo de
100uM e essa citotoxicidade ndo é dependente de concentragéo;

A 4-AP (5mM) é citotdxica para fibroblastos L929;

A diosgenina 10uM néo alterou a corrente de pico do canal K,1.3 em
fibroblastos L929;

A solasodina 10uM néo alterou a corrente de pico do K,1.3 expressos
em fibroblastos L929;

O acetato de hecogenina 10uM né&o alterou a corrente de pico do K,1.3

expressos em fibroblastos L929.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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