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RESUMO 

 

O antimônio (Sb) é um metaloide presente na natureza, pertencente à família 15 da 

tabela periódica, utilizado pela indústria de metais e farmacêutica. Por seu uso nas 

indústrias, a disponibilidade do antimônio na sua forma trióxido (Sb2O3) no ambiente 

tem aumentado. Portanto existe a preocupação com a contaminação humana por 

inalação e ingestão. Os efeitos citotóxicos do Sb causam alterações metabólicas 

como resultado das reações químicas, sendo o aumento na produção de ROS e o 

estresse oxidativo, levando a morte celular. Há poucas informações sobre os efeitos 

do antimônio no organismo. Diante da falta de dados sobre o efeito do Sb para o 

sistema nervoso, o presente estudo avaliou a viabilidade de uma linhagem de 

origem neuronal, o neuroblastoma humano (SH-SY5Y), exposta a diferentes 

concentrações de trióxido de antimônio (Sb2O3). As células foram cultivadas com 

meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e sem SFB. Em 

cada condição utilizou se diferentes concentrações de Sb2O3 (128 - 0,0625µM). 

Avaliou-se ainda a viabilidade de fibroblasto murino (3T3) frente ao tratamento de 

Sb2O3 nas mesmas concentrações. A viabilidade dessas células foi avaliada 

utilizando o método do MTT, vermelho neutro e sulforodamina B. O Sb2O3 induziu 

aumento na viabilidade celular da linhagem de SH-SY5Y em concentrações de 0,25, 

0,125 e 0,0625 µM, além de levar a morte celular nas concentrações de 1 a 128 µM, 

efeitos verificados em 24, 48 e 72 h de exposição.  Em células 3T3, os resultados 

era semelhante ao de SH-SY5Y. Além disto, utilizou-se o antioxidante (NAC), 

analisando se haveria redução em efeitos induzidos pelo Sb2O3 nas células. Foi 

observado que o aumento da viabilidade quando células eram tratadas com as 

concentrações 0,0625; 0,125; 0,25 e 0,5 µM de Sb2O3 era revertido na presença de 

NAC. Também, linhagem SH-SY5Y foi induzida à diferenciação com ácido retinóico 

para verificar efeitos do metaloide na linhagem diferenciada. As células SH-SY5Y 

diferenciadas mostraram ser resistentes aos efeitos do Sb. Os resultados obtidos 

demonstram que diferentes concentrações de Sb2O3 induzem respostas celulares 

distintas. O uso de antioxidante e a diferenciação podem ser mecanismos 

promissores contra os efeitos tóxicos causados por exposição ao antimônio. 

 

Palavras-chave: Trióxido de Antimônio; Viabilidade Celular; Estresse Oxidativo; 

Antioxidante; Diferenciação celular. 



 
 

ABSTRACT 

 

Antimony (Sb) is a metalloid present in nature, belonging to the 15th family of the 

periodic table, used by the metal and pharmaceutical industry. Due to its use in 

industries, the availability of antimony in its trioxide form (Sb2O3) in the environment 

has increased. Therefore, there is concern about human contamination by inhalation 

and ingestion. The cytotoxic effects of Sb cause metabolic changes as a result of 

chemical reactions, with an increase in ROS production and oxidative stress, leading 

to cell death. There is little information about the effects of antimony in the body. 

Given the lack of data on the effect of Sb on the nervous system, the present study 

evaluated the viability of a cell lineage of neuronal origin, the human neuroblastoma 

(SH-SY5Y), exposed to different concentrations of antimony trioxide (Sb2O3). Cells 

were cultured with DMEM medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum 

(FBS) and without FBS. In each condition, different concentrations of Sb2O3 (128 - 

0.0625µM) were used. We also evaluated the viability of murine fibroblasts (3T3) 

against Sb2O3 treatment at the same concentrations. The viability of these cells was 

evaluated using the MTT, neutral red and sulforodamine B method. Sb2O3 induced 

an increase in cell viability of the SH-SY5Y strain at concentrations of 0.25, 0.125 

and 0.0625 µM, in addition to leading to death cell in concentrations from 1 to 128 

µM, effects verified in 24, 48 and 72 h of exposure. In 3T3 cells, the results were 

similar to SH-SY5Y. In addition, the antioxidant (NAC) was used, analyzing whether 

there would be a reduction in the effects induced by Sb2O3 in the cells. It was 

observed that the increase in viability when cells were treated with concentrations 

0.0625; 0.125; 0.25 and 0.5 µM of Sb2O3 was reversed in the presence of NAC. Also, 

strain SH-SY5Y was induced to differentiate with retinoic acid to verify metalloid 

effects on the differentiated strain. Differentiated SH-SY5Y cells were shown to be 

resistant to the effects of Sb. The results obtained demonstrate that different 

concentrations of Sb2O3 induce different cellular responses. Antioxidant use and 

differentiation may be promising mechanisms against the toxic effects caused by 

antimony exposure. 

 

Keywords: Antimony Trioxide; Cell viability; Oxidative stress; Antioxidant; Cell 

differentiation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O antimônio é um elemento químico de símbolo Sb presente na natureza na 

forma sólida. Seu uso é frequente pela indústria de metais e farmacêutica, sendo a 

aplicação industrial deste composto bastante abrangente. A forma mais utilizada de 

Sb é a forma trióxido, e seu uso vem acarretando em um elevado aumento de sua 

disponibilidade no ambiente, levando a contaminação humana pela inalação e 

ingestão, causando efeitos nocivos ao corpo.  

Estudos in vitro com diferentes tipos celulares, tumorais e não tumorais, 

demonstram que o Sb leva a morte celular e acarreta alterações no material 

genético. Dados sobre sua neurotoxicidade ainda são escassos, apenas encontra-se 

informações de seu análago químico o Arsênio (As). Alterações metabólicas e 

processos neurodegenerativos são efeitos neurotóxicos causados pelo As. Estas 

alterações demonstram ter interferência do As nas funções de células neuronais. 

Ocorrendo mudanças no metabolismo de neurotransmissores, modificações em 

sinapse e apoptose neuronal. 

Por haver similaridade química entre o As e o Sb, há a possibilidade de o 

antimônio induzir os mesmos efeitos no organismo. Sabendo da contaminação 

humana por Sb e pela insuficiência de dados sobre a toxicidade deste composto, 

sobretudo os danos em células neuronais, o presente trabalho objetivou avaliar o 

efeito tóxico do Sb2O3 em linhagem de origem neuronal. Com este objetivo, 

selecionamos a linhagem de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), devido ser uma 

linhagem modelo para estudos de neuropatologias. A célula SH-SY5Y corresponde 

a uma linhagem tumoral. Como parâmetro comparativo, a célula de fibroblasto 

murino (3T3) foi escolhida por sua característica em ser uma linhagem não tumoral. 

Por haver estudos confirmando que o Antimônio induz, como resultado de 

processos metabólicos, em células a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e consequentemente estresse oxidativo, utilizamos um antioxidante (NAC) 

para verificar se o Sb estaria relacionado a produção de ROS na linhagem 

escolhida. As linhagens de neuroblastoma diferenciadas assemelham se a 

neurônios, com características únicas deste tipo celular. Assim, induziu se a célula 

SH-SY5Y a diferenciação utilizando ácido retinóico, para aferir o efeito do Sb2O3 

neste grupo celular.  
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2 OBJETIVOS 

 

 OBJETIVO GERAL 2.1

 

 Avaliar o efeito citotóxico de diferentes concentrações de Sb2O3 sobre 

neuroblastoma humano (SH-SY5Y) durante 24, 48 e 72 horas de exposição. 

 

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 2.2

 

 Determinar a viabilidade celular da linhagem tumoral SH-SY5Y frente a 

diferentes tempos e concentrações de Sb2O3; 

 Analisar se diferentes concentrações testadas de Sb2O3 também 

interferem na viabilidade da linhagem não tumoral 3T3 (fibroblasto murino); 

 Verificar a interferência do antioxidante N-acetilcisteina (NAC) sobre o 

tratamento com Sb2O3 na célula SH-SY5Y; 

  Comparar a viabilidade de células SH-SY5Y submetidas a 

diferenciação com ácido retinóico e tratadas com Sb2O3 com as células não 

diferenciadas; 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 ANTIMÔNIO CARACTERISTICAS FÍSICO-QUÍMICAS E DISPONIBILIDADE  3.1

 

O Antimônio, metaloide classificado como semimetal da família 5A (grupo 

15) da tabela periódica e número atômico 51, apresenta massa atômica de 121,76 

g/mol, densidade de 6.697 Kg/m3 em temperatura de 26ºC além de apresentar 6 

formas alotrópicas sendo apenas uma estável. Seu estado físico, em ambiente 

natural à 25º C, é sólido com coloração branco prateado cristalino, encontrado 

naturalmente na crosta terrestre, tendo abundância de 0,2 a 0,5 mg/kg -1. Sua 

nomenclatura originou–se do latim, que representa uma de suas principais 

características, “Stibium” metal não encontrado sozinho (ANDERSON, 2012; 

SADEGHI, 2010). 

Elemento classificado geoquímicamente como calcófilo, o antimônio 

apresenta tanto características dos metais quanto dos ametais sendo encontrado 

coexistindo junto a outros elementos, principalmente com seu análago químico o 

arsênio (As) por compartilharem características físico-químicas semelhantes (ARAI, 

2010; HERATH et al., 2017; WILSON et al., 2010).  

A configuração eletrônica do Sb, [Kr] 4d10 5s2 5p3, ocorre por haver elétrons 

desemparelhados nas suas últimas camadas permitindo-o apresentar diferentes 

estados de oxidação. Os principais estados de oxidação do Sb encontrados no 

ambiente são antimonitos inorgânicos (III) e antimoniatos (V) (ANDERSON, 2012; 

HERATH et al., 2017; MATSUBARA, 2011; NERI, 2014). 

Sua disponibilidade vem aumentando desde o primeiro relato sobre a 

presença no ambiente. Esse aumento se deve, em grande parte, pelas atividades 

antropogênicas, principalmente as da indústria metalúrgica e mineradora (COOPER 

et al., 2009; KING et al., 2005; SHIMAMOTO et al., 2011). No ambiente, o Sb é 

produzido naturalmente sendo resultado de atividades do próprio ambiente como 

vulcanismo, intemperismo, através de processos erosivos, solos e sedimentos e em 

água subterrânea (HE et al., 2007; LEUZ et al., 2006).   

A utilização do Sb pelas indústrias de mineração tornou-se um dos 

principais fatores para o aumento da disponibilidade deste composto no ambiente, 

sendo a atividade humana a forma predominante de disponibilização. Na indústria, o 
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antimônio é bastante utilizado como retardador de chamas, em adesivos, em resinas 

plásticas, como catalisador para produção de garrafas e embalagens PET 

(Polietileno Tereftalato), em baterias de armazenamento de chumbo e em 

lubrificante sólido em pastilhas de freio (COOPER et al., 2009; HE et al., 2018).  

O uso em pastilhas de freio como um lubrificante sólido se tornou uma das 

principais formas de contaminação de Sb na atmosfera. Durante o processo de 

frenagem é possível que haja um aquecimento pelo aumento da temperatura das 

pastilhas de freio, fazendo que o Sb reaja ou oxide. Este processo é a principal fonte 

de contaminação de Sb3+ e Sb5+ na atmosfera (CANEPARI et al., 2010; 

MARTINZEZ, ECHEBERRIA, 2016; VARRICA et al., 2013).  

O Antimônio também é utilizado pela indústria farmacêutica. O uso como 

principal componente de produtos medicinais e cosméticos já era descrito desde a 

antiguidade. Há registros do seu uso em sua forma Sb5+ desde o século XIX, sendo 

usado o antimônio misturado com tartarato e potássio. Sua aplicação era realizada 

como o antimonil tartarato de potássio conhecido na época para tratamento de 

febres e doenças parasitárias e microbianas (HADJIKAKOU et al., 2015). 

Atualmente, o antimônio é utilizado no tratamento de todas as formas de 

leishmaniose e esquistossomose, encontrado sendo o principal componente do 

medicamento para estas doenças (HADJIKAKOU et al., 2015; QUARESMA; 

RUGANI, 2018). 

 

  TOXICICIDADE 3.2

 

O Antimônio é emitido no ambiente através dos processos antrópicos e 

biogeoquímicos. Este metaloide acaba passando por processos de oxirredução, seja 

em meios orgânicos e inorgânicos, mudando sua forma e podendo então exercer 

vários efeitos tóxicos no ambiente. No ambiente, se estabelece em sedimentos, 

apresenta se junto com metais alcalinos, resultando em minerais estáveis tornando 

se um risco potencialmente significativo para à saúde (HE et al., 2018; REN et al., 

2019; WILSON et al., 2010).  O Sb é apontado como contaminante da água potável 

acondicionado em garrafas PET, por seu uso na fabricação das mesmas. A 

contaminação de água potável acondicionada em embalagens PET ocorre através 

do processo geofísico de lixiviação. Onde o Sb saí do material PET para a água, 
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podendo a quantidade aumentar em 90% se comparada com a quantidade inicial, se 

a água ficar armazenada por 6 meses nestas embalagens (SHOTYK et al., 2006, 

2007; SHIMAMOTO et al., 2011). 

 Outra maneira de tornar –se um risco à saúde está no acúmulo em plantas 

presentes em solos onde há aumento elevado na concentração de antimônio, 

causado por fatores abióticos e atividade antrópica. Além de ser tóxico as plantas 

por causar variações drásticas nas concentrações de nutrientes essenciais para 

sobrevida, pode contaminar os demais seres vivos que entram em contato com 

estas plantas, desde micro-organismos até animais de grande porte, incluído os 

seres humanos pela alimentação (SHTANGEEVA; BALI; HARRIS, 2011).  

Os seres humanos podem ser expostos ao Sb através do ar, da poeira, 

bebendo água engarrafada em embalagem PET, por alimentos, pela exposição ao 

tabaco, a carpetes e tecidos tratados com materiais ignífugos, esmaltes cerâmicos e 

plásticos (BELZILE; CHEN; FILELLA, 2011; TRIVELIN et al., 2006). Dependendo do 

tempo de exposição ao Sb, pode ocorrer intoxicação aguda ou crônica. Os efeitos 

agudos são descritos principalmente sendo irritabilidade nas mucosas digestivas e 

respiratórias, além de vômitos, desidratação, hipotermia e aumento da pressão 

arterial (RATH et al., 2003; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010).  

Na contaminação crônica, por maior tempo de exposição, o Sb concentra-se 

em órgãos vascularizados e tecidos no geral, principalmente no fígado, rins, baço e 

no sangue. Ainda a exposição prolongada ao Sb compromete gravemente o sistema 

respiratório e cardiovascular (HERATH; VITHANAGE; BUNDSCHUH, 2017). 

Apresenta ainda, efeitos cardiopatológicos crônicos como fibrilação atrial, nefrite 

hemorrágica e efeitos hepáticos. A utilização de fármacos a base de Sb para o 

tratamento de doenças parasitárias tem sido responsável por distúrbios neurológicos 

crônicos como cefaleia, irritabilidade excessiva, tremores entre outros (SUNDAR; 

CHAKRAVARTY, 2010).  Além destes fatores, o Sb é considerado um possível 

agente clastogênico causando danos aos cromossomos das células, além de haver 

a possibilidade de ser um agente carcinogênico (COSTA, 2016; TRIVELIN et al., 

2006). 

O Sb compartilha caraterísticas químicas similares ao Arsênio (As), apenas 

sendo menos reativo. Mesmo apresentando semelhanças físico-quimicas com o As, 

o Sb é 10x menos abundante na crosta terrestre (ANDERSON, 2012; HERATH et 

al., 2017). Ambos os semimetais, As e Sb, são estudados para confirmar seus 
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efeitos citotóxicos in vitro e in vivo. Já foi comprovado que tanto o Sb quanto o As e 

suas diferentes espécies induzem carcinogenicidade em humanos e estão 

intimamente ligados com a piora no quadro clínico. Porém ainda são escassos os 

trabalhos sobre esse possível efeito causado pelo Sb (BAILEY et al.; KUROSAWA, 

et al.; MULTANI et al., 2016). 

O Sb, o As e demais compostos inorgânicos relacionados são 

categorizados, pela Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), 

como compostos com potencial carcinogênico. Estes compostos carcinogênicos têm 

a capacidade de induzir e promover o desenvolvimento de câncer por meio de 

mecanismos moleculares como a expressão gênica anormal, estresse oxidativo por 

produção exacerbada de ROS, inibição dos reparos ao material genético, e morte 

celular (BERNARDINI, et al. 2017; LOU et al., 2021; SONG, 2015). 

Dependendo da concentração de exposição ao Sb diferentes respostas 

celulares podem ser observadas como apoptose, alterações metabólicas, morte 

celular, proliferação e modificações genéticas (BOREIKO et al., 2021; JIANG et al., 

2021; WAN et al., 2021; ZHANG et al., 2018). Em concentrações maiores que 4 µM, 

as células sofrem apoptose através de reações químicas que ocorrem pela presença 

deste metalóide. Além de apoptose, concentrações menores que 0,8 µM de Sb 

levam células a sofrer modulações e progressão, tanto em câncer de próstata 

quanto em câncer de bexiga. Essas modulações e progressões no câncer de 

próstata e bexiga foram confirmadas através de resultados obtidos in vitro e in vivo. 

O antimônio pode promover ainda, o crescimento tumoral imitando a atividade 

androgênica em células de câncer de próstata dependentes de androgênio (ZHANG 

et al., 2018; LOU et al., 2021). O Sb apresenta ainda ação nefrotóxica, dando apoio 

a esta observação, um estudo com células epiteliais tubulares renais murino (TCMK-

1) mostrou uma queda expressiva na viabilidade e um aumento no teor da enzima 

lactato desidrogenase (LDH) (WAN et al., 2021). 

Células troncos embrionárias de camundongos cultivadas in vitro e expostas 

a concentrações menores que 1,3 µM de Sb (III) apresentam alterações no material 

genético, demonstrando assim que o Sb possui propriedades genotóxicas 

(BOREIKO et al., 2021).  Já em espermatozoides e células germinativas de 

camundongos expostos a concentrações menores que 0,15 µM de Sb, houve 

diminuição no número de células. Além disso, houve um aumento na taxa de 

malformação e de vacúolos intracelulares.  As células tronco embrionárias, os 
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espermatozoides e células germinativas apresentaram processos anormais de 

autofagia e apoptose desencadeados pelo Sb (BOREIKO et al., 2021; WU et al., 

2021). 

Alterações histopatológicas causadas pelo Sb podem ocorrer no tecido 

cardíaco, renal e de próstata. Estas alterações histopatológicas são induzidas após 

a exposição de concentrações de Sb. Em tecido cardíaco e tecido renal estas 

alterações apresentam se em concentrações superiores a 5 µM de Sb (JIANG et al., 

2021; WAN et al., 2021). Como resultado da contaminação por Sb, acaba ocorrendo 

morte celular, estresse oxidativo e alteração no metabolismo normal de organelas 

como: mitocôndria, reticulo endoplasmático, lisossomo; além de mutações e danos 

genéticos (JIANG et al., 2021; WAN et al., 2021; ZHANG et al., 2018). 

Estudos tem mostrado danos neuronais causados por exposição ao Sb. Em 

astrócitos, quando foram expostos ao Sb, foi possível observar um aumento na 

síntese de óxido nítrico e da proteína glial fibrilar ácida, ambos marcadores proteicos 

e chaves do processo de astrogliose reativa que são mudanças fisiológicas de 

origem inflamatória que astrócitos podem exibir em resposta a diversas condições 

patológicas. Em células feocromocitoma de rato (PC12) e nos astrócitos, a 

exposição ao Sb leva a morte celular (ZHENG et al., 2021; ZHI et al., 2020).  

Para comparação, o arsênio (As), metaloide que compartilha semelhanças 

físico-químicas com o Sb, promove seus efeitos neurotóxicos que podem se 

correlacionar com mecanismos moleculares que estão associados a processos 

neurodegenerativos (LOMBÓ et al., 2019; MEDDA et al., 2021).  As citocinas pró-

inflamatórias e a proteína precursora de amiloide tem seus níveis aumentados em 

astrócitos expostos ao arsênio. Ainda, a neurotoxicidade associada ao As induz 

alterações no metabolismo de neurotransmissores, causando modificações em 

sinapses (CASTRO et al., 2011; NELSON-MORA et a., 2018).   

Estudos epidemiológicos relatam a correlação da exposição ao As com 

anormalidades neurodegenerativas e no neurodesenvolvimento. Estudos in vitro 

afirmam que o As tem influência direta na redução da neurogênese, além de 

alterações no processo de diferenciação de células-tronco (SZYMKOWICZ; SIMS, 

2019).  

A exposição ao As prejudica o desenvolvimento de neurônios sensoriais 

durante a embriogênese. No epitélio olfativo a exposição ao As modifica a 

diferenciação e proliferação de células-troncos humanas, quanto maior o tempo de 
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exposição mais significativo são estas alterações. Ainda, esta exposição prejudica e 

modifica a diferenciação celular e aumenta o nível da expressão de proteínas 

Caderinas em células tronco embrionárias, de linhagem de camundongos P-19, 

fazendo estas células se unirem em aglomerados. Em situações normais, os níveis 

destas proteínas de adesão (célula-célula), são regulados pela própria célula 

(McMICHAEL, et al. 2021; SZYMKOWICZ; SIMS, 2019). O As ainda levou ao 

aumento nos níveis extracelulares de glutamato da micróglia de camundongos e um 

desequilíbrio nos níveis de cistina/glutamato gerando morte de neurônios (LOMBÓ 

et al., 2018; SIGH et al., 2016).  

 Pela similaridade química entre o arsênio com o antimônio é possível que o 

Sb induza esses mesmos efeitos no sistema nervoso sendo necessários mais 

estudos confirmando a toxicidade do Sb no sistema nervoso. Por este motivo o 

presente trabalho tem como linhagem celular escolhida a SH-SY5Y, linhagem usada 

como um modelo para estudo de funcionamento de neurônios e de patologias 

relacionadas ao sistema nervoso (LOPES et al., 2010; XIE et al., 2010). 

 

  ANTIMÔNIO E O ESTRESSE OXIDATIVO 3.3

 

O estresse oxidativo que é gerado por radicais livres de oxigênio (ROS) 

pode provocar modificações altamente prejudiciais para a vida celular (MANN et al., 

2006; LOSLER et al., 2009). Além de mutações, evidencia –se a participação das 

ROS nas vias de sinalização celular que estão diretamente envolvidas com a 

regulação do crescimento celular (VALKO et al., 2006). O estresse oxidativo pode 

gerar mudanças no metabolismo celular e modificar proteínas (VALKO et al., 2004), 

danificar a mitocôndria além de diminuir a ubiquitinação de proteínas e inativar o 

proteossoma (WU et al., 2010). Estes eventos estão relacionados com alterações 

morfofisiológicas das células o que pode levar ao desenvolvimento de câncer e 

morte celular. Assim o estresse oxidativo pode ser um biomarcador válido para o 

câncer (COSTA, 2016; VALKO et al., 2004; 2006; WU et al., 2010; 2021).   

A produção de ROS pelas células é resultado do metabolismo energético, 

porém a célula possui sistemas antioxidantes de proteção que mantém o equilíbrio. 

Mas quando as células são expostas a compostos, como a exemplo os semi-metais, 

o nível de ROS acaba sendo elevado e os sistemas antioxidantes acabam não 
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sendo suficiente, o que ocasiona a toxicidade e ao processo de carcinogênese. O 

aumento nas ROS produzidas pelas células em resposta a exposição ao Sb já é 

estabelecido pela literatura sendo uma das grandes responsáveis pela toxicidade 

celular deste composto. (HARRIS; SHI, 2003; LEONARD; BOWER; SHI, 2004; 

MANN et al., 2006). 

O Sb pode desencadear mudanças drásticas no metabolismo celular, altas 

concentrações (entre 8 a 200 µM) induzem um aumento na carga oxidativa da 

célula, levam a peroxidação lipídica, além de lesões em organelas como 

mitocôndria, reticulo endoplasmático e autofagossomos (LOU et al., 2021; SU et al., 

2022; TIMERNSTEIN et al., 1995; VERDUGO et al., 2016; ZHONG et al., 2021).   

Estresse oxidativo gerado como resultado do aumento na produção de ROS 

pelas células que são expostas ao antimônio, apresenta se como mecanismo 

subjacente à toxicidade do composto. Efeitos desta toxicidade acabam 

desenvolvendo respostas celulares, como a apoptose, ciclo celular anormal e 

alterações no material genético. Alterações no metabolismo celular causadas pela 

toxicidade do Sb são descritas em diferentes tipos celulares, seja células tumorais 

ou não tumorais, como: células embrionárias, células epiteliais renais, células 

germinativas e hepatócitos (AL-GUBORY, 2014; BOREIKO et al.,2021; 

PHANIENDRA et al., 2015; WU et al., 2021; TRIVELIN et al., 2006). 

Células de leucemia mieloide aguda (HL60) expostas a concentrações 

acima de 40 µM de antimonil tartarato de potássio demonstram, além de inibição no 

crescimento celular, uma elevada produção de ROS (LECUREUR et al., 2002). Já 

em células HEK-293 expostas a espécies trivalentes de Sb, este aumento 

expressivo na produção de ROS ocorre em concentrações superiores a 8 µM 

(JIANG et al., 2016).  

O aumento na produção de ROS pelo Sb induziu hepatotoxicidade em 

camundongos. Após interferir no metabolismo lipídico, a exposição ao antimônio 

levou a mitofagia nos tecidos hepáticos (ZHONG et al., 2021). Como sendo 

resultado a este aumento na geração de ROS após exposição ao Sb, tem –se uma 

alta nos níveis de morte celular nestas linhagens (LECUREUR et al., 2002; LÖSLER 

et al., 2006; SU et al., 2022; VALKO et al.,2006; VERDUGO et al., 2016).  

Todos estes processos de morte celular descritos, sendo resultados do 

aumento na produção de ROS, estão associados principalmente à perda no 

potencial mitocondrial, estresse oxidativo, peroxidação lipídica, e a ativação 
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excessiva de proteaseas Caspases, como uma resposta celular a exposição por Sb 

(AL-GUBORY, 2014; LÖSLER et a., 2006; LECUREUR et al., 2002; MANN et al., 

2005; ZHONG et al., 2021). 

Apesar de haver dados demonstrando as respostas celulares causadas pelo 

aumento na produção de ROS e estresse oxidativo causados pelo Sb em diferentes 

tipos celulares, os dados em células neuronais ainda são insuficientes. Desta forma, 

o presente trabalho tem como objetivo entender como células de neuroblastoma SH-

SY5Y comportam-se frente a exposição ao Sb. 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Figura 1-  Fluxograma esquemático dos materiais e métodos 

 

Fonte: O autor 

Nota:  Fluxograma de materiais e métodos utilizados no desenvolvimento deste trabalho. As técnicas 

utilizadas para avaliar a viabilidade da linhagem celular SH-SY5Y e 3T3 após exposição a 

concentrações de 128 a 8 µM e 8 a 0,0625 µM de Sb2O3 foram: MTT (padrão), e para confirmação a 

coloração por vermelho neutro e sulforodamina B. Em seguida, foi avaliado a viabilidade celular após 

o tratamento com 10 µM do antioxidante (NAC). Para induzir a linhagem SH-SY5Y a diferenciação, foi 

utilizado 10 µM de ácido retinóico posteriormente expor a célula nas concentrações de 8 a 0,0625 µM 

de Sb2O3 
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  LINHAGEM CELULAR 4.1

 

Com intuído de avaliar a citotoxicidade do Sb2O3 utilizou–se duas linhagens 

celulares: linhagem celular de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) procedente de 

uma linhagem celular subclonada originária de células tumorais, proveniente da 

medula óssea de um neuroblastoma de uma criança com idade de 4 anos; e a 

linhagem celular do tipo fibroblasto murino (3T3) isolada do tecido embrionário de 

camundongo (dados retirados do ATCC).  As células fazem parte do acervo de 

linhagens celulares pertencente ao Laboratório de Biologia Celular e Protozoologia, 

M-55, do Setor de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Estadual de 

Ponta Grossa (UEPG). As linhagens foram mantidas em congelamento em 

ultrafreezer à temperatura - 80ºC do laboratório de Histopatologia e Cultura celular, 

M-13. 

 

  CULTIVO CELULAR 4.2

 

As linhagens celulares de SH-SY5Y e 3T3 foram mantidas em cultivo 

utilizando meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- Gibco) alta glicose (4,5 

g/L), contendo antibiótico (100 µL/mL de penicilina; 100 µg/L de estreptomicina); 2,5 

g/L do agente tamponante HEPES {(ácido 4- (2-hidroxietil) piperazina-1-

etanossulfônico, N- (2-hidroxietil) piperazina-N′ - (ácido 2-etanossulfônico)} e 3,7 g/L 

de Bicabornato de Sódio (NaHCO3). Foi adicionado ao meio de cultivo DMEM, 10 % 

SFB (Gibco).  As células firam mantidas em uma incubadora à 37ºC em 5% CO2, 

sendo realizado 3 repiques semanais. 

 

  SOLUÇÃO DE TRIÓXIDO DE ANTIMÔNIO (SB2O3) PARA USO  IN VITRO  4.3

 

A solução do trióxido de antimônio (Sb2O3) para a utilização em cultivo, foi 

feita através da diluição do Sb2O3 em ácido clorídrico (HCL) fumegante a 37% 

obtendo uma concentração de 0,25M de Sb2O3. Esta diluição em HCL fez se 

necessária em razão do Sb2O3 ser um composto insolúvel em água (0,0287 g/L em 

20º C), de acordo com a ficha de dados de segurança do composto (SIGMA- 

ALDRICH, 2022). 
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Para a utilização nos tratamentos com as linhagens a solução de 0,25M de 

Sb2O3 foi diluída em meio DMEM com 10% SFB e em meio DMEM sem SFB com 

concentração final de 128 e 8 µM de Sb2O3. Posteriormente, a partir da solução 128 

e 8 µM foram realizadas diluições seriadas com intuito de obter as demais 

concentrações utilizadas nos experimentos.  As concentrações de Sb2O3   utilizadas 

nos tratamentos foram: 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 µM. As 

soluções contendo o Sb2O3 eram preparadas no dia que seriam usadas. 

Os meios de cultivo com Sb2O3 utilizado para os tratamentos e no controle 

eram preparados exclusivamente para os experimentos, contendo 5,95 g/L do 

agente tamponante HEPES. Nos primeiros experimentos, os quais o meio de DMEM 

usado tinha sido preparado com 2,5 g/L de HEPES, notou se que houve morte 

celular, e o meio apresentou coloração anormal. 

 Ao analisar o pH, verificou acidez do meio com o tratamento, sendo pH de 

5,93 no tratamento contendo 10%SFB e pH de 6,53 sem SFB. Assim, para o 

preparo da solução de meio para os tratamentos com Sb2O3, padronizamos a 

quantidade de 5,95 g/L de HEPES.  

 

  DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR PELO TESTE 4.4

COLORIMÉTRICO COM BROMETO DE [3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2YL)-2,5-

DIFENIL TETRAZOLIUM]  (MTT) 

 

Para avaliar a viabilidade celular das linhagens, 1x104 células da linhagem 

SHSY-5Y e 3x103 da linhagem 3T3 por poço, foram plaqueadas em placas de 96 

poços (KASVI) contendo meio DMEM acrescido de 10 % SFB e mantidas nessa 

condição por 24 horas, a 37ºC, em incubadora a 5% CO2. Após as 24 h do 

plaqueamento, retirou-se o meio de cultivo e foram adicionados os tratamentos com 

as diferentes concentrações de Sb2O3 em meio DMEM contendo 10 %SFB ou sem 

SFB (Figura 2).  Este procedimento foi realizado em 3 placas de 96 poços, sendo 

cada uma para os 3 tempos de exposição ao Sb2O3 avaliados neste estudo, 24, 48 e 

72 horas.   

No controle dos experimentos foi usada a mesma solução utilizada para 

diluir o Sb2O3 ou seja, HCl 37% fumegante. O volume de HCl 37% foi o mesmo 

usado da solução Sb2O3 0,25M para preparar a maior concentração de cada 
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experimento. Por exemplo: no experimento em que foi usado como maior 

concentração 128 µM de Sb2O3, utilizou 1,7µL de Sb2O3 0,25M em 3,2 mL de meio 

DMEM (com ou sem SFB). A solução controle foi preparada usando 1,7 µL de HCL 

37% em 3,2 mL de meio DMEM e essa solução adicionada aos poços denominados 

de controle. 

Nos poços onde não havia células foi adicionado 200 µM da solução de 

maior concentração de Sb2O3 utilizada nos tratamentos, 128 µM e 8 µM, sendo 

denominado de branco. O branco tinha a finalidade de remover a interferência que o 

Sb2O3 poderia causar no resultado das absorbâncias analisadas, sendo este valor 

(média do branco) usada no cálculo da viabilidade (equação abaixo). 

O período de exposição das linhagens celulares com as concentrações 

determinadas de Sb2O3 foi de 24, 48 e 72 horas. Os poços de cada concentração de 

Sb2O3, controle e veículo foram feitos em quadruplicadas. Cada placa de 96 poços 

utilizada (placa 24 horas, placa 48 horas e placa 72 horas) foi organizada para que 

48 poços fossem destinados aos tratamentos com meio DMEM 10 % SFB e 48 

poços para tratamentos meio DMEM sem SFB, como podemos ver na Figura 2, 

respeitando o tempo de exposição ao Sb2O3. 

 

Figura 2- Representação esquemática da distribuição dos tratamentos na placa de 96 poços usada 

nos experimentos. 

 

Fonte: O autor 

Nota: Esquemas das placas utilizadas nos experimentos, figura 2(A) concentrações de 128 a 0,5 µM 

e 2(B) concentrações 8 a 0,0625 µM. Coloração azul claro representa divisão da placa com meio 
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DMEM 10%SFB. Em coloração cinza corresponde a divisão da placa contendo meio DMEM na 

ausência de SFB. Sendo CC controle do cultivo (células em condições de cultivo a 10% SFB ou sem 

SFB), C correspondem aos poços em que as células foram mantidas com o volume do veículo na 

maior concentração de Sb usada, e B (branco) poços sem células contendo a solução da maior 

concentração de Sb usada. Em (X) os poços não utilizados.  

 

Passado o período de exposição ao Sb2O3, o meio com os tratamentos foi 

retirado e adicionado a cada poço 50 µL do reagente MTT (0,5 mg/mL) e 

posteriormente as placas foram incubadas por 3 horas à 37ºC em 5% de CO2. Após 

o tempo de incubação com o MTT, a solução foi retirada dos poços e em seguida 

adicionado a cada poço 100 µL de sulfóxido de dimetil (DMSO) para a solubilização 

dos cristais de formazan. Cristais de formazan são precipitados de cor arroxeada 

que se formam a partir da redução do reagente de MTT (cor amarela) pelas células 

que se encontram metabolicamente viáveis (VERMA et al., 2020; FRESHNEY, 

2005). 

A leitura das placas para determinação da absorbância foi medida por um 

espectrofotômetro de microplacas Biotek Elx 800 em comprimento de onda de 

570nm.  Para a realização da análise estatística foram feitos 3 experimentos 

independentes. O cálculo utilizado para determinação da viabilidade foi realizado 

através da equação abaixo: 

 

                    ( )

  
(                                                                )

(                                                  )
       

 

  ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR ATRAVÉS DO ENSAIO DE 4.5

INCORPORAÇÃO DO VERMELHO NEUTRO (3-AMINO-7-DIMETILAMINO-2-

METILFENAZINO CLORIDRATO) 

 

A linhagem celular SH-SY5Y foi cultivada em placas de 96 poços e tratada 

com diferentes concentrações de antimônio (descrito no item 4.3). Após a incubação 

com o Sb, os poços foram esgotados e lavados com 200 μL de PBS e incubados 

com 100 μL da solução de vermelho neutro (40 μg/mL) por 3 horas em estufa de 

CO2 a 37 °C para que ocorresse a internalização do vermelho neutro. 
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Em seguida, os poços foram lavados duas vezes com 200 μL de solução 

fixadora (formol 10% em 0,1M de CaCl2). Os cristais de vermelho neutro foram 

solubilizados com 100 μL de solução eluente (ácido acético 10%, etanol 50%), 

método utilizado com alterações de Borenfreund e Puerner (1985) e Arhamed e 

Alhadlaq (2014). A absorbância foi medida com o auxílio do espectrofotômetro de 

microplacas (Biotek Elx 800) em comprimento de onda de 520nm e submetida ao 

cálculo de viabilidade celular descrito no item 4.4. Para a realização da análise 

estatística, foram feitos 3 experimentos independentes com quadruplicatas por 

condição testada. 

 

  ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR COLORAÇÃO PELO CORANTE 4.6

SULFORODAMINA B [2-(3-DIETHYLAMINO-6-DIETHYLAZANIUMYLIDENE-

XANTHEN-9-YL)-5-SULFO-BENZENESULFONATE] 

 

A linhagem SH-SY5Y foi cultivada em placas de 96 poços, sendo tratadas 

com as concentrações de antimônio já descritas no item 4.3.  Para este ensaio 

adaptamos o protocolo a partir de Papazisis e seus colaboradores (1997).  Neste 

ensaio utilizou os tempos de 24 e 48 horas, passado o tempo de exposição o meio 

de cultivo de cultivo contendo os tratamentos foram retirados e os poços lavados 1x 

com PBS. Posteriormente foi adicionado 100 µL de ácido tricloroacético 10% (TCA), 

solução usada para fixação das células, e levado a geladeira por 30 minutos. Após 

os 30 minutos, o TCA foi retirado e os poços foram lavados por 5x com 200 µL de 

água destilada tipo I, e deixadas viradas para baixo por 24 horas em temperatura 

ambiente com finalidade que ocorresse a secagem. 

Após os poços estarem secos, foi adicionado a cada poço 40 µL da solução 

de SRB 0,2% (0,02 g em 10 mL de ácido acético 1%) e deixado por 30 minutos em 

temperatura ambiente. Passado o tempo, a solução de SRB foi retirada e os poços 

lavados 5x com 200 uL de ácido acético 1%. Em seguida, 10 uL de TrisBase 10 mM 

(preparado em água) foi adicionado em cada poço e a leitura realizada em 

espectrofotômetro de microplacas (Biotek Elx 800) em comprimento de onda de a 

432 e 620 nm. 

Para esta técnica foram feitos dois experimentos independentes. A análise 

estatística foi realizada através da média das absorbâncias dos 2 experimentos 
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independentes e posteriormente a subtração dos 2 comprimentos de onda, o valor 

deste resultado submetido ao cálculo de viabilidade descrito no item 4.4.  

 

  ENSAIO COM USO DO ANTIOXIDANTE N-ACETILCISTEÍNA (NAC) 4.7

 

Para a realização deste ensaio, os tratamentos com as diferentes 

concentrações de Sb2O3  (4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 µM) foram preparados 

em meio DMEM 10% SFB ou em meio sem SFB acrescido de 10 mM do 

antioxidante NAC. Após 24h do plaqueamento, metade da placa de 96 poços 

recebeu o tratamento com Sb2O3 em meio de cultivo 10% SFB ou sem SFB. A outra 

metade recebeu o tratamento com Sb2O3 em meio de cultivo 10% SFB ou sem SFB 

acrescido de NAC. Para este ensaio foram escolhidos os tempos de 24 e 48 horas 

de exposição.  

Passado o tempo de exposição (24 e 48 horas), o tratamento foi retirado 

das placas e procedeu-se com a técnica do MTT e subsequente leitura como 

descrito no item 4.4. Foram realizados 3 experimentos independentes com 

quadruplicatas para cada concentração testada. 

  VIABILIDADE DE CÉLULAS SH-SY5Y DIFERENCIADAS COM ÁCIDO 4.8

RETINÓICO (C20H28O2)  

 

As células SH-SY5Y foram cultivadas em placas de 96 poços, sendo 5.103 

células por poço e mantidas por 24 horas em incubadora a 37ºC. Decorrido o tempo, 

foi retirado o meio de cultivo DMEM e adicionado o tratamento com 10 mM de ácido 

retinóico (AR) (100 µL por poço) diluído em meio DMEM 10%SFB e meio sem SFB. 

No meio DMEM contendo 10 mM de ácido retinóico (10%SFB ou sem SFB) foi 

diluído o Sb2O3 na concentração final de 8 µM que foi submetida a diluição seriada 

para obtenção das concentrações 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 µM de Sb2O3 

determinadas. O tempo escolhido para o tratamento com as concentrações de 

Sb2O3 e ácido retinóico foi de 24 horas. Passado o tempo de incubação com o Sb2O3 

foi realizada a técnica do MTT.  

A absorbância foi medida com auxílio do espectrofotômetro de microplacas 

(Biotek Elx 800) em comprimento de onda de 520nm e submetida ao cálculo de 

viabilidade celular descrito no item 4.4. Para este ensaio, foram realizados 3 
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experimentos independentes com quadruplicatas para cada concentração por 

condição testada. 

 

  ANÁLISE ESTATÍSTICA 4.9

 

As análises estatísticas foram realizadas através do software estatístico 

GraphPad Prism (versão 7.00 para Windows, San Diego, Califórnia, EUA). Os dados 

foram submetidos ao teste de distribuição normal. Havendo os dados distribuição 

normal, utilizou a análise de variância sendo ANOVA de uma via e de duas vias. 

Posteriormente, os dados foram avaliados utilizando o pós-teste de Tukey. Os dados 

foram apresentados como sendo média ± erro padrão da média, tendo o nível de 

significância de 5% (p ≤ 0,05) 

 

5 RESULTADOS 

 

  EFEITO NA VIABILIDADE DA LINHAGEM CELULAR SH-SY5Y NAS 5.1

CONCENTRAÇÕES DE SB2O3 NA POR 24, 48 E 72 HORAS. 

 

Após as células SH-SY5Y serem submetidas ao tratamento com diferentes 

concentrações de Sb2O3 em meio DMEM contendo 10% de SFB, foi possível 

observar redução da viabilidade nas concentrações de 8, 16, 32, 64 e 128 µM em 24 

horas (Figura 3A). Em 48 horas (Figura 3B) e 72 horas (Figura 3C) a viabilidade 

celular diminuiu nas concentrações de 16, 32, 64 e 128 µM. 
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Figura 3- Efeito de Sb2O3 na viabilidade celular da linhagem SH-SY5Y em 24, 48 e 72 horas de 

tratamento, meio suplementado com 10 % SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota: A viabilidade celular (%) foi avaliada pelo método do MTT, sendo (A) 24 horas, (B) 48 horas e 

(C) 72 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da média, 

sendo obtidos por três ensaios independentes. Cada símbolo (*) representa a diminuição significativa 

da viabilidade de cada concentração em relação ao controle (células tratadas com o veículo da 

solução de Sb2O3 ) . Os valores foram obtidos por análise de ANOVA uma via, seguida pelo pós teste 

de Tukey.  

 

Quando o tratamento com o Sb2O3 foi realizado na ausência de SFB (Figura 

4), foi possível verificar que houve redução na viabilidade celular em concentrações 

de 32, 64 e 128 µM em 24 (4A) e 48 (4B) horas. Já no tempo de 72 (4C) horas, 

observou –se a perda na viabilidade celular nas concentrações de 4, 8, 16, 32, 64 e 

128 µM.  Houve em 24 (4A) horas na concentração de 0,5 µM um aumento na 

viabilidade celular de 20%, em comparação com o controle. 
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Figura 4- Efeito de Sb2O3 na viabilidade celular da linhagem SH-SY5Y em 24, 48 e 72 horas de 

tratamento, em meio sem SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota: A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio de MTT, sendo (A) 24 horas, (B) 48 horas e 

(C) 72 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da média, 

sendo obtidos por três ensaios independentes. Cada símbolo (*) representa a diminuição significativa 

na viabilidade em relação ao controle. O símbolo (#) mostra um aumento significativo na viabilidade 

celular em relação ao controle (células tratadas com o veículo da solução de Sb2O3 ). Os valores 

foram obtidos por análise de ANOVA uma via, seguida pelo pós teste de Tukey. 

 

Como foi observado um aumento na viabilidade no tratamento de 0,5 µM em 

meio DMEM sem soro no tempo de 24 h, concentrações abaixo de 0,5 µM foram 

testadas. Sendo assim, experimento de viabilidade celular pelo método de MTT foi 

repetido usando as seguintes de concentrações de Sb2O3: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 

1; 2; 4 e 8 µM.  

Quando os experimentos foram realizados com meio acrescido de 10% SFB, 

houve aumento da viabilidade celular nas concentrações de 0,0625; 0,125; 0,25 e 

0,5 µM, após 24 h do tratamento como mostra a figura 5A. Nos 3 tempos (Figura 5 
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A, B e C), em 0,0625 e 0,125 µM o aumento na viabilidade foi de, aproximadamente 

30 %.  No momento que as células foram tratadas com 4 e 8 µM, observou-se uma 

diminuição na viabilidade. 

Figura 5- Efeito de concentrações (8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 e 0.0625 µM) de Sb2O3 na viabilidade 

celular da linhagem SH-SY5Y, em meio de cultivo suplementado com 10 % SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota: A viabilidade celular (%) avaliada pela técnica do MTT, sendo (A) 24 horas, (B) 48 horas e (C) 

72 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da média, sendo 

obtidos por três ensaios independentes. Cada símbolo (*) representa a diminuição significativa na 

viabilidade em relação ao controle. O símbolo (#) mostra um aumento significativo na viabilidade 

celular em relação ao controle. Os valores foram obtidos por análise de ANOVA  de uma via, seguida 

pelo pós teste de Tukey.  

 

Células tratadas por 24 horas com Sb2O3 em meio de cultivo sem SFB, 

apresentaram redução na viabilidade nas concentrações de 4 e 8 µM por 24 horas 

(Figura 6A). Após 48 horas de tratamento a redução da viabilidade foi maior se 

comparado ao tempo de 24 h, sendo nas concentrações de 1, 2, 4 e 8 µM (Figura 

6B).  A exposição ao tratamento nas concentrações de 4 e 8 µM por 72 horas 

reduziu a viabilidade (Figura 6C). O aumento na viabilidade celular foi observado nas 
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concentrações de 0,0625; 0,125; 0,25 e 0,5 µM quando as células foram tratadas por 

72 h e na concentração de 0,0625 µM ao serem tratadas por 48 h. 

Figura 6 - Efeito das concentrações 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 e 0.0625 µM de Sb2O3 na viabilidade 

celular da linhagem SH-SY5Y, em meio de cultivo sem SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota: A viabilidade celular (%) avaliada pelo reagente MTT, sendo (A) 24 horas, (B) 48 horas e (C) 72 

horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da média, sendo 

obtidos por três ensaios independentes. Cada símbolo (*) representa a diminuição significativa na 

viabilidade em relação ao controle. O símbolo (#) mostra um aumento significativo na viabilidade 

celular em relação ao controle. Os valores foram obtidos por análise de ANOVA  de uma via, seguida 

pelo pós teste de Tukey.  

 

Os resultados mostrados nas figuras 3, 4, 5 e 6 demonstram que diferentes 

concentrações de Sb2O3   podem causar diferentes efeitos na viabilidade das células 

SH-SY5Y. O Sb2O3 induziu redução da viabilidade em concentrações igual e 

superiores a 1 µM, e provocou a um aumento da viabilidade nas concentrações de 

0,0625 a 0,5 µM, sendo que este aumento na viabilidade pode ser indicativo de um 

efeito proliferativo. 
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Com a finalidade de verificar se a causa do aumento na viabilidade celular 

observado nas figuras 5 e 6 poderia ser decorrente de uma alteração no 

metabolismo mitocondrial, já que o reagente MTT é metabolizado na mitocôndria, 

procedeu-se com a realização de experimento de viabilidade utilizando o método de 

incorporação do vermelho neutro pela célula (VERMA et al., 2020; FRESHNEY, 

2005). A técnica do vermelho neutro ocorre pela incorporação de eurodina, que tem 

carga neutra em pH fisiológico, é absorvida pelo lisossomo de células viaveis. 

Dentro do lisossomo, em contato com o pH lisossomal o vermelho neutro adquire a 

forma catiônica. Na sua forma catiônica, o vermelho neutro não consegue atravessar 

a membrana e acaba ficando preso dentro do lisossomo das células viáveis 

(ARHAMED; ALHADLAQ, 2014; BORENFREUND; PUERNER, 1985).  

A Figura 7 e 8 mostram os resultados dos ensaios de viabilidade pela 

técnica do reagente vermelho neutro nos tempos de 48 e 72 horas. Houve aumento 

na viabilidade celular nos tratamentos de 0,0625 a 2 µM de Sb2O3 em meio 

suplementado com 10% SFB após 48horas de tratamento (Figura 7A) e nas 

concentrações de 0,0625 a 1 µM por 72 horas (Figura 7B). Nos tratamentos de 4 e 8 

µM de Sb2O3 foi verificado uma redução na viabilidade, tanto em 48 quanto em 72 

horas. 

Figura 7- Avaliação da viabilidade da linhagem SH-SY5Y pela técnica de vermelho de neutro tratadas 

com Sb2O3 em meio suplementado com 10% SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota:  A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio colorimétrico do Vermelho Neutro nos 

tempos de (A) 48 horas e (B) 72 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o 

erro padrão da média, sendo obtidos por três ensaios independentes. O símbolo (#) representa as 
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diferenças estatísticas, apresentando aumento significativo na viabilidade celular com relação ao 

controle. O símbolo (*) expressa uma diminuição significativa na viabilidade em relação ao controle. 

Os valores foram obtidos por análise de ANOVA de uma via, seguida pelo pós teste de Tukey. 

 

Este aumento na viabilidade celular também foi observado nos ensaios 

realizados em meio sem SFB (Figura 8). Já a diminuição na viabilidade foi 

observada apenas no tempo de 72 h e no tratamento com 8 µM de Sb2O3 (Fig. 8B).  

Figura 8 - Avaliação da viabilidade da linhagem SH-SY5Y pela técnica de vermelho neutro tratadas 

com Sb Sb2O3 em meio sem SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota:  A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio com o corante Vermelho Neutro, sendo (A) 

48 horas e (B) 72 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da 

média, sendo obtidos por três ensaios independentes. O símbolo (#) representa as diferenças 

estatísticas, apresentando aumento significativo na viabilidade celular em relação ao controle. O 

símbolo (*) expressa diminuição significativa da viabilidade celular em relação ao controle. Os valores 

foram obtidos por análise de ANOVA de uma via, seguida pelo pós teste de Tukey. 

 

Os resultados obtidos pela técnica de vermelho neutro corroboram com os 

resultados obtidos através do ensaio de viabilidade com o reagente MTT, ou seja, 

concentrações menores ou igual a 1 µM levam a um aumento na viabilidade em 

células SH-SY5Y na presença ou não de SFB, podendo este aumento estar 

associado a proliferação celular induzida pela ação de baixas concentrações de 

Sb2O3. 
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Para confirmar estes resultados obtidos pelas técnicas do MTT e vermelho 

neutro, foram realizados ensaios utilizando o corante fluorescente Sulforodamina B, 

corante este que perante condições ácidas se liga em aminoácidos de proteínas 

celulares (LIN et al., 1999; PAPAZISIS et a., 1997). A figura 9 mostra que o aumento 

na viabilidade celular em concentrações de 0,0625 a 1 µM em meio de cultivo 

suplementado com 10% de SFB, se repetiu. Sendo expressivo nas concentrações 

de 0,0625 e 0,125 µM, em ambos tempos de exposição, 24 horas (A) e 48 horas (B). 

Já nas concentrações de 2 a 8 µM de Sb2O3 por 48 horas (B) de exposição há uma 

redução na viabilidade celular. 

Em meio de cultivo sem SFB (figura 10) o aumento na viabilidade celular 

ocorreu no tratamento de 0,0625 µM de Sb2O3 em 24 h (A), enquanto que em 48 h 

(B) o aumento se dá nos tratamentos de 0,0625 e 0,125 µM de Sb2O3. Nestas 

condições, utilizando o método de SRB, não houve redução na viabilidade celular 

significativa. 

 

Figura 9 - Avaliação da viabilidade da linhagem SH-SY5Y tratada com Sb2O3  em meio de cultivo com 

10% SFB pela técnica colorimétrica pelo Sulforodamina B 

 

Fonte: O autor 

Nota:  A viabilidade celular (%) avaliada através da técnica colorimétrica Sulforodamina B, sendo (A) 

24horas e (B) 48 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da 

média, sendo obtidos por dois ensaios independentes. O símbolo (#) representa aumento significativo 

na viabilidade celular em comparação com o controle. O símbolo (*) expressa redução significativa 

na viabilidade celular em relação ao controle. Os valores foram obtidos por análise de ANOVA de 

uma via, seguida pelo pós teste de Tukey. 
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Figura 10 - Avaliação da viabilidade da linhagem SH-SY5Y tratada com Sb2O3  com meio sem SFB 

pela técnica colorimétrica por Sulforodamina B 

 

Fonte: O autor  

Nota: A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio colorimétrico Sulforodamina B, sendo (A) 

24horas e (B) 48 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da 

média, sendo obtidos por dois ensaios independentes. O símbolo (#) representa aumento significativo 

na viabilidade celular em comparação com o controle. O símbolo (*) expressa redução significativa 

na viabilidade celular em relação ao controle. Os valores foram obtidos por análise de ANOVA de 

uma via, seguida pelo pós teste de Tukey. 

 

   AVALIAÇÃO DO EFEITO DO SB2O3 NA VIABILIDADE CELULAR 5.2

LINHAGEM DE FIBROBLASTO MURINO (3T3) EM 24, 48 E 72 HORAS. 

 

Com intuito de analisar se as alterações evidenciadas na viabilidade celular 

para o neuroblastoma SH-SY5Y é decorrente desta linhagem ser tumoral, ensaios 

de viabilidade usando a técnica do MTT foram realizados com a linhagem de 

fibroblasto murino 3T3. A linhagem 3T3 foi exposta as concentrações 8; 4; 2; 1; 0,5; 

0,25; 0,125 e 0,0625 µM de Sb2O3, na presença de 10% SFB (Figura 11) e em 

ausência de SFB (Figura 12) por tempo de (A)24 horas, (B) 48 horas e (C) 72 horas. 
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Figura 11 - Efeito do tratamento de Sb2O3 na viabilidade da linhagem 3T3 em meio de cultivo 

suplementado com 10 % SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota: A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio com o reagente MTT, sendo (A) 24 horas, 

(B) 48 horas e (C) 72 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão 

da média, sendo obtidos por três ensaios independentes. O símbolo (#) representa aumento 

significativo na viabilidade celular em comparação com o controle. O símbolo (*) expressa redução 

significativa na viabilidade celular em relação ao controle. Os valores foram obtidos por análise de 

ANOVA de uma via, seguida pelo pós teste de Tukey.  
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Figura 12 - Efeito do tratamento de Sb2O3 na viabilidade da linhagem 3T3 em meio de cultivo sem 

SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota:  A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio com o reagente MTT, sendo (A) 24 horas, 

(B) 48 horas e (C) 72 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão 

da média, sendo obtidos por três ensaios independentes. O símbolo (#) representa aumento 

significativo na viabilidade celular em comparação com o controle. O símbolo (*) expressa redução 

significativa na viabilidade celular em relação ao controle. Os valores foram obtidos por análise de 

ANOVA de uma via, seguida pelo pós teste de Tukey.  

 

A linhagem 3T3 mostrou ser sensível ao tratamento do Sb2O3, apresentando 

uma redução na viabilidade no tratamento com 10% SFB (Figura 11). Sendo em 

concentrações de 2 a 8 µM de Sb2O3 por 24h (A) e 48h (B) horas, enquanto que por 

72 h (C) a redução ocorre em concentrações de 1 a 8 µM de Sb2O3.  Ainda, pode-se 

analisar que há um aumento da viabilidade nas concentrações de 0,0625 a 0,25 µM 

de Sb2O3 em 24 h (A), e este aumento continuou nos tempos de 48 h (B) e 72h (C) 

porém em concentrações de 0,0625 a 0,5 µM de Sb2O3.  

Quando em tratamento sem SFB (Figura 12), a redução na viabilidade em 

tempo de 24 h (A) ocorre nas concentrações de 2 a 8 µM de Sb2O3. Em 48h (B) e 72 

(C) h a redução da viabilidade acontece nas concentrações de 0,25 a 8 µM de 
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Sb2O3. Já o aumento na viabilidade ocorre em concentrações de 0,0625 a 0,25 µM 

de Sb2O3 em 24h (A), enquanto que em tempo de 48h (B) e 72h (C) este aumento 

acontece apenas nas concentrações de 0,0625 e 0,125 µM de Sb2O3.  A redução na 

viabilidade, como mostra as figuras 11 e 12, apresentou-se maior que a observada 

na linhagem SH-SY5Y. Esta redução na viabilidade do fibroblasto (3T3) ocorreu nos 

3 tempos de exposição, quanto maior a dose do Sb2O3 maior é a redução observada 

na viabilidade.  

 

  AÇÃO DO ANTIOXIDANTE N-ACETILCISTEÍNA (NAC) SOBRE OS EFEITOS 5.3

NA VIABILIDADE CELULAR CAUSADOS PELO TRATAMENTO DE SB2O3. 

  

Estudos descritos anteriormente, comprovam que o Sb está diretamente 

relacionado com o aumento na produção de ROS e o estresse oxidativo, levando a 

uma perda na viabilidade além de induzir a morte celular (JIANG et al., 2021; 

LECUREUR et al., 2002; LÖSLER et al., 2006; VERDUGO et al., 2016; ZHONG et 

al., 2021).  Assim, o estresse oxidativo que é gerado pelo aumento nos níveis 

celulares de ROS, apresenta- se como o principal responsável pela citotoxicidade 

deste metaloide (SU et al., 2022; TIMERNSTEIN et al., 1995). 

Tendo conhecimento disto, com intuito de verificar se tanto o aumento 

quanto redução na viabilidade celular causado pelo tratamento de Sb2O3 poderia ser 

revertido ao adicionar um reagente com função antioxidante, utilizou se 10 mM de N- 

acetilcisteina (NAC) diluído nos meios de cultivo (meio contendo 10% e meio sem 

SFB) para tratamento prévio à adição nos tratamentos com Sb2O3.  

Os resultados usando o agente antioxidante NAC estão representados nas 

figuras 13 (condição de tratamento em meio de 10% SFB) e figura 14 (condição de 

tratamento em meio sem SFB) durante 24 e 48 horas. Quando as células foram 

tratadas com Sb2O3 por 24 horas na ausência de NAC (Figura 13 A), houve um 

aumento entre 20 e 30% na viabilidade, em comparação com o controle, nas 

concentrações de 0,0625 e 0,125 µM. Porém, quando na presença de NAC, não 

ocorre esse aumento na viabilidade nas concentrações de 0,0625 e 0,125 µM de 

Sb2O3, sendo a viabilidade observada semelhante ao controle. 

Nas concentrações de 0,0625; 0,125 e 0,5 µM no tratamento por 24 horas 

(Figura 13 A), ao comparar-se a viabilidade das células tratadas com Sb2O3 e com o 
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tratamento associado ao NAC, existe uma diferença entre eles. Na presença de 

NAC a viabilidade teve uma redução, comparando se ao controle, enquanto apenas 

com Sb2O3 esta viabilidade apresenta um aumento. Durante 48 horas (Figura 13 B) 

estes efeitos se repetiram nas mesmas concentrações de 0,0625 e 0,125 µM.   

No tratamento por 24h com 8 µM de Sb2O3 há uma queda na viabilidade, em 

comparação ao controle, tanto na ausência quanto na presença de NAC (Figura 13 

A). Já em 48 horas (Figura 13 B), na concentração de 8 µM observa-se esta redução 

na viabilidade apenas em presença de NAC. 

Figura 13 - Ação do N-acetilcísteina (NAC) sobre o efeito do Sb2O3 na viabilidade celular da linhagem 

SH-SY5Y durante 24 e 48 horas com o tratamento em meio de cultivo com 10 % SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota: A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio com o reagente MTT, sendo (A) 24 horas e 

(B) 48 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da média, 

sendo obtidos por dois ensaios independentes. O símbolo (#) representa as diferenças estatísticas 

em comparação ao controle na sem NAC, apresentando aumento significativo na viabilidade celular. 

Em comparação aos pares, o símbolo (a) apresenta diferenças estatísticas entre as concentrações 

de Sb2O3 em presença e ausência de NAC. Já o símbolo (*) expressa redução significativa na 

viabilidade celular em comparação com o controle em ausência de NAC. É possível verificar que no 
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tratamento contendo   10mM de N-acetilcisteina houve uma redução nos efeitos causados pelo 

Sb2O3.Os valores foram obtidos por análise de ANOVA de duas vias, seguida pelo pós teste de 

Tukey. 

 

Quando os tratamentos com Sb2O3 foram realizados em meio de cultivo sem 

SFB por 24 horas (Figura 14 A), na concentração de 0,0625 µM observa-se um 

aumento na viabilidade, em relação ao controle, independente ou não da presença 

de NAC. Em 1 µM, comparando por pares o tratamento apenas com Sb2O3 e o na 

presença de NAC, há uma redução na viabilidade no tratamento sem NAC. Quando 

na presença de NAC, a viabilidade aproxima se ao controle.  

Após 48 horas (Figura 14 B) observa-se um aumento na viabilidade nas 

concentrações de 0,0625; 0,125; 0,25 e 0,5 µM de Sb2O3 apenas quando as células 

foram expostas ao Sb2O3, enquanto na presença de NAC este aumento não ocorre. 

Comparando as concentrações entre tratamento apenas com Sb2O3 e em presença 

de NAC, há uma diferença entre ambos nas concentrações de 0,0625; 0,0125 e 1 

µM. Na presença de NAC, a viabilidade se aproxima ao controle, enquanto somente 

com Sb2O3 tem se um aumento na viabilidade. Podendo assim o NAC estar 

revertendo o aumento na viabilidade induzida pelo Sb2O3.  A concentração de 8 µM 

em 48 horas (Figura 14 B) teve uma redução na viabilidade celular em tratamento 

apenas com Sb2O3. 
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Figura 14 - Ação do N-acetilcísteina (NAC) sobre o efeito do Sb2O3 na viabilidade celular da linhagem 

SH-SY5Y durante tempo de 24 e 48 horas com o tratamento, em meio de cultivo sem SFB 

 

Fonte: O autor 

Nota: A viabilidade celular (%) avaliada através do ensaio com o reagente MTT, sendo (A) 24 horas e 

(B) 48 horas de exposição ao Sb2O3. As barras representam a média ± o erro padrão da média, 

sendo obtidos por dois ensaios independentes. O símbolo (#) representa aumento na viabilidade 

celular em comparação ao controle na ausência de NAC. Comparação por pares é representada pelo 

símbolo (a), onde há diferenças estatísticas entre as concentrações de Sb2O3 na presença e na 

ausência de NAC.  Já o símbolo (*) expressa uma redução na viabilidade celular. É possível verificar 

que no tratamento contendo   10mM de N-acetilcisteina houve uma redução nos efeitos causados 

pelo Sb2O3. Os valores foram obtidos por análise de ANOVA de duas vias, seguida pelo pós teste de 

Tukey. 

 

Como observado nas figuras 13 e 14, houve uma reversão no aumento de 

viabilidade celular causada pelo Sb2O3, principalmente nas concentrações de 0,0625 

e 0,125 µM de Sb2O3 quando em presença do antioxidante NAC. Visto que no 

tratamento apenas com Sb2O3 ocorre aumento da viabilidade celular nestas 

concentrações, comparando com o controle.  
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  EFEITO DO SB2O3 NAS CELULAS SH-SY5Y DIFERENCIADAS COM ÁCIDO 5.4

RETINÓICO EM COMPARAÇÃO COM CÉLULAS NÃO DIFERENCIADAS. 

 

Considerando os resultados apresentados anteriormente observou-se que o 

composto aumentou a viabilidade celular das linhagens SH-SY5Y e 3T3 na presença 

e ausência de SFB quando foram empregadas concentrações de 0,0625 a 0,5 µM. 

Com o objetivo verificar se linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y diferenciada 

poderia apresentar viabilidade semelhante ou não as células não diferenciadas, 

ensaios de viabilidade foram realizados com células SH-SY5Y submetidas ao 

tratamento com ácido retinóico, substância já demonstrada induzir esta linhagem a 

apresentar características de células neuronais (LOPES et al., 2010; XIE et al., 

2010). 

Para este ensaio apenas o tratamento por 24 horas foi realizado tanto em 

meio de cultivo suplementado com 10 % SFB (Figura 15 A) quanto em meio sem 

SFB (Figura 15 B). Para induzir a diferenciação da linhagem fez se uso de 10 µM de 

ácido retinóico durante 24 horas e após utilizou-se as concentrações de 0,0625 a 8 

µM de Sb2O3. Células SH-SY5Y não diferenciadas na presença de 10% SFB (Figura 

15 A) e tratadas com concentrações de 0,0625 e 0,125 µM de Sb2O3, apresentam 

aumento de 30 e 55% na viabilidade em relação ao controle, enquanto na 

concentração de 8 µM apresentam uma redução na viabilidade. Este aumento na 

viabilidade de células não diferenciadas se repetiu na concentração de 0,0625 µM 

de Sb2O3 na ausência de SFB (Figura 15 B), aumento de 20 % em comparação ao 

controle. 

Ao comparar a viabilidade de células SH-SY5Y diferenciadas e não 

diferenciadas nas concentrações de 0,0625 e 0,125 µM e na presença de 10% SFB 

(Figura 15 A), observa-se uma semelhança da viabilidade das diferenciadas com o 

controle. Em contrapartida, as células não diferenciadas apresentam aumento na 

viabilidade celular. Células SH-SY5Y diferenciadas, tiveram uma redução na 

viabilidade em concentrações de 4 e 8 µM quando em presença de 10% SFB (Figura 

15 A). Quando em meio sem SFB (Figura 15 B), a redução na viabilidade ocorre 

apenas em 8 µM, comparando com o controle.  
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Figura 15 -  Efeito de Sb2O3 na viabilidade de células SH-SY5Y diferenciadas com ácido retinóico e 

não diferenciadas 

 

Fonte: O autor 

Nota: Comparativo da viabilidade celular (%) de células SH-SY5Y diferenciadas com ácido retinóico e 

não diferenciadas, avaliada através do ensaio com o reagente MTT, em meio de cultivo 

suplementado com 10% SFB (A) e sem SFB (B) por tempo de 24 horas em exposição ao Sb2O3. As 

barras representam a média ± o erro padrão da média, sendo obtidos por três ensaios independentes. 

O símbolo (#) representa as diferenças estatísticas, apresentando aumento na viabilidade celular nas 

células não diferenciadas. Já o símbolo (*) expressa uma redução na viabilidade celular. A 

comparação por pares das concentrações de Sb2O3 entre as células diferenciadas e não 

diferenciadas é representado pelo símbolo (a).   Os valores foram obtidos por análise de ANOVA de 

duas vias, seguida pelo teste pelo pós teste de Tukey.  

 

O quadro abaixo apresenta um resumo dos resultados obtidos nos ensaios 

realizados. Observa se que há uma redução na viabilidade celular em concentrações 

acima de 2 µM de Sb2O3. Contudo, quando as células são tratadas com 

concentrações menores que 1 µM há um aumento na viabilidade celular 

independente da presença ou ausência de SFB no meio de cultivo. Pode se verificar 
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que, ao utilizar um composto antioxidante (NAC) esses efeitos na viabilidade celular 

são revertidos, sendo semelhante ao controle. 

 

Quadro 1 -  Resumo dos resultados obtidos através de ensaios com os tratamentos de Sb2O3.   

 

Fonte: O autor 

Nota: Quadro comparativo com resultados dos ensaios com células SH-SY5Y e 3T3. Estes resultados 

foram obtidos através dos ensaios de Viabilidade Celular (%) pelas técnicas de MTT, coloração por 

Vermelho Neutro (V.N.) e Suflorodamina B (SRB). Os ensaios foram realizados com meio DMEN com 

presença de 10 % soro fetal bovino (SFB) e na ausência dele. Observa-se que em concentrações 

acima de 2 µM de Sb2O3 há uma redução na viabilidade celular de ambas linhagens (SH-SY5Y e 

3T3). Já em concentrações abaixo de 1 µM de Sb2O3 ocorre um aumento na viabilidade celular. 

 

6 DISCUSSÃO 

 

O Antimônio, metaloide amplamente utilizado pela indústria, é responsável 

por induzir efeitos tóxicos em diferentes organismos. Bactérias e fungos presentes 

em solos contaminados por antimônio, apresentam uma modificação na sua 
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estrutura morfológica. Vegetações em solos com antimônio indicam haver 

deficiência nos níveis de nutrientes devido a mudança no pH do solo, podendo ainda 

através das mesmas poluir toda uma cadeia ecológica. Fazendo este metaloide ter 

efeito tóxico ao ecossistema (ANDERSON, 2012; LIN et al.; WANG et al., 2021). 

Nosso grupo de pesquisa observou que há linhagens celulares, como a SH-

SY5Y que são mais resistentes aos efeitos do Sb, enquanto outras linhagens como 

a exemplo célula de adenocarciona humano (HeLa) são mais sensíveis a morte 

induzida pelo composto (SILVA, 2020). 

Estudos demonstraram o efeito citotóxico do Sb em diferentes tipos 

celulares, tais como linhagens de fibroblasto, embrionárias, pulmonares (BOREIKO 

et al., 2021; JIANG et al., 2021; SIGH et al., 2016; WAN; WU et al., 2021) mas em 

linhagens neuronais pouco se sabe sobre estes possíveis efeitos. Como ainda não 

há muitos estudos no que diz respeito a toxicidade do antimônio em neurônios, 

nesse trabalho usamos como modelo de estudo a linhagem celular SH-SY5Y. A 

célula SH-SY5Y por ser uma linhagem de neuroblastoma humano, expressa 

proteínas neuronais especificas de humanos e suas isoformas, característica esta 

que faz com que essa linhagem seja muito usada como modelo de estudo 

(KOVALEVICH; LANGFORD, 2013; ROSS; SPENGLER; BIEDLER, 1983).  O ideal 

seria usar neurônios que podem ser provenientes de culturas primárias de roedores 

ou de células progenitoras neurais humanas (hNPC), mas exigem reagentes de alto 

custo (KOVALEVICH; LANGFORD, 2013; LOPES et al., 2010; XIE et al., 2010). As 

células da linhagem SH-SY5Y já são utilizadas como modelo para estudos in vitro de 

patologias associadas ao sistema nervoso (XIE et al., 2010). Assim, selecionamos a 

linhagem SH-SY5Y para analisar os efeitos do Sb2O3. 

A linhagem SH-SY5Y apresentou redução na viabilidade celular em 

concentrações, iguais ou maiores que 8 µM de Sb2O3 (Figura 3 e 4) tanto na 

presença quanto na ausência de SFB. Nossos dados obtidos são semelhantes aos 

encontrados na literatura que analisam diferentes linhagens tumorais após 

exposição ao Sb, como feocromacitoma de rato (PC12), células de adecarcinoma de 

pulmonar humano (A549), neuroblastoma murino (Neuro-2a) e adenocarcinoma 

humano (HeLa) (JIANG et al., 2016; SILVA, 2020; ZHAO et al., 2017; ZHI et al., 

2020).  

 Em células HeLa, Mann et al. (2006) relatam haver indução a morte celular 

quando tratadas com Sb2O3 em concentrações entre 5 a 10 µM durante 72 horas de 
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exposição. Wang et al. (2019) e Zhi e colaboradores (2020) mostraram em seus 

estudos com células PC12, que em concentrações superiores de 25 e 75 µM de Sb 

por 24 horas de exposição ao Sb há uma redução na viabilidade nesta linhagem. 

Enquanto que Su e colaboradores (2022) ao investigarem a viabilidade de células 

A549 quando expostas ao cloreto de antimônio por 24 horas, verificaram que há 

redução na viabilidade em concentrações superiores a 25 µM. Nota-se que a 

exposição, em concentrações acima de 5 µM de antimônio, a diferentes tipos 

celulares tumorais, não apenas em SH-SY5Y, leva a efeitos citotóxicos 

principalmente a redução da viabilidade e morte celular. Nosso grupo de pesquisa 

ao analisar células PC12, Neuro2a, SH-SY5Y e HeLa expostas a concentrações de 

Sb2O3 verificaram que linhagens como PC12, SH-SY5Y e Neuro-2a somente 

apresentaram redução da viabilidade na maior concentração utilizada, 128 µM. Em 

comparação com as linhagens não tumorais que mostraram ser mais sensíveis ao 

Sb.  Para verificar ainda o tipo de morte celular que concentração de até 32 µM de 

Sb causou nas linhagens, usou as linhagens SH-SY5Y e HeLa. Nosso grupo 

demonstrou que há indícios de morte celular por apoptose nestas linhagens testadas 

(SILVA, 2020). 

Pode se verificar ainda que em nossos resultados o antimônio levou a um 

aumento na viabilidade em concentrações iguais ou inferiores a 2 µM, dependendo 

do tempo de exposição (Figura 5 e 6). No estudo de Zhang et al. (2018) ao estudar 

células de adenocarcinoma prostático (PC-3) e carcinoma metastático de próstata 

humano (LNCaP) expostas a concentrações de 10, 0,5 e 0,4 µM de tartarato de 

antimônio, demonstraram haver uma indução à proliferação celular, além de um 

crescimento aumentado nestas células.  A proliferação celular induzida por 

antimônio também foi demonstrada pelo estudo de Lou e colaboradores (2021) ao 

usarem linhagem de câncer de bexiga, células (EJ), expostas a concentrações 

inferiores a 4 µM de antimônio. Em 0,8 µM os autores evidenciaram que este 

metaloide promove a proliferação celular, além de um aumento na atividade 

migratória. Demonstrando que baixas concentrações de antimônio estão 

intimamente ligadas com a progressão e proliferação celular do câncer de bexiga 

cultivado in vitro.  

Os nossos resultados de aumento de viabilidade da linhagem SH-SY5Y 

obtidos quando as células foram expostas a concentrações menores que 8 µM de 

Sb2O3 foram confirmados a partir de três técnicas distintas de determinação de 
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viabilidade celular, demonstrados por:  MTT (Figura 5 e 6), Vermelho Neutro (Figura 

7 e 8) e Sulforodamina B (Figura 9 e 10). 

A técnica de análise de citotóxidade por MTT possibilita a mensuração da 

viabilidade de células metabolicamente ativas através da redução de tetrazólio pelo 

dinucleotídeo de nicotinamida adenina (NADH) em cristais de formazan que 

apresentam violácea, isto em células viáveis metabolicamente ativas (VERMA et al., 

2020; FRESHNEY, 2005).  Já o vermelho neutro é um reagente incorporado pelos 

lisossomos das células vivas, quando as linhagens celulares entram em apoptose, 

não ocorre absorção deste corante e consequentemente a perda da viabilidade 

celular leva a redução na quantidade de vermelho neutro nas células (ARHAMED; 

ALHADLAQ, 2014; BORENFREUND; PUERNER, 1985). A técnica de coloração 

através do corante arroxeado Sulforodamina B (SRB) ocorre quando o corante, em 

condições ácidas, liga se em aminoácidos de proteínas celulares. Esta ligação é 

estequiométrica, sendo a quantidade do corante que é extraído pelas células 

pigmentadas correlacionado com número de células (LIN et al., 1999; PAPAZISIS et 

a., 1997; VICHAI; KIRTIKARA, 2006).   

Desta maneira após verificar aumento de viabilidade da linhagem SH-SY5Y 

por três técnicas distintas, podemos inferir que este aumento está relacionado com a 

proliferação induzida pelo Sb. Zhang et al. (2018) em seus trabalhos demonstraram 

que baixas doses de Sb, inferiores a 1,2 µM, promove proliferação celular em 

linhagem de câncer de próstata, podendo ainda provocar o crescimento do tumor 

imitando a atividade androgênica nas células de câncer de próstata que são 

dependentes de androgênio. Outro mecanismo de citotoxicidade do Sb apresentado 

por Zhang et al. (2018) em seu outro trabalho é que o metaloide pode aumentar a 

estabilidade da proteína c-Myc, proteína que desempenha papel crucial na 

regulação do ciclo celular; e alterações no gene que a codifica estão relacionadas a 

manutenção e ao progresso tumoral. Podem ainda induzir a proliferação celular 

nestas células, porém através da ativação da via de sinalização CtBP2-ROCK1. 

Para verificar se o antimônio poderia ter os mesmos efeitos em linhagens 

não tumorais, usou-se a célula fibroblasto 3T3. As concentrações usadas foram 8; 4; 

2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 µM de Sb2O3. O aumento na viabilidade celular 

observado em células SH-SY5Y se repetiu na linhagem 3T3 nas concentrações de 

0,0625 a 0,25 µM de Sb2O3 em ambos os tratamentos, na presença e ausência de 

SFB (Figura 11 e 12). Em relação a redução, o fibroblasto 3T3 apresentou uma 
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redução na viabilidade em concentração de 0,25 a 8 µM de Sb2O3, demonstrando ser 

mais sensível ao tratamento com Sb2O3 quando comparado com células SH-SY5Y. 

Chen et al. (2010) também utilizaram a linhagem 3T3 para investigar qual seria os 

efeitos do Sb2O3. Os autores descrevem haver uma redução expressiva na 

viabilidade em concentrações inferiores a 12 µM, além de elevada embriotoxicidade. 

Jiang e seus colaboradores (2016) ao utilizarem a linhagem embrionária de rim 

humano (HEK-293t), linhagem não tumoral, expostas ao Sb2O3 verificaram haver, 

acima de 35%, morte celular quando tratadas com 8 a 16 µM por 24 horas. Esta 

morte celular estava, principalmente, correlacionada com apoptose induzida pelo 

composto. Assim, os efeitos tóxicos do antimônio ocorrem em linhagem tumorais e 

não tumorais, sendo as não tumorais mais suscetíveis a este metalóide. 

Em sua maioria, as condições relatadas em estudos citotóxicos com o Sb 

estão associadas ao Arsênio (As), cujas características físico-químicas se 

assemelham (ARAI, 2010; HERATH et al., 2017; TAMAS et al., 2014; WILSON et al., 

2010). Com o arsênio, há estudos citotóxicos que utilizam linhagens neuronais, 

tumorais e não-tumorais onde demonstram os efeitos que este composto causa 

nestas células (CASTRO et al., 2011; MEDDA et al., 2021; SIGH et al., 2016; WAN 

et al., 2021). Estes efeitos são, principalmente, o aumento na produção de ROS, 

levando como consequência a redução no número de células viáveis, danos 

genotóxicos e a aumento nos níveis de processos apoptóticos (ALARIFI et al., 2013; 

CHAYAPONG et al., 2017; LU et al., 2013; YEDJOU; TCHOUNWO, 2007; ZHAO et 

al., 2018).  

Assemelhando ao As, os principais fatores de resposta celular após 

exposição ao Sb, são as alterações metabólicas. Este metaloide modifica o 

metabolismo normal das células através de aumento na produção de ROS. O 

estresse oxidativo, causado pelo aumento de ROS, conduz as linhagens a 

processos anormais como: interrupção do ciclo celular, ou ainda a célula continuar o 

ciclo celular sem os reparos corretos que se fazem necessários para o êxito do 

processo de divisão celular (JIANG et al., 2016; SU et al., 2022; ZHONG et al., 

2021). Este aumento acentuado do metabolismo energético causado pelo Sb acaba 

por desempenhar um papel importante na citotoxicidade em hepatócitos de 

camundongos, como demonstrado nos estudos de Valko (2006) e confirmado por 

Zhong (2021).  
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Já foi confirmado por Verbon et al. (2012) que ROS influenciam a presença, 

a atividade e a estrutura química de enzimas como ciclinas e cinases dependentes 

de ciclinas. Enzimas estas que controlam e regulam a progressão do ciclo celular. 

Através das ROS ocorre a fosforilação e ubiquitinação dessas CDK´s e ativação de 

receptores do fator celular de crescimento. Estes fatores acabam por modificar a 

fisiologia celular normal de divisão causando morte celular ou divisão celular 

descontrolada, sem as corretas checagens.  

O meio padrão para cultivo das linhagens tem adição de soro fetal bovino. 

Contudo, o soro fetal bovino em estudos in vitro é descrito como possível agente 

capaz de interferir na produção de ROS ao comparar com grupos de células que não 

recebem. Tendo ainda, um aumento em seu desenvolvimento e no número total de 

células no grupo com SFB (BISWAS; HYUN, 2021; GUO et al., 2019).  A presença 

de SFB no meio de cultivo estimula um aumento do metabolismo lipídico intracelular 

(BISWAS; HYUN, 2021; GUO et al., 2019; KIM et al., 2019). Estudos 

complementares apontam vários transcritos antioxidantes positivamente regulados 

após suplementação do meio de cultivo com SFB (KIM et al., 2019; MUN et al., 

2017). Uma vez descrito que o antimônio é um composto que induz a formação de 

radicais livres e através dos dados observados na figura 10, a avaliação na ausência 

de soro se justifica e se faz necessária nos ensaios realizados neste trabalho.  

Em seus estudos Zhu et al. (1999), e posteriormente confirmado por Losler e 

colaboradores (2009), demonstraram ao estudar a citotoxicidade do As e Sb que ao 

utilizar BSO como antioxidante, a morte celular pós exposição ao As e ao Sb foram 

atenuados. Células expostas a estes metaloides apresentaram uma redução na sua 

viabilidade, e quando havia o tratamento com BSO a viabilidade aumentava 

comparando-se ao controle. Sendo assim, estes fatores de resposta celular pós 

exposição a estes metaloides poderiam ser revertidos pela utilização de 

antioxidantes, como descrito pelos autores (LOSLER et al., 2008; VALKO et al., 

2006; ZHU et al., 1999; ZHONG et al., 2021. 

Para verificar se as alterações na viabilidade celular da linhagem SH-SY5Y, 

apresentados em nosso estudo, estariam relacionadas ao aumento na produção de 

ROS, ensaios de viabilidade usando NAC foram realizados. Os resultados 

demonstraram que ao utilizar o antioxidante NAC no tratamento com as 

concentrações 8 a 0,0625 µM de Sb2O3 em células SH-SY5Y (Figura 13 e 14) ocorre 

uma reversão nos efeitos causados pelo Sb2O3 quando comparado com as células 
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tratadas apenas com o Sb2O3, que apresentaram aumento na viabilidade em 

concentrações de 0,25 a 0,0625 µM. Ou seja, no momento em que foi empregado o 

NAC no tratamento com Sb2O3, nas concentrações de 0,25 a 0,0625 µM não foi 

observado aumento na viabilidade, anulando o efeito causado pelo Sb2O3. Esta 

inibição do efeito causado pelo Sb2O3 na viabilidade celular no tratamento em 

presença de NAC quando comparado com apenas Sb2O3 é observado tanto em 

meio de cultivo contendo 10% SFB quanto sem SFB, não havendo diferença em 

ambas as condições do meio de cultivo.    

Os dados utilizando o tratamento de Sb com o NAC, foram semelhantes aos 

obtidos por Deng e colaboradores (2019), que viram que a indução a proliferação 

celular em células troncos tumorais (U87) e linhagem de glioma humano (U251) 

ocasionados por ROS pós exposição ao Sb foi reduzida após o tratamento com 

antioxidante NAC. Estes dados são confirmados através dos obtidos por Su et al. 

(2022) que ao usar um tratamento com 5 mM de NAC em linhagens A549 observou 

que o NAC atenuou a perda de viabilidade que havia ocorrido pós exposição ao Sb. 

Ainda, o NAC previu a parada do ciclo celular na fase G2/M.  Jiang et al. (2016) 

demonstraram também a capacidade do antioxidante NAC em inibir os efeitos 

causados pela exposição ao Sb2O3 . Em seu estudo, ao expor células HEK-293 ao 

Sb2O3 observaram um aumento de 1,5 a 2 x nos níveis de caspases 3 e caspases 7, 

consequentemente um elevado aumento de células em apoptose. Estes efeitos 

foram inibidos quando células foram tratadas com o antioxidante NAC, tendo ainda 

um aumento na viabilidade.  No caso de He e seus colaboradores (2021), ao 

utilizarem o tratamento com o NAC em células Oli-neu, linhagem de células 

precursoras de oligodentrócitos, expostas ao arsênio verificaram que o antioxidante 

NAC inibiu as alterações morfológicas e os efeitos na viabilidade que haviam sido 

causadas pelo As. Assim, uma solução antioxidante pode reverter os efeitos 

causados na viabilidade em células que são expostas ao Sb.  

Estudos tem demonstrado que células SH-SY5Y diferenciadas com ácido 

retinóico tornam-se mais excitáveis e com um potencial de membrana aumentado, 

podendo expressar marcadores específicos neuronais como: noradrenalina, proteína 

associada ao crescimento (GAP-43), além de sinaptofisina e proteínas neuronais 

especificas do citoesqueleto (proteína Tau) (CHEUNG et al., 2009; GIMENEZ-

CASSINA; LIM; DIAZ-NIDO, 2006). Com o Arsênio estudos mostram que este 

composto induz alterações no processo e até mesmo interrompe a diferenciação 
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celular (LIU; BAIN, 2014; SZYMKOWICZ; SIMS, 2019). Wisessaowapak et al. (2021) 

ao utilizar células SH-SY5Y diferenciadas com ácido retinoico expostas ao arsenito 

de sódio (NaAsO2) relata que o arsênio aumentou a fosforilação da proteína tau, 

proteína estabilizadora de microtubulos. Ainda há um aumento na atividade da 

enzima glicogênio sintase quinase-3 (GSK3) na membrana celular. Esta enzima age 

controlando e afetando diretamente no crescimento, morfologia, apoptose e 

mobilidade celular. A exposição prolongada ao NaAsO2 ainda leva a interferência 

direta na sinalização neuronal da insulina e reduz a fosforilação da proteína quinase 

B (Akt) nestas células diferenciadas (NIYOMCHAN et al., 2018; ULLAH et al., 2021).  

Os nossos resultados aqui apresentados mostram que células SH-SY5Y 

diferenciadas com ácido retinóico não apresentam aumento na viabilidade ao serem 

expostas à Sb2O3, como acontece com células não diferenciadas. Nas 

concentrações 0,0625 e 0,125µM de Sb2O3 as células diferenciadas com ácido 

retinóico apresentam viabilidade semelhante ao controle (células não tratadas com 

Sb2O3). Já em 4 e 8 µM a redução na viabilidade, observada na figura 15 se 

manteve independente se a célula esta diferenciada ou indiferenciada. Os resultados 

demonstram que células SH-SY5Y diferenciadas com ácido retinóico podem ser 

mais resistentes ao efeito de aumento na viabilidade induzida por pequenas 

concentrações (0,0625 e 0,125 µM) de Sb2O3, mas ainda se mantem a redução na 

viabilidade em concentrações 4 e 8 µM de Sb2O3. 

 Estes resultados corroboram aos encontrado por Bregoli e seus 

colaboradores (2009), ao estudar o efeito do antimônio em células CD34+ da medula 

óssea diferenciadas onde houve uma diminuição na taxa de proliferação celular 

nestas células diferenciadas após exposição ao metaloide. Por outro lado, Yu e 

colaboradores (2022) demonstram haver uma perda na viabilidade em célula 

neuronal, neurônios murinos, após exposição a concentrações superiores a 75 µM 

de Sb. Estes neurônios quando tratados com estas concentrações de Sb 

apresentaram uma diminuição no tamanho do núcleo celular, apoptose devido 

aumento na fragmentação do material genético (DNA) e elevado aumento nos níveis 

celulares de ferro (Fe) livre.   

Os protocolos de diferenciação precisam ser empregados para confirmar 

estes resultados observados, para que então possamos inferir se neurônios 

poderiam ser mais resistentes aos efeitos do Sb em comparação com a linhagem 

SH-SY5Y. 
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Mediante aos resultados apresentados neste estudo, pode se verificar que 

Sb2O3 induz toxicidade na linhagem SH-SY5Y. Concentrações baixas de Sb2O3 

levam a um aumento na viabilidade, dados confirmados através de três técnicas 

distintas (MTT, vermelho neutro e sulforodamina B). Este aumento na viabilidade em 

baixas concentrações aponta a uma possível proliferação celular na linhagem 

neuronal SH-SY5Y ocasionada pelo antimônio, proliferação já descrita em estudos 

com células não neuronais (DENG, et al., 2019; LOU et al., 2021; SU et al., 2022; 

ZHANG et al., 2018). 

Já concentrações superiores a 4 µM acarretam redução na viabilidade da 

linhagem SH-SY5Y. Em comparação a linhagem SH-SY5Y, o fibroblasto 3T3 

mostrou ser sensível ao Sb2O3, consolidando dados descritos por nosso grupo de 

pesquisa em estudos anteriores (SILVA, 2020). Estes resultados ampliam a 

percepção referente os possíveis efeitos tóxicos que o Sb2O3 induz em células de 

neuroblastoma. 

O uso de antioxidante (NAC) no estudo, revela que o aumento na viabilidade 

celular causados pós exposição ao Sb2O3 é revertido em presença de NAC 

apresentando ser uma estratégia promissora. O uso de substâncias com ação 

antioxidante pode tornar se uma possível alternativa contra os efeitos tóxicos que 

são causados por exposição ao antimônio.  

Dados com relação a toxicidade do antimônio em células neuronais ainda 

são escassos. Ao diferenciar célula SH-SY5Y para que apresentasse características 

de neurônio e expor elas as concentrações de Sb2O3, pode se concluir que: 

comparando com as células indiferenciadas, células SH-SY5Y diferenciadas tiveram 

sua viabilidade aproximada ao controle, podendo ser resistentes ao trióxido de 

antimônio. No entanto, mais estudos utilizando linhagem de neuroblastoma 

diferenciadas expostas ao antimônio necessitam ser realizados. 
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7 CONCLUSÕES 

 

O Sb2O3 induziu toxicidade na linhagem SH-SY5Y e na linhagem 3T3. 

A linhagem celular SH-SY5Y foi resistente aos efeitos das concentrações do 

Sb2O3 apresentando queda na viabilidade em concentrações de 4, 8,16, 32, 64 e 

128 µM. 

Nas concentrações de 1, 2, 4 e 8 µM de Sb2O3 células de 3T3 já 

apresentavam diminuição na viabilidade. 

A linhagem celular 3T3 mostrou ser mais sensível aos efeitos causados 

pelas concentrações de Sb2O3. 

As linhagens SH-SY5Y e 3T3 apresentaram aumento expressivo na 

viabilidade celular em comparação com o controle, em concentrações de 0,5, 0,25, 

0,125 e 0,0625 µM de Sb2O3. 

O antioxidante NAC inibiu os efeitos causados pelas concentrações de 

Sb2O3 na linhagem SH-SY5Y. 

Células SH-SY5Y diferenciadas com ácido retinóico mostraram ser mais 

resistentes aos efeitos causados pelas concentrações de Sb2O3 ao comparar com as 

que não foram diferenciadas. 
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