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RESUMO

O carcinoma hepatocelular € uma das neoplasias malignas de maior incidéncia e, em relacdo
as demais, representa a terceira causa de morte no mundo. No entanto, os medicamentos
disponiveis para o seu tratamento sdo ineficazes, o que justifica a busca constante de novas
drogas para este fim. Neste contexto, no presente estudo foram avaliados os efeitos da sidnona
SYD-1 (3-[4-cloro-3-nitrofenil]-1,2,3-oxadiazdlio-5-olato), que apresenta importante
atividade antitumoral contra Carcinoma de Erlich e Sarcoma 180, sobre células de
hepatocarcinoma humno (HepG2) e hepatdcitos de rato, em suspensdo e em cultivo. Ainda,
investigou-se a liberacdo de 6xido nitrico (NO®) a partir da estrutura de SYD-1, e seu
envolvimento na inibicdo do estado 3 da respiracdo, efeito anteriormente atribuido ao
mesoidnico. Em mitocondrias isoladas, SYD-1 (100 pmol.L™") promoveu uma inibicdo de
~35% sobre o estado 3 da respiracao, sendo esta parcialmente revertida em 14% pela adicédo
de hemoglobina (Hb - 80 pmol.L™"). Em sistema livre de mitocondrias, utilizando a sonda
fluorescente DAF-FM, evidenciou-se a liberacdo de 13,69 + 2,67 nmol.L™ NO*/min, a partir
da estrutura de SYD-1 (3 mmol.L™). A viabilidade de células HepG2 cultivadas, avaliada pelo
método do MTT, foi diminuida pelo SYD-1 (25-100 umol.L™) de maneira tempo e dose
dependentes, chegando a ~96% de reducdo apos 72h, para a maior concentragdo (100 umol.L
1. Por outro lado, o composto (25 e 50 umol.L™) n&o afetou a viabilidade destas células em
suspensdo, ap6s dois minutos de incubagdo, como determinado pelo método do azul de tripan.
Nestas mesmas condicBes, SYD-1 ndo afetou a respiracdo celular, porém, promoveu a
diminuicdo dos niveis de pirutato em ~38% e aumento dos niveis de lactato de ~17%, ap0s
40 min de incubacdo (50 pmol.L™). Diferentemente, a respiragéo de células HepG2 cultivadas
por 24h na presenca de SYD-1 (25 e 50 pmol.L™) foi alterada. SYD-1 (50 pmol.L™) reduziu
0 consumo de oxigénio durante o estado desacoplado da respiracdo em ~26%. Nestas
condicdes, houve uma diminuicdo dos niveis de piruvato em ~56% e 0 aumento dos niveis de
lactato em ~32%. Anélises morfoldgicas destas células mostraram sofrimento, evidenciado
pela vacuolizacdo e projecBes citoplasmatica (blebs) e retracdo celular. SYD-1 (25 e 50
umol.L™) ndo afetou a viabilidade, avaliada pelo método do azul de tripan, como também a
respiracdo de hepatdcitos em suspensdo, apds 2 minutos de incubacgdo. No entanto, a producéo
de piruvato foi diminuida (~36%) e a de lactato aumentada (~22%), apés 40 min de
incubacdo (50 pmol.L™). J& nestas células em cultura, 0 mesoidnico (50 pmol.L™) diminuiu a
viabilidade, avaliada pelo método do MTT, em ~66% apds 18 horas de incubacdo. Nestas
mesmas condi¢des, SYD-1 promoveu um aumento da liberacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) de ~83% e 257% para as concentracoes de 25 e 50 pmol.L™?,
respectivamente. Ainda, alteracdes morfolégicas observadas na concentracéo de 50 pmol.L™
foram sugestivas de sofrimento celular e os estados basal e desacoplado da respiracéo celular
foram inibidos em ~79% e ~39%, respectivamente. Nestas células, a producdo do piruvato e
lactato foi aumentada na presenca de SYD (50 pmol.L™) em ~83% e ~16%, respectivamente.
Os resultados em mitocondrias isoladas sugerem que o efeito inibitério do SYD-1 sobre o
estado 3 da respiracdo seja, em parte, decorrente da liberacdo de NO" a partir de sua estrutura.
Os efeitos sobre células HepG2 e hepatdcitos sugerem que SYD-1 compromete
significativamente funcdes metabdlicas relacionadas a provisédo de energia, em particular a via
glicolitica e a fosforilagdo oxidativa e, quando considerada a menor concentracdo (25umol.L
1), seus efeitos sdo mais pronuciados sobre as células tumorais.

Palavras chaves: Sidnonas, SYD-1, mitocondrias , células HepG2, hepatdcitos, metabolismo.
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma is a malignant neoplasm of high incidence and, in comparison to
the other cancers, represents the third cause of death in the world. However, the drugs
available for treatment are ineffective, which justify the research for new therapies . In this
context, the present study evaluated the effect of SYD-1, which was shown to have important
antitumor activities against Ehrlich carcinoma and Sarcoma 180, on human hepatocarcinoma
cells (HepG2) and mouse hepatocytes maintained in suspension or in culture. It was also
investigated the nitric oxide (NO-«) release from the SYD-1 structure and it involvement in the
inhibition of state 3, an effect previously described for this mesoionic. In isolated
mitochondria, SYD-1 (100 pmol.L™") decreased the respiratory rate by ~35% during state 3,
which was partially reversed (~14%) by the addition of hemoglobin (Hb - 80 pmol.L™). In
assays using the fluorescent probe DAF-FM in a mitochondria-free system, it was verified the
release of 13.69+2.67 nmol.L™* of NO«/ min from SYD-1 (3 mmol L™). In HepG2 cultured
cells, SYD-1 (25-100 umol.L™) reduced the cell viability in a time- and dose-dependent way,
reaching up to 96% decreasing after 72 hours (100 umol.L™), as determined by MTT method.
The compound (25 and 50 pmol.L™) did not change the viability of these cells in suspension
after two min of incubation, as determined by Trypan blue. In this condition, SYD-1 did not
affect respiratory parameters of HepG2 cells. However, SYD-1 treatment (50 umol.L™)
decreased the levels of piruvate (~38%) and increased lactate (~17%) after 40 min of
incubation. In contrast, the respiration of HepG2 cultured cells was significantly affected by
incubation with SYD-1 (25 and 50 pmol L™) for 24 h. The compound (50 pmol.L™) reduced
the oxygen consumption during the uncoupled state of respiration by ~ 26%. In this
experimental situation, SYD-1 also promoted the reduction of pyruvate levels by ~ 56% and
the increase in the lactate levels by ~32% (24h incubation at 50 umol.L™). Morphological
analysis of HepG2 cells in culture after treatment with SYD-1 (25 and 50 pmol.L™) for 24 h
showed cellular injury as evidenced by the occurrence of cytoplasmic vacuolization and cell
shrinking. SYD-1 (25 and 50 pmol.L™) did not affect the viability of hepatocytes in
suspension, as evaluated by Tripan Blue, as well as respiratory parameters in these cells, after
incubation for 2 min. However, the production of pyruvate was reduced (~36%) and lactate
increased (~22%) after 40 min incubation with SYD-1 (50 pmol.L™). After 18h of incubation,
the compound (50 pumol.L™) decreased cell viability of ~66% of cultured hepatocytes, as
evaluated by MTT. At the same conditions, SYD-1 promoted an increase in the release of the
enzyme lactate dehydrogenase by ~83% and ~257% for concentrations of 25 and 50 pmol L™,
respectively. Morphological changes seen in cultured cells treated with SYD-1 (50pumol L™)
were suggestive of cell distress. Basal and uncoupled states of cellular respiration were
inhibited at ~79% and ~39%, respectively, by SYD-1 (50umol.L™). The production of
pyruvate and lactate was increased in the presence of SYD (50 umol.L™) at ~83% and ~16%,
respectively. The results from isolated mitochondria suggest that the inhibitory effect of SYD-
1 on the state 3 is partially due to the release of NOe from its structure. In addition, SYD-1
effects on HepG2 cells and hepatocytes indicate that this mesoionic impairs metabolic
functions, particularly energy-linked functions involving oxidative phosphorylation and
glycolysis. At the lowest concentration (25 umol.L™), SYD-1 effects are more pronounced on
tumor cells.

Key words: Sydnones, SYD-1, mitochondria, HepG2 cells, hepatocytes, metabolism.
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1. INTRODUCAO

O termo cancer é aplicado a mais de 100 diferentes doencas (INCA, 2010), responsaveis,
no ano de 2007, por 7,6 milhdes das mortes mundiais, com estimativas de 518.510 novos casos no
Brasil, para os anos de 2012 e 2013 (IARC, 2010; BRASIL, 2011). Esta doenca é caracterizada
pelo descontrole no crescimento celular e falhas na regulagcdo do processo de morte celular
(VENKATARAMANA et. al., 2010; HARRINGTON, 2007).

O céncer hepatico se destaca dentre os demais por ser o terceiro responsavel pelas mortes
em nivel mundial (FERLAY et. al., 2010). Sua incidéncia é maior em homens com mais de 40
anos e esta associado a varios fatores de risco, entre eles as infeccGes decorrentes dos virus da
hepatitte B e C (KEW, 2010). Esta é uma doenga grave para qual ndo ha tratamento
farmacologico efetivo, o que justifica as pesquisas realizadas na tentativa de encontrar novos
compostos que possam levar a cura da doenca, como alternativa a intervencéo cirdrgica (ROSSI
et. al., 2010). Dentre os compostos estudados, tém merecido especial atencdo os denominados
mesoidnicos por apresentarem diversas atividades bioldgicas, entre as quais se destaca a
antitumoral.

Considerando a importante atividade antitumoral do composto mesoidnico 3-[4-cloro-3-
nitrofenil]-1,2,3-oxadiazdlio-5-olato ~ (SYD-1), pertencente a classe das sidnonas, contra
Carcinoma de Erlich e Sarcoma 180, e, ainda, a inexisténcia de literatura que relate o efeito deste
composto sobre linhagens de carcinoma altamente incidente nos dia atuais, no presente estudo
foram avaliados seus efeitos sobre células HepG2 humanas (Carcinoma Hepatocelular) e
hepétocitos de rato. Sabe-se, ainda, que SYD-1 compromete o processo de fosforilacdo oxidativa
principalmente por promover uma importante inibicdo do transporte de elétrons através da cadeia
respiratoria, efeito possivelmente associado a liberacéo de 6xido nitrico a partir da sua estrutura, o
que poderia relacionar-se a sua atividade antitumoral. Com base nesta informacéo, ainda, neste
estudo, foi avaliado o possivel mecanismo envolvido no comprometimento da fosforilacao

oxidativa, particularmente na inibi¢édo do estado 3 da respiracao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METABOLISMO DAS CELULAS TUMORAIS

O relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC/OMS, 2010),
publicado em 2008, aponta que o humero de casos de cancer a nivel mundial mais que dobrou
em 30 anos, sendo responsavel por 7,6 milhdes das mortes mundiais no ano de 2007. Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude, essa incidéncia tende a aumentar ainda mais, atingindo 27
milhGes de novos casos e 17 milhdes de mortes por cancer no ano 2030, principalmente nas
populacdes de paises em desenvolvimento (INCA, 2010). Isso se deve principalmente as
mudangas no estilo de vida dessa populagdo, como o aumento do consumo de cigarros, de
acidos graxos saturados e de alimentos altamente caldricos, associados ao sedentarismo
(JEMAL et al., 2010).

No Brasil Estimativas para o ano de 2012/2013 apontam para a ocorréncia de 518.510
novos casos, sendo que 257.870 acometeriam 0 sexo masculino e 260.640 o sexo feminino.
Dessa forma, o cancer vem merecendo destaque nas Ultimas décadas, tornando-se um
evidente problema de satde publica mundial (BRASIL, 2011).

Atualmente entende-se o cancer como resultado de mutaces no DNA, que levam a
varias alteracbes somaticas em uma unica célula, desregulando e induzindo falhas nos
processos de divisdo, bem como desequilibrio no controle da morte celular programada
(ALBERTSSON et. al., 2003). Ainda, ocorrem alteraces na interacdo entre as células o que
permite a migracdo destas para tecidos vizinhos e consequentemente metastase, caracteristica
marcante dos tumores malignos (LANFRANCONE et. al., 1994).

O termo cancer passou entdo a ser utilizado genericamente para representar um
conjunto de mais de 100 doencas (INCA, 2010), que possuem em comum a proliferacdo
celular desregulada e a supresséo de fatores que envolvem a morte celular
(VENKATARAMANA et. al., 2010; HARRINGTON, 2007).

Sendo assim, as celulas tumorais possuem metabolismo muito distinto das células
saudaveis, como resultado de mutacdes que alteram a expressao e a atividade de enzimas que
determinam a velocidade das vias metabdlicas (CHEN et. al., 2009).

A alteracdo metabdlica mais conhecida e estudada € o chamado Efeito Warburg.

Estudos iniciais a respeito desta alteracdo datam de 1920, quando Otto Warburg descobriu
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que mesmo na presenca de oxigénio, as células de diferentes tumores, oxidavam
preferencialmente e parcialmente a glucose para obtencdo de energia, com a producdo de
grande quantidade de lactato, mesmo sendo o rendimento energético desta via muito inferior
ao da oxidacdo total do carboidrato através da fosforilagdo oxidativa (MATOBA et. al.,
2006).

O efeito Warburg confere diversas vantagens a célula tumoral, que ao utilizar a
glucose como combustivel aproveita os intermediarios de sua via de oxidacdo para a
biossintese de nucleotideos, lipidios, proteinas e, ainda, os equivalentes redutores como
NADPH. A grande oxidacdo de glucose nestas células permite sua rapida proliferacdo e
disseminagcdo (LE MELLAY et. al., 2002; DEBERARDINIS et. al., 2008). Como
consequéncia da rapida proliferacdo celular e da incapacidade do sistema vascular em prover
uma quantidade de oxigénio suficiente, o ambiente se torna hipdxico. Entdo, para garantir sua
sobrevivéncia, as células precisam se adaptar ao novo e desfavordvel ambiente. Esta
adaptacéo inclui a expressdo da subunidade HIF-1a do fator de transcrigao HIF-1, regulada
pela presenca de oxigénio. Assim, quando as células estdo bem oxigenadas, esta subunidade é
hidroxilada e se liga a proteina supressora de tumor Von Hipper-Lindau que coordena sua
degradacdo proteossomal. No entanto, sob condic6es de hipoxia, a hidroxilacdo € inibida e a
subunidade HIF-1a dimeriza-se com a constitutivamente expressa subunidade HIF-1B
(SEMENZA, 2010; CHUN et. al., 2010), passando a favorecer a mudanca do metabolismo
oxidativo para o glicolitico, através da inducdo de genes responsaveis pelo aumento da
expressao de enzimas integrantes da via glicolitica, de transportadores de glucose (GLUT) e
lactato (MCT), da angiogénese e proliferacdo celular. Além disso, o HIF-1 inativa a
fosforilacdo oxidativa através da inducdo de piruvato desidrogenase quinase-1 (PDK-1) e
lactato desidrogenase A (LDH-A). A PDK-1 ao fosforilar o complexo piruvato desidrogenase
promove sua inibicdo, o que diminui a descarboxilacdo oxidativa do piruvato a acetil-CoA.
Assim, as velocidades das reacGes do ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa sdo diminuidas.
O piruvato que ndo participa no ciclo de Krebs é reduzido a lactato, processo facilitado pela
elevada concentracdo de LDH-A. O excesso de lactato, por sua vez, promove alteragcdes no
pH e parece favorecer a migragdo das células tumorais para outros tecidos, no entanto o
mecanismo ainda ndo € totalmente compreendido (STUBBS; GRIFFITHS, 2010;
GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2010; TENNAT; DURAN; GOTTLIEB,
2010).

Ainda, estas mudancas metabolicas favorecem a diminuicdo da producdo de EROS

pela via mitocondrial, uma vez que esta organela esta com sua fungdo diminuida, o que por
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sua vez, previne o desencadeamento de mecanismos de inducdo da morte celular (WELJIE;
JIRIK, 2010; MORENO-SANCHES et. al., 2007).

Essas mudancas metabdlicas podem também ser ativadas por oncogenes ou pela perda
de fatores supressores do tumor (HSU; SABATINI, 2008). Assim, mudancgas metabolicas sao
também reguladas por outros fatores como PI3K, MYC e proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) entre outros (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011).

Além disso, as células cancerosas podem aumentar sua capacidade de biossintese de
macromoléculas através da expressdo preferencial de uma isoforma da piruvato quinase, a
PK-M2. Essa enzima catalisa a conversdo irreversivel do fosfoenolpiruvato a piruvato, porém,
de forma mais lenta que outras isoformas, permitindo, assim, o desvio dos intermediarios da
via glicolitica para outras vias anabdlicas, como a via da pentose fosfato (WON, et. al, 2012;
CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011).

A inativacdo de fatores supressores de tumor também altera o equilibrio entre as vias
glicolitica e da fosforilacdo oxidativa. A proteina p53 além de controlar o ciclo celular, regula
a expressdo génica da citocromo c oxidase 2 (SCO2), que junto com a proteina citocromo ¢
oxidase 1 (SCQO1), é responsavel pela formacdo do complexo protéico citocromo ¢ oxidase,
que por sua vez é essencial para que ocorra a fosforilagdo oxidativa. Portanto, mutacGes em
p53 resultam na deficiéncia deste complexo, o que prejudica o processo de fosforilacéo
oxidativa e, consequentemente, promovem a mudanca para o metabolismo glicolitico
(FERREIRA, 2010; GOTTLIEB; VOUSDEN, 2010).m

O alterado crescimento tumoral pode também relacionar-se com outras alteraces nas
funcdes mitocondriais. Quando isto ocorre, a tendéncia natural é que ocorra um aumento na
atividade glicolitica, uma vez que esta passa a ser a Unica via geradora de ATP. Isto foi
observado por Lopez-Rios et al. (2007), quando analisaram células de carcinoma de pulméo
na presenca de oligomicina e obtiveram como resultado um rapido aumento da glicolise
anaerobia, sugerindo, assim, que as células podem se tornar glicoliticas quando ha perda da
producdo mitocondrial de ATP.

Varios mecanismos sdo propostos para explicar a diminuida atividade da fosforilagdo
oxidativa nas células tumorais, entre estes: a diminui¢do do pH citosélico (como resultado
do aumento na producdo de acido lactico), a competicdo entre fosforilacdo oxidativa e
glicolise pelo ADP e fosfato inorgénico e, danos a membrana mitocondrial interna provocado
por radicais livres, entre outros (DIAZ-RUIZ et al., 2009).

Como bem estabelecido, as mitocdndrias tém fundamental importancia nos processos
de proviséo de energia e na producdo de EROS (SOLAINI; SGARBI; BARACCA, 2010).
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Por sua vez, a superproducdo ou acumulo de EROS leva a disfungdo mitocondrial (por lesar o
DNA mitocondrial), a oxidagdo de proteinas, lipidios e acidos nucléicos, além de facilitar o
processo de instalacdo do tumor, ao promover lesdes genéticas. Assim, danos oxidativos
induzidos por EROS parecem ser os principais responsaveis pela instabilidade genética
mitocondrial que resulta em disfuncdo da organela. Esta disfuncdo pode resultar na
diminuicdo da permeabilidade da membrana mitocondrial externa, conferindo a célula
tumoral resisténcia ao processo de apoptose. (GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS,
2010).

2.2 CANCER HEPATICO

Dentre as mais frequentes neoplasias malignas esta o cancer hepatico, representando a
quinta maior incidéncia em homens e a oitava maior em mulheres. Em razdo da alta
mortalidade, esta patologia também representa, dentre as demais, a terceira principal causa de
morte no mundo, com aproximadamente 630.000 novos caso anuais, e por isso, constitui um
importante problema de saude publica (KOLLER; GEEVARGHESE; GORDEN, 2007;
FERLAY et. al., 2010).

Sua incidéncia é maior em paises pouco desenvolvidos e endémicos para infeccdo do
virus da hepatite B, principalmente no continente Asiatico, como China, Japdo e Taiwan
chegando a atingir 50% das causas de morte naqueles paises. E também prevalente na Africa
Sub-Saérica, onde representa 89% dos casos de cancer. Lugares com elevadas taxas de
infeccdo pelo virus da hepatite C, como Europa e America do Norte também apresentam
elevado nimero de casos desta patologia (KEW, 2010). No Brasil, este tipo de cancer
representou um total de 7.580 mortes no ano de 2008 (INCA, 2010).

As diferencas na incidéncia desta neoplasia devem-se também a outros importantes
fatores como obesidade, diabetes e padrdes dietéticos, caracteristicas demogréficas, estilo de
vida, influéncias ambientais, uso de contraceptivos orais e sobrecarga de ferro (CHUANG;
LA VECCHIA; BOFFETTA, 2009). Alem destes, outros conhecidos fatores de risco sao mais
fortemente associados a um tipo especifico de cancer hepético, o carcinoma hepatocelular
(CHC); sendo eles o tabagismo, consumo excessivo de alcool, cirrose, exposi¢do a comidas
contaminadas com aflotoxinas, historico familiar de carcinoma hepatocelular e fatores virais

(positividade para antigeno HbsAG). No entanto, estes fatores parecem atuar como co-fatores
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na presenca de infeccdo viral cronica (ENGSTROM, 2002; JEMAL et al., 2010; MCCLUNE,
TONG, 2010).

A intima relacéo entre a infeccdo por virus da Hepatite B (HBV) e hepatocarcinoma
celular foi primeiramente relatada em 1975, sendo atualmente reconhecida como principal
fator responsavel pelo desenvolvimento desta doenca. Hoje, estima-se que 350 a 400 milhdes
de pessoas estdo infectadas cronicamente com este virus em todo o mundo e que desse
numero, um quarto ird desenvolver CHC (KEW, 2010; MCCLUNE, TONG, 2010). O CHC
por sua vez, é responsavel por meio milhdo de mortes anuais em todo o mundo (TSUJI et. al.,
2010).

Embora a infeccdo viral possa ocorrer ainda na infancia, como acontece em paises
endémicos para esse virus, adultos com mais de 40 anos estdo mais susceptiveis,
principalmente os do sexo masculino (JOHNSON, 2002).

O CHC acomete células do parénquima hepético, os hepatdcitos, originando-se no
proprio 6rgdo, sendo por isto caracterizado como um cancer primario (GISH, 2010;
AmericanCancerSociety). E resultado de mutacdes acumulativas em hepatdcitos ja maduros,
estimulados por fatores externos, resultado em desregulada proliferacdo, morte celular ou
producdo de populacbes de células monoclonais, que podem formar nédulos e evoluir para
tumor. Pode ainda ter origem a partir de células embrionarias. No entanto, 0 mecanismo pelo
qual esse tumor desempenha sua patogénese é muito complexo e ainda desconhecido, visto a
heterogeneidade desse cancer e a complexidade das funcbes desempenhadas pelos hepatdcitos
(BRUIX et. al., 2004).

Quando o diagndstico é confirmado, o tratamento mais utilizado é a remocdo cirirgica
do tumor, com aumento de sobrevida de até 70% dos pacientes. No entanto, a maioria dos
portadores de CHC ndo pode ser tratada desta forma, principalmente por limitar muito as
funcBes do 6rgdo. Neste caso, a opcdo entdo € a radioterapia. Esta, por sua vez, ndo ¢é adotada
em muitos pacientes, justamente pela baixa tolerabilidade do figado a radiacdo. Isto levou a
pesquisa e implantacdo de novas técnicas radioldgicas que ja apresentam resultados
promissores, entre outras, a radioterapia guiada por imagem, a radioterapia tridimensional
conformacional, e a proton terapia, onde altas doses de radiagdo sdo usadas, mas o tecido
hepatico é preservado (WANG et. al., 2010).

O transplante de figado ou o processo de ressec¢do € o Unico tratamento que pode
curar pacientes com CHC ou cirrose, porém, ndo é aplicavel a todos os pacientes, é preciso
levar em conta o tamanho do tumor, sua profundidade e presenca ou ndo de metéstase.

Somando-se a isto, existem situacGes onde estes tratamentos ndo s&o indicados, € o caso de
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insuficiéncia hepética grave. Por fim, os pacientes ainda ficam na dependéncia de escassos
doadores, estando sujeitos a possibilidade de reincidéncia do tumor, metéstase e morte (CHOI
et. al., 2011; MCKILLORP et. al., 2006; TSIM et. al., 2010).

Em relacdo ao tratamento farmacologico, nenhuma terapia tem sido descrita como
eficiente até o momento. No entanto, um novo medicamento chamado Sorafenib tem
apresentado resultados promissores. O medicamento atua impedindo a proliferacdo e
angiogénese tumoral, e aumentando a apoptose celular, por inibir diferentes quinases
(LLOVET et. al., 2008).

Devido a gravidade desta doenca e a limitacdo nas formas de tratamento atualmente
disponiveis, a pesquisa por novas drogas é essencial.

2.3 COMPOSTOS MESOIONICOS - CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E
ATIVIDADE BIOLOGICA

Compostos heterociclicos estdo envolvidos em diversos tipos de reagGes quimicas,
algumas fundamentais a manutencdo da vida, como a transmissdo de impulsos nervosos, 0
metabolismo e a transferéncia de informacdo genética. Os processos de sintese quimica
oferecem a possibilidade de gerar compostos com diferentes substituintes no anel
heterociclico, o que pode resultar em derivados de grande interesse para industria
farmacéutica, uma vez que apresentam importantes atividades biologicas (POZHARKU et.
al., 1997). Dentre estes, tém merecido destaque os denominados mesoidnicos.

Os compostos mesoibnicos sdo conhecidos ha mais de um século, sendo o termo,
resultante da combinacdo de mesomeérico e ibnico, primeiramente sugerido por Simpson em
1946, para descrever moléculas cuja representacdo por estrutura covalente foi questionada por
outros pesquisadores (KIER; ROCHE, 1967).

Posteriormente, em 1955 Baker e Ollis sugeriram que 0s compostos mesoidnicos ndo
poderiam ser representados por uma estrutura covalente, mas sim como um hibrido de
ressonancia. Eles propuseram, entdo, que este termo deveria ser aplicado a moléculas que
apresentassem as seguintes caracteristicas estruturais:

e um anel heterociclico com cinco, seis ou sete elementos, que ndo pode ser
representados unicamente por uma estrutura polar ou covalente;

e um sexteto de elétrons m, distribuidos por todos os &tomos do anel;
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e carga positiva ou negativa no anel heterociclico, contrabalancada pela carga oposta
localizada em um heteroatomo exterior ao mesmo;

e estrutura planar, ou préxima a isso, e ainda possuir considerdvel energia de
ressonancia.

No ano de 1976, Ollis ¢ Ramsden propuseram uma modificacdo nesse conceito: “Um
composto pode ser apropriadamente classificado como mesoiénico quando for constituido
por um anel heterociclico de cinco membros, o qual ndo pode ser representado
satisfatoriamente por uma estrutura covalente ou polar, e que possuam um sexteto de elétrons
7 associados aos cinco atomos que formam o anel”.

De acordo com essa definicdo, a formula geral aceita para representar compostos
mesoibnicos esta apresentada na FIGURA 1, onde as letras de a-f representam geralmente C,
N, O, S ou Se, e seus respectivos substituintes (KAWASE; SAKAGAMI; MOTOHASHI,
2009).

b=a
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FIGURA 1: FORMULA GENERICA DE UM COMPOSTO MESOIONICO
FONTE: KAWASE; SAKAGAMI; MOTOHASHI, 2009

Atualmente, o conceito estabelecido por Ollis e Ramsden (1976) € consenso na
literatura. A estrutura proposta e aceita permite que 0s mesoidnicos apresentem um momento
dipolo na estrutura e, no entanto, sejam globalmente neutros. Devido as estas caracteristicas
0Ss compostos mesoibnicos ndo podem ser representados unicamente por uma estrutura polar
ou covalente, mas sim como hibridos de ressonancia (FIGURA 2) (BADAMI, 2006).
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FIGURA 2: ESTRUTURAS DE RESSONANCIA DE COMPOSTOS MESOIONICOS
FONTE: BADAMI, 2006
Nota: Estrutura de ressonancia representativa de compostos mesoidnicos da classe das sidnonas

Assim, o valor destes compostos como substancias biologicamente ativas, deve-se as
suas caracteristicas quimicas (KIER; ROCHE, 1967). Uma vez que estes compostos sao
globalmente neutros, podem atravessar membranas bioldgicas e, por outro lado, como
apresentam cargas parciais positiva e negativa, também podem interagir com biomoléculas.
Devido a estas caracteristicas, é crescente o interesse cientifico em torno destas moléculas,
sendo gue diversos compostos vém sendo sintetizados, muitos dos quais apresentam relevante
atividade bioldgica (KAWASE; SAKAGAMI; MOTOHASHI, 2009; MALLUR et. al., 2007),
entre as quais: anti-inflamatoria, analgésica, antitumoral, antidepressiva, hipotensora,
antimalarica e antibimicrobiana (BROWNE; HARRITY, 2010).

Os compostos mesoidnicos sao agrupados em classes de acordo com a constituicdo do
anel mesoiodnico, sendo as principais: as sidnonas, sidinoniminas, oxatriazois, 1,3,4-tiadiazois
e isosidinonas (KAWASE; SAKAGAMI; MOTOHASHI, 2009). A seguir, esta revisao
enfocara a classe das sidnonas, uma vez que o SYD-1, objeto deste estudo, pertence a esta

classe de mesoibnicos.

2.3.1 Sidnonas

Os primeiros compostos mesoidnicos sintetizados pertenciam a classe das sidnonas.
Devido a isto e também a importantes atividades biologicas apresentadas por alguns destes
derivados, as sidnonas sdo 0s compostos mesoidnicos mais estudados. A primeira sidnona
(1,2,3-oxadiazole-5-ona — FIGURA 3), foi sintetizada no ano de 1935 por Earl e Mackney na

Universidade de Sydney, e foram assim nomeadas em homenagem a esta instituicdo.
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(KAWASE; SAKAGAMI; MOTOHASHI, 2009; BADAMI, 2006, KIER; ROCHE, 1967,
NEWTON; RAMSDEN,1982).

=
R'—N(*)c—0~
L‘
R?

FIGURA 3: ESTRUTURA REPRESENTATIVA DAS SIDNONAS
FONTE: NEWTON; RAMSDEN, 1982

As sidnonas constituem uma classe definida de compostos anidro, cuja forma classica
de obtencdo envolve apenas duas etapas: uma N-nitrosacdo seguida por uma
ciclodesidratacdo. No entanto, varias modificagdes quimicas tém sido introduzidas nestes
compostos, tal como acilacdo, halogenacdo, bromacéo, litiagdo, cicloadicdo com alquenos e
alquinos, entre outros. Estas alteracfes visam a sintese de compostos biologicamente ativos
ou a potencializacdo de efeitos bioldgicos ja conhecidos (BROWNE; HARRITY, 2010).

O primeiro relato de avaliacdo da atividade bioldgica das sidnonas data do ano de
1957. Naquele estudo, Brookes e Walker sintetizaram derivados 3-metil-4-alquil sidnonas e
testaram seus efeitos sobre os micoorganismos Streptococcus haemolyticus, Staphylococcus
aureus e Leuconostoc mesenteroides. Porém, as sidnonas nao apresentaram atividade (KIER;
ROCHE, 1967; OLLIS; RAMSDEN, 1976).

A partir de entdo, derivados de sidnonas vém sendo largamente sintetizados e
avaliados quanto sua atividade bioldgica e, ao contrario do observado no estudo pioneiro de
Brookes et al. (1957), ja foram comprovadas as atividades antibacteriana (MOUSTAFA et.
al., 2004; ASUNDARIA; PATEL, 2010), antitumoral (GRECO; CHENG; NYBERG, 1962;
GRYNBERG et. al., 1992; DUNKLEY; THOMAN, 2003), antiepilética (NEIDLEIN; EDER,
1982), antiviral (PANDEY; TRIVEDI; MUKESH, 2006), analgésica, antiinflamatoria,
antihelmintica (KALLURAYA et. al., 2000; KALLURAYA; RAHIMAN, 2003), antifungica
(KALLURAYA; LINGAPPA; NOOJI, 2007), como sequestradores de radicais livres
(MALLUR et. al., 2007), e doadora de oxido nitrico (SCHONAFINGER, 1999).

Em relagdo a atividade antitumoral, no ano de 1964, Tinlok et al. sintetizaram o

derivado aril-sidnona  (3-[4-cloro-3-nitrofenil]-1,2,3-oxadiazélio-5-olato) - SYD-1)


http://eresources.library.mssm.edu:2101/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1EGL292MCeGf2mbI9Bm&name=Kalluraya%20B&ut=000086426400013&pos=1
http://eresources.library.mssm.edu:2101/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1EGL292MCeGf2mbI9Bm&name=Kalluraya%20B&ut=000086426400013&pos=1
http://eresources.library.mssm.edu:2101/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1EGL292MCeGf2mbI9Bm&name=Rahiman%20AM&ut=000086426400013&pos=2
http://eresources.library.mssm.edu:2101/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1CCf8MBM73mi4eJAHji&name=Kalluraya%20B&ut=000246558400018&pos=1
http://eresources.library.mssm.edu:2101/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1CCf8MBM73mi4eJAHji&name=Lingappa%20B&ut=000246558400018&pos=2
http://eresources.library.mssm.edu:2101/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1CCf8MBM73mi4eJAHji&name=Nooji%20SR&ut=000246558400018&pos=3
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posteriormente testado in vivo por Greco et al. (1962), onde foi constatada atividade
antitumoral sobre carcinoma 755 e inatividade sobre sarcoma 180 e leucemia 1210, em ratos.
Grynberg e colaboradores (1992), confirmaram a efetividade de sidnonas
anteriormente estudadas por Greco et al. (1962). Foram avaliadas aril sidnonas contra
Sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich, Histiocitoma fibroso (B10MCII) e células leucémicas
L1210. Os compostos testados foram 3-[4-X-3-nitrofenil)-1,2,3-oxadiazolium-5-olatos
(FIGURA 4), onde o X correspondia aos substituintes Cl (SYD-1), anel pirrolidino (SYD-2),
anel piperidino (SYD-3) e anel morfolino (SYD-4). O composto foi administrado por via
intraperitonial 24 horas ap0s a inoculagdo do tumor, e a avaliacéo foi baseada no aumento do
tempo de sobrevivéncia dos animais tratados. Os autores demonstraram que 0 composto
SYD-1, foi ativo (in vivo) contra Sarcoma 180, Carcinoma de Ehrlich e Histiocitoma fibroso
(B1OMCII), e SYD-2 ainda foi ativo contra células leucémicas L1210 (in vivo). Os demais
compostos avaliados (SYD-3 e SYD-4), s6 puderam ser testados in vivo em quantidades
muito pequenas em func&o da sua toxicidade, ndo apresentando, assim, nenhuma atividade. E
importante ainda destacar, que in vitro, 0 composto mais citotoxico contra todas as classes de
tumores citadas acima foi o SYD-1 e, que tanto este composto quanto o SYD-2, nédo

promoveram mudancas no perfil hematoldgico dos animais.

N—0O
_.-’lf .'/ :\l \‘.\
—N {—-/‘“0‘
H X=Cl-SYD-1
X=anel pirrolidino — SYD-2
N X= anel piperidino — SYD-3
X NO 0 X= anel morfolino — SYD-4

FIGURA 4: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DA ARIL SIDNONA 3-[4-

X-3-NITROFENIL)-1,2,3-OXADIAZOLIUM-5-OLATES
FONTE: GRYNBERG et. al., 1992

Dunkley e Thoman (2003), dando prosseguimento aos estudos sobre a atividade
antitumoral das sidnonas, sintetizaram e avaliaram a atividade biolégica de seis compostos
para-substituidos, andlogos aqueles sintetizados por Grynberg et al. (1992). Inicialmente, o
composto N-(4’-X-3’-nitrofenil) sidnonas foi substituido, onde R correspondia a: Cl (3a -
SYD-1), F (3b), dietilamino (4a), azetidino (4b), indolino (4c) e isoindolino (4d), conforme
demonstrado abaixo (FIGURA 5).



26

3a-R= Cl—
H R=Cl-SYD-1-3a R | N—
V0 R=F-3b ~/
— s . . CH3:CH;
R /N A R= dietilamino — 4a . A
W f ' ‘{.“\;:-.‘IIE'J — > R=azedino —4b —*> |~ crseny
: R=indolino —4c N
) R= isoindolino — 4d bR L

N
FIGURA 5: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA E |
SUBSTITUINTES DOS COMPOSTOS  N-(4’-X-3’- 4d-R N
NITROFENIL) SIDNONAS

Posteriormente, 0s mesmos autores, testaram estes compostos contra trés linhagens de
celulas tumorais: MCF7 (cancer de mama), NCI-H460 (cancer de pulmé&o) e SF-268 (cancer
de SNC). Como no trabalho anteriormente publicado por Grynberg et al. (1992), o composto
que possuia o Cl como substituinte apresentou maior atividade antitumoral. Dunkley e Tomas
(2003) testaram novamente este composto (3a-SYD-1) e compararam seus efeitos aqueles
promovidos pelo composto que possuia 0 F como substituinte (3b), objetivando esclarecer se
sua atividade devia-se ao efeito indutivo ou ao tamanho do substituinte. Observaram, que
ambos 0s compostos inibiram o crescimento de pelo menos uma das linhagens em ~32%,
enquanto o composto derivado 4’-fluorsidnona (composto 3b com substituicdo em 4’) provou
ser mais ativo que os primeiros, inibindo 100% do crescimento. J&, os demais compostos 4a-d
ndo apresentaram atividade. Assim, sugeriu-se que o efeito indutivo seria o responsavel pela
atividade antitumoral dos compostos.

Embora o efeito antitumoral do composto SYD-1 ja tenha sido demonstrado, 0s
mecanismos envolvidos nesta atividade ndo foram esclarecidos. Neste contexto, considerando
0 envolvimento das mitocondrias nos mecanismos de inducdo de morte celular, em particular
na apoptose, no ano de 2007, Halila et. al., avaliaram os efeitos do composto SYD-1
(FIGURA 6) sobre a bioenergética mitocondrial. Observaram que, o0 mesoibnico (1,5
umol.mg™ proteina) inibiu o estado 3 da respiracdo em ~65% e ~40%, quando usados como
substratos oxidaveis glutamato e succinato, respectivamente. A eficiéncia da fosforilagdo
oxidativa também foi diminuida pelo composto (1,5 pmol.mg™ proteina), como verificado
através do estimulo do estado 4 (~180% e ~40%, para o glutamato e succinato,

respectivamente) e da atividade da ATPase (~450%) em mitocOndrias intactas. Como
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consequéncia das alteracbes nos estados 3 e 4 da respiragdo, o coeficiente de controle
respiratério (CCR) e a razdo ADP/O foram significativamente reduzidos com ambos 0s
substratos. Na mesma concentracdo (1,5 umol.mg™ proteina), SYD-1 reduziu o potencial
elétrico de membrana (Ay) em ~50%. Experimentos de inchamento mitocondrial
demonstraram que o0 composto altera a permeabilidade da membrana mitocondrial interna.
Analises da cadeia respiratoria sugeriram, ainda, que SYD-1 promove a inibicdo do transporte
de elétrons que ocorre ap6s o complexo I, incluindo os complexos Il e IV. Segundo o0s
autores, os efeitos inibitérios do SYD-1 sobre o transporte de elétrons poderiam estar
associados a liberacdo de 6xido nitrico a partir de sua estrutura. Entretanto, esta hipotese ndo
foi avaliada até 0 momento. Adicionalmente, o composto também foi capaz de inibir a enzima
glutamato desidrogenase em ~20% . Considerados todos os resultados, os autores concluiram
que o SYD-1 compromete as fungBes mitocondriais ligadas a producdo de energia,
diminuindo a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa. Neste contexto, o efeito mais significativo
foi a inibicdo do transporte de elétrons ao longo da cadeia respiratoria, o que poderia levar ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS) e, como conseqiiéncia, a inducdo do
fendmeno de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), o que poderia levar a morte
celular por apoptose. Os autores sugeriram, entdo, que este efeito poderia relacionar-se a
atividade antitumoral do SYD-1.

Dando continuidade aos estudos de Halila et al. (2007), Gozzi (2010) avaliou 0s
efeitos do SYD-1 sobre fendmenos relacionados ao estresse oxidativo, especificamente a
lipoperoxidacdo, a transicdo de permeabilidade mitocondrial, ao estado de oxidacdo dos
nucleotideos de piridina, ao transporte de céalcio, a capacidade sequestradora de anions
superdxido e a atividade das enzimas antioxidantes Catalase, Glutationa peroxidase (Gpx) e
Glutationa redutase (Gred). O autor demonstrou que SYD-1 exerce tanto uma acgdo pro-
oxidante, visualizado pela inibicdo das enzimas Gpx e Gred (~47 e 66% respectivamente,
usando 1,0 pmol de SYD-1.mg™ de proteina), e pelo aumento da captacéo de calcio, quanto
antioxidante, através do sequestro de radicais superoxido (~14%) e inibicdo da
lipoperoxidagéo ferro-induzida (100%). No entanto, nenhuma alteragdo foi observada sobre as
atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Outro ponto a ser
destacado, é a sugestdo do autor de que este composto possa atuar pela interacdo com
proteinas da membrana mitocondrial, uma vez que foi observado inibicdo do inchamento
induzido por diamina em ~78%, e, como ja relatado anteriormente, 0 aumento na captacao de
calcio. Através dos resultados obtidos, sugeriu-se que a agdo antitumoral desta sidnona ndo

esta relacionada a inducdo de morte celular desencadeada por lipoperoxidacdo e formacéo do



28

poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PTPM), mas envolve outros mecanismos
que precisam ser esclarecidos.

Recentemente, Bizetto et. al. (2011) avaliaram a atividade antiinflamatoria e
imunosupressora do SYD-1 em macrofagos isolados, uma vez que estas células estdo
diretamente relacionadas a resposta inflamatoria. Os autores observaram diminuigdo de ~20%
da viabilidade destas células na concentragio de 100 umol.L™* apés 48 horas de incubagéo.
Além disto, este composto aumentou a producdo de anion superoxido em ~150% e reduziu a
capacidade fagocitica e producdo de NO em ~65% e ~80%, respectivamente quando incubado
por duas horas (100 pmol.L™). Ap6s estimulacdo dos macréfagos por LPS, uma endotoxina
presente na membrana de bactérias Gram-negativas e que estimula a producéo de mediadores
pré-inflamatorios, a diminuicdo na producdo de NO chegou a ~98% e de IL-6 ~90% sob as
mesmas condi¢cdes. Com isto, os autores concluiram que o SYD-1 promove atividade
antiinflamatdria e imunosupressora semelhante a descrita para antiinflamatdrios disponiveis
no mercado, mas ressaltam que novos testes precisam ser realizados para clarificar o

mecanismo envolvido neste processo.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Grynberg et al. (1992) e Dunkley e Tomas (2003), demonstraram a efetividade
antitumoral do composto mesoiénico SYD-1 in vivo e in vitro, respectivamente, enquanto
Halila et al (2007) buscando informacdes relacionadas ao mecanismo de agdo envolvido
nesta atividade , relataram que o composto compromete o processo de fosforilagdo oxidativa,
0 que poderia induzir a morte celular. Ainda nesta linha de investigagcdo, Gozzi (2010),
demonstrou que embora esta sidnona atue de forma significativa sobre a bioenergética
mitocondrial, ndo induz a formacdo do poro de permeabilidade mitocondrial, fendbmeno
reconhecidamente associado a ativacdo da via intrinseca da apoptose. A despeito da valiosa
contribuicdo destes estudos, os mecanismos envolvidos na atividade antitumoral do SYD-1
ainda ndo foram esclarecidos. Além disto, avaliagdes sobre uma possivel seletividade do
composto sobre células tumorais inexistem na literatura.

Considerando 0 exposto acima, a importancia do desenvolvimento de compostos
quimioterapicos mais eficazes, especificos e menos danosos, e, ainda, o fato de que o figado é
o principal érgdo de metabolismo de xenobioticos, o presente estudo teve como um de seus
objetivos avaliar os efeitos do SYD-1 sobre células de hepatoma humano (HepG2) e sobre
hepatdcitos de rato em cultura, buscando determinar as diferencas entre os efeitos causados
pelo composto nas duas linhagens celulares e, ainda, estabelecer se h4 alguma seletividade
para as células tumorais. Para este fim, foram objetivos especificos deste estudo avaliar 0s
efeitos do SYD-1 sobre estas células em cultura quanto:

e A viabilidade;
e A morfologia;
e A analise de metabdlitos (lactato e piruvato);

e Ao consumo de oxigénio.

Uma vez que os efeitos do SYD-1 sobre a bioenergética mitocondrial foram
associados a uma possivel liberacdo de Oxido nitrico a partir de sua estrutura este estudo
tambem teve como objetivo:

e Em mitocdndrias isoladas, avaliar os efeitos do SYD-1 sobre o consumo de oxigénio

e parametros relacionados, em estudo comparativo com um conhecido doador de NO;

e Em sistema livre de mitocondrias, avaliar a liberacdo de NO fazendo uso de sonda

especifica para deteccdo desse radical.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 REAGENTES

O composto mesoidnico SYD-1 (3-[4-cloro-3-nitrofenil]-1,2,3-oxadiaz6lio-5-olato)
foi sintetizado e gentilmente doado pela Professora Dra. Aurea Echevarria do Departamento
de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
O composto teve sua estrutura confirmada por RMHH e *3C e espectroscopia de massas.

Os reagentes utilizados D-manitol, HEPES, EGTA, rotenona, ADP, ATP, NADH,
NAD*, FCCP, oligomicina, L-glutamato desidrogenase, MTT, colagenase tipo 1V e 1A,
glucagon, insulina, fator de crescimento epidermal, eosina, hematoxilina, tripsina e Meio
DMEM alta glucose, foram obtidos da Sigma Chemical Co.

Os reagentes seguintes foram obtidos dos laboratérios: soro fetal bovino e
Hepatozyme — Gibco; fosfato de potassio monobéasico — Synth; BSA, cloreto de potéssio,
sacarose, DMSO, Tris e os demais reagentes com alto grau de pureza, foram adquiridos da
Merck.

5.2 PREPARO DA SOLUCAO DE SYD-1

O composto SYD-1 foi diluido em DMSO de forma a obter solucBes estoque
concentradas que variaram de 25 — 100 mmol.L™. Estas solucdes foram mantidas congeladas
a -18°C e utilizadas no prazo méaximo de 1 més. Como verificado através de analises de RMN
'H e '3C e espectroscopia de massas, nestas condicdes de armazenamento, sdo preservadas as
caracteristicas estruturais do composto por um més (Echevarria, Comunicacao pessoal).

Para cada experimento, também foi realizado um ensaio controle com o solvente
DMSO, na maior concentracdo correspondente a de SYD-1 e nas mesmas condigdes
experimentais, para fins de comparacdo. A concentracdo do DMSO néo ultrapassou 0,01%.
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5.3 ANIMAIS

Para os experimentos com células hepaticas, foram utilizados ratos machos albinos da
raca Wistar, com peso variando entre 180-300g. Os mesmos foram mantidos no biotério do
Setor de Bioldgicas da UFPR, alimentados com dieta balanceada Purina® e dgua a vontade,
mantendo ciclo claro/escuro de 12 horas. Para obtencdo do figado, esses animais foram
eutanasiados utilizando uma mistura de dois anestésicos, Cetamina (60 mg.Kg™) e Xilazina
(7,5 mg.Kg™).

Para o isolamento de mitoc6ndrias de figado de rato, foram utilizados ratos machos
albinos Wistar com peso variando entre 180-200g, mantidos sob as mesmas condi¢fes, com a
diferenca que, previamente ao isolamento, os animais foram submetidos a jejum de 12 horas
permitindo-se agua a vontade. Estes animais foram eutanasiados por decaptacao.

Todos os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram aprovados pela
Comisséo de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, com

certificacdo de nimero 548 (Anexo 1).

5.4 EFEITOS DO SYD-1 SOBRE CELULAS EM CULTURA

Todos os procedimentos envolvendo o cultivo celular foram realizados em capela de
fluxo laminar vertical (VECO). O material de vidro utilizado para a manutencao das culturas,
bem como tampas e pipetas foram esterilizadas em autoclave a 120°C e 1 atm de pressdo por
quarenta e cinco minutos. O material plastico foi esterilizado em forno de microondas em
poténcia média por 50 minutos. Apds esterilizacdo os materiais foram secos em estufa a 37°C.
Todas as solucdes utilizadas foram esterilizadas por filtracdo em membranas microporosas de
acetato-nitrato de celulose com poros de 0,22 um, marca Millipore, em aparelho Sartorius ou

em autoclave a 120°C e 1 atm de press@o por quarenta e cinco minutos.



33

5.4.1 Células

Foram utilizadas células de hepatoma humano (HepG2) e hepatécitos. As primeiras
foram provenientes da American Type Culture Collection e adquiridas do Banco de Células
do Rio de Janeiro — BCRJ, Rio de Janeiro, na passagem 85. Estas células crescem em
monocamadas, sua morfologia é de natureza epitelial e diferem dos hepatocitos quanto a
expressao de proteinas e fatores tumorais, possuindo ciclo celular com tempo médio de 20
horas (NATARANJAN; DARROUDI, 1991).

Os hepatocitos foram obtidas conforme item 5.4.4. Estas células possuem
caracteristicas cubicas, crescem em monocamadas e possuem baixa viabilidade se mantidas
por longo periodo em cultura (RAMOS, 1999).

5.4.2 Solugbes

5.4.2.1 Solucéo de Perfuséo

Constituida de solucdo de Krebs: NaCl 2,399 mol.L?*, KCI 96 mmol.L?, KH,PO, 24
mmol.L™?, MgSO, 24 mmol.L™ acrescida de NaHCO; 480 mmol.L™ e tampdo Hepes 1
mol.LY, pH 7,4. Os componentes preparados como solucBes estoque concentradas, foram
autoclavados a 120°C e armazenados em geladeira até o momento do uso, quando foram

diluidos (1x) em agua bidestilada estéril.

5.4.2.2 Solucéo de Isolamento 1 — Hepatdcitos

Esta solucdo foi constituida da solucéo de perfuséo (item 5.4.2.1), acrescida de CaCl,

1,3 mol.L™* e colagenase 20 mg/mL.
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5.4.2.3 Solucéo de Isolamento 2 - Hepatdcitos

Constituida da solucéo de isolamento 1 (item 5.4.2.2) acrescida de BSA 20%.

5.4.2.4 Solucéo Salina Tamponada (PBS)

A Solucdo Salina tamponada (PBS) foi preparada como solucéo estoque cinco vezes
concentrada: Na,HPO4 1,15 g.L™, KH,PO4 0,2 g.L™, NaCl 7,95 g.L* e KCI 0,2 gL,
autoclavada a 120°C, latm de pressdo, e o pH ajustado para 7,4. Esta solucdo foi mantida sob

refrigeracdo e no momento do uso diluida (5x) em agua mili-Q estéril.

5.4.2.5 Solucao Dispersante de Células — Tripsina/EDTA

A solucdo dispersante de células ou solugdo de tripsina foi utilizada para soltar as
células da garrafa de cultura por ocasido dos repiques ou coleta para desenvolvimento dos
experimentos.

Esta solugdo é constituida de tripsina 2,0 g.L™*, NaCl 8 g.L™!, KCI 0,4 g.L™" , KH,PO*
0,06 g.L!, Dextrose 1,0 g.L™, vermelho de fenol 0,5%, NaHCO3 0,195 g.L™ e EDTA 0,25
g.L™. O pH (7,4) desta solucdo foi ajustado com HCI e sua esterilizacdo feita por meio de
filtragdo em membrana 0,22um, em aparelho Sartorius e mantida congelada -18°C em
aliquotas. No momento da sua utilizacdo, uma aliquota foi entdo descongelada em banho
Maria a 37°C.

5.4.2.6 Solucéo Salina Balanceada de Hanks (HBSS)

A solugéo de HBSS constitui-se da mistura de duas solugbes A e B, as quais foram

preparadas como solucdes estoque concentradas (20x) e armazenadas a 4°C. A solugédo A era
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composta por NaCl 2,73 mol.L™, KCI 107 mmol.L™?, CaCl, 25 mmol.L™* e MgS0,.7H,0 27
mmol.L™%. A solucéo B era constituida por Na,HPO,4 8,5 mmol.L™ e glucose 110 mmol.L™.
As duas solucdes foram preparadas em agua ultrapura em volume de 50 mL e armazenadas a
4°C. No momento do uso, as solucbes foram misturadas (1:1) e diluidas em agua ultrapura
sendo o pH ajustado para 7,4. Esta solugdo foi esterilizada por filtragdo em membrana 0,22pum

em aparelho Sartorius e armazenada a 4°C.

5.4.3 Meios de cultura

O meio utilizado para cultivar os hepatdcitos e células HepG2 foi o Meio Eagle’s
modificado Dubecco’s (DMEM alta glucose). Este meio disponivel em forma de pd, foi
resuspenso em agua mili-Q e o pH ajustado para 7,4 com solucéo de bicarbonato de sodio. A
esterilizacdo do meio também foi realizada por filtragdo em membrana 0,22 um, em aparelho
Sartorius.

No momento da utilizagdo, o meio foi aliquotado e suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado e gentamicina (50mg/mL) estéreis, sendo em seguida armazenado sob
refrigeracdo. No caso especifico dos hepatocitos, o meio foi suplementado com soro fetal
bovino (3%), insulina (100 nmol.L™M), glucagon (10 nmol.L™) , fator de crescimento
epidermal (10 ng/mL), dexametasona (50 nmol.L™), penicilina (100 U/mL), e estreptomicina
(100 ng/mL).

Ainda para o cultivo de hepatdcitos foi utilizado o meio Hepatozyme®, disponivel na
forma liquida e estéril (pH 7,4). No momento da utilizacdo, o meio foi aliquotado
suplementado com glutamina 0,2 mmol.L™?, penicilina (100 U/mL), e estreptomicina (100

ng/mL), sendo em seguida armazenado sob refrigeracao.

5.4.4 Cultura Priméria de Hepatdcitos

Os hepatdcitos foram isolados de figado de rato de acordo com o método descrito por

Seglen 1976, com modificacbes. O procedimento envolveu a perfusdo do Orgdo com
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colagenase, realizada no Departamento de Farmacologia da UFPR em colaboracdo com a
Prof. Dra. Alexandra Acco.

O animal foi pesado e anestesiado por via intraperitoneal com a mistura dos
anestésicos Cetamina (60 mg.Kg™) e Xilazina (7,5 mg.Kg™). Apés anestesia, procedeu-se a
abertura do abdome, isolamento do estdmago e colédoco e a administracdo de heparina (5000
IU/mL) por via endovenosa (veia cava caudal), a fim de prevenir coagulacdo sanguinea. A
veia porta foi entdo canulada e o figado perfundido com a solucéo de perfusdo (item 5.4.2.1)
aerada com uma mistura de 95% de O, e 5% CO, (carbogénio) a 37°C sob um fluxo de 30
mL/min.

Ap0s esta perfusdo inicial, canulou-se a veia cava superior e o figado foi novamente
perfundido com a solucdo de isolamento 1 (item 5.4.2.2) acrescida de uma mistura de
colagenase tipo 1A (20 mg) e tipo 1V (20 mg). Quando o figado apresentou 0s primeiros sinais
macroscopicos de perda de integridade tecidual (aproximadamente 10-20minutos), o érgao foi
cuidadosamente retirado e as células dispersas por acdo mecanica. A suspensdo celular foi
entdo filtrada em malha de 50pm para retirar células maiores e a partir de entdo todos os
procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar a 4°C. A suspensdo celular foi
dividida em duas partes para o processamento que incluiu a adi¢cdo da solugéo de isolamento 2
(item 5.4.2.3), centrifugag&do a 400rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o
pellet de células foi cuidadosamente ressuspenso em meio de isolamento 2 (item 5.4.2.3),
procedendo-se a nova centrifugacdo nas mesmas condi¢fes. Este processo foi repetido por 4
vezes. Apds a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspenso em DMEM alta glucose suplementado (item 5.4.3).

Por fim, foi verificada a viabilidade celular utilizando-se o corante azul de tripan
(0,4% p/v) e a suspensdo celular semeada em placa de cultura de 60cm? de diametro com
meio DMEM alta glucose suplementado (item 5.5.2). As placas foram incubadas em estufa
37°C a 5% de CO; para adesdo. Passadas 4 horas, 0 meio DMEM foi substituido pelo meio
Hepatozyme®. As células foram mantidas em cultura nas mesmas condigbes por

aproximadamente 18 horas, quando foram realizados 0s experimentos.
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5.4.5 Cultura de Células de Hepatoma Humano (HepG2)

As células HepG2 foram cultivadas em garrafas com meio DMEM alta glucose
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e gentamicina (50 pg/mL) (item 5.4.3).
Estas garrafas foram mantidas em estufa 5% de CO, para adesao, crescimento e replicacdo até
obtencdo da quantidade de células necessarias para o desenvolvimento dos experimentos. Os
repiques celulares foram feitos conforme observacdo da confluéncia celular, que ocorreu
dentro de 48-72 horas. Todos os reagentes foram pré-aquecidos em banho Maria a 37°C. Ap06s
retirar 0 meio de cultura, a mesma foi lavada com aproximadamente 5 mL de PBS e foi
adicionada a mesma quantidade de solucédo de tripsina-EDTA. Passados aproximadamente 2
minutos a solucdo dispersante foi removida com cuidado e acrescentado meio de cultura (5
mL) para descolar as células da superficie da garrafa com auxilio de uma pipeta acoplada a
um pipetador automatico.

A suspensdo foi entdo transferida para uma nova garrafa de cultura de capacidade
superior a posterior, sendo adicionado meio de cultura até o volume final correspondente a

capacidade da garrafa.

5.4.6 Coleta de células

A coleta das células foi feita por tripsinizacdo. Inicialmente foi retirado o meio de
cultura e a monocamada de células lavada com PBS. Em seguida, foi adicionada a solucao de
tripsina-EDTA (item 5.4.2.5) e ap6s o descolamento das células, foi adicionado meio de
cultura e as células foram coletadas. A suspensao celular foi entdo destinada a uso conforme o

experimento programado.
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5.4.7 Contagem

Apls coleta, a suspensdo celular foi quantificada usando hemocitdmetro
NEUBAUER, utilizando-se o valor correspondente & média das duas Camaras, com auxilio de

microscopio invertido Olympus.
5.5 METODOS ANALITICOS
5.5.1 Determinacéo da Viabilidade Celular — Método do MTT

Este método colorimétrico baseia-se na capacidade de células viaveis e
metabolicamente ativas, reduzirem enzimaticamente o MTT a sais de formazam de cor
pUrpura que podem ser quantificados por espectrofotometria ap6s diluicgdo com DMSO
(FIGURA 7) (REILLY et. al., 1998).

Portanto, para que esta reacdo ocorra ha necessidade que a célula esteja vidvel e suas
mitocondrias funcionais, uma vez que as enzimas responsaveis pela reacdo de reducdo sdo as

desidrogenases mitocondriais.
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FIGURA 6: REPRESENTACAO DA REDUCAO ENZIMATICA DE SAIS DE MTT A

SAIS DE FORMAZAN
FONTE: REILLY et. al., 1998

N-.
e
o

No procedimento, apos plagueamento das células de HepG2 em placas de 96 pogos, na
concentracdo de 1x10* células por poco, estas foram incubadas para adesdo em estufa a 37°C e
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5% de CO; por 24 horas, em meio DMEM alta glucose suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado e antibidtico gentamicina (50 pg/mL). Decorrido este tempo, foram
realizados os tratamentos com o SYD-1 em diferentes concentragcdes nos tempos 12, 24 e 48
horas. Findado o tempo de tratamento, as placas foram lavadas com HBSS e acrescentados
20uL de MTT (5mg.mL™) por poco, seguindo-se incubacdo por 3 horas em estufa 37°C e 5%
de CO,. A seguir, 0 MTT foi removido, e os cristais de formazam formados foram dissolvidos
pela adicao de 200uL de DMSO. Apos homogeneizagao a absorbancia foi lida em leitor de
microplacas Tecan Infinite M200, em comprimento de onda de 550nm. A porcentagem de
células viaveis frente ao tratamento em relagdo as células ndo tratadas (controle) foi calculada

conforme a equacéo abaixo:

Porcentagem de células viaveis = Abs. das células tratadas com SYD x 100
Abs. das células ndo tratadas

Os experimentos foram realizados em triplicatas.

Esta mesma metodologia foi utilizada para avaliar a viabilidade das células de
hepatécitos, com a diferenca de que as mesmas foram plagueadas em placas de 60 cm?, na
concentracdo de 1x10° células por placa, e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO, por 4
horas para adesdo, em meio DMEM alta glucose suplementado (item 5.4.3). Decorrido este
tempo, o meio foi substituido pelo meio Hepatozyme® e realizado o tratamento com SYD-1
em diferentes concentracdes pelo tempo de 18 horas. Os procedimentos subsequentes foram

0s mesmos descritos acima para as células HepG2.

5.5.2 Determinacdo da Viabilidade Celular — Método do Azul de Tripan

A viabilidade celular por esta metodologia foi determinada segundo Philips (1973).
Esta técnica avalia a integridade da membrana celular, uma vez que o corante azul de tripan
ndo é permeavel em células vidveis cujas membranas estdo integras. J& em células nédo
viaveis, este corante consegue permear as células, corando o citoplasma e ndcleo em azul,
como visualizado por microscopia optica. A solugdo de azul de tripan (0,4% p/v) foi
preparada em PBS. Para cada mL da suspensdo celular foi utilizado 0,1mL da solugédo do
corante, sendo efetuada a contagem em hemocitdmero dentro do tempo de 4 minutos apos a

adicéo.
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As porcentagem de células viaveis foi calculada conforme equacéo abaixo:

Numero de células ndo coradas x 100
Numero de células coradas+células ndo coradas

Porcentagem de células viaveis =

5.5.3 Determinacdo da Viabilidade Celular através da atividade da enzima Lactato

Desidrogenase

Este ensaio foi realizado utilizando Kit para deteccao de Desidrogenase Lactica (LDH)
da LABTEST, seguindo-se as orientacdes do fabricante.

Esta enzima catalisa a reducgéo do piruvato a lactato com a concomitante oxidagéo do
NADH a NAD®. O decréscimo da absorbancia em 340nm decorrente desta oxidacdo €

proporcional a atividade da LDH na amostra.

5.5.4 Andlise da Morfologia

5.5.4.1 Coloracdo com Hematoxilina e Eosina

As células HepG2 foram plagueadas em placas de 60 cm? (1x10° células) deixadas
aderir por 24 horas em estufa a 37°C e tratadas nas concentracdes de 25 e 50 pmol.L™ pelo
tempo de 24 horas. Posteriormente, foram lavadas com PBS e fixadas com solugédo de Bouin
(formaldeido 4%, acido picrico saturado: &cido acético 4:15) por 5 minutos. Em seguida, as
células foram desidratadas com &lcool 70% e coradas com Hematoxilina e Eosina. A
morfologia das células tratadas com SYD-1 foi observada em microscopio AXIOVERT
40CSFL.

A mesma metodologia foi aplicada para as células de cultura primaria.
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5.5.4.2 Microscopia de contraste de fase

Para esta analise as células foram cultivadas como descrito nos itens 5.4.4 e 545 e
observadas em microscopio AXIOVERT 40CSFL.

5.5.5 Determinacéo de Lactato e Piruvato

Para determinacdo com as células em suspensdo, as mesmas foram coletadas com
tripsina, como descrito no item 5.5.1.5. A seguir, foram resuspensas em PBS e incubadas por
2 minutos com o SYD-1 em diferentes concentragdes, a 37°C e mantidas sob agitacdo. Apos
esse periodo foi adicionada a solucéo glucose 5 mmol.L™, e coletadas aliquotas da amostra
nos tempos 0, 20 e 40 minutos. Imediatamente ap0s a coleta suspensdo celular foi
centrifugada por 1 minuto a 1000 rpm e no sobrenadante foram dosados Lactato e Piruvato,
segundo Gutman e Wahlefeld (1974) e Czoc e Lampecht (1974), respectivamente.

O sistema para dosagem de lactato, em volume final de 300uL, foi constituido de
tampéo glicina 0,1 mol.L™ e hidrazina 0,4 mol.L™ em pH 9,5, NAD* 1,5 mmol.L™, Lactato
desidrogenase 1,5U e 150uL do sobrenadante. A quantidade de NADH formada foi
determinada a 340nm em leitor de microplacas, ap6s 90 minutos de incubacdo a 37°C. Os
resultados foram expressos em nmol.L™ sendo a quantidade de lactato calculado a partir do
coeficiente de extingdo molar do NADH &= 6220 mol™.L.cm™,

Os niveis de piruvato foram determinado em volume final de 300puL, em meio de
reacdao contendo Tris-HCI 0,1M em pH 7,0, NADH 0,15mM, lactato desidrogenase 0,05U e
150 puL do sobrenadante. A quantidade de NADH oxidada foi determinada a 340nm em leitor
de microplacas, ap6s 20 minutos de incubagdo a 37°C. Os resultados foram expressos em
nmol.L™? sendo a quantidade de piruvato calculada a partir do coeficiente de extincdo molar
do NADH &= 6220 mol™.L.cm™.

Para a determinacdo com as células cultivadas, apds plaqueamento e tratamento nas
concentragdes de 25 ¢ 50 umol.L™ pelo tempo de 24 horas, o sobrenadante foi retirado,

centrifugado a 1000 rpm por 1 minuto e seguiu-se como acima citado.
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5.5.6 Determinagdo do Consumo de Oxigénio

A respiracdo celular foi determinada em hepatdcitos e células HepG2 provenientes de
culturas tratadas ou ndo com o SYD-1 por 18 e 24 horas, respectivamente; como também em
suspensOes das duas linhagens celulares apds 2 minutos de incuba¢do com o SYD-1. A
diferenca nos tempos de tratamento entre as duas linhagens cultivadas derivou da dificuldade
de manutencéo da cultura primaria por longos periodos de tempo, uma vez que o tratamento
das mesmas em suspens@o com o composto por dois minutos, foi motivado pela publicacdo de
trabalhos prévios utilizando esse mesmo tempo de tratamento do SYD-1 sobre mitocondrias
isoladas.

Para as determinaces em células HepG2, as células foram plagueadas (1x10° células
por placa) em placas de 60 cm?, seguindo-se ades&o por 24 horas em estufa a 37°C e 5% CO,
e tratamento com SYD-1 em diferentes concentragcdes. Para os hepatdcitos, ap6s isolamento
conforme item 5.4.4, seguindo-se tratamento com SYD-1 em diferentes concentracdes por 18
horas em estufa a 37°C e 5% CO,.

Apos a incubagdo da HEPG2 (25 e 50 pmol.L™") por 24 h a 37°C com o SYD-1, as
mesmas foram lavadas com PBS e desaderidas com o uso de tripsina/EDTA (item 5.4.6). O
consumo de oxigénio foi monitorado nas células em suspensdo por respirometria de alta
resolucio (Oxygraph-2k; Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). As medicBes foram
feitas em duas camaras a 37°C, sob suave agitacdo. Considerou-se o fator de solubilidade de
oxigénio de 0,92 para 0 meio DMEM alta glucose e a pressdo barométrica local (91 kPa), a
concentracdo de oxigénio no ar de saturagdo foi de 172,421 umol.L™. O consumo de oxigénio
foi avaliado em diferentes estados da respiracdo (GNAIGER, 2001; SCANDURA;
GNAIGER, 2009) definidos como: Rotina (consumo de oxigénio na auséncia de inibidores ou
desacopladores, que reflete a respiracdo sobre condi¢cbes normais de cultivo); Leak (a
respiracao na presenca de oligomicina 2 pg/mL, que corresponde ao consumo de oxigénio em
resposta ao vazamento de protons); Desacoplado (consumo de oxigénio na presenca de
desacoplador FCCP (1 pumol.L™") que reflete a capacidade do sistema de transporte de
elétrons no estado desacoplado da fosforilacdo oxidativa). O fluxo de oxigénio nestes estados
foi corrigido pela subtracdo da respiracdo mitocondrial obtida apos a adicdo de rotenona (1
umol.L'Y) e antimicina (6 pg/ml). Os resultados sdo expressos como o fluxo de

oxigénio/células [pmols/seg*10° células] como média + erro padréo.
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Para os experimentos com as células em suspensdo, a metodologia aplicada foi
semelhante, com a diferenca de que as células HepG2 foram cultivadas até a confluéncia
necessaria para o experimento, seguido pela desagregacdo das mesmas das garrafas, contagem
e determinacdo do consumo de oxigénio em nimero de 1x10° células sendo posteriormente
incubadas com o SYD-1 por 2 minutos, seguindo-se o protocolo experimental. Para os
hepatécitos a metodologia acima se seguiu logo apds isolamento destas células, descrito

detalhadamente no item 5.4.4.

5.5.7 - Determinacdo da Liberacdo de NO® a partir da estrutura de SYD-1

5.5.7.1 — Sistema livre de células/mitocondrias

Para determinar a liberacdo de NO® em sistema livre de células foi utilizada uma sonda
especifica para deteccdo deste radical, a DAF-FM (diaminofluoresceina). Segundo
metodologia de KOJIMA et. al. 1998, a deteccdo da quantidade presente de NO com uso de
sonda fluorescente DAF, baseia-se na reacdo desta sonda com o NO na presenca de
dioxigénio (O,) para produzir compostos triazenos que sdo fluorescentes e podem ser medidos
por analise fluorimétrica.

As medicGes fluorimétricas foram realizadas em espectrofluorimetro Shimadzu
modelo RF 5301, com controle de temperatura e agitacdo. Para deteccdo da mudanca na
fluorescéncia foi utilizada fenda de 3nm tanto para excitacdo (495nm) quanto emissdo
(515nm).

Antes de iniciar as medicOes, a sonda foi solubilizada em DMSO, aliquotada e
armazenada a -20°C. Em uma cubeta de quarto transparente foi adicionado 1 mL de tampé&o
fosfato 100 mmolL™ e a sonda DAF-FM 1 mmolL™. Posteriormente foi adicionado SYD-1
1,5 pmol.L™ ou SIN-1 3 umol.L™* ou DMSO e a emissdo de fluorescéncia acompanhada por
600 segundos.
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5.5.7.2 - Determinacéo da liberacdo de NO™ a partir de SYD-1 em mitocdndrias isoladas

5.5.7.2.1 Isolamento de Mitocdndrias

As mitocondrias de figado de ratos foram isoladas através da metodologia adaptada de
VOSS et al. (1961), utilizando-se como meio de extracdo: D-manitol 250 mmol.L™?, tampao
HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,2), EGTA 1 mmol.L™ e BSA 0,1 g% e foi suplementado com
glutamato de sédio 5 mmol.L™?, malato de sédio 2,5 mmol.L™, K;HPO,4 1,6 mmol.L™, ADP
0,2 mmol.L™ e 20 mg de proteina mitocondrial. Inicialmente, para obtencdo das
mitocondrias, os animais foram sacrificados por decapitacdo e imediatamente o figado foi
retirado e transferido para o meio de extracdo a 4°C. Posteriormente, o 6rgdo foi picado com
tesoura e homogeneizado em homogeneizador de Van Potter Elvehjen, utilizando-se pistilo
frouxo e normal, sucessivamente por 3 e 2 vezes.

O homogeneizado obtido foi entdo centrifugado a 2500xg a 4°C em centrifuga Hitach
modelo Himac CR-21E, durante 5 minutos, para eliminagdo de células intactas, membranas,
ndcleos presentes no sedimento. A seguir, o sobrenadante foi centrifugado a 12.500xg,
durante 10 minutos, a 4°C. O precipitado obtido, constituido de mitocdndrias intactas, foi
ressuspenso e lavado duas vezes em meio de extracao por centrifugacdo a 10.000g durante 10
minutos a 4°C. A suspensdo de mitocondrias foi mantida a 4°C até a determinacdo da

concentracdo de proteina mitocondrial e realizacdo dos experimentos.

5.5.7.2.2 Mitocondrias isoladas

O oxido nitrico (NO") é um radical livre gasoso, que desempenha o papel de segundo
mensageiro intracelular e estad envolvido na regulacdo de inumeras fungdes celulares, mas
devido as suas caracteristicas & de dificil deteccdo (MORO et. al., 1998). Neste estudo a
liberacdo deste radical a partir da estrutura do SYD-1 foi determinado de maneira indireta
pelo monitoramento do consumo de oxigénio em oxigrafo de alta resolucdo (Oxygraph-2k;
Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). A reacdo, em volume final de 2,0 mL, foi mantida

sob agitacdo em camara fechada termostatizada, a temperatura de 28°C (VOSS et al., 1963).
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O sistema de reagdo continha D-manitol 125 mmol.L™, tampdo HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,2),
KCl 65 mmol.L?, EGTA 0,1 mmol.L™ e BSA 0,1g%, e foi suplementado com glutamato de
sodio 5 mmol.L™?, malato de sédio 2,5 mmol.L™?, K;HPO, 1,6 mmol.L™, ADP 0,2 mmol.L™ e
2,0 mg de proteina mitocondrial .

As medices foram feitas em duas camaras a 28°C, sob leve agitacdo. Considerou-se o
fator de solubilidade de oxigénio de 0,92 para 0 meio acima citado e a pressdo barométrica
local (91 kPa), a concentragao de oxigénio no ar de saturacao foi de 172,421 umol.L‘l. As
velocidades respiratdrias foram calculadas em pmol de O, consumidos por mg de proteina. O
coeficiente de controle respiratorio (CCR) foi obtido através da razdo entre a velocidade
respiratdria na presenca de ADP (estado 3) e a velocidade ap6s o consumo de ADP (estado 4).
Utilizamos para os experimentos as preparacdes mitocondriais que apresentaram CCR
superiores ou iguais a 4,0.

E importante ressaltar que estes experimentos foram realizados na presenca e auséncia
de doador de 6xido nitrico (SIN-1) e Hb.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 LIBERACAO DE NO* A PARTIR DA ESTRUTURA DE SYD-1

6.1.1 Ensaios em Mitocdndrias Isoladas

Buscando esclarecer os mecanismos envolvidos na atividade antitumoral do SYD-1,
Halila et. al. (2007), avaliaram os efeitos do composto sobre a bioenergética mitocondrial,
considerando a participacdo das mitocondrias nos mecanismos de indugdo de morte celular
(JAESCHKE; MCGILL; RAMACHANDRAN, 2012). Os autores demonstraram que dentre
os efeitos do SYD-1, o mais significativo foi a inibicdo do transporte de elétrons através da
cadeia respiratéria. Ao investigar tal inibicdo, verificou-se, ainda no mesmo trabalho, que
esta ndo era decorrente unicamente de um efeito direto do composto sobre complexos da
cadeia respiratoria, mas que poderia relacionar-se com a liberacdo de NO" a partir da estrutura
do SYD-1, uma vez que esta liberacdo é descrita para derivados desta mesma classe de
mesoidnicos (KHMEL 'NITSKAYA et. al., 2004).

O NO’é um radical livre, muito reativo e altamente difusivel que afeta particularmente
0 complexo 1V da cadeia respiratéria, promovendo uma inibicao reversivel e competitiva (em
relacdo ao oxigénio), do consumo de oxigénio por se ligar ao sitio binuclear as/Cug deste
complexo (BROOKES et. al., 2003; BRUNORI et. al, 2004). Fisiologicamente, 0 NO’
origina-se durante a conversdo celular da arginina a citrulina, reacdo catalisada por NO
sintases citoplasmaticas (LACZA et. al., 2006). Este radical possui a funcdo de segundo
mensageiro e estd envolvido com a regulacdo de varias funcbes bioldgicas como
neurotransmissao, resposta imune, apoptose, vasodilatacio e agregacdo plaquetaria
(STUEHR; NATHAN, 1989; BOKHARI; MURRELL, 2012).

Com base no descrito por Halila et. al. (2007) e com a finalidade de investigar a
possibilidade de liberacdo de NO™ a partir da estrutura do SYD-1, no presente estudo
determinaram-se os efeitos do composto sobre o consumo de oxigénio em mitocondrias
intactas na presenca e auséncia de um conhecido doador de NO®, o SIN-1, um composto

também mesoidnico, pertencente a classe das sidnoniminas, para fins de comparacao. Nestes
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experimentos utilizou-se hemoglobina com a funcdo de sequestrar o NO® formado (SHIVA et.
al., 2001).

Os resultados destes ensaios estdo apresentados nas FIGURAS 7-8 que representam
tracados demonstrativos do consumo de oxigénio obtidos em oxigrafo-2K OROBOROS
(Materiais e Métodos - item 5.5.7.2.2). As linhas sobrepostas da mesma cor referem-se aos
tracados obtidos de forma independente nas duas camaras do aparelho, onde as linhas azuis
(cheia e tracejada) representam a concentracdo de oxigénio e as linhas vermelhas (cheia e
tracejada) o fluxo de oxigénio.

A FIGURA 7 A (linhas cheias e tracejadas) representa ensaios controle realizados com
mitocOndrias acopladas ativamente oxidando glutamato e malato de sodio, na auséncia de
SYD-1 ou SIN-1. Para estas preparacGes o valor de CCR, calculado como descrito em
materiais e métodos (item 5.5.7.2.2) foi de ~4,0, indicando que as mitocondrias estavam
acopladas e funcionais. Ainda nesta figura observa-se que a adicdo de hemoglobina (80
umol.L™), que possui a capacidade de sequestrar NO* com afinidade maior em relagdo ao Oy,
ndo promoveu alteracbes na velocidade respiratéria. Na FIGURA 7 B, linhas cheias, esta
representado o ensaio controle (sem adicdo de SYD-1, SIN-1 ou Hb) e nas linhas tracejadas o
ensaio em presenca de SYD-1. Observa-se que a incubacdo da suspensao mitocondrial com o
composto por 2 minutos, antes da adi¢do de ADP, promoveu uma significativa diminuicdo do
consumo de oxigénio. Na FIGURA 7 C (linhas cheias e tracejadas) observa-se que a adicédo
de hemoglobina é capaz de reverter parcialmente a inibicdo do consumo de oxigénio
promovido pelo SYD-1. Ensaios comparativos realizados com SIN-1, nas mesmas condi¢oes
experimentais, no entanto, com concentracdo 10 vezes maior que a concentracdo usada do
SYD-1 nestes ensaios, demonstraram resultados semelhantes (FIGURA 8). A concentracdo
utilizada de SIN-1 foi baseada na descrita na literatura por varios autores.
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FIGURA 7: EFEITO DO SYD-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO

FONTE: O autor 2012

Nota: As condi¢Bes experimentais estdo descritas na secdo de materiais e métodos, no item 5.5.7.2.2. O sistema
de reagdo composto por: D-manitol 250 mmol.L™, tampdo HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,2), EGTA 1 mmol.L" e
BSA 0,1 g% foi suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L™, malato de sédio 2,5 mmol.L™, K,HPO, 1,6
mmol.L" e ADP 0,2 mmol.L™. As linhas azuis correspondem a concentracdo de oxigénio e as vermelhas ao
fluxo de oxigénio.

A. Ensaio controle realizado na presenca de Hb (80 umol.L™). As linhas continuas e tracejadas correspondem a
duas avaliacfes independentes (caAmaras distintas).

B. Experimentos realizados na presenca (linhas tracejadas) e auséncia (linhas cheias) do composto SYD-1 (100
umol.L") incubado por 2 minutos com a preparag&o mitocondrial.

C. Experimentos realizados na presenca (linhas tracejadas e continuas) do composto SYD-1 (100 pmol.L™)
incubado por 2 minutos com a preparacéo mitocondrial e posterior adicdo de Hb (80 umol.L™)

Fluxo de Oxigénio por massa
[pmol/(s*mg proteina)]
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FIGURA 8: EFEITO DO SIN-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO

FONTE: O autor 2012

Nota: As condi¢Bes experimentais estdo descritas na se¢do de materiais e métodos, no item 5.5.7.2.2 O sistema
de reagdo composto por: D-manitol 250 mmol.L™, tampdo HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,2), EGTA 1 mmol.L" e
BSA 0,1 g% foi suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L™?, malato de sédio 2,5 mmol.L™, K,HPO, 1,6
mmol.L™ e ADP 0,2 mmol.L™. As linhas azuis correspondem a concentracéo de oxigénio e as vermelhas ao
fluxo de oxigénio. Linhas cheias — experimento realizado na presenca de SIN-1 (1 mmol.L™) incubado por 2
minutos com a preparacdo mitocondrial; Linhas tracejadas — experimento realizado na presenca de SIN-1 (1
mmol.L™) incubado por 2 minutos com a preparagdo mitocondrial e posterior adicdo de Hb (80 pmol.L™ cada
adicdo)

Os resultados demonstrados nas figuras 7-8 estdo resumidos na TABELA 1. Observa-
se que a respiracdo mitocondrial durante o estado 3, que na auséncia dos compostos era de
312,35+20,13 pmols Oy/s*mg de proteina passou a ser de 200,6+52,3 pmols O,/s*mg de
proteina e de 267,14+55,8 pmols O,/s*mg de proteina, em presenca de SYD-1 (100 pmol.L™)
e SIN-1 (1 mmol.L™) representado uma inibicdo de ~35% e ~15%, respectivamente. Quando
se adicionou a hemoglobina ao sistema esta inibicdo foi revertida parcialmente,
permanecendo em aproximadamente 21% e 6% para 0 SYD-1 e SIN-1, respectivamente.
Estes resultados confirmam os descritos por Halila et al. (2007), ou seja, que o efeito
inibitério do SYD-1 sobre o estado 3 da respiracdo é decorrente em sua maior parte da
inibicdo do transporte de elétrons através da cadeia respiratoria que representou 60% (21%
apos adicdo da Hb dos 35% da inibicéo total). Em adicdo, é possivel sugerir que o restante
desta inibicdo (40% - 14% restantes de 35% da inibicdo total) deve-se a presenca de NO*

liberado a partir da estrutura do composto. Ja para o SIN-1, seguindo 0 mesmo raciocinio,
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observam-se resultados opostos, ou seja, seu efeito inibitdrio sobre o estado 3 da respiracao é
decorrente em maior parte da liberacdo de NO® (60% - representado por 9% dos 15% da
inibicdo total). Os outros 40% (representado pelos 6% que persistiram ap6s a adigdo da Hb)
poderia decorrer de uma acao direta do SIN-1 sobre: os componentes da cadeia respiratoria,
ou transportadores dos substratos ou até mesmo sobre a ATP sintase. Até 0 momento nédo
existem relatos na literatura que demonstrem os efeitos de SIN-1 sobre estes parametros. Na
interpretagdo destes resultados deve-se ainda considerar: a) utilizando uma concentragédo
maior de Hb, o sequestro de NO* poderia ser melhor evidenciado (DUNGEL et. al., 2011) e
b) a concentracéo utilizada de SYD-1 (100 umol.L™) é menor do que a de SIN-1 (1 mmol.L’
1), porém foi a mesma utilizada por Halila et al. (2007), permitindo, desta forma, uma
correlacdo com os efeitos descritos por aqueles autores. Como concluséo, estes experimentos
sugerem que SYD-1 é capaz de liberar NO® a partir de sua estrutura e que este radical pode

ser responsavel por parte da inibicdo do transporte de elétrons promovida por este composto.

TABELA 1: EFEITO DO SYD-1 SOBRE O ESTADO 3 DA RESPIRACAO
MITOCONDRIAL

Respiracdo Mitocondrial - Estado 3 (Fluxo de O, [pmol/s*mg de proteina])

SYD-1 (100 umol.L™) SIN-1 (1 mmol.L™)
Controle  SYD-1 (100 umol.L™)  +Hb (80 mmol.L™")  SIN-1 (1 mmol.L™) +Hb (80 mmol.L™)

312,35+20,1 200,6+52,3 245,7+66,3 267,14+55,8 294,23+18,6

FONTE: O autor 2012

Nota: As condicdes experimentais estdo descritas na secdo de materiais e métodos, no item 5.5.7.2.2. O sistema
de reagdo composto por: D-manitol 250 mmol.L™, tampdo HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,2), EGTA 1 mmol.L" e
BSA 0,1 g% foi suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L™, malato de s6dio 2,5 mmol.L™, K,HPO, 1,6
mmol.L™" e ADP 0,2 mmol.L™. Controle: fluxo de oxigénio durante o estado 3 em mitocondrias na auséncia de
SIN-1, SYD-1 ou Hb. As concentracdo de SYD-1, SIN-1 e Hb estdo especificada na tabela

Ainda para confirmar a liberacdo de NO® a partir de SYD-1 foram realizados
experimentos em sistema livre de mitocondrias. Os resultados estdo apresentados no item a

sequir.
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6.1.2 Ensaios em Sistema Livre de Mitocondrias

Estes ensaios foram realizados utilizando a sonda DAF-FM, conforme item 5.5.7.1 de
materiais e métodos. Essa sonda reage com o NO® na presenca de dioxigénio, originando
compostos triazenos fluorescentes (KOJIMA et. al. 1998).

Os resultados estdo apresentados na FIGURA 9, que relaciona a emisséo de
fluorescéncia com o tempo. Observa-se que nos experimentos com DMSO (mesmo volume
utilizado para o SYD-1), ndo houve aumento na emissdo da fluorescéncia, indicando que o
solvente dos compostos ndo interfere no ensaio. J4 em presenca de SYD (3 mmolL™) e SIN-1
(3,16 umolL™), observa-se um aumento do sinal de fluorescéncia. A partir deste grafico foram
obtidos os valores de liberacdo de NO*® de 13,69 + 2,67 nmol.L.min™ e 28,68 + 2,26 nmol.L"
L min?parao SYD-1 e SIN-1, respectivamente.

HOOGG et. al. 1992, utilizaram SIN-1 como gerador de radicais NO® para comprovar
que a geracdo destes radicais, em condicOes fisioldgicas, poderia levar a formacdo de
peroxinitrito e, ainda que a quebra homolitica deste ultimo levaria a formacdo de radicais
hidroxila, em reacdes distintas da reacdo de Fenton. Naquele estudo, os autores utilizaram
SIN-1 na concentracdo de 1 mmol.L™ e estimaram que a quantidade de NO® gerada a partir
desta concentragio era de 3,68 pmol.L™ de NO*.min™, valor comparéavel ao anteriormente
descrito por Feelisch et al. (1989) de 2,39 pM de NO®.minpara a mesma concentraco do
doador. Portanto, o valor de NO* liberado 28,677 + 2,26 nmol. L™*.min™ obtidos no presente
estudo a partir de 3,16 umol.L™ de SIN-1 esta de acordo aos descritos na literatura, validando
0s ensaios realizados.

Desta forma, os resultados obtidos reforcam a proposta de Halila et. al. (2007) de que
os efeitos do SYD-1 sobre a bioenergética mitocondrial, em especial a inibicdo do transporte

de elétrons, estdo relacionados a liberacdo de NO® a partir da estrutura do composto.
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— SIN 3,16pumol/L
SYD 3mmol/L
— DMSO 0,14mol/lL
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FIGURA 9: LIBERACAO DE NO" A PARTIR DE SYD-1 E SIN-1

FONTE: O autor 2012

Nota: As condicOes experimentais estdo descritas na se¢éo de materiais e métodos, no item 5.5.7.1. O sistema de
reacdo foi composto por: Tampdo fosfato 100 mmol.L™" (pH 7,4) e DAF-FM 1 pmol.L™* suplementado com
SYD-1 3 mmol.L™ e SIN-1 3,16 umol.L™. O sistema foi mantido sobre temperatura e agitagio constantes e a
leitura efetuada em 495nm de excitacdo e 515nm de emissdo com slit de 3nm para ambos comprimentos de onda

6.2 EFEITO DO SYD-1 SOBRE CELULAS HEPG2 E HEPATOCITOS

Embora a atividade citotoxica e antitumoral do SYD-1 tenha sido descrita para
diferentes linhagens celulares (GRYNBERG et. al., 1992; DUNKLEY; THOMAN, 2003),
ainda ndo foram avaliados os efeitos deste mesoidnico sobre neoplasias malignas de alta
incidéncia na atualidade. Além disso, seus efeitos sobre linhagens ndo tumorais ndo sdo
descritos. Isto motivou a realizacdo do presente estudo utilizando como modelos
experimentais células tumorais HepG2, provenientes de hepatocarcinoma celular humano e,
hepatdcitos isolados de figado de rato.

As células HepG2 mantém muitas das propriedades das células hepéticas saudaveis,
possuem um crescimento continuo, um tempo de vida praticamente ilimitado e um fendtipo
estavel. Alem disso, em relacdo a cultura primaria de hepatocitos, suas condi¢des de cultivo
sdo mais simples e estabelecidas com maior facilidade (BOKHARI et al., 2007). No entanto,
esta linhagem possui a desvantagem de apresentar algumas enzimas em niveis inferiores em
relacdo as células hepaticas normais. Dentre estas, as enzimas de metabolizacdo de fase | ou

enzimas citocromos P450, diretamente envolvidas nos processos de metabolismo de drogas e
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xenobioticos. Estas enzimas sdo responsaveis por adicionar um grupo funcional (OH, SH ou
NH,) ao substrato através de reagdes hidroliticas, de oxidacdo, redugdo. Posteriormente em
uma segunda fase, os grupos funcionais adicionados sdo modificados de maneira a aumentar
sua solubilidade dos substratos e facilitar sua excrecdo, promovendo, assim, a detoxificacdo
do figado (DONATO et. al., 2008; RODRIGUEZ-ANTONA et. al., 2002).

Por sua vez, os hepatdcitos sdo celulas totalmente competentes, que quando intactas,
mantém a expressao de enzimas tanto de fase | quanto de fase 11, e séo capazes de apresentar
um perfil de absorcdo e metabolizacdo muito similar ao encontrado in vivo. No entanto, a
obtencdo destas células e sua manutencdao em cultura apresentam uma série de dificuldades.
Sao necessarios meios de cultura e reagentes especificos de alto custo. Apds a obtencdo das
células, sua manutencdo em cultura é limitada uma vez que a viabilidade é comprometida com
0 passar do tempo (SHIRYAEVA et. al., 2008; WILKENING; STAHL; BADER, 2003;
JESUS; WAITZBERG; CAMPOS, 2000; KLAUNIG et. al., 1981; SEGLEN, 1976).

Além disso, a utilizacdo de células de origem humana é desestimulada devido a
dificuldade de obtencdo do tecido (biopsia) e da necessidade de um imediato processamento,
gue nem sempre € possivel considerando que a obtencdo da amostra é realizada em ambiente
hospitalar. Deve-se ainda levar em consideracéo os aspectos éticos.

No presente estudo foram utilizadas, com fins comparativos células HepG2 humanas e
hepatdcitos de rato em suspensdo e em cultura.

6.2.1 Viabilidade Celular

Ensaios preliminares foram realizados para determinar a sensibilidade das células
frente a diferentes concentragdes e tempos de incubacdo com o SYD-1. Utilizou-se para tanto
0 método do MTT, amplamente utilizado para determinar a citotoxicidade de diferentes
compostos. Este método colorimeétrico baseia-se na reducdo dos sais de tetrazélio (MTT) a
formazan, atraves de reagcdes enzimaticas catalisadas por desidrogenases mitocondriais de
células viaveis. E importante ressaltar a faixa de concentragio de SYD-1 para estes ensaios foi
estabelecida com base em experimentos anteriores com mitocondrias isoladas (HALILA et
al., 2007; GOZZl, 2010).

Sédo apresentados inicialmente os resultados de experimentos realizados com as células
HepG2 (FIGURA 10). As concentragdes de SYD-1 variaram de 25-100 umol.L™ e os tempos
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de tratamento foram de 24, 48 e 72 horas. Observa-se que SYD-1 promoveu uma
diminuicdo da viabilidade celular, de forma dose e tempo dependentes. Na menor
concentragdo (25 umol.L™) o composto causou uma reducéo de aproximadamente ~20% para
todos os tempos testados. J4 na maior concentracdo (100 umol.L™), o efeito foi ainda mais
pronunciado, chegando a reducdo da viabilidade a ~62%, ~93% e ~96%, para os tempos de
24, 48 e 72 horas, respectivamente.
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FIGURA 10: EFEITO DO SYD-1 SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HEPG2

FONTE: O autor (2012)

Nota: As células foram plaqueadas (1x10* células por poco) e deixadas para adesdo em estufa a 37°C e 5% de
CO, por 24 horas. Posteriormente foi realizado o tratamento com SYD-1 nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100
umol.L™ nos tempos 24, 48 e 72 horas. A seguir, as placas foram lavadas com HBSS e acrescentados 20
umol.L™* de MTT (5mg/mL) por pogo, seguindo-se incubagdo por 3 horas. Decorrido este tempo, foram
adicionados 200 pmol.L™ de DMSO para dissolugdo dos cristais de formazam e realizada a leitura a 550 nm.
Como controle foi utilizado meio na presenga de DMSO (0,01%). Conforme item 5.5.1 de materiais e métodos.
Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo em relagéo ao controle (100%). *** Significativamente
diferente do controle ao nivel de p< 0,0001

A partir destes resultados estabeleceu-se as concentrages de 25 pmol.L™ ¢ 50 pmol.L"
! e tempo de incubacdo de 24 horas para os ensaios subsequentes, tanto com as células
HepG2 quanto com os hepatocitos.

Resultados semelhantes foram obtidos usando compostos mesoiénicos de outra classe,
dos 1,3,4-tiadiazois em células HepG2, previamente descrita por Pires, et. al., 2011. A autora
utilizou as mesmas concentracdes de 25 ¢ 50 pmol.L™ e tempo de incubagdo (24 horas) para
testar a acdo do MI-J, MI-4F MI-2,4diF e MI-D, compostos que se diferenciavam somente em

relacdo ao substituinte do grupamento cinamoil. Dentre os derivados testados, o0 MI-D, cujo
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substituinte era o grupamento NO,, se mostrou 0 menos citotdxico, reduzindo a viabilidade
em ~28% para a concentragdo de 25 umol.L™, enquanto os demais compostos reduziram em
~50%. J4 para a concentragdo de 50 umol.L™?, todos os derivados reduziram em ~50% da
viabilidade.

Os resultados referentes aos hepatocitos em cultura estdo representados na FIGURA
11. SYD-1 nio foi citotoxico para estas células na concentragdo de 25 umol. L™ apds 18 horas
de incubagdo. No entanto, na maior concentracao (50 umol.L'l) e mesmo tempo de
tratamento, a viabilidade celular foi reduzida em ~66%. Estes resultados quando comparados
aos das células HepG2 (FIGURA 10), sugerem que os hepatdcitos s&o menos sensiveis aos
efeitos do SYD-1 em relagdo as células HepG2, quando o mesoibnico estava presente na
menor concentragdo (25 pmol.L™). Por outro lado, isto se inverte para a maior concentrago
de SYD-1 (50 pmol.L'™"), com reducdo de ~66% e ~30% para hepatdcitos e células HepG2,

respectivamente.
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FIGURA 11: EFEITO DO SYD-1 SOBRE A VIABILIDADE DE HEPATOCITOS

FONTE: (O autor 2012)

Nota: As células foram plaqueadas (1x10° células por placa) e deixadas para adesdo em estufa a 37°C e 5% de
CO, por 4 horas. Posteriormente, 0 meio de cultura foi substiuido e foi realizado o tratamento com SYD-1 nas
concentracdes de 25 e 50 mol.L™ pelo tempo de 18 horas. A seguir, as placas foram lavadas com HBSS e
acrescentados 200 mol.L™* de MTT (5 mg.mL™) por placa, seguindo-se incubacéo por 3 horas. Decorrido este
tempo, foi adicionado 1 mL de DMSO para dissolucéo dos cristais de formazam e realizada a leitura a 550nm.
Como controle foi utilizado meio na presenca de DMSO (0,01%). Os resultados estdo expressos como média +
erro padrdo. *** Significativamente diferente do controle ao nivel de p < 0,05

A viabilidade das duas linhagens celulares frente ao SYD-1 também foi avaliada por
outra metodologia, baseada na atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no

sobrenadante das células em cultura.
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A LDH ¢é uma proteina tetramérica que possui duas subunidades, denominadas
cardiaca (H) e muscular (M) (BERNSTEIN; EVERSE, 1973). Estas duas subunidades sdo
combinadas para formar cinco isoenzimas distribuidas em diferentes tecidos. Esta € uma
enzima citosélica que participa da ultima etapa da glicélise anaerobia e catalisa a reducgéo
reversivel do piruvato a lactato com a oxidacdo do NADH a NAD". Por ser uma enzima de
localizacdo essencialmente intracelular, quando seus niveis apresentam-se elevados no meio
de cultura é um indicativo de lesdo irreversivel na membrana celular e consequentemente de
morte celular (RAMOS, 1999).

As figuras 12 e 13 apresentam os resultados para as células de HepG2 e Hepatdcitos,
respectivamente. Observa-se na figura 12 que ndo houve diferenca significativa na liberacéo
de LDH nas células HepG2, diferentemente do verificado quando foi utilizado o MTT
(FIGURA 10).
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FIGURA 12: EFEITO DO SYD-1 SOBRE A LIBERACAO DE LDH EM CELULAS

HEPG2

FONTE: O autor (2012)

Nota: As células foram plaqueadas (1x10° células por placa) em placas de 60cm?® e deixadas para adesdo em
estufa a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Posteriormente foi trocado o meio e realizado o tratamento com SYD-1
nas concentracdes de 25 e 50 pmol.L™ pelo tempo de 24 horas. A seguir, o sobrenadante foi coletado,
centrifugado dosada LDH a 340nm, conforme descrito no item 5.5.3. Como controle foi utilizado meio reacional
na presenca de DMSO (0,01%). Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo

No entanto, para os hepatocitos em cultura o ensaio de liberagdo de LDH mostrou um
significativo comprometimento da viabilidade (FIGURA 13). Nestes experimentos, ao
contrario do observado no ensaio do MTT, SYD-1 j4 em menor concentragdo (25 pmol.L™)

diminuiu a viabilidade celular em ~84% e na maior concentragdo de 50 pmol.L™? em
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~269%. Estes resultados evidenciam as diferencas na suscetibilidade das duas linhagens
frente ao SYD-1.
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FIGURA 13: EFEITO DO SYD-1 SOBRE A LIBERACAO DE LDH EM HEPATOCITOS
FONTE: O autor (2012)

Nota: As células foram plaqueadas (1x10° células por placa) em placas de 60cm?® e deixadas para adesdo em
estufa a 37°C e 5% de CO, por 4 horas. Posteriormente foi trocado o meio e realizado o tratamento com SYD-1
nas concentracdes de 25 ¢ 50 pumol.L™ pelo tempo de 18 horas. A seguir, o sobrenadante foi coletado,
centrifugado e dosada LDH a 340nm, conforme descrito no item 5.5.3 de materiais e métodos. Como controle foi
utilizado meio reacional na presenga de DMSO (0,01%). Os resultados estdo expressos como média + erro
padrdo. *** Significativamente diferente do controle ao nivel de p< 0,0001

Para os hepatdcitos e HepG2 em suspensdo o método utilizado para avaliacdo da
viabilidade celular foi o do azul de tripan. Este método baseia-se na exclusao do corante azul
de tripan por células viadveis. Esse corante possui coloracdo azul escura tornando as células
ndo viaveis azuladas, principalmente em seu nucleo (PUVIANI et. al., 1999).

Para estes ensaios as células foram incubados por 2 minutos com o SYD-1 nas
concentragdes de 25 e 50 umol.L™, foi adicionado o corante azul de tripan (0,4 g%) e
realizada a contagem das células em microscopio invertido Olympus com auxilio de camara

de hemocitdmetro. As porcentagem de células viaveis foi calculada conforme equacéo abaixo:

Numero de células ndo coradas x 100
NUmero de células coradas+células ndo coradas

Porcentagem de células viaveis =

Os resultados deste ensaio (dados ndo mostrados) nao revelaram comprometimento da

viabilidade sobre as duas linhagens celulares nestas condicdes.
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6.2.2 Morfologia Celular

Uma vez que o SYD-1 mostrou-se citotoxico para as células HepG2 e hepatdcitos,
possiveis alteracdes na morfologia destas células, apos o tratamento com o mesoibnico, foram
avaliadas através de microscopia Optica de contraste de fase (sem coloracéo) e apos coloracdo
com hematoxilina e eosina.

A hematoxilina por ser um corante basico e, portanto, carregado positivamente, reage
com componentes acidos das células e tecidos, tal como grupamentos fosfato e acidos
nucléicos. Desta forma, o ndcleo celular é corado em azul pela hematoxilina. Utilizado de
maneira complementar, a eosina, um corante acido, reage com componentes béasicos das
células, corando em rosa o citoplasma, filamentos citoplasmaticos e fibras extracelulares
(LARSON et. al., 2011; RAPHAEL, 1986). A coloragdo com hematoxilina e eosina permite
visualizar algumas alteracfes morfoldgicas celulares decorrentes da presenca de compostos
citotoxicos, como: retracdo celular com aumento da relacdo nucleo-citoplasma, formacéo de
projecdes citoplasmatics (blebs) e corpos apoptédticos. Estas alteracdes sdo caracteristicas do
processo de apoptose (PAGLIARA et. al., 2003).

A morfologia das HepG2 visualizada por microscopia éptica ap6s coloracdo com
hematoxilina/eosina esta apresenta na FIGURA 14 A-D. Estas imagens foram adquiridas
utilizando ampliacdo de 40x. As barras mostram em escala microscopica o tamanho real. As
figuras A e B representam 0s ensaios controle (na auséncia de SYD-1) e em presenca do
solvente do composto (DMSO 0,01%), respectivamente. Nestas imagens observa-se que as
células apresentam-se justapostas em monocamada continua, com morfologia semelhante a
células epiteliais, apresentam um Unico nacleo bem delimitado e com citoplasma homogéneo.
N&o sdo observadas diferencas significativas entre o experimento controle (FIGURA 14 A) e
o0 com DMSO (FIGURA 14 B). No entanto, as células tratadas com SYD-1, por 24 horas, nas
concentragdes de concentracdes de 25 e 50 pmol.L™, respectivamente, apresentam alteracées
morfoldgicas significativas em relagdo ao controle (FIGURA 14 C e D, FIGURA 14 A). J4 na
menor concentragio (25 pumol.L™, FIGURA 14 C), é possivel visualizar significativas
alteracdes celulares, como retraimento do citoplasma com nucleo picnoético e prolongamentos
globosos do citoplasma indicando blebs. Nas células tratadas com SYD em maior
concentragdo (50 pmol.L™* FIGURA 14 D), estas alteracdes foram ainda mais pronunciadas,
sendo possivel observar também a diminuicdo do numero de células e desorganizacdo da

monocamada.
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Comparando com o0s ensaios de viabilidade pelo método do MTT e LDH, o SYD-1
promoveu a morte das células HepG2 em ~20% para ambas concentracdes apds 24 horas de
incubacéo pelo primeiro método (FIGURA 10), enquanto que pelo segundo néo foi observada

diferenca estatistica em relacdo ao controle (FIGURA 12). No entanto, 0 composto parece

afetar de forma significativa estas células, conforme a analise morfoldgica.

FIGURA 14: MORFOLOGIA DAS CELULAS HEPG2 - COLORACAO HEMATOXILINA
E EOSINA

FONTE: O autor (2012)

Nota: Imagens da monocamada observada por microscopia apds tratamento (24 horas) e coloragdo com
hematoxilina e eosina nas seguintes condigdes: A- Controle (auséncia de SYD-1), B- DMSO (0,01%), C- SYD
25 umol.L™ e D- SYD 50 umol.L™. As condigBes experimentais estdo descritas na secdo de materiais e métodos
item 5.5.4.1. As setas indicam alteragdes morfoldgicas: 1. projecOes citoplasmaticas (blebs), 2. aumento dos
vacuolos citoplasmaticos e 3. retraimento celular e ndcleo picnético. Em todas as fotografias, a escala mostra
magnificacéo real

A morfologia dos hepatécitos ndo foi avaliada utilizando a coloracdo com

hematoxilina e eosina uma vez que estas células ndo resistiram as etapas de processamento.
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As imagens obtidas das culturas das células HepG2 ndo coradas, obtidas por
microscopia de contraste de fase com ampliagdo de 10 e 20x , na auséncia (controle) e na
presenca de SYD-1 estdo mostradas nas FIGURAS 15 e 16. Em todas as imagens, as barras
mostram em escala microscépica o tamanho real. A figura 15 A-B mostra o0s ensaios controle
com amplificacdo de 10 e 20X, respectivamente. Observa-se que as células estdo justapostas
em monocamada continua, com morfologia semelhante a células epiteliais e com aparente

presenca de vacuolos. As Figuras 15 C-D representam as células tratadas com o solvente da

droga (DMSO) que nado apresentaram alterac6es morfoldgicas em relacédo ao controle.

.
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FIGURA 15: MORFOLOGIA DAS CELULAS HEPG2 - CONTRASTE DE FASE
FONTE: O autor (2012)

Nota: Imagens da monocamada observada por microscopia de contraste de fase. As células foram plaqueadas
(1x10°) em placas de 60cm? de didmetro e deixadas aderir em estufa a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 24
horas. Ap6s, foi realizado tratamento com o0 DMSO (0,01%) por 24 horas e as imagens obtidas em microscopio
Axiovert 40CSFL

A,B - Controle; C,D - DMSO

A figura 16 mostra as células HepG2 apds o tratamento com SYD-1. Na menor
concentragdo (25 pumol.L™, FIGURA 16 A-B), observa-se que muitas células apresentam-se
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arredondadas e com vacuolos aumentados , alteragfes indicativas de perda da aderéncia e de

sofrimento celular. J4 na maior concentracio (50 pmol.L* FIGURA 16 C-D), visualiza-se,

ainda, diminuicdo na confluéncia celular com comprometimento da monocamada.

e e o
° N?‘}; = o i |

FIGURA 16: MORFOLOGIA DAS CELULAS HEPG2 TRATADAS COM SYD-1 —

CONTRASTE DE FASE

FONTE: O autor (2012)

Nota: Imagens da monocamada observada por microscopia de contraste de fase apds tratamento com o SYD-1
(24 horas). As células foram plaqueadas (1x10°) em placas de 60cm? de diametro e deixadas aderir em estufa a
37°C em atmosfera de 5% CO, por 24 horas. Em seguida, foi realizado tratamento com o composto por 24 horas
e as imagens obtidas pelo uso de microscopio Axiovert 40CSFL.

A,B—SYD-125 pmol.L™; C,D — SYD-1 50 pmol.L™*

A morfologia dos hepatocitos tratados ou ndo com SYD-1 também foi analisada por
microscopia de contraste de fase. As imagens correspondentes estdo apresentadas nas
FIGURAS 17 A-D. As imagens A e B da FIGURA 17 representam 0 experimento controle
(auséncia de SYD-1), em aumentos de 10 e 20x respectivamente. Observa-se a organizacao
das células de aspecto cubico em monocamada. Em algumas células mais de um ndcleo pode
ser observado. As células tratadas com o DMSO (solvente da droga), ndo apresentaram
alterac6es morfoldgicas em relacdo ao controle, conforme visualizado nas imagens C e D.
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FIGURA 17: MORFOLOGIA DOS HEPATOCITOS — CONTRASTE DE FASE
FONTE: O autor (2012)

Nota: Imagens da monocamada observada por microscopia de contraste de fase. As células foram plaqueadas
(1x10°) em placas de 60cm? de diametro e deixadas aderir em estufa a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 4
horas. Em seguida, foi realizado tratamento com o DMSO (0,01%) por 18 horas e as imagens obtidas em

microscopio Axiovert 40CSFL
A,B - Controle, C,D — DMSO

A FIGURA 18 apresenta imagens da cultura primaria de hepatdcitos apds tratamento
com o0 SYD-1. Na concentracdo de 25 pmol.L (FIGURA 18 A) 0 composto ndo promoveu
alteracbes na organizacdo da monocamada. No entanto, é possivel visualizar algumas células
com aspecto arredondado. J& na FIGURA 18 C-D que representa experimentos realizados na
maior concentracdo de SYD-1, pode-se visualizar um grande nimero de células arredondadas,
alguns fragmentos celulares e alteragcdes na organizagdo da monocamada.

Estes resultados estdo de acordo com os de viabilidade utilizando o MTT (FIGURA
11), nos quais o0 SYD-1 foi citotoxico de maneira dose dependente, comprometendo em ~66%
a viabilidade destas células somente na maior concentragdo (50 pmol.L™). Por outro lado, é
discordante dos resultados obtidos pela atividade da LDH no sobrenadante das culturas

(FIGURA 13), uma vez que nestes ensaios, apesar da viabilidade ter sido reduzida de maneira
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dose dependente, foi significativa em relacdo ao controle nas duas concentragdes do

mesoidnico.

FIGURA 18: MORFOLOGIA DOS HEPATOCITOS TRATADOS COM SYD-1 —
CONTRASTE DE FASE

FONTE: O autor (2012)

Nota: Imagens da monocamada observada por microscopia de contraste de fase ap6s tratamento com o SYD-1.
As células foram plaqueadas (1x10°%) em placas de 60cm?® de diametro e deixadas aderir em estufa a 37°C em
atmosfera de 5% CO, por 4 horas. Em seguida, foi realizado tratamento com o composto por 18 horas e as

imagens obtidas em microscopio Axiovert 40CSFL
A,B—SYD-125 umol.L™"; C,D — SYD-1 50 pmol.L™"

Embora alteraces morfoldgicas tenham sido observadas para os hepatocitos em
cultura, estas foram menos pronunciadas do que as observadas em células HepG2. No
entanto, a impossibilidade de realizar a coloragdo com hematoxilina e eosina para 0S
hepatdcitos prejudicou a comparacao entre os efeitos sobre as duas linhagens celulares.

Apesar desta dificuldade metodoldgica, as alteracdes observadas pelo tratamento com
0 SYD-1 sobre as células HepG2 e hepatécitos sao indicativas de sofrimento e morte celular,
particularmente por apoptose (ORRENIUS; NICOTERA; ZHIVOTOVSKY, 2011,
ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Neste contexto, Gozzi (2010) ao testar os efeitos do SYD-
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1 sobre a bioenergética mitocondrial, observou que o composto ndo era capaz de induzir a
formagé&o/abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PTP) associado com
a ativacdo da via intrinseca da apoptose. No entanto, a inducao da via extrinseca da apoptose

pelo composto nao foi avaliada até o momento.

6.2.3 Respiracdo Celular

Considerando a diminuicdo da viabilidade e as alteracbes morfoldgicas celulares
resultantes do tratamento com SYD-1 e, com objetivo de avaliar aspectos metabdlicos destas
células, foram determinados os efeitos do mesoidnico sobre a respiracdo celular. Para tanto,
foram realizados ensaios utilizando as concentragdes de 25 e 50 umol.L™ de SYD-1 para as
duas linhagens celulares, tanto em suspenséo quanto em cultura. Os tempos de incubagdo com
0 composto foram de 2 min para as células em suspensao e, 24h e 18h para as células HepG2
e hepatocitos em cultura, respectivamente.

Estes ensaios foram realizados com células ndo permeabilizadas com o objetivo de
aproximar as condicGes experimentais as fisiologicas e também permitir a visualizacdo dos
efeitos do SYD-1 decorrentes de sua interacdo com a membrana celular. Para isto, todos os
reagentes utilizados eram permeaveis, e como meio de reacdo utilizou-se o proprio meio de
cultura.

A respiracdo celular foi determinada em quatro estados (HUTTER, et. al, 2006),
definidos a sequir:

- Basal: correspondente ao consumo de oxigénio pelas células na auséncia de substratos
exogenos, de inibidores ou do desacoplador FCCP;

- Leak: correspondente ao consumo de oxigénio pelas células na auséncia de substratos
ex0genos e na presenca de oligomicina, um inibidor da ATPsintase (HAO, et al., 2010). Este
estado reflete o transporte de elétrons que ocorre em resposta a entrada de prétons na matriz
mitocondrial via membrana mitocondrial interna, impulsionada pelo gradiente eletroquimico
de prétons. O consumo de oxigénio durante este estado da respiragdo € maior em resposta ao
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna a protons.

- Desacoplado: correspondente ao consumo de oxigénio, na auséncia de substratos exdgenos e
em presenca de oligomicina e do desacoplador FCCP. Caracterizado pelo consumo de

oxigénio de forma independente da sintese de ATP, uma vez que o desacoplador promove a
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reciclagem de prdtons através da membrana mitocondrial interna e a velocidade méaxima do
transporte de elétrons (MONTEIRO et. al., 2011) e, consequentemente, 0 aumento do
consumo de oxigénio.

- Inibido (Rotenona e Antimicina): corresponde ao consumo de oxigénio, na auséncia de

substratos exogenos e na presenca de oligomicina, FCCP, rotenona e antimicina, sendo estes
ultimos inibidores do transporte de elétrons a partir do complexo I e Il da cadeia respiratoria,
respectivamente.

Para facilitar a interpretacdo destes experimentos, na FIGURA 19 esta representado o
tracado demonstrativo de um ensaio na auséncia de SYD-1 (controle), onde a concentragéo de
oxigénio (linha azul) e fluxo de oxigénio (linha vermelha) estdo representados durante 0s
estados da respiracdo especificados acima. Observa-se, inicialmente, o0 consumo de oxigénio
basal que foi significativamente diminuido com a adicdo de oligomicina, como esperado. No
entanto, observa-se que, embora em baixa velocidade, o consumo de oxigénio ainda ocorre
em resposta a reentrada de protons na matriz mitocondrial (Estado Leak). A adi¢do de FCCP
promove 0 aumento do consumo de oxigénio (Estado desacoplado). Finalmente, a respiracao
mitocondrial é totalmente inibida pela adicdo de rotenona e antimicina (Estado inibido). Os
resultados obtidos destes tracados foram analisados pelo Software DatalLab4 e s&o
representados nos graficos a seguir em trés estados: Basal, Leak e Desacoplado obtidos apds a
subtracdo da respiracdo verificada na presenca de antimicina e rotenona. Esta subtracdo é

necessaria para que se represente o consumo de oxigénio restrito a respiracdo mitocondrial.
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FIGURA 19: TRACADO DEMONSTRATIVO DO CONSUMO DE OXIGENIO CELULAR
EM OXIGRAFO OROBOROS-2K

FONTE: O autor (2012)

Nota: As condicOes experimentais estdo descritas na secdo de materiais e métodos, no item 5.5.6. O sistema de
reacdo foi o proprio meio de cultivo das células. Adi¢Ges: FCCP; Oligo- oligomicina; ROT — rotenona; ANT —
antimicina. Linha azul: concentragéo de O,; Linha vermelha — fluxo de O,

ROT ANT
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6.2.3.1 Células HepG2 e hepatdcitos em suspensdo

Nas figuras 20 e 21 estdo representados os resultados quantitativos do consumo de
oxigénio por células HepG2 e Hepatdcitos em suspensdo. Observa-se na FIGURA 20 que, em
células HepG2, 0 SYD-1 (25 pumol.L™ e 50 pmol.L™) ndo promoveu alteracdes significativas
no consumo de oxigénio durante os trés estados da respiracdo. No entanto, para maior

concentracdo (50 pmol.L™Y), os resultados sugerem uma inibic&o para os estados basal e leak.
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FIGURA 20: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM CELULAS

HEPG2 EM SUSPENSAO

FONTE: O autor (2012)

Nota: Os experimentos de consumo de oxigénio em células HepG2 foram realizados conforme item 5.5.6 de
materiais e métodos. As células (1x10°) foram transferidas para as camaras do oxigrafo e o consumo de oxigénio
determinado na auséncia de inibidores ou desacopladores (Estado Basal), na presenga de oligomicina (Estado
Leak); na presenga de FCCP (Estado Desacoplado). Os ensaios foram realizados a 37°C com agitacdo constante.
Os valores representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes
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Os resultados para os hepatocitos em suspenséo estdo representados na FIGURA 21 e
s80 muito semelhantes aos observados para as células HepG2 (FIGURA 20). SYD-1 nao
alterou significativamente os estados da respiracdo destas células e, também na maior

concentracdo (50 pmol.L™Y), parece promover uma discreta inibicdo sobre o consumo de
oxigénio para os estados basal e desacoplado.

Estado Basal Estado Leak

800+ _ 200-

g —_ %@ 150

> 6001 Ei ]
e 8 | B —T g3
S e Coa

g3 P €3 ool
= X 4004 EEEEEEEsy 0 Pl s X
) e )
T3 e 2

B 200_ IIIIIII g 50_
3 s g

0- ::’:’:’:’:’:’:5 , 0-

% N

SYD-1 (umol.L™)

Estado Desacoplado

8001
D
i
% 600+
o
18 oo
€3
5 X 400+
)
xS
© 2001
IS
e
0 = T T
7 o1

SYD-1 (pmol.L™)

FIGURA 21: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM
HEPATOCITOS EM SUSPENSAO
FONTE: O autor (2012)

Nota: Os experimentos de consumo de oxigénio em células de hepatdcitos foram realizados conforme item 5.5.7
de materiais e métodos. As células (1x10°) foram transferidas para as cAmaras do oxigrafo e o consumo de
oxigénio determinado na auséncia de inibidores ou desacopladores (Estado Basal), na presenca de oligomicina
(Estado Leak); na presenca de FCCP (Estado Desacoplado). Os ensaios foram realizados a 37°C com agitacdo
constante. Os valores representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes
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6.2.3.2 Células HepG2 e hepatdcitos em cultura

Para estes experimentos, células HepG2 e hepatdcitos foram cultivados em presenca
do SYD-1 (25 e 50 umol.L™") por 24 e 18 horas, respectivamente. Apés a coleta das células
por tripsinizagéo, o consumo de oxigénio foi determinado nas mesmas condigdes descritas no
item anterior. Os resultados destes experimentos estdo representados nas FIGURAS 22 e 23
para as células HepG2 e Hepatdcitos, respectivamente.

Diferentemente do observado para as células em suspensdo, o tratamento com SYD-1
(25 umol.L'™") por 24 horas promoveu uma diminuicéo do consumo de oxigénio em células
HepG2 de ~12% e ~21% para os estados leak e desacoplado, respectivamente. Para este
Gltimo estado, na maior concentracéo de SYD-1 (50 umol.L™) a inibicdo foi de ~26%.

Pode-se observar com os resultados obtidos, que o composto inibiu o transporte de
elétrons através da cadeia, uma vez que houve diminui¢do significativa em relagdo ao controle
dos estados leak e desacoplado. No entanto, na maior concentragdo avaliada (50 pumol.L™), a
inibicdo apresentada no estado desacoplado nao foi visualizada no estado leak. Isto pode ser
decorrente de um efeito do composto sobre a membrana mitocondrial interna, tornando-a mais
susceptivel a entrada de prétons, e assim ocultando a inibi¢éo existente.

Por sua vez, o efeito do composto em células hepaticas saudaveis (FIGURA 23), foi
semelhante ao observado para as células HepG2, porém somente para a maior concentracdo
(50 pmol.L™), quando verificou-se uma diminuicdo do consumo de oxigénio em ~79% e

~39%, para os estados basal e desacoplado, respectivamente.
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FIGURA 22: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM CELULAS
HEPG2 ADERIDAS

FONTE: O autor (2012)

Nota: O consumo de oxigénio em células HepG2 foi determinado conforme item 5.5.6 de materiais e métodos.
Células plaqueadas (1x10° células por placa), na auséncia ou presenca de SYD-1, foram coletadas ap6s 24 horas
e 0 consumo de oxigénio determinado na auséncia de inibidores ou desacopladores (Estado Basal), na presenca
de oligomicina (Estado Leak); na presenca de FCCP (Estado Desacoplado) em Oxigrafo-2K OROBOROS. Os
ensaios foram realizados a 37°C com agitacdo constante. Os valores representam a média + erro padrdo de 3
experimentos independentes
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FIGURA 23: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM
HEPATOCITOS CULTIVADOS

FONTE: O autor (2012)

Nota: O consumo de oxigénio em hepatdcitos foi determinado conforme item 5.5.6 de materiais e métodos.
Hepatocitos plaqueados (1x10° células por placa) na auséncia ou presenca de SYD-1, foram coletados apés 18
horas e 0 consumo de oxigénio determinado na auséncia de inibidores ou desacopladores (Estado Basal), na
presenca de oligomicina (Estado Leak); na presenca de FCCP (Estado Leak) em Oxigrafo-2K OROBOROS. Os

ensaios foram realizados a 37°C com agitacdo constante. Os valores representam a média + erro padrdo de 3
experimentos independentes

Os efeitos do SYD-1 sobre a respiracdo das células HepG2 e hepatocitos (FIGURAS
22 e 23) sdo compativeis aos de viabilidade para estas células utilizando o MTT (FIGURAS
10 e 11 respectivamente). Na concentracéo de 25 pmol.L™, 0 SYD-1 n4o afetou a viabilidade
dos hepatdcitos engquanto que diminuiu a viabilidade das células HepG2 em ~20%. J& na
maior concentragio (50 umol.L™") o mesoidnico promoveu a diminuicdo da viabilidade das
células HepG2 e hepatécitos em ~30% e 66%, respectivamente. Estes resultados séo
importantes na medida em que evidenciam que na concentracdo em que € citotoxico para as

células de hepatoma (25 pmol.L™), o SYD-1 ndo tem efeito sobre as células hepéticas
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saudaveis. Estes resultados sdo também concordantes com as alteracbes morfoldgicas
observadas ap0s o tratamento com SYD-1 (FIGURA 18), as quais foram mais significativas
nas células HepG2 em relacdo aos hepatocitos. Ainda, estes resultados complementam o0s
obtidos por Halila et al. (2007). Naquele trabalho, os autores obtiveram como efeito mais
expressivo do SYD-1 sobre mitocdndrias isoladas a inibicdo do transporte de elétrons ao
longo da cadeia mitocondrial, resultado este também observado no presente estudo,
visualizado pela inibicdo nos estados respiratorios leak e desacoplado tanto das células

HepG2 como dos hepatocitos.

6.2.4 Producdo de Lactato e Piruvato

Sabe-se que nas células neoplasicas a via glicolitica anaerébica é estimulada, mesmo
em condi¢des normais de provisdo de oxigénio (KYU et. al., 2012). Diante desta conhecida
alteracdo metabdlica e, considerando que SYD-1 inibiu alguns estados da respiracéo celular
(FIGURA 22), o que poderia desviar ainda mais o0 metabolismo para a oxidagéo parcial da
glicose, foi avaliada a producdo de lactato e piruvato em células HepG2 e também em
hepatdcitos, tanto em suspensao quanto em cultivo, na presenca e auséncia do composto.

Para os experimentos com as células HepG2 e hepatocitos em suspensdo, foram
utilizadas as concentracdes de 25 ¢ 50 umol.L™* do SYD-1 e dosados piruvato e lactato nos
tempos de 0, 20 e 40 minutos de incubacdo da suspensdo celular com o mesoi6nico. Os
resultados destes experimentos estdo representados nas figuras 28 e 29 para as células HepG2
e Hepatdcitos, respectivamente.

A FIGURA 24 demonstra que em suspensdo houve diminuicdo na producdo de
piruvato de maneira dose e tempo dependentes, sendo de ~16%, ~18% e ~25% para 0s
tempos 0, 20 e 40 minutos, respectivamente para a concentracao de 25 umol.L'l, e de ~32%,
~26% e ~38% para a concentragao de 50 pmol.L‘l, nos mesmos tempos. No entanto, o
aumento na producdo de lactato sé foi vizualizado para a maior concentracdo nos tempos de
20 (~13%) e 40 minutos (~17%).
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FIGURA 24: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE A PRODUCAOQ DE PIRUVATO E LACTATO

EM CELULAS HEPG2 EM SUSPENSAO

FONTE: O autor (2012)

Nota: A producéo de piruvato (A) e lactato (B) em células HepG2 foi quantificada conforme item 5.5.5 de
materiais e métodos. As células (1x10° células por mL) foram coletadas e mantidas em PBS a 37°C sob agitac&o
constante, tratadas com SYD-1 nas concentragdes de 25 e 50 pmol.L™ por 2 minutos. Decorrido o tempo de
tratamento, a reacdo foi disparada com adigo de glucose 5 mmol.L™. Aliquotas foram coletadas nos tempos 0,
20 e 40 minutos e piruvato e lactato foram dosados no sobrenadante. Os resultados estdo expressos como média
+ erro padrdo. *, **, *** Significativamente diferente do controle ao nivel de p< 0,05, p< 0,01 e p< 0,0001

Resultado semelhante foi obtido com os hepatdcitos, conforme visualizado na
FIGURA 25. Para a concentracéo de 25 pmol.L™ a produgdo de piruvato diminuiu em ~15%,
~25% e ~27% para os tempos 0, 20 e 40 minutos, respectivamente. J& para a maior
concentracdo de SYD-1 (50 umol.L™) a reducéo dos niveis de piruvato foi de ~27% ja no
tempo zero e de ~36% para os tempos de 20 e 40 min. Contudo, 0 aumento na producgéo de
lactato sO foi vizualizado nos tempos 20 (~21% e ~27% para as concentragcdes de 25 e 50

umol.L'l, respectivamente) e 40 minutos (~22% para a concentragao de 50 umol.L'l).
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FIGURA 25: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE A PRODUCAOQO DE PIRUVATO E LACTATO

EM HEPATOCITOS EM SUSPENSAO

FONTE: O autor (2012)

Nota: A produgdo de piruvato (A) e lactato (B) em hepatdcitos foi quantificada conforme item 5.5.5 de
materiais e métodos. As células (1x10° células por mL) foram coletadas e mantidas em PBS a 37°C sob agitac&o
constante, tratadas com SYD-1 nas concentragdes de 25 ¢ 50 umol.L™ por 2 minutos. Decorrido o tempo de
tratamento, a reacdo foi disparada com adicéo de glucose 5 mmol.L™ . Aliquotas foram coletadas nos tempos 0,
20 e 40 minutos e piruvato e lactato foram dosados no sobrenadante. Os resultados estdo expressos como média
+ erro padrdo. *, **, *** Significativamente diferente do controle ao nivel de p< 0,05 p< 0,01, e p< 0,0001

Embora o SYD-1 pareca estimular a oxidacdo parcial da glucose nas células HepG2 e
hepatdcitos, nenhum comprometimento da respiracao celular foi observadas nestas células
para as mesmas concentragcdes do mesoionico (FIGURAS 20 e 21, respectivamente).

Os resultados para as células HepG2 e hepatdcitos cultivados estdo apresentados nas
figuras 26 e 27, respectivamente. Como observado para as células de HepG2 em suspensao,
observa-se na FIGURA 26, que em células HepG2 o SYD-1 promoveu uma diminui¢do nos

niveis de piruvato em ~25% e ~56% nas concentracdes de 25 pmol.L™ ¢ 50 pmol.L*?,
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respectivamente. Esta diminui¢do foi acompanhada do aumento na producgdo de lactato em
~20% (25 pmol.L'™") e ~32% (50 pmol.L™).

— 1501 ES 1501
- =5
E €
% %
IS g 1004 ox o Ljﬁ 100+
E 3 — s
5 © o ©
S | B pEEEE *kK LN
& 2 501 ey 2 504
" e ——— P
E i :
S £
c o =
= oA - = — 0-
&O\Q/ (f/’) 0_)0
&
oN SYD-1 (umol.L™Y) SYD-1 (umol.L})

FIGURA 26: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE A PRODUCAO DE PIRUVATO E LACTATO

EM CELULAS HEPG2 CULTIVADAS

FONTE: O autor (2012)

Nota: A producdo de piruvato (A) e lactato (B) em células HepG2 foi quantificada conforme item 5.5.5 de
materiais e métodos. As células (1x10° células por mL) foram plaqueadas, tratadas com SYD-1 nas
concentragdes de 25 ¢ 50 pmol.L™ por 24 horas. Controle — auséncia de SYD-1 e presenga de DMSO 0,01%.
Decorrido o tempo de tratamento piruvato e lactato foram dosados no sobrenadante. Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo. **, *** Significativamente diferente do controle ao nivel de p< 0,01 e p<
0,0001

Para os hepatdcitos, os efeitos do SYD-1 foram ainda mais pronunciados quando
comparados aos observados para as células HepG2, mas ocorreram somente na maior
concentracdo do mesoidnico (50 pmol.L"). Observa-se na FIGURA 27, que SYD-1
promoveu um aumento, tanto na producdo de piruvato (~84%) quanto na de lactato (~16%),
sugerindo uma importante ativacdo da glicélise anaerdbica nestas células. Este efeito do
mesoidnico é concordante com a inibicdo sobre o consumo de oxigénio (FIGURA 25),
também observada somente para a maior concentracdo. Como ja visualizado anteriormente, 0s
resultados obtidos com as células cultivadas foram mais expressivos do que com as mesmas
em suspensdo. Isto pode ser decorrente da diferenca no tempo de incubagdo com o composto,
sendo de apenas 2 minutos nesta ultima condicdo, ou ainda, este efeito pode ser derivado da
acao de metabolitos secundarios oriundos da metabolizagdo do composto, o que ndo seria

provavel no tempo de 2 minutos de incubacao.
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FIGURA 27: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE A PRODUCAOQ DE PIRUVATO E LACTATO

EM HEPATOCITOS CULTIVADOS

FONTE: O autor (2012)

Nota: A producédo de piruvato (A) e lactato (B) em células de hepatdcitos foi quantificada conforme item 5.5.5
de materiais e métodos. As células (1x10° células por mL) foram plaqueadas, tratadas com SYD-1 nas
concentracdes de 25 e 50 pmol.L™ por 24 horas. Controle — auséncia de SYD-1 e presenca de DMSO 0,01%.
Decorrido o tempo de tratamento piruvato e lactato foram dosados no sobrenadante. Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo. *, ** Significativamente diferente do controle ao nivel de p< 0,05 e p<
0,01
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7. DISCUSSAO FINAL

Halila e colaboradores (2007) demonstraram que SYD-1 promove uma importante
diminuicdo da velocidade do transporte de elétrons através da cadeia respiratoria,
representado pela significativa inibicdo do estado 3. Os autores sugeriram que parte desta
inibicdo seria decorrente da liberacdo de NO’ a partir da estrutura do SYD-1, uma vez que esta
caracteristica é descrita para derivados desta mesma classe (SCHONAFINGER, 1999). No
presente estudo confirmamos esta hipdtese utilizando duas abordagens experimentais: a
determinacdo do consumo de oxigénio durante o estado 3 da respiragdo em mitocondrias
isoladas (FIGURAS 7-8) e a deteccdo de NO' com sonda fluorescente DAF-FM em sistema
livre de mitocondrias/células (FIGURA 9). Observamos que a inibicdo no estado 3 da
respiracdo, promovida pelo SYD-1, foi similar a verificada em presenca de SIN-1, um
conhecido doador de NO* (FIGURAS 7-8) e que esta foi parcialmente revertida quando a Hb
foi adicionada ao sistema (TABELA 1). Sabendo-se que a Hb é capaz de sequestrar NO', este
resultado sugere que este radical foi liberado a partir da estrutura do SYD-1, o que foi
confirmado nos experimentos utilizando a sonda DAF-FM (FIGURA 9).

Nesta mesma linha de investigacdo, j& em 1994, Cleeter et. al. demonstraram a
inibicdo reversivel do estado 3 da respiracdo em mitocondrias isoladas de musculo esquelético
de rato, oxidando ativamente glutamato, succinato ou ascorbato, quando incubadas com S-
nitrosoglutationa — GSNO, um composto doador de NO" em diferentes concentracdes (0-500
umol. L™). Os autores observaram, ainda, que a adi¢do de hemoglobina (24pmol. L™)
prevenia esta inibicdo, que tinha como alvo o complexo IV da cadeia respiratéria. De fato,
sabe-se que a acdo inibitéria do NO’ sobre este complexo ocorre através da ligacdo
competitiva com o oxigénio ao sitio binuclear a3/Cug (BRUNORI et. al, 2004).

Os resultados dos experimentos com as células HepG2 e hepatocitos estdo
apresentados de forma resumida nas tabelas 2 e 3. Observa-se que o composto, nas
concentragdes de (25 e 50 pmol.L™) foi mais efetivo nas células cultivadas, provavelmente
devido ao tempo de incubacgdo nas primeiras, que foi de apenas 2 min. Por outro lado, o
comprometimento da viabilidade nas células em cultura foi significativo. Estes ensaios foram
realizados inicialmente em células HepG2 utilizando o0 método do MTT e definiram as
concentragdes (25 ¢ 50 umol.L™) e tempo de incubacdo (24h), utilizados nos experimentos

subsequentes.
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Adicionalmente, outra metodologia, baseada na atividade da enzima LDH, foi
empregada para analisar a citotoxicidade de SYD-1, porém, seus resultados ndo foram
concordantes com os do MTT. Curiosamente, enquanto o MTT evidenciou uma reducéo de
~20% na viabilidade das células HepG2 nas duas concentracdes utilizadas de SYD-1, de
acordo com a liberacdo de LDH o composto ndo foi citotoxico para estas células. O resultado
também foi discordante em relacdo aos hepatdcitos, mas de maneira inversa, ou seja, de
acordo com a ultima metodologia a viabilidade destas células teria sido mais comprometida
pelo mesoidnico (TABELAS 2-3).

Para explicar esta diferenga deve-se considerar o fundamento de cada método bem
como as diferencas entre as linhagens. Enquanto a liberacdo de LDH para o meio de cultura é
dependente do comprometimento da permeabilidade da membrana celular, o ensaio do MTT
baseia-se em sua reducdo por desidrogenases mitocondriais, fendmenos que podem ocorrer
em diferentes momentos. Fotakis e Timbrell (2006), com objetivo de determinar qual seria a
melhor metodologia para deteccdo de citotoxicidade, compararam 0s ensaios de MTT,
vermelho neutro e de liberacdo de LDH em células HepG2 e HTC (linhagens de hepatoma de
rato) tratadas com cloreto de cadmio (0-300 umol.L™), por diferentes tempos. A partir dos
resultados, os autores concluiram que o ensaio do MTT foi o mais sensivel, enquanto que o de
liberagdo de LDH foi o menos sensivel. Na verdade, existe controvérsia na literatura em
relacdo aos métodos para a determinacdo da viabilidade celular, recomendando-se pelo menos
a realizacdo de dois métodos. No entanto, quando ha um desacordo nos resultados, € ainda
importante que os demais dados sejam considerados de forma criteriosa para que se faca uma
correta interpretacao.

O comprometimento da viabilidade celular pelo SYD-1 poderia envolver a liberagao
de NO’ a partir de sua estrutura. Neste contexto, Chimenti et. al. (2007), testaram o efeito da
liberacdo de oxido nitrico sobre a viabilidade e o consumo de oxigénio de culturas de células
hepéticas de ratos, utilizando diferentes concentragdes (10, 50, 100, 150 umol. L'l) de um
conhecido doador de NO® (NOR-3). Os autores obtiveram como resultado uma diminuicdo
expressiva na viabilidade celular apds 2 horas de exposicdo ao NOR-3 nas concentragdes de
50, 100, 150uM e diminuigdo na respiragdo apos 40 minutos de tratamento com o composto

na concentracao de 0,1 umol. Lt
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TABELA 2: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE CELULAS HEPG2 E HEPATOCITOS EM
SUSPENSAO

Células HepG2 (2 min de incubagio com SYD-1)

SYD-1

25 pmol. L™

50 umol. L

Respiragdo celular

Sem efeito

Sem efeito

Piruvato Reducéo de ~16%, ~18% | Reducdo de ~32%, ~26%
e ~25% para os tempos 0, | e ~38% para os tempos 0,
20 e 40 minutos, 20 e 40 minutos,
respectivamente. respectivamente
Lactato Aumento de ~13% e

Sem efeito

~17% para 20 e 40
minutos, respectivamente.

Hepatdcitos (2 min de incubagdo com SYD-1)

Viabilidade — Azul de tripan

Sem efeito

Sem efeito

Respiracdo celular

Sem efeito

Sem efeito

Piruvato Reducdo de ~15%, ~25% | Reducdo de ~27% para o
e ~27% para os tempos 0, tempo zero e de ~36%
20 e 40 minutos, para os tempos de 20 e 40
respectivamente min, respectivamente.
Lactato Aumento de ~20% para o Aumento de ~27% e

tempo de 20

~22% no tempo de 20 e
40 minutos
respectivamente.

FONTE: O autor (2012)
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TABELA 3: EFEITOS DO SYD-1 SOBRE CELULAS HEPG2 E HEPATOCITOS EM
CULTIVO

Células HepG2 (24h de incubagéo com SYD-1)

SYD-1
25 pmol. L™ 50 umol. L
Viabilidade — MTT 1 20% 1 20%
Viabilidade — LDH Sem efeito Sem efeito
Morfologia (Hematoxilina e Retraimento do Retraimento do
eosina e contraste de Fase) citoplasma, ndcleo citoplasma; nucleo

picndtico, prolongamentos | picnético, prolongamentos
globosos do citoplasma globosos do citoplasma
(blebs) e aumento do (blebs), aumento do
namero de vacuolos numero de vacuolos,
diminui¢do do nimero de
células e desorganizacgéo
da monocamada.

Respiracao celular Inibicdo do estado Leak Inibicdo do estado
(~12%) e desacoplado Desacoplado (~26%)
(~21%)
Piruvato 1~25% 1~56%
Lactato 1~20% 1~32%
Hepatdcitos (24h de incubagio com SYD-1)
Viabilidade - MTT Sem efeito 1~66%
Viabilidade — LDH 1~84% 1~269%
Morfologia (contraste de Poucas células com Maior nimero de células
Fase) aspecto arredondado. arredondadas, fragmentos
celulares.
Respiracao celular Sem efeito Inibicdo dos estados basal
(~79%) e desacoplado
(~39%)
Piruvato Sem efeito 1~84%
Lactato Sem efeito 1~16%

FONTE: O autor (2012)

As andlises morfoldgicas realizadas neste estudo sugerem que o SYD-1 é citotdxico
para as duas linhagens celulares. No entanto, estas alteragdes nas células tumorais foram mais
significativas (FIGURAS 16-18, TABELA 3) para as duas concentragdes do composto (25 e
50 pumol.L™"), enquanto que para os hepatécitos efeitos significativos foram observados
somente na maior concentragdo. Estes resultados estdo de acordo com o0s ensaios de
viabilidade. Entretanto, deve-se considerar que a impossibilidade de realizar a coloragédo com
hematoxilina e eosina para os hepatécitos em cultura dificultou a comparacéo entre os efeitos

do SYD-1 sobre as duas linhagens celulares. Embora esta técnica de coloragdo seja a mais
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difundida e utilizada para avaliar alteragdes morfoldgicas (LARSON et. al, 2011), trabalhos
recentes vém utilizando metodologias alternativas mais sensiveis como: microscopia
eletrébnica, imunohistoquimica (marcadores especificos de funcdo), microscopia de
fluorescéncia (marcacéo por anexina e iodeto de propidio) e método de TUNEL. Assim, além
de possibilitar a visualiza¢do das alteragcGes morfoldgicas com maior riqueza de detalhes, estas
metodologias permitem que se avance no entendimento de seus mecanismos de inducio
(TOROK et. al., 2011; KAMOSHIMA et. al., 2011). Desta maneira, como perspectiva futura,
estas metodologias poderiam ser utilizadas para confirmar se SYD-1 é capaz de induzir a
morte celular e, ainda, indicar possiveis mecanismos envolvidos neste efeito.

Diante do comprometimento da viabilidade celular e das alteragdes morfoldgicas
causados pelo SYD-1 nas células em cultura, foram avaliados os efeitos do mesoidnico sobre
a respiracao celular. SYD-1 ndo apresentou efeito estatisticamente significativo sobre os
estados da respiragdo nas duas linhagens em suspensédo (FIGURAS 20 e 21 TABELA 2).
Porém, nas células HepG2 em cultura SYD-1 foi efetivo ja na menor concentracao (inibicdo
dos estados leak e desacoplado — TABELA 3) enquanto que nos hepatocitos, também em
cultura, o composto teve efeito somente na maior concentracdo (50 umol.L™) com inibicdo
significativa dos estados basal e desacoplado (TABELA 3). Estes resultados estdo de acordo
com 0s ensaios de viabilidade e morfologia e sugerem que as células tumorais sdao mais
sensiveis aos efeitos do composto, se considerada a menor concentragio (25 pmol.L™).

Os ensaios de consumo de oxigénio levam ao seguinte questionamento: uma vez gque a
respiracdo mitocondrial parece ser inibida pelo composto, a via glicolitica estaria estimulada
de maneira compensatoria? Para as células HepG2 cultivadas, os resultados indicam que
houve este estimulo da via glicolitica, como sugerido pela diminuicdo na producdo de
piruvato e aumento na producdo de lactato. Perfil semelhante foi observado para as mesmas
células em suspensdo (TABELA 2). No entanto, nesta Gltima condicdo, ndo se observou
inibicdo estatisticamente significativa da respiracdo celular, embora haja uma tendéncia
(FIGURA 20).

Curiosamente, em hepatdcitos cultivados foi observado um aumento pronunciado da
producdo de piruvato e em menor extensdo de lactato (TABELA 3). Este resultado sugere que
embora a via glicolitica esteja ativada, como indicado pelo aumento da producéo de piruvato,
a reducdo deste a lactato esta, de alguma forma, sendo prejudicada. Se retomados o0s
resultados da viabilidade pela medida da liberacdo de LDH, quando a atividade da enzima foi
expressivamente aumentada no sobrenadante destas células, é possivel sugerir que a reducao

de piruvato a lactato nos hepatdcitos em cultura foi deficiente devido a falta da enzima nestas
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células. Esta hipotese deve ser confirmada futuramente. Por sua vez, este perfil ndo se
reproduziu para as células em suspensdo. Nesta situacdo houve uma reducdo na producéo de
piruvato para as concentracdes 25 e 50 pumol.L™ e aumento na producdo de lactato, mais
pronunciado para a concentragdo de 50 pmol.L™ (TABELA 2).

Quando considerados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo sugerem que
SYD-1 (50 pmol.L™) é téxico tanto para células HepG2 quanto para hepatdcitos,
comprometendo de maneira significativa a respiracdo celular. No entanto, na menor
concentracdo (25 pmol.L™) estes efeitos parecem ser mais pronunciados para as células

tumorais, o que motiva a continuidade dos estudos com este composto.
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8. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que:

1) O efeito inibitdério do SYD-1 sobre o estado 3 da respiracdo mitocondrial esta relacionado

com a liberacao de dxido nitrico a partir de sua estrutura;

2) Os efeitos do SYD-1 sdo mais pronunciados em células HepG2 e hepatdcitos em cultura,

em relacdo a estas células em suspensdo;

3) SYD-1 diminui a viabilidade de células HepG2 em cultura de forma dose (25-100 umol.L"

1) e tempo (24, 48 e 72 horas) dependentes conforme visualizado pelo método do MTT;

4) Na maior concentracdo utilizada (50 pmol.L™) SYD-1 é mais efetivo em diminuir a

viabilidade de hepatdcitos em comparagdo as células HepG2 (método MTT);

5) O mesoidnico causa alteragdes morfologicas caracteristicas de sofrimento celular. Tais
modificagdes foram mais pronunciadas para as células tumorais na maior concentracdo de
SYD-1 (50 pmol.L™Y);

6) SYD-1 compromete a respiracdo celular, efeito mais pronunciado para os hepatécitos

cultivados para a maior concentragio (50 pmol.L™);

7) O comprometimento da respiracdo celular causado pelo SYD-1 parece ser compensado

pelo aumento da atividade da via glicolitica;

8) SYD-1, na menor concentracdo (25 umol.L™), exerce efeitos mais pronunciados sobre as

celulas HepG2.
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