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FITC isotiocianato de fluoresceina

HBSS solugcao balanceada de Hanks

HEPES N- N-(2-hidroxietil) piperazina N’ (acido 2-etano sulfénico)
IAP proteinas inibidoras de apoptose

ICs0 concentragéo inibitoria de 50%

IDso dose inibitéria de 50%

i.p. intra-peritoneal

IP iodeto de propidio

L1 N-Antipirina-maleimida

m média

MEM meio essencial minimo de Eagle

MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio
NADH nicotinamida adenina dinucleotideo (reduzida)
OSCP oligomycin-sensitivity confering protein

PBS solucao salina-fosfato tamponada

PEP fosfoenolpiruvato

PK piruvato quinase

Pi fosfato inorganico

Pl iodeto de propidio

PM peso molecular

PMS fenazina metassulfato

RCC coeficiente de controle respiratério

Rho123 rodamina 123
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RESUMO

Imidas ciclicas obtidas por sintese organica podem ser agrupadas em diversas sub-
classes, incluindo maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas e
seus respectivos derivados. Devido a sua natureza hidrofébica, estes compostos
podem atravessar membranas biolégicas, podendo exercer importantes efeitos
bioldgicos que incluem as atividades antiinflamatdéria, antinociceptiva, antimicrobiana
e antitumoral. Neste estudo, os compostos das subclasses maleimidas (S2, S2.1 e
S2.2) e derivados da 4-aminoantipirina (4-AAP) (L1, F1 e F1.14), por causarem
importantes efeitos em sistemas experimentais testados preliminarmente, foram
selecionados para os estudos sobre o metabolismo energético mitocondrial e
atividade antimelanoma. Em mitocéndrias isoladas de figado de rato, o consumo de
oxigénio, em presenca de FCCP, foi reduzido drasticamente (~90%) na presenca de
todos os compostos testados, com excegao do F1.14 (inibicdo ~50%). Andlises da
atividade enzimatica dos complexos da cadeia respiratoria identificaram significativa
inibicdo entre os complexos | e lll. Tal inibicdo foi dose dependente e ocorreu com
diferentes intensidades para os compostos testados, sendo mais acentuada para as
maleimidas. A atividade da ATPase de mitocOndrias intactas foi a mais afetada,
sendo estimulada em ~200% pelas maleimidas e por L1. O potencial elétrico da
membrana mitocondrial interna (AY) estimado por citometria de fluxo, em
mitocOndrias isoladas, foi reduzido em ~64% pelas maleimidas e entre 26 e 45%
pelos derivados da 4-AAP. O potencial de reducao desses compostos, determinados
por voltametria ciclica, foram inferiores a -480mV, isto €, menores que o potencial
redox da cadeia respiratdéria mitocondrial. Em células de melanoma murino da
linhagem B16-F10 permeabilizadas com digitonina O o consumo de oxigénio foi
reduzido em ~90% em presenga de 50 umol de S2.2. Foi observada grande redugao
da viabilidade das células de B16-F10 pelos compostos S2.1, S2.2 (~40%, com 20
umol.L™"); L1 e F1 promoveram redugdo da viabilidade celular com maiores
concentracdes testadas (= 50 umol.L™"). A proliferacdo e adesdo das células B16-
F10 também foram inibidas, em funcdo da dose e do tempo. Os compostos S2.1,
S2.2 e L1 causaram acentuada inibigao (50-70%) do crescimento tumoral in vivo, em
modelo de melanoma murino em camundongos C57/BL6, sendo tal efeito observado
tanto em tumores recém implantados (24h) como em tumores anteriormente
estabelecidos (10 dias). As analises morfolégicas mostraram redugéo do numero de
células e alteracdo de varios parametros celulares, como a redugao de tamanho,
vacuolizacdo do citoplasma, condensacao da cromatina, diminuicdo do numero de
espiculas celulares, desorganizacdo do citoesqueleto de actina, assim como a
formacgdo de blebs, efeitos sugestivos de apoptose celular, os quais foram mais
acentuados quando utilizados os compostos S2.1 e S2.2. Analise morfométrica
revelou que o composto S2.2 causa redugao no tamanho, aumento da esfericidade e
diminuicdo da elongagdo das células B16-F10. Este composto (30 umol.L™") reduziu
o potencial elétrico de membrana (71%, aos 70 minutos de tratamento) e aumentou
0s niveis de citocromo c citoplasmatico (37% com 75 minutos de tratamento). Os
resultados obtidos em mitocéndrias isoladas estdo de acordo com aqueles
verificados em células permeabilizadas e nas analises in vitro. Usando células B16-
F10, os resultados demonstram importante atividade antimelanoma das imidas
ciclicas testadas e sugerem que essa atividade €& exercida por diferentes
mecanismos, dentre eles, a morte celular por apoptose.

XXII
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ABSTRACT

Cyclic Imides obtained by organic synthesis can be grouped in several subclasses,
including the maleimides, succinimides, glutarimides, phtalimides, naphtalimides, and
its respective derivatives. Due to its hydrofobic nature these compounds can cross
biological membranes, and exert important biological effects including
antiinflammatory, antinociceptive, antimicrobian and antitumoral activities. In this
study, the compounds of the maleimides subclasses (S2, S2.1 and S2.2) and
derivatives of 4-aminoantypirine (4-AAP) (L1, F1 and F1.14), since they caused
important effects in previously tested experimental systems. These included studies
on mitochondrial energy metabolism and antimelanoma activity. In isolated
mitochondria of rat liver, oxygen consumption, in the presence of FCCP, was
drastically reduced (~90%) in the presence of all the tested compounds, except for
F1.14 (~50% inhibition). Analysis of activity of enzymes participating in respiratory
chain complexes showed a significant inhibition between complexes | and IIl.
However, although such inhibition has been shown to be dose dependent, its
occurred with different intensities for each tested compounds, being more
accentuated for the maleimides. Among the evaluated parameters, the ATPase
activity in isolated and unbroken mitochondria was more affected, being stimulated
by ~200% for the maleimides. The membrane electric potential (AY) of isolated
mitochondria, determined by flow cytometry, was reduced by ~64% (for maleimides)
and 26-45% (for 4-AAP derivatives). The redox potential of these compounds,
determined by cyclic voltammetry, were lower than -480 mV, that is less than redox
potential values of the mitochondrial respiratory chain, suggesting that these
compounds do not withdraw electrons from it. In cells of murine melanoma (B16-
F10), made permeable with digitonin, the oxygen consumption was reduced by ~90%
in the presence of 50 umoles.L™” de S2.2. Compounds S2.1, S2.2 promoted a great
reduction in cell viability of B16-F10 (~40%, at 20 umol.L™"); L1 and F1 exerted this
effect even at higher tested concentrations (50 umol.L™"). The proliferation and
adhesion of B16-F10 cells were also inhibited, in function of both, dose and time.
S2.1, S2.2, and L1 caused a great inhibition (50-70%) of tumor growth in vivo, in a
model of murine melanoma in C57/BL6 mice, such effect being observed in tumors
just implanted (24 h) as in ten-day developed tumors. Morphologic analysis showed
a reduction in number of cells, reduction of size, vacuolization of cytoplasm,
condensation of chromatin, reduction of the number of coating cells, disorganization
of the actin cytoskeleton, as well as the formation of blebs, an effect suggestive of
cellular apoptosis, which increased when compounds S2.1 and S2.2 were used.
Morphometric analysis showed that S2.2 caused reduction in the size, increase of
spherical types, and reduction of elongation of B16-F10 cells. S2.2 (30 pumol.L™),
also reduced the electric potential of the membrane (71%, after 70 minutes’
treatment) and increased by 37% the levels of cytoplasm cytocrome c after 75
minutes’ treatment. The results obtained with isolated mitochondria from rat liver are
in agreement with those obtained with permeable cells and in vitro analysis. Using
B16-F10 cells, the results demonstrate an important antimelanoma activity of the
tested cyclic imides, and suggest that this activity is exerted by various mechanisms,
among them, cellular death due to apoptosis.

XX
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1. INTRODUCAO

As imidas ciclicas constituem uma grande classe de compostos obtidos por
sintese organica incluindo diversas sub-classes, dentre elas, as maleimidas,
succinimidas, glutarimidas, ftalimidas e naftalimidas, bem como seus respectivos
derivados (HAERGRAVES et al.,, 1970). Uma vez que esses compostos s&o
eletricamente neutros e possuem natureza hidrofobica, podem atravessar as
membranas celulares. Varios efeitos bioldgicos apontam para um potencial uso
farmacéutico das imidas ciclicas, dentre estes, destacam-se as atividades
antinociceptiva, anti-inflamatéria, antimicrobiana e antitumoral, as quais parecem
estar relacionadas ao tamanho e caracteristica dos grupos substituintes no anel
imidico, os quais podem modificar as propriedades estéricas destes compostos,
alterando sua potencial atividade (CECHINEL FILHO et al., 2003).

Apesar das varias atividades biolégicas descritas para as imidas ciclicas,
seu mecanismo de acdo em nivel molecular e celular, assim como seu potencial
citotdxico, é pouco conhecido.

No presente trabalho, dezoito moléculas de imidas ciclicas pertencentes as
subclasses das maleimidas, glutarimidas, succinimidas e derivados da 4-
aminoantipirina (4-AAP) foram, inicialmente testadas, avaliando o efeito sobre o
consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas de figado de rato, a atividade
antibacteriana, a citotoxicidade sobre macrofagos peritoneais e células de melanoma
murino. Os compostos das subclasses das maleimidas (S2, S2.1 e S2.2) e derivados
da 4-AAP (L1, F1 e F1.14), os quais possuem estruturas relacionadas, foram
selecionados para estudos posteriores por terem apresentado efeitos em todos os

modelos experimentais testados.
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Os efeitos das maleimidas S2, S2.1 e S2.2 e dos derivados 4-AAP (L1,F1 e
F1.14) foram avaliados em dois modelos experimentais: mitocéndrias isoladas de
figado de rato e células de melanoma murino B16-F10. O primeiro modelo foi
utilizado, uma vez que a mitocondria é responsavel pelo metabolismo oxidativo
celular e os estudos dos efeitos destas imidas ciclicas sobre o consumo de oxigénio,
a atividade dos complexos enzimaticos da cadeia respiratéria mitocondrial, entre
outros parametros, sdo de grande valia para o estabelecimento do seu mecanismo
de agdo assim como do potencial citotéxico. O segundo modelo foi utilizado porque
as células de melanoma murino B16-F10 constituem uma ferramenta experimental
muito utilizada para o estudo do melanoma (PETER et al., 2001), cujo crescimento
se da tanto in vitro como in vivo, sendo desenvolvido em camundongos C57/BL6.
Neste modelo foram avaliados os compostos S2.1, S2.2, L1 e F1.

Embora ndo possam ser diretamente extrapolados para os seres humanos,
os modelos murinos de melanoma constituem ferramentas experimentais
importantes que possibilitam o estudo de novas drogas e novas estratégias
terapéuticas para esta patologia cuja incidéncia é crescente e cujo tratamento
quimioterapico conta, relativamente, com poucas opc¢des realmente eficazes.

A partir do presente estudo, foi fornecida uma contribuicdo para o
conhecimento dos efeitos das imidas ciclicas nos modelos utilizados, avaliando-se
algumas das consequéncias decorrentes da modificagao da estrutura dos compostos

estudados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Desenvolvimento de novos farmacos

O carater pluridisciplinar da quimica medicinal no desenvolvimento de
novos farmacos, aliando as interfaces da quimica, da bioquimica e da biologia
molecular, da farmacologia, da toxicologia e da medicina esta bem estabelecido

(MONTANARI, 1995; MONTANARI & BOLZANI, 2001; CLARK, 2002).

Assim, uma substancia quimica cuja ag&o biolégica esta bem caracterizada,
pode ser usada como base para obtencdo de novos compostos que sejam
congéneres ou analogos estruturais do medicamento matriz. As modificacdes
estruturais impostas podem possibilitar a obtengdo de compostos de interesse
quanto a sua atividade, e fornecer dados que poderdo elucidar a relacdo entre
estrutura molecular e atividade biolégica (KOROLKOVAS & FERREIRA, 1989;
MONTANARI, 1995; MONTANARI & BOLZANI, 2001), contribuindo para a
descoberta de um grupo farmacoférico essencial para a poténcia, especificidade,
facilidade de administragdo, estabilidade e toxicidade (SCHUELLER, 1960; AMZEL,
1998).

Neste contexto, varios estudos foram e continuam sendo desenvolvidos, a
exemplo de MOTOHASHI et al. (1990) que sintetizaram uma série ferrocenos e
derivados, os quais foram testados em varios tipos de tumores, buscando-se

estabelecer uma relagcéo entre suas propriedades quimicas e a atividade antitumoral.

Em outro estudo, KING et al. (1996) desenvolveram um programa logico
indutivo baseado na estrutura quimica representada pelos atomos e suas ligagdes,

em combinagdo com programa de algoritmo. Os autores demonstraram ser possivel
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tracar uma relagdo estatisticamente significativa entre a estrutura quimica e a

atividade bioldgica.

A relacao entre a estrutura e atividade de um composto inclui também
moléculas que sejam isdmeros geométricos, a exemplo dos estudos de ZAKOVSKA
et al. (1998) que avaliaram a atividade antitumoral de varios complexos de platina na
orientacdo cis e trans, reconhecidos pelos efeitos antitumorais associados a
configuragédo cis. Os autores observaram que muitos dos complexos trans-platina
também exibem atividade antitumoral, inclusive em células tumorais resistentes a

cis-platina.

PARK et al. (2000) estudaram também a correlagdo entre estrutura e
atividade por meio da sintese de uma série do peptideo buforina Il com delecio ou
substituicdo dos aminoacido N e C-terminal, e verificaram que a delegao da regiao
enovelada N-terminal aumentou em duas vezes a atividade antibacteriana, mas a
delecado de uma regido mais distante do N-terminal, gerou analogos com decréscimo
progressivo de atividade. Da mesma forma, a substituicdo de leucina por prolina
diminuiu a atividade antimicrobiana e a retirada de quatro aminoacidos da regiao C-
terminal da buforina Il resultou em perda total da atividade.

Comparacdes entre atividades e estrutura-atividade de imidas ciclicas com
aquela de compostos tipo amida acida mostraram que tanto as amidas acidas como
as imidas ciclicas apresentaram o modo de acao similar, em sementes de
Echinochloa utilis, causando inibicdo da sintese de clorofila ou a destruicdo foto-
oxidativa dos pigmentos ja formados (SATO et al., 1991). Em quase todos os casos,
as imidas apresentaram maior atividade fitotoxica que as amidas acidas

correspondentes. A hidrolise das imidas e a ciclizacdo das amidas acidas foram
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observadas nos respectivos residuos aril, sendo que a fitotoxicidade causada por

esses compostos foi influenciada por sua interconversao (SATO et al. 1991).

2.2. Imidas Ciclicas
Imidas ciclicas sdo compostos obtidos por sintese orgéanica e resultantes da
reagao entre acidos dicarboxilicos e aménia, com consequente liberagdo de agua
(HARGREAVES, 1970).
A Figura 1 apresenta a estrutura geral das imidas ciclicas (-CO-N(R’)-CO-),
onde R’ pode ser um atomo de hidrogénio, grupo alquila ou arila, sendo a maioria
destes compostos constituido por um sistema ciclico com menos de 7 atomos de

carbono (NUNES, 1986).

Figura 1 - Estrutura geral das imidas ciclicas
" R’= H; grupo alquil; grupo aril

As sub-classes desses compostos incluem, entre outras, as maleimidas,
succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas, bem como seus respectivos
derivados, muitos dos quais apresentam atividades que motivam estudos voltados
para uma possivel aplicagdo terapéutica (HARGREAVES et al., 1970). Um dos
compostos mais conhecidos, pertencente a esta classe, é a talidomida, que tem

demonstrado amplo espectro de efeitos biolégicos de interesse no tratamento de
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diversas patologias (POUPAERT et al., 1995). Na Figura 2 estdo mostrados alguns

compostos representantes destas principais subclasses de imidas ciclicas.

X
G
0

X=4-Cl; 4-OCHj3; 4-CH3; 4-NO»; 4-Br; 4-
CH,CHs; 3,4-(CHs),; 4-Cl

A. Maleimida. N-arilmaleimida
Fonte: CECHINEL FILHO et al., 2003

Hs
COCH2CHOHCH2 N-H

==
CH

C. Glutarimida. Estrutura da glutarimida
streptimidona
Fonte: DOUNCHIS & VOLPP, 1971

O /

N—R
\e)

/N—{CHz)n©
A\

O

R= (CH3)2N-; (CH3CH2),-N-; CgHs-NH-;
outros

B. Succinimida. Derivado da
hidrosuccinimida
Fonte: LANGE et al.,1977

4
N—R

\Y

0

D. Ftalimida. Estrutura geral da
ftalimidas

Fonte: KAMAL et al., 1998;
ANTUNES et al., 1998

E. Naftalimida. Estrutura geral da naftalimidas F. Ftalimida. Estrutura da talidomida
Fonte: KAMAL et al., 1998; ANTUNES etal., 1998~ Fonte: POUPAERT etal,, 1995

Figura 2- Estrutura de alguns representantes das subclasses das imidas
ciclicas. A. maleimidas; B. succinimidas; C. glutarimidas; D. ftalimida; E.

naftalimida; F. estrutura da talidomida (ftalimida).
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As imidas ciclicas sdo compostos de natureza hidrofdbica, sendo soluveis,
principalmente, em acetona e, para estudos biolégicos, em dimetilsulféxido (DMSO)
(HARGREAVES et al., 1970). Como os estudos sobre sua estabilidade sao raros,
nao se conhece uma condigdo geral de estabilidade para todo grupo das imidas
ciclicas.

As maleimidas, a exemplo das imidas ciclicas em geral, raramente ocorrem
na natureza, sendo o composto 2-etil-3-metil-maleimido-N-B-D-glucopiranosideo
(figura 3), uma maleimida isolada das folhas de mangosta (Garcinia mangostana),
um dos raros exemplos de maleimidas naturais (KRAJEWSJI et al. 1996).

As maleimidas podem servir como protoétipo na obtencdo de outros
derivados imidicos, sendo a N-fenilmaleimida dentre outras maleimidas, muito
utiizada para a sintese de derivados com potencial farmacologico (CECHINEL
FILHO & YUNES, 1998).

Diversos métodos sintéticos utilizados para a obtencado de imidas ciclicas
estdo descritos ha longa data (HARGREAVES et al., 1970) e sdo, ainda utilizados,
eventualmente com pequenas modificagbes. As vias de sintese dessas moléculas
podem ser encontradas na revisdo de HARGREAVES et al. (1970) e de CECHINEL

FILHO et al., (2003) e ndo serdo descritas nesta Introducéo.

AcC
Ac OAc

Ac

Figura 3 — Estrutura da 2-etil-3-metil-maleimido-N-B-D-glucopiranosideo
na forma acetilada
Fonte: KRAJEWSJI et al. 1996
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2.2.1. Propriedades Bioldgicas das Imidas Ciclicas

Os potenciais usos terapéuticos das imidas ciclicas tém motivado o estudo
desses compostos. Esse interesse € coincidente com a descoberta do alcaldide
natural filantimida (Figura 4), um derivado da glutarimida isolado das partes aéreas
de Phyllanthus sellowianus, sendo também um dos exemplos de imidas ciclicas de
origem natural (TEMPESTA et al., 1988). Para este composto demonstrou-se
atividade antimicrobiana, antiespasmoddica e analgésica (CALIXTO et al., 1984;
CECHINEL FILHO et al., 1994a; CECHINEL FILHO, 1995).

Algumas imidas ciclicas, como a 2,4-diclorofenilsuccinimida, estimulam o
crescimento de plantas durante os primeiros estagios de germinagdo. Outros
derivados imidicos apresentam promissores efeitos fungicidas, bactericidas e
herbicidas (CREMLYN, 1978, ADOMAT & BORGER, 2000; NUNES, 1986;
CECHINEL FILHO et al., 1994b, 1995, 1996a; ANDRICOPULO, 1996; CORREA et
al., 1996). Esses efeitos parecem ser decorrentes das propriedades anféteras de
algumas imidas (HARGREAVES et al., 1970; CECHINEL FILHO et al., 2003). Em
derivados N-alquilsulfonados da succinimida, essas propriedades permitem seu uso

como detergente (HARGREAVES et al., 1970).

Ao

{CHz)2 )

Figura 4: Estrutura da filantimida
Fonte: TEMPESTA et al., 1988
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Um exemplo bem conhecido de imida ciclica é a talidomida (Figura 2F),
cujos efeitos sdo reconhecidos de longa data. Em contraposigcdo aos efeitos
adversos descritos no passado, estudos recentes evidenciaram a utilidade deste
composto para o tratamento de diversas patologias (SINGHAL et al., 1999), inclusive
de tumores solidos, por interferir na formagado dos vasos sanguineos (FOLKMAN,
1990; PASTORE, 2001).

Vaérios derivados imidicos de succinimidas, glutarimidas e maleimidas
possuem importantes atividades bioldgicas, tanto no tratamento de infeccdes
causadas por parasitas e bactérias, como a tuberculose, bem como no tratamento

de convulsodes e epilepsias (HARGREAVES et al., 1970).

2.2.2. Atividade Antimicrobiana

Os principais efeitos biolégicos das maleimidas sao representados por
atividade antifungica, antibacteriana e inseticida (CECHINEL FILHO et al., 2003).

A atividade antifungica de  N-ariimaleimidas, N-alquilfenil-3,4-
dicloromaleimidas, N-alquilfenilmaleimidas, N-alquilariimaleimidas e 2-morfolino-N-
etilfenilsuccinimida esta relacionada as caracteristicas estruturais, uma vez que o
tamanho da cadeia carbdnica e do grupo substituinte no anel fenilico influenciam em
sua efetividade (CECHINEL FILHO, 1995; CECHINEL FILHO et al., 1994a, 1995,
1996a; LIMA et al., 1999). Segundo NUNES (1986), a presenca da dupla ligacéo
imidica é de grande importancia na efetividade antifungica das maleimidas.

Diversos estudos demonstraram o efeito fungicida de N-arilmaleimidas
(Figura 5) e compostos relacionados (NUNES, 1986). Varios analogos sintéticos da
filantimida mostraram atividade antimicrobiana contra algumas espécies de

bactérias, encontradas no trato urinario com maior frequéncia (CECHINEL FILHO et
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al., 1994a; 1994b), além de potente efeito antiespasmodico (CECHINEL FILHO et al.

1995) e analgésico (CECHINEL FILHO et al., 1996b).

X= 4-Cl; 4-OMe; 4-NOy; 4-Br; 4-Et; 3,4-(Me),; 3,4-Cl
Figura 5 — N- arilmaleimida
Fonte: LIMA et al., 1999

Maleimidas, citraconimidas, 3-piperidinosuccinimidas, 3-
morfolinosuccinimidas e seus derivados sulfonados foram avaliados frente a varias
espécies de bactérias e muitas dessas estruturas inibiram o crescimento bacteriano,
quando avaliado pelo método de difusdo em agar (ROSA, 1997). Neste mesmo
estudo, a N-(p-N’,N’-dimetilsulfamoilfenil)-3-morfolinosuccinimida e a N-(p-N'-
fenilsulfamoilbenzil) citraconimida mostraram-se ativas frente a diferentes fungos,
principalmente, contra Candida albicans, Candida neoformans e Microsporum
gypseum, na concentragao de 6,3 ug/mL e Aspergillus flavus, Microsporum canis e
Aspergillus parasiticus, na concentragao de 25 ug/mL, respectivamente. Como uma
tendéncia geral, observou-se que a introducdo do grupamento sulfamoil (formagéao
da sulfonamida) aumenta a atividade biolégica em questdo e que a presenca de
grupamentos eletrodoadores, como o metoxi ou o dimetilamino, promove aumento
da atividade antibacteriana. A atividade antimicrobiana desses compostos parece
estar relacionada a maior densidade eletrébnica nas moléculas (ROSA, 1997), uma

vez que, segundo RANG et al. (1993) tais efeitos poderiam ser devido a formagéao de
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dipolos, cujas estruturas ressonantes facilitam a interagao farmaco-microrganismo,
tornando-a eficiente, uma vez que a estrutura molecular da superficie celular é
altamente polar.

O distanciamento entre o anel imidico e o anel aromatico também é
importante para a atividade antimicrobiana, uma vez que os derivados substituidos
da N-fenilmaleimida geralmente apresentam-se mais ativos, pois a conjugacéo do
nitrogénio imidico com o anel aromatico e a presenga de grupamentos
eletrodoadores na molécula, pode proporcionar aos compostos, varias estruturas
ressonantes (CECHINEL FILHO et al., 2003). Outro fator a ser considerado € que
algumas moléculas podem ser metabolizadas, in vivo, a derivados ativos, a exemplo
das sulfonamidas que exercem comprovada agao bacteriostatica decorrente da
sulfanilamida, seu metabdlito ativo (GILMAN et al., 1991), sendo por isso,
consideradas como pré-farmacos.

Algumas glutarimidas também apresentam atividade antifungica e
antibacteriana, a exemplo da streptimidona (Figura 2C), uma glutarimida isolada de

fungos (DOUNCHIS & VOLPP, 1971).

2.2.3. Atividade Analgésica e sobre o SNC

Ha diversos estudos demonstrando o efeito analgésico e anticonvulsivante
de diferentes derivados imidicos (CECHINEL FILHO et al., 2003). Derivados de
glutarimidas, succinimidas e de maleimidas mostraram significante atividade
analgésica quando analisadas pelo método da contragdo abdominal induzida por
4cido acético, em camundongos (CECHINEL FILHO et al., 1998; CORREA et al.

1997; STIZ et al., 2000).
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N-ariimaleimidas  (figura 5) e  N-alquilfenil-3,4-dicloromaleimidas
apresentaram atividade analgésica e antiespasmddica em diversos modelos
experimentais in vivo e in vitro (CECHINEL FILHO, 1995; ANDRICOPULO et
al.,1998), sendo que estudos da relacdo estrutura quimica e atividade bioldgica,
mostraram que a introdugdo de grupos elétron-doadores, como os grupos 4-OCH3,
3,4-(OCH3)2 e 4-CH3, no anel aromatico, aumenta a atividade analgésica. Ao
contrario, o grupo elétron-retirador (4-Cl), diminui esta atividade, indicando que
parametros eletrénicos, além da dupla ligagdo no anel imidico, sdo importantes para
a atividade (CECHINEL FILHO et al., 1996a).

CECHINEL FILHO et al. (1998) observaram também que os efeitos
estéricos de substituintes no anel aromatico de 3,4-dicloromaleimidas, devem ser os
responsaveis pelo decréscimo da atividade analgésica do composto nao substituido,
o qual mostrou-se 45 vezes mais potente que alguns farmacos utilizados na
terapéutica.

Alguns derivados da fenilsuccinimida meta-substituidas e da N-
aminofenilsuccinimida mostraram, além de forte acdo anticonvulsivante, protecao
contra o derrame cerebral induzido por choques elétricos (LANGE et al., 1977).
Esses autores postularam que o fragmento —CO-NR’-CO- das succinimidas, comum
também aos barbituratos e outros farmacos anticonvulsivantes, deve ser o
responsavel pela forte agdo anticonvulsivante desses compostos (LANGE et al.,
1991).

Além das succinimidas, as glutarimidas apresentam importante efeito sobre
o sistema nervoso central, de tal forma que uma pequena alteragdo na molécula
pode fazé-la atuar como agente convulsivo ou depressivo (NICHOLSON et al.,

1995). A buspirona, uma glutarimida, (Figura 6) apresentou caracteristica
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equipotente ao diazepan, com forte atividade ansiolitica (RIBLET et al., 1982), assim

como alguns de seus derivados N-substituidos (ZAWADOWSKI et al., 1995).

.0
N—(CHz2)4-N N—

Figura 6 — Estrutura da buspirona (glutarimida)
Fonte: RIBLET et al., 1982

Considerando-se que as afinidades aos receptores de dopamina, bem
como a habilidade de bloquear a catalepsia, sejam dependentes das caracteristicas
eletrbnicas e lipofilicas dos substituintes, varias glutarimidas tém sido investigadas
como agentes antipsicéticos, a exemplo da tiospirona (Figura 7), ja utilizada na
terapéutica, que demonstrou reduzidos efeitos colaterais e forte efeito antagonista
serotonérgico (YEVICH et al., 1986).

Além destes, inumeros compostos estruturalmente relacionados a
talidomida, que foram obtidos utilizando o anidrido ftalico derivado com a amina
apropriada, apresentaram atividade anticonvulsivante, similares a da fenantoina e da

carbamazepina (POUPAERT et al., 1995).
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Figura 7 — Estrutura da tiospirona (glutarimida)
Fonte: YEVICH et al., 1986
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2.2.4. Atividade antitumoral

Varias imidas ciclicas apresentam reconhecida agdo como quimioterapicos
antitumorais (CECHINEL FILHO et al., 2003). Algumas naftalimidas possuem
atividade citostatica e sao utilizadas na terapéutica oncolégica. Como exemplo,
pode-se citar a mitonafida (Figura 8), que apresenta efeitos sobre diversos tipos de
tumores e a amonafida (Figura 9), que possui atividade sobre adenocarcinoma de
mama e prostata, ndo atuando porém sobre células de pulm&o e colo uterino
(ASBURY et al., 1994; TORRES SUAREZ & CAMACHO, 1994). A amonafida foi,
ainda, testada com sucesso em pacientes portadores de leucemia do grupo B
(BRANA et al., 1995) e em portadores de cancer de mama com metatase avancgada,
mostrando também importante efeito no tratamento deste tipo de tumor (COSTANZA
et al., 1995).

Analogos de amonafida (Figura 9) e azonafida, incluindo tipos estruturais de
tetrahidrozonafidas, foram sintetizados e avaliados frente a diferentes linhagens
celulares de tumores soélidos e células leucémicas L1210. Mostrou-se que as
tetrahidroazonafidas apresentaram atividades intermediarias entre amonafida e
azonafida contra as células tumorais utilizadas, embora alguns deles tenham
apresentado alta poténcia contra L1210. Os analogos de fenantreno e azafenantreno

nao foram mais ativos que os antracenos (SAMI et al., 2000).

/4 /
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Figura 9 - Estrutura da amonafida

Figura 8 - Estrutura da mitonafida Fonte: BRANA et al., 1995

Fonte: TORRES SUAREZ & CAMACHO, 1994
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As imidas ciclicas tém sido também utilizadas na sintese de farmacos
poliméricos, os quais possuem atividades biolégicas de interesse, como antitumoral,
antiviral, antibacteriana e fungicida, a exemplo de copolimeros do tipo metacrilato de
poliglicilmaleimida (GMI-co-MA) (Figura 10) e vinil acetato de poligliciimaleimida
(GMI-co-Vac) (Figura 11) que apresentaram atividade antitumoral in vivo

(ZAWADOWSKI et al., 1995).
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Figura 10 — Estrutura do poli (GMI-co-MA)
GMI= N-glicilmaleimida; MA= &cido metacrilico
Fonte: ZAWADOWSKI et al., 1995

Figura 11 — Estrutura do poli (GMI-co-Vac)
Vac= acetato de vinila
Fonte: ZAWADOWSKI et al., 1995
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Estudo  comparativo entre  3-(alquiloxietil)-3-divinilpurupurina-18-N-
hexilimidas com éster e amidas funcionais, a fim de investigar a seletividade tumoral
e a eficacia fotosensibilizante in vivo, demonstrou que o composto 3-(alquiloxietil)-3-
devinilpurupurina-18-N-hexilimida, como metil éster, possui excelente efeito quanto a
reducéo do tumor, promovendo cura de 100% em 30 dias com dose de 1,0 uM/kg
(ZHENG et al., 2000).

Outra imida ciclica, a N-1-adamantilmaleimida (AMI) inibiu o crescimento do
tumor SC-M1, um tipo de tumor gastrico, in vitro e in vivo, de modo que a
citotoxicidade da AMI nestas células, foi acompanhada pelo decréscimo da
aderéncia celular e apoptose. Observou-se o decréscimo da expressdo de moléculas
de adesédo celular como o CD29 e CD54 e o estimulo da atividade da caspase-3
durante o estagio inicial da apoptose induzida por AMI e, também, a diminuicdo do
conteudo celular de glutationa (GSH) nos primeiros trinta minutos, indicando que as
proteinas de superficie celular e intracelular foram alvo da AMI em células SC-M1
(WANG et al., 2000).

A talidomida e alguns de seus derivados apresentaram importante efeito
inibitério sobre a produgao do fator de necrose tumoral-a. em pacientes com AIDS
(MIYACHI et al.,, 1997) e também mostrou-se muito ativo contra o mieloma
avancgado, inclusive em pacientes com mieloma multiplo (SINGHAL et al.,1999).
Estes efeitos, assim como outros ja observados, indicam a talidomida como uma
molécula promissora para o desenvolvimento de novos farmacos (RIBEIRO et al.,
2000; SOMMER et al.,, 1998), principalmente porque ja se sabe que os efeitos
toxicos apresentados pela talidomida sao decorrentes de, apenas, um de seus

enantibmeros.
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2.2.5. Outros Efeitos das Imidas Ciclicas

Estudos do efeito de imidas ciclicas em Escherichia coli demonstraram que
a N-etilmaleimida inibe o transporte de galactose (McDONALD & HENDERSON,
2001), e que a p-fenilenodimaleimida interage fracamente a actina, ocasionando
pequeno aumento da temperatura maxima de estabilidade desta proteina
(KASPIEVA et al., 2001).

Apesar dos estudos bioquimicos ja realizados, o0 mecanismo de agao desta
classe de compostos ndo é bem conhecido. CREMLYN (1978) sugeriu que a potente
atividade fungicida de imidas ciclicas pode estar parcialmente associada com a
capacidade de acilar alguma enzima essencial destes microorganismos, enquanto
TORGENSON et al. (1963) propuseram que o modo de agao da N-fenilmaleimida
estaria relacionado com a adicdo de grupos sulfidril da enzima a dupla ligagéao
imidica, podendo interferir no processo metabdlico normal de alguns fungos.

Dentre os raros estudos relativos a toxicidade de imidas ciclicas pode-se
citar o de REYNOLDS et al. (1994), que avaliaram em ratas o efeito de quatro
estruturas diferentes de imidas ciclicas. Os autores verificaram auséncia de efeitos
deletérios quando administradas por sete dias. Contudo, foi observada a redugao do
numero de gestagdes, sem, porém, apresentarem efeitos teratogénicos, nem sobre a
fertilidade dos animais machos.

Entretanto, apds o evento talidomida e suas conhecidas consequéncias,
seguiu-se um hiato, com auséncia de estudos voltados para a aplicagao, efeito e
mecanismo de acido dessa classe de compostos. Mais recentemente, com o
estabelecimento e otimizagao das vias de sintese para obtencao desses compostos,
o interesse ressurge, sendo que varias das imidas ciclicas podem ser encontradas

dentre os compostos organicos com promissores efeitos biolégicos. Todavia, ainda
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resta muito a ser estudado, principalmente quanto a elucidagdo dos mecanismos de
acao dos efeitos biolégicos apresentados por esses compostos e sua possivel

toxicidade.

2.3. Compostos Estudados no Presente Trabalho

Os compostos cuja atividade foi avaliada no presente trabalho (Figura 12)
pertencem a subclasse das maleimidas, sendo S2 (4-nitro-N-fenil-maleimida) (PM =
218,16), S2.1 (4-metil-N-fenil-maleimida) (PM = 187,19) (LIMA et al., 1999) e S2.2
(N-fenil-maleimida) (PM = 172,15) (CECHINEL FILHO et al., 1996a) pertencentes a
subclasse das N-fenilmaleimidas e L1 (N-Antipirina-maleimida) (PM = 283,15)
(CECHINEL FILHO et al., 1998); F1 (N-Antipirina-3,4-dicloromaleimida) (PM =
352,15) (CAMPOS et al.,, 2002) e F1.14 (N-Antipirina-3-cloro-4(4-cloro)-anilina-
maleimida) (PM = 443,21) (CAMPOS, 2001) derivados da 4-aminoantipirina (4-AAP).

Todos os compostos N-fenilmaleimidas apresentaram atividade antifungica,
sendo que o efeito estérico de grupos substituintes parece afetar esse tipo de efeito
das maleimidas (LIMA et al., 1999; CECHINEL FILHO et al., 1996a; 2003).

Os compostos derivados da 4-AAP foram previamente estudados quanto a
atividade analgésica. L1 apresentou maior atividade analgésica (CECHINEL FILHO
et al.,, 1998) que F1 (CAMPOS et al., 2002), porém ambos demonstraram alta
poténcia analgésica quando comparados com farmacos padrdes. Sabe-se ainda,
que F1 é absorvido pela via gastrointestinal, uma vez que um efeito analgésico
pronunciado foi observado quando os animais foram tratados via oral com esta

substancia (CAMPOS et al., 2002).



(A) Estrutura quimica das maleimidas estudadas
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(B) Estrutura quimica dos derivados da 4- AAP estudados
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Estrutura da N-Antipirina-3-cloro-4(4-cloro)-anilina-maleimida
Fonte: CAMPQOS, 2001

Figura 12 - Estrutura quimica das imidas ciclicas estudadas no presente

trabalho.
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2.4. Modelos Experimentais Utilizados neste Trabalho
2.4.1. Mitocondrias

Na avaliagado dos efeitos dos compostos candidatos a novo farmaco ou a
protétipo deste, varios sistemas bioldgicos sao utilizados como método experimental
(MONTANARI, 2001).

A mitocdndria € um desses sistemas, haja vista que € responsavel pelo
metabolismo oxidativo e, desta forma, os estudos dos efeitos de varios compostos
sobre essas organelas tém auxiliado a estabelecer o seu mecanismo de agao, assim
como estabelecer o potencial citotéxico (GUO et al., 1991; WALLACE & STARKOV,

2000).

O efeito de diferentes compostos sobre as vias mitocondriais pode justificar
alteragdes sobre a patofisiologia de células intactas. Portanto, o monitoramento da
bioenergética mitocondrial, dentre outros parametros, é importante para o
estabelecimento dos mecanismos pelos quais um composto pode causar a morte
celular, quer seja por apoptose ou por necrose (WALLACE & STARKOV, 2000;
NICHOLLS & FERGUSON, 2002). A necrose esta geralmente, relacionada com o
colapso energético provocado por danos destas organelas, culminando com o
rompimento da membrana plasmatica, enquanto a apoptose esta associada com
queda do metabolismo celular e digestdo do conteudo da célula (NICHOLLS &
FERGUSON, 2002).

A morte celular por necrose ou apoptose apresenta limites de diferenciagao
bastante estreitos que sdo baseados, na maioria das vezes, em aspectos

morfoldgicos. Inclusive, alguns fatores podem ser indutores ou inibidores tanto da
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necrose como da apoptose, a exemplo da hipéxia (SHIMIZU et al., 1996), algumas
toxinas (KROEMER et al., 1998) e a oncoproteina Bcl-2 (KANE et al., 1993).

A apoptose consiste em um fenbnemo observado durante a morfogénese
normal dos organismos quando da remodelacdo de tecidos ou em resposta a
infeccbes patolégicas ou a outros danos irreparaveis a célula (RAFF, 1992;
STRASSER et al., 2000). A perda do controle do processo apoptotico contribui para
o0 aparecimento de varias doencgas, incluindo o cancer, além de outras patologias
neurodegenerativas (ORTEGA-CAMARILLO et al., 2001).

Atribui-se as mitocdndrias um papel central na apoptose (Esquema 1)
(SUSIN et al., 1998; STRASSER et al., 2000; GOTTLIEB, 2000; BERNARDI et al.,
2001; BRATTON & COHEN, 2001; WANG, 2001; PARONE et al., 2002; GULBINS et
al., 2003; YANG & YU, 2003; ESPOSTI, 2004; OKADA & MAK, 2004), A mitocdndria
parece atuar como um iniciador, integrando uma série de estimulos apoptéticos e
promovendo o desencadear de cascatas sinalizadoras para este tipo de morte
celular (Esquema 1) (PARONE et al., 2002; GOTTLIEB, 2000; LI et al., 2000;
BRATTON & COHEN, 2001; WANG, 2001; GULBINS et al., 2003; YANG & YU,
2003; ESPOSTI, 2004; OKADA & MAK, 2004).

Portanto, € natural que compostos que interfiram na funcdo mitocondrial
possam estar envolvidos nos processos que levam a morte celular. Em sua reviséao,
SKULACHEV (1998) aponta que em alguns casos, uma agao desacopladora pode
explicar o efeito terapéutico de uma droga (WALLACE & STARKOV, 2000). Como
exemplo, a acado antitumoral do CCCP (carbanilcianido m-clorofenilhidrazona)
(NEWELL & TANNOK, 1989) e outras drogas antineoplasicas (KELLER et al., 1992;

WALLACE & STARKOV, 2000). Outro exemplo trata-se do MI-D, um composto
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mesoidnico, que também é conhecido como desacoplador (CADENA et al, 1998) e

possui atividade antitumoral (SENFF-RIBEIRO et al., 2003, 2004 a,b).

Estimulo apoptotico

Bad, Bid, Bim, Hrk, Puma,
Outros? Noxa, etc.

ll—Bcl-Z, Bel-x;,
1

Bax etc.

Mitocbdndria

Sﬂlac Cltocromo c

Apaf-

IAP
Perda da \ l
Fungao /Caspase 9
Mitocondrial

l

Caspase-3

Estimulo
l —1  Bloqueio

Apoptose

Esquema 1 — Multiplas vias apoptéticas envolvendo a mitocéndria.

Os estimulos apoptéticos sao transduzidos a mitocdndria pelas proteinas BH3 e
possivelmente por vias adicionais. O sinal a partir das proteinas BH3 pode ser neutralizados
pelas proteinas anti-apoptéticas, como a Bcl-2 ou Bcl-x., ou posteriormente transduzido a
mitocdndria por proteinas pré-apoptéticas , como Bax ou Bak. O dano mitocondrial causado
pelo estimulo apoptético leva a liberagédo de proteinas apoptogénicas, incluindo o citocromo c,
Smac, AIF e EndoG. O citocromo ¢ promove ativagao da caspase via Apaf-1, e Smac reduz a
inibicdo das caspases por meio da IAP. AIF e EndoG causam condensacgao e fragmentagao
da cromatina de modo caspase independente. O dano mitocondrial pode também levar a
morte celular devido a perda da fungao mitocondrial. Fonte: WANG, 2001.



49

De acordo com a hipotese quimiosmoética da fosforilagdo oxidativa,
desacopladores sdo acidos fracos que atuam como protondforos através da
membrana mitocondrial interna que € impermeavel a prétons (ROTTENBERG, 1990;
TERADA, 1981; 1990). Assim, a presenca de grupos lipofilicos associado a um
carater de acido fraco é importante para se ter este efeito, como mostrado para
alguns analogos de acidos N-fenilantranilicos (WHITEHOUSE, 1967; TERADA &
MURAOKA, 1972). Como aparentemente o mecanismo de desacoplamento nao
envolve uma ligagdo sitio especifico na membrana, o desenvolvimento de um
desacoplador acido com alta seletividade para membranas transdutoras de energia
de diferentes organismos biolégicos tem sido dificil. De fato, o desacoplador mais
potente conhecido, SF6847, ndo tem valor pratico como pesticida devido sua alta
toxicidade a peixes e animais de sangue quente (ROTTENBERG, 1990). Portanto, o
desenvolvimento de compostos com caracteristicas de desacopladores acidos
fracos, que possam ser inativados na mitocdndria a diferentes produtos em
diferentes espécies bioldgicas, poderia ser de interesse no desenvolvimento e
sintese de desacopladores acidos seletivos (GUO et al., 1991). Desta forma, a busca
por compostos com atividade desacopladora forte em microorganismos e fraca em

células animais, & de interesse, visto ser esta uma atividade letal para a célula.

Varios estudos foram desenvolvidos neste sentido, como o de GUO et al.
(1991) mostrando que a fluazina transformada metabolicamente na mitocéndria,
exerce alto potencial desacoplador na auséncia de glutationa, ja que,
aparentemente, esta molécula conjuga com a droga. Utilizando mitocéndrias de
figado de rato, SCHAFER & BUCHEL (1970) mostraram o desaparecimento da

atividade desacopladora de um composto desacoplador acido que possui uma ponte
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NH como grupo dissociavel, enquanto KASIANOWICZ et al. (1987) observaram que
a permeacao por formas neutras de moléculas desacopladoras através da bicamada
lipidica € muito maior que pelas formas ionizadas. Um composto mesoidnico (MI-D)
apresentou complexo espectro de agcao em mitocdndrias, exercendo efeito de
agente desacoplador em baixas concentragbes, e em altas concentragdes inibiu o
transporte de elétrons, efeitos que os autores atribuiram a presenga de grupos
hidrofdbicos, juntamente com um grupo acido dissociavel presente na molécula
(CADENA et al., 1998). Em alguns casos, o efeito desacoplador pode estar
associado a inducdo da transicdo de permeabilidade mitocondrial causada por

alguns compostos (TROST & LEMASTERS, 1996).

Enquanto o modelo constituido por mitocéndrias isoladas permite o uso de
substratos, inibidores e iondforos nas preparagdes, propiciando maior confianca da
agao nos seus respectivos sitios, aqueles que utilizam células intactas exigem maior
cautela, pois o efeito dependera do acesso a mitocodndria, quando for o caso. Assim,
o efeito na mitocOndria podera somar-se aqueles ocorrendo em outros

compartimentos celulares (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

2.4.2. Células de Melanoma B16-F10

Os métodos de cultura de células e tecidos s&o utilizados na maioria dos
trabalhos em biologia tumoral. Contudo, estes métodos in vitro mostram-se limitados
para o estudo de processos complexos (TIETZE & CHIN, 2000). O estudo das varias
etapas envolvidas na progressao tumoral pode ser feito utilizando modelos murino
de tumores de pele e apresentam boa similaridade com a neoplasia humana (VAN

DYKE & JACKS, 2002). O melanoma espontaneo raramente ocorre em roedores,
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porém, pode ser induzido em camundongos, o que permite o desenvolvimento e a
avaliagao de novas drogas e procedimentos terapéuticos (TIETZE & CHIN, 2000).
No presente trabalho, foi utilizada a linhagem de melanoma murino B16-
F10, uma linhagem que se desenvolve in vitro e é altamente tumorigénica in vivo.
Esta linhagem tumoral cresce espontaneamente em camundongos C57BL/6 e com
grande habilidade de formar metastases (ZHAO et al., 2001; NAKAMURA et al.,

2002).

2.5. Melanoma

O melanoma é um tipo de neoplasia que tem origem nas células produtoras
de melanina, os melandcitos, e predomina em adultos brancos. Embora represente
apenas 4% dos tipos de cancer de pele, o melanoma é considerado 0 mais grave
devido a sua alta possibilidade metastatica (INCA, 2004).

Desde 1973, o numero de novos casos de melanoma diagnosticados nos
EUA tem aumentado muito de modo que, a incidéncia do melanoma dobrou (5,7
para 14,3 o numero de novos casos diagnosticados por cem mil pessoas por ano),
apresentando-se como a neoplasia com aumento mais expressivo (MELANOMA,
2004; RIES et al., 2000). A Associagcdo Americana de Cancer estimou que
aproximadamente 53.600 novos casos de melanomas seriam diagnosticados
durante o ano de 2004 nos Estados Unidos, sendo que, aproximadamente, 7.400
pessoas deveriam ir a ébito por esta patologia (NCI, 2004).

De acordo com dados das Estimativas de Incidéncia e Mortalidade do
Instituto Nacional de Cancer- INCA (2003), o melanoma cutaneo deveria atingir em

2004, 4.370 pessoas e deveria ser responsavel por 1.125 ébitos no Brasil, sendo
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S3o Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Parana e Santa
Catarina os estados de maior incidéncia (INCA, 2004).

Os principais fatores de risco, em ordem de importancia, sio: a
sensibilidade aos raios ultravioleta, que provavelmente representam o fator mais
importante, talvez o unico, agente causador do desenvolvimento do melanoma
(LOTZE et al., 2001), a pele clara, histéria prévia de cancer de pele, histéria familiar
de melanoma, nevo congénito (pinta escura), xeroderma pigmentoso e nevo
displasico (INCA, 2004; HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001).

Os melanécitos humanos normais aderem na membrana basal da epiderme
e com seus dendritos, alcangam os queratindcitos nas camadas superiores da
epiderme para distribuir seu pigmento, a melanina, que fornece a prote¢ao contra os
efeitos prejudiciais da radiagcado ultravioleta (UV) (HERLYN & SATYAMOORTHY,
2001). Quando essas células sofrem a transformacgdo neoplasica, tornando-se
malignas, ocorre, entdo, o melanoma (SOBER & KHO, 1995). A maioria dos
melandcitos esta na pele, o que da origem ao melanoma cutaneo, podendo, porém,
ocorrer nos olhos, meninge, trato digestivo, linfonodos e em outras areas (NCI, 2004;
SOBER & KHO, 1995). A coloragao pode variar do castanho-claro passando por
varios matizes chegando até a cor negra (melanoma tipico) ou apresentar area com
despigmentacao (melanoma com area de regressao espontanea).

O crescimento ou alteragao da forma deste tumor é progressivo e se faz no
sentido horizontal ou vertical. Na fase de crescimento superficial, que € denominada
de fase de crescimento radial, (FCR), a neoplasia invade a epiderme, podendo
atingir ou ndo a derme papilar superior. Na fase de crescimento vertical (FCV) o seu
crescimento é acelerado através da espessura da pele, formando nddulos visiveis e

palpaveis e manifesta-se como uma lesao profundamente invasiva, capaz de sofrer
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metastases precoces (INCA, 2004; SOBER & KHO, 1995; LOTZE et al., 2001; SKIN
CANCER, 2004).

O melanoma de disseminacéao superficial corresponde a 60-70% dos casos
de melanoma, sendo a idade média dos pacientes a época do diagndstico de 40-50
anos. Cerca de 85% dos pacientes portadores de melanoma cutaneo apresentam
longa sobrevida apds a excisédo cirurgica precoce do tumor inicial (SOBER & KHO,
1995; LOTZE et al., 2001).

O estadiamento do melanoma esta intimamente relacionado com a
sobrevida dos pacientes e é feito de acordo com o grau de disseminagao da
neoplasia: local, regional ou distante. No estadio | e Il, o melanoma esta confinado a
pele, sendo que o estadio | refere-se a tumores recentes e, portanto, com baixo
risco, e o estadio |l refere-se a tumores mais desenvolvidos, com risco intermediario.
O estadio Il é caracterizado pela presenga de metastases nos linfonodos regionais e
no estadio IV ha metastases distantes, ocorrendo principalmente na pele, pulmdes,
figado, cérebro e ossos (NCI, 2004; LOTZE et al., 2001).

O melanoma €& uma neoplasia agressiva que, no estado disseminado,
possui poucas opgoes eficazes de tratamento e péssimo progndstico. A sobrevida
média do melanoma metastatico € de 6 a 9 meses e a terapia quimioterapica
sistémica atual apresenta resposta significativa em apenas uma minoria dos
pacientes (WACK et al., 2001; HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 2001).

O prognéstico do melanoma sofre a interferéncia de diversas variaveis,
incluindo a idade do paciente, sexo, local do tumor primario, espessura do tumor,
ulceracdo do tumor, taxa de mitose das células tumorais, presenca de invasao
linfovascular, presenca de linfécitos infiltrados e presenca de metastases nos

linfonodos, na pele ou em outros 6rgaos (LOTZE et al., 2001). Entre estes fatores, a
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espessura tumoral (Breslow), a presenca de ulceragdes e de metastases sao

considerados como os melhores indicadores para progndéstico (BALCH et al., 2001).

2.5.1. Tratamento do Melanoma

A cirurgia € o tratamento mais indicado levando a boas taxas de cura
quando o tumor é detectado e retirado em estagio inicial, porém no estagio
disseminado do melanoma o procedimento cirurgico é ineficaz (RODRIGUEZ-
VICENTE et al., 1998). A radioterapia e a quimioterapia sistémica também podem
ser utilizadas dependendo do estagio do cancer (RODRIGUEZ-VICENTE et al.,
1998; LOTZE et al., 2001). Quando ha metastase, o melanoma é incuravel na
maioria dos casos. A estratégia de tratamento para a doenga avancada deve ter
entdo como objetivo aliviar os sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente
(INCA, 2004).

Quando comparado a outras neoplasias, o0 melanoma apresenta uma das
piores taxas de resposta a quimioterapia. Infelizmente, poucos agentes
demonstraram atividade antitumoral significativa contra o melanoma metastatico
(RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998; HUNCHAREK et al.,, 2001; LOTZE et al,
2001). No intuito de aumentar a resposta a quimioterapia, tem-se avaliado os efeitos
da imunoterapia como terapia adjuvante ao tratamento quimioterapico, a exemplo do
uso de citocinas (interferons e interleucinas) que tém apresentado efeitos
promissores, porém em apenas uma pequena porcentagem dos pacientes (WACK et
al., 2001; LOTZE et al., 2001) e o fator de necrose tumoral (TNFa) (BROUCKAERT
et al., 2004). A utilizacdo de vacinas e de terapia génica para o tratamento do
melanoma também tem sido estudada (RAGUPATHI et al., 2003; SLINGUFF et al.,

2003; KISHIDA et al., 2003; NETTELBECK et al., 2004).
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Os agentes quimioterapicos que tém sido amplamente utilizados no
tratamento do melanoma metastatico sdo agentes alquilantes (dacarbazina)
(HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 2001), analogos da platina (LOTZE et al.,
2001), nitrosouréias (fotemustina) (RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998; LOTZE et
al., 2001) e toxinas tubulares (vinblastina) (LOTZE et al., 2001).

O agente de referéncia no tratamento do melanoma é a dacarbazina
(Figura 13), com taxa de resposta de 14% a 20% e uma média de duragdo da
resposta de quatro a seis meses. Esse quimioterapico também é utilizado em
combinagao com outros agentes, mas ainda faltam estudos que comprovem a maior
efetividade destas associagdes (LOTZE et al., 2001; HUNCHAREK et al., 2001). A
dacarbazina é uma pré-droga que, para exercer seu efeito antineoplasico, é primeiro
metabolizada nos microssomos hepaticos, formando um intermediario que
decompdem-se espontaneamente no derivado ativo que metila o DNA das células,
nao permitindo correta replicagado, levando a fragmentagado das cadeias de DNA e

morte celular (SLAPAK & KUFE, 1994; COLVIN, 2001; COLOMBO et al., 2001).

| N=N—-N Figura 13 - Estrutura Quimica da Dacarbazina.
H CH, Fonte: COLVIN, 2001.
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O tratamento com agentes quimioterapicos geralmente leva a resisténcia
das células tumorais a droga, sendo que para os agentes alquilantes, o mecanismo
de resisténcia se da por capacitarem as células tumorais a repararem as lesdes
provocadas pelas drogas no DNA, anulando seus efeitos citotdxicos e evitando da

morte celular (COLVIN, 2001).

2.5.2. Modelos de Estudo do Melanoma

Varios modelos para o estudo dos melanomas estdo disponiveis. Os
modelos murinos de melanoma possibilitam melhor entendimento desta neoplasia e
de seu desenvolvimento. Embora ndo se possa extrapolar diretamente para os seres
humanos, constituem ferramentas experimentais importantes que possibilitam o
estudo de novas drogas e novas estratégias terapéuticas e que podem fornecer
subsidio para um tratamento clinico mais eficaz para esta neoplasia.

As linhagens de melanoma murino como B16, K1735, Cloudman S91-M3 e
suas sublinhagens sao altamente tumorigénicas e freqientemente usadas como
modelos de crescimento tumoral in vivo. A linhagem K1735 se desenvolve em
camundongos C3H através da indugcdo por radiagdo ultravioleta, a linhagem
Cloudman S91-M3 se desenvolve espontdneamente em camundongos DBA/2 e a
linhagem B16 cresce espontaneamente em camundongos C57BL/6 (PETER et al.,
2001; ZHAO et al., 2001). A linhagem B16 parece ser menos invasiva que suas
sublinhagens B16-F10 e B16-BL6 e a habilidade de formar metastases aumenta
segundo a ordem: B16-F0, B16-F1 e B16-F10, que € igual a B16-BL6 (ZHAO et al.,
2001; NAKAMURA et al., 2002). A linhagem celular MKT-BR pode ser usada como

modelo de melanoma ocular e metastatico (BLANCO et al., 2000).
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Modelos de melanoma em camundongos que possibilitem avaliar o efeito
da radiagao ultravioleta, fator de risco importante para o melanoma também tém sido
desenvolvidos, assim como modelos animais que utilizam linhagens humanas de
melanoma e camundongos imunodeficientes (BERKING & HERLYN, 2001). Tém
sido utilizadas, ainda, linhagens de camundongos transgénicos e com genes
deletados, assim como camundongos com alteragdes genéticas observadas no
melanoma humano de origem hereditaria (NOONAN et al., 2003; TIETZE & CHIN,
2000; SOTILLO et al., 2001). Também se tem disponivel uma linhagem transgénica
de porco (Sinclair), a qual apresenta grande semelhan¢ga com melanoma humano

(SINCLAIR, 2004).
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3. JUSTIFICATIVA e OBJETIVOS

A diversidade de efeitos bioldgicos causados pelas imidas ciclicas e a
pouca disponibilidade de dados quanto ao seu mecanismo de acdo em nivel celular
e molecular, associados a facilidade de obtencédo por sintese organica com alto
rendimento, as tornam moléculas de grande interesse para o desenvolvimento de
futuros farmacos.

Desta forma, dezoito imidas ciclicas de diferentes subclasses foram
submetidas a um screening que consistiu na avaliacdo antibacteriana, atividade
citotoxica frente a macréfagos e células de melanoma murino, além da determinagéao
do efeito sobre 0 consumo de oxigénio utilizando mitocéndrias isoladas de figado de
rato (PRADO et al.,, 2004). Os compostos L1, F1, F1.14, S2, S2.1 e S2.2 foram
escolhidos para o presente estudo, uma vez que causaram drastica redugdao no
consumo de oxigénio pela mitocondria, atividade antibacteriana frente a, pelo
menos, uma cepa bacteriana, e efeito citotoxico (PRADO et al., 2004).

Considerando que nao ha relatos sobre a agao de imidas ciclicas frente a
linhagens tumorais mais agressivas e que o0s compostos selecionados
apresentaram-se citotéxicos para as células de melanoma murino, neste estudo, as
imidas ciclicas selecionadas foram avaliadas sobre a linhagem de melanoma murino
B16-F10, uma linhagem neoplasica altamente invasiva e resistente a tratamento.

O presente estudo pretende contribuir com o conhecimento da atividade
bioldégica das imidas ciclicas selecionadas, tendo como objetivo geral a avaliagao
dos efeitos dos compostos S2, S2.1, S2.2, L1, F1 e F1.14 sobre o metabolismo
mitocondrial e da sua atividade antitumoral in vitro e in vivo, utilizando células de

melanoma murino B16-F10.
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Para tanto, o presente trabalho envolveu as seguintes etapas:
a) avaliagao dos efeitos das imidas ciclicas sobre o consumo de oxigénio, sobre as
enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial e sobre o potencial elétrico
transmembrana, em mitocdndrias isoladas de figado de rato;
b) determinagdo dos potenciais de 6xido-redugao das imidas ciclicas estudadas por
voltametria ciclica;
c) avaliagao do efeito in vitro das imidas ciclicas quanto a viabilidade e proliferagcéo
das células de melanoma murino B16-F10;
d) avaliagdo dos efeitos antitumorais in vivo dos compostos S2.1, S2.2, L1 e F1
utilizando modelo experimental com melanoma murino (B16-F10) em camundongos
C57BL6;
e) avaliagado dos efeitos das maleimidas S2.1, S2.2 e do derivado da 4-AAP, L1
sobre a adesao celular em componentes da matriz extracelular;
f) avaliagdo dos efeitos das maleimidas S2.1, S2.2 e dos derivados da 4-AAP, L1 e
F1 sobre a morfologia e organizagao do citoesqueleto celular;
g) avaliagédo dos efeitos das maleimidas S2.1, S2.2 e dos derivados da 4-AAP, L1 e
F1 sobre o potencial elétrico transmembrana em células B16-F10;
h) efeito da maleimida S2.2 na concentracédo citoplasmatica de citocromo ¢ em

células B16-F10.



61

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL




4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

62



63

MATERIAIS E METODOS




64

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Materiais e Reagentes

Os reagentes: albumina soro bovina (BSA), fenilsulfonaftaleina (vermelho
de fenol), acido N-2(4-hidroxietilpiperazina)-N’2-etano-sulfénico (HEPES), azul de
Tripan, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio (MTT), cristal violeta,
borax, azul de toluidina, glicerol e &acido -etilenodiaminotetraacético (EDTA),
glutamato de sddio, succinato de sédio, NADH, ATP, ADP, EGTA, EDTA, rotenona,
FCCP, manitol, sacarose, oligomicina, citocromo c, diclorofenolindofenol (DPIP) e
Tris foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). Hidréxido de
potassio, cloreto de potassio, fosfato monobasico de potassio, fosfato dibasico de
potassio, acido cloridrico, acido sulfurico, molibdato de amodnio, sulfato de ferro,
Entellan® e os solventes dimetilsulféxido (DMSO), etanol e xilol foram adquiridos da
Merck (S&o Paulo, Brasil).

A faloidina conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC), assim como
os anticorpos utilizados foram fornecidos pela Molecular Probes (Eugene, EUA). O
paraformaldeido e o Fluormont-G® foi comprado da Electron Microscopy Sciences
(Washington, EUA). Os demais reagentes utilizados também foram adquiridos da
Merck do Brasil, todos com grau de pureza analitica (P.A.). O laranja de acridina
(AO) e a rodamina 123 (Rho123) utilizados foram provenientes da Calbiochem®
(S&o Paulo, Brasil).

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi o meio essencial minimo de
Eagle (MEM), adquirido da Cultilab (Campinas, Brasil). O soro bovino fetal (SFB) foi
adquirido da Laborclin (Pinhais, Brasil). Os antibioticos penicilina e gentamicina
foram provenientes da Gibco (Bethesda, EUA). Todo material plastico utilizado para

cultura de células (garrafas de cultura de monocamadas e placas de cultura) era da
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marca TPP (Trasadingen, Suica). As membranas de acetato de celulose com poros
de 0,22 ym e os filtros descartaveis estéreis com membrana de acetato de celulose

com poros de 0,22 um foram da Millipore®.

5.2. Imidas Ciclicas Estudadas

Os compostos estudados neste trabalho foram as seguintes imidas ciclicas:
derivados fenilmaleimidicos S2, S2.1 e S2.2, e derivados da 4-aminoantipirina L1, F1
e F1.14, sintetizados e caracterizados estruturalmente por métodos
espectroscopicos e gentiimente cedidos pelo Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho e pela
Prof®. Fatima de Campos Buzzi, ambos da Universidade do Vale do Itajai.

O agente antineoplasico dacarbazina (Fauldacar®), utilizado como controle
positivo, foi gentilmente doado pelo Hospital Erasto Gaertner (Curitiba). Dacarbazina
nao pertence a classe das imidas ciclicas, mas representa um quimioterapico de

escolha para tratamento em casos de melanoma (LOTZE et al., 2001).

5.2.1. Preparo das Solucdes das Imidas Ciclicas

Para uso in vitro os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO) e mantidos como solugdes estoque, que foram esterilizadas por filtragdo em
membranas descartaveis estéreis hidrofébicas com poros de 0,22 ym (Millipore®).
Para utilizagcdo nos ensaios com as células B16-F10, estas solucdes estoque foram
diluidas em meio de cultura, a fim de obter-se a concentragao final desejada para
cada situagao experimental. Para minimizar a interferéncia do solvente nos
experimentos in vitro, varias solugdes estoque foram preparadas, de forma que a
quantidade de DMSO presente nos experimentos foi sempre a mesma (0,1%),

independentemente da concentracdo do composto utilizada. Foram realizados
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experimentos controle contendo quantidade equivalente do solvente usado nas
situagdes experimentais (0,1%). Para uso nos experimentos in vivo os compostos
foram diluidos em déleo de girassol comercial e foram realizados controles com este

veiculo.

5.2.2. Preparo da Solucao de Dacarbazina

A solugdo da dacarbazina (Fauldacar®) foi dissolvida em solugdo aquosa
contendo acido citrico (1:1 p/p) e manitol (1:3,5 p/p), como indicado pelos
fabricantes. Foram realizados controles contendo a mesma quantidade de solvente

das situacdes experimentais que continham a solucédo da dacarbazina.

5.3. Animais

5.3.1. Animais Utilizados para a Obtencado de Mitocondrias Isoladas de Figado
Ratos brancos da linhagem Wistar, machos, pesando 200 a 300 g,

mantidos pelo biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR foram utilizados

para obtencdo de mitocdndrias isoladas de figado. Os animais foram alimentados

com ragao Purina® e agua ad libitum e, antes dos isolamento de mitocéndrias, foram

submetidos a jejum prévio por 12 horas.

5.3.2. Animais Utilizados para Crescimento in vivo das Células de Melanoma
Camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6, machos e fémeas com
idade entre 2 e 4 meses e peso em torno de 20-22 g, foram utilizados para a
avaliagao da atividade antimelanoma in vivo. Os animais provenientes do Biotério do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana foram mantidos em

temperatura controlada (24°C), com livre acesso a alimentacdo e agua e ciclos
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claro/escuro de 12 horas. Os grupos controle e tratado foram formados por, no

minimo, 7 animais cada.

5.4. Células
Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular de melanoma murino B16-
F10, as quais foram gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo R. Brentani do

Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer (Sao Paulo).

5.5. Efeitos das Imidas Ciclicas sobre o Metabolismo Mitocondrial

5.5.1. Isolamento de Mitocdndrias de Figado de Rato para Determinacdo do
Consumo de Oxigénio, Atividades Enzimaticas e Potencial Transmembrana
(AY)

O isolamento de mitocdndrias para experimentos de determinagdo do
consumo de O, e atividades enzimaticas foi realizado utilizando como meio de
extracdo: D-Manitol 250 mmol.L™!, Hepes 10 mmol.L”", pH 7,4, EGTA 0,1 mol.L™ e
soroalbumina bovina (BSA) 0,19%.

Os animais foram mortos por decapitagdo, sem anestesia. O figado foi
rapidamente removido, lavado com o meio de extragdo gelado (4°C) e cortado em
pequenos pedacos. Todo o processamento ocorreu a 4 °C. O homogeneizado de
figado foi obtido utilizando-se o homogeneizador de Van Potter Elvehjen por trés
vezes com o pistilo frouxo e duas vezes com o apertado. O homogeneizado obtido
foi entdo centrifugado a 320 x g por 5 minutos, em centrifuga Hitachi, modelo CR-
21E, refrigerada a 4 °C. O sobrenadante desta centrifugagdo, que contém as
mitocondrias, foi centrifugado novamente a 12600 x g por 10 minutos a 4 °C. O

sedimento obtido foi ressuspenso com meio de extracdo e centrifugado a 8100 x g
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por 10 minutos a 4 °C. Este procedimento foi executado mais uma vez. Por fim,
obteve-se uma suspensao mitocondrial, com concentracdo protéica final variando de
20 a 80 mg por mililitro.

Quando destinada a avaliagdo de atividades enzimaticas, as preparagoes
mitocondriais assim obtidas foram congeladas em nitrogénio liquido até o momento
de sua utilizagdo, quando entdo foram rompidas por choque térmico. Para tanto,
utilizou-se trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento e,
posteriormente, a preparacao foi mantida em banho de gelo. Por este procedimento,
foram obtidos fragmentos de membrana mitocondrial, que foram mantidos em banho

de gelo até o momento do uso.

5.5.2. Determinacdo do Consumo de O, e Calculo do Coeficiente de Controle
Respiratorio

O consumo de oxigénio, por mitocéndrias intactas, foi determinado
utilizando eletrodo de oxigénio, tipo Clark, em oxigrafo Gilson, termostatizado a
28°C. O sistema de reacdo foi constituido de: D-manitol 125 mmol.L”", KCI 65
mmol.L”, tampao Hepes 10 mmol.L™", pH 7,4, EGTA 0,1 mol.L™" e BSA 0,19%. Este
sistema foi suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L™", Pi 1,6 mmol.L”" e ADP
0,16 mmol.L". A quantidade utilizada de mitocondrias em cada experimento,
expressa com relagao a concentragéo de proteinas, foi de 1 mg.

As velocidades respiratdérias foram expressas em nanomol de O
consumido.min”.mg™ de proteina, considerando-se a solubilidade do O, na &gua, a
28°C, a 1 atm, de 235 pumol.L”' (ESTABROOK, 1967). O coeficiente de controle
respiratorio (RCC), foi obtido da relagédo entre a velocidade respiratéria na presenca

de ADP (estado Ill) e a velocidade apdés o consumo de ADP (estado IV). Somente
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preparagdes apresentando controle respiratério > 4,0 foram utilizadas.

Para a determinagao dos efeitos das imidas ciclicas, as mitocéndrias foram
pré-incubadas por 2 minutos na presenca dos compostos testados em
concentracdes que variaram de 40 a 120 umol.mg” de proteina mitocondrial. A
respiracao foi iniciada pela adicdo do substrato (L-glutamato) e o consumo de
oxigénio foi determinado na presenca de FCCP (1 umol.L™"), sendo que os valores
de velocidade da respiragdo (% do controle) foram representados contra as
concentracdes dos compostos testados.

O consumo de oxigénio pelas células B16-F10 foi determinando também
em oxigrafo Gilson. As células B16-F10 (5 x 10%), suspensas em PBS e
permeabilizadas com digitonina (10 umol.L™"), foram acondicionadas em camara
termostatizada, a 28 °C, em volume final de 1,3 mL de meio de reacdo contendo:
tampdo MOPS 20 mmol.L™", pH 7.,4; sacarose 0,25 mol.L"; fosfato de potassio 2
mmol.L™"; MgCl, 10 mmol.L™, succinato de sédio 8 mmol.L™" e rotenona 20 pmol.L™.
As células foram previamente incubadas na presenca de diferentes concentracdes
do composto S2.2 por 2 minutos e o consumo de oxigénio pelas células foi
registrado apoés adicdo de FCCP 1umol.L”' e calculados de acordo com

ESTABROOK (1967). O controle continha quantidade equivalente de DMSO.

5.5.3. Determinacéao da Atividade das Enzimas Ligadas a Cadeia Respiratdria
Para a determinacdo da atividade das enzimas ligadas a cadeia

respiratoria foram utilizadas mitocondrias rompidas por ciclos congelamento e

descongelamento, como descrito no item 5.5.1. A determinagao das atividades da

NADH oxidase e da succinato oxidase foram realizadas polarograficamente através
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do consumo de oxigénio. As demais atividades foram realizadas
espectrofotometricamente em aparelho HITACHI (modelo U-2001
spectrophotometer), equipado com impressora Epson LX 300. Antes de dar inicio as
reacdes de determinagdo enzimatica, as drogas foram pré-incubadas por dois

minutos com a preparacao.

5.5.3.1. NADH Oxidase (NADH: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade da NADH oxidase foi determinada polarograficamente como
recomendado por SINGER (1974). O sistema de reagéo a 28°C e em volume final de
1,3 mL foi constituido de: tampao fosfato 80 mmol.L™, pH 7,4, EDTA 50 mmol.L™,
NADH 0,17 mmol.L™" e 30 pg de proteina mitocondrial. A preparacdo foi incubada
com os compostos em estudo por dois minutos e a reacao foi iniciada pela adicao de
NADH. A velocidade de consumo de oxigénio foi entdo registrada pelo oxigrafo e os
resultados foram expressos em nanomol de oxigénio consumido.min™.mg” de

proteina mitocondrial.

5.5.3.2. NADH Desidrogenase (NADH: Ferricianeto Oxido-Redutase)

A atividade da NADH-desidrogenase (EC 1.6.5.3) foi determinada pelo
método espectrofotométrico descrito por SINGER (1974), utilizando-se o ferricianeto
como aceptor de elétrons. Os experimentos foram desenvolvidos na presenca de
rotenona. O sistema de reagcdo em volume final de 1 mL foi constituido de: tampao
fosfato 50 mmol.L™", pH 7,4, EDTA 2 mmol.L™", NADH 0,15 mmol.L", ferricianeto de
potassio 0,6 mmol.L™”, rotenona 1,0 pmol.L™ e 100 ug de proteina mitocondrial. A

reacao foi monitorada em 420 nm, a 28°C, e para calcular a velocidade da reacao
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utilizou-se o coeficiente de extingdo molar para o ferricianeto €420 = 1040 cm .M ™.
Os resultados foram expressos em nanomol de ferricianeto reduzido.min™.mg™”" de

proteina.

5.5.3.3. NADH Citocromo ¢ Redutase (NADH Citocromo ¢ Oxido Redutase)

A atividade da NADH citocromo c redutase (EC 1.6.99.3) foi determinada
pelo método descrito por SOMLO (1965). O sistema de reagéo a 28 °C e em volume
final de 1 mL foi constituido de: tampéao fosfato 50 mmol.L™", pH 7,4, EDTA 2 mmol.L
' NADH 50 umol.L™, citocromo ¢ (oxidado) 40 umol.L™", NaCN 1 mmol.L™" e 50 ug de
proteina mitocondrial. A reacdo foi iniciada pela adicao de NADH. A velocidade de
reducdo do citocromo ¢ foi acompanhada em 550 nm, utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar gss0 = 19000 cm .M " para calculo da concentragdo de citocromo c.
O resultado foi expresso em nanomol de citocromo ¢ reduzido.min™.mg™ de proteina

mitocondrial.

5.5.3.4. Citocromo ¢ Oxidase (Ferrocitocromo c: Oxigénio Oxido-Redutase)
5.5.3.4.1. Obtencéao do Ferrocitocromo c

Para a obtencdo da forma reduzida do citocromo c utilizou-se o ditionito de
sédio como agente redutor. O ferrocitocromo c foi separado do excesso de ditionito
por cromatografia em coluna de Sephadex G-25 (YONETANI & RAY, 1965). A
concentragdo de citocromo c reduzido foi determinada espectrofotometricamente,
em 550 nm, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 27.700 mol.L™".cm™
(MARGOLIASH, 1954). O ferrocitocromo c¢ preparado por este método contém

menos de 5% da proteina na forma oxidada e se mantém reduzido durante 24 horas.
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5.5.3.4.2. Citocromo c Oxidase

A atividade da citocromo c¢ oxidase (EC 1.9.3.1) foi determinada segundo o
método espectrofotométrico de MASON et al. (1973). O sistema de reagdo em
volume final de 1 mL foi constituido de tamp3o fosfato 50 mmol.L™' pH 7,4, EDTA
2,0 mmol.L”", ferrocitocromo ¢ e 100 pg de proteina mitocondrial. A reagdo foi
acompanhada em 550 nm, considerando-se a diferenca no coeficiente de extingao
molar do citocromo ¢ (red-ox) de ess50 = 19.000 cm ~*.M ™. A atividade foi expressa em

nanomol de citocromo c oxidado.min™".mg™" de proteina.

5.5.3.5. Succinato Oxidase (Succinato: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade do segmento succinato oxidase foi determinada através do
registro polarografico do consumo de O, pelo método de SINGER (1974).

O sistema de reacdo, em volume final de 1,3 mL, foi constituido de: tampao
fosfato 80 mmol.L™", pH 7,4, succinato de sodio 10 mmol.L™" e 0,5 mg de proteina
mitocondrial. A velocidade de consumo de oxigénio foi determinada a 28°C e
iniciada pela adicdo do substrato. Os resultados foram expressos em nanomol de
oxigénio consumido.min”.mg™" de proteina mitocondrial, considerando a solubilidade

do O,em agua e a 1 atm de 235 umol.L™" a 28 °C (ESTABROOK, 1967).

5.5.3.6. Succinato Citocromo ¢ Redutase (Succinato: Ferrocitocromo ¢ Oxido-
Redutase)

A atividade da succinato citocromo c¢ redutase (EC 1.3.99.1) foi
determinada pelo método de SOMLO et al. (1965), medindo-se a redugdo do

citocromo c, apés o bloqueio da cadeia respiratoria com NaCN e rotenona.
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O sistema de reagao, em volume final de 1 mL, foi constituido de: tampé&o
fosfato 50 mmol.L™", pH 7,4, EDTA 2 mmol.L™", NaCN 1 mmol.L™", succinato de sédio
5 mmol.L”", rotenona 2 pmol.L™ e 50 pg proteina mitocondrial. Os reagentes
presentes no sistema foram previamente incubados com a preparagcdo mitocondrial
por 10 minutos a 28°C. A reacgao foi entdo iniciada pela adicdo de 40 umoI.L'1 do
citocromo c¢, acompanhada em 550 nm. A velocidade da reacado foi calculada
utilizando-se a diferenga no coeficiente de extingado molar do citocromo c¢ (red-ox) de
gss0 = 19.000 cm .M . A atividade enzimatica foi expressa em nanomol de

citocromo ¢ reduzido.min”.mg™ de proteina.

5.5.3.7. Succinato Desidrogenase (Succinato: Fenazina Metasulfato Oxido
Redutase)

A atividade da succinato desidrogenase (EC 1.3.5.1) foi determinada pelo
método de SINGER (1974), utilizando-se DCPIP e PMS como aceitadores artificiais
de elétrons. O sistema de reacdo em volume final de 1mL foi constituido de: tampao
fosfato de sédio 50 mmol.L™", pH 7,4, succinato de sddio 20 mmol.L™", NaCN 1
mmol.L”', EDTA 2 mmol.L™" e 20 ug proteina mitocondrial. O sistema foi incubado por
10 minutos a 28°C, e a reagdo iniciada pela adicdo de DCPIP 60 umol.L™" e PMS 1
mmol.L™". A velocidade de reducdo do DCPIP foi monitorada em 600 nm e os
resultados foram expressos em nmol de DCPIP reduzidos.min™.mg” de proteina
mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 19.100 M™".cm™ para o

DCPIP reduzido (SINGER, 1974).
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5.5.4. F1F, ATPase
5.5.4.1. Determinacdo da Atividade da F1F, ATPase em Mitocéndrias Intactas

A atividade da F4F, ATPase em mitocéndrias intactas foi determinada a
28°C através do método de PULLMAN et al. (1960). O sistema de reagédo, em
volume final de 1 mL foi constituido de sacarose 50 mmol.L™", tampao Tris-HCI 12
mmol.L™", pH 7,4, KCl 50 mmol.L™" e 2 mg de proteina mitocondrial.

A reagao mantida sob agitacdo constante, foi iniciada pela adigcdo de ATP
(3 mmol.L™"). Apds 10 minutos, a reacao foi interrompida pela adicdo de solugdo de
TCA ao sistema, de forma a obter concentracao final de 5%. Em seguida, o material
foi centrifugado a 7800 x g, durante 1 minuto e o fosfato inorganico liberado foi
dosado segundo o método de SUMNER (1944). Os resultados foram expressos em

nanomol de fosfato liberado.min™".mg™" de proteina.

5.5.4.2. Determinacdo da Atividade da F1F, ATPase em Mitocéndrias Rompidas

A atividade da F4F, ATPase em preparacdes de mitocdndrias rompidas
como descrito no item 5.5.1, foi determinada na presengca de um sistema
regenerador de ATP segundo o método descrito por PULLMAN et al. (1960).

O sistema de reagao em volume final de 1,0 mL foi constituido de: tampao
Tris-HCI 50 mmol.L™ pH 7,4,, MgSO4 3 mmol.L™", PEP 2,5 mmol.L™, piruvato quinase
3 unidades (1 unidade de PK converte 1 mol de PEP a piruvato em 1 minuto a 37°C
em pH 7,4) e 1,5 mg de proteina mitocondrial. A reacao foi iniciada pela adicao de
ATP (4 mmol.L™"), a 30°C e interrompida apés 10 minutos pela adicdo de TCA,
obtendo concentragéo final de 5%. O material foi centrifugado a 7800 x g, por 1,0
minuto em temperatura ambiente e o fosfato inorganico liberado dosado pelo método

de SUMNER (1944). Os resultados foram expressos como nanomol de ATP
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hidrolisado.min™. mg™' de proteina.

5.5.4.3. Determinacdo da Atividade da F;F, ATPase em Mitocondrias
desacopladas com FCCP

A atividade da F4F, ATPase em mitocdndrias desacopladas foi
determinada através do método de PULLMAN et al. (1960). O sistema de reagéao foi
constituido de: sacarose 50 mmol.L™!, tampao Tris-HCI 10 mmol.L™", pH 7,4, KCI 50
mmol.L”', 2 mg de proteina mitocondrial e suplementado com FCCP 1 umol.L™". O
volume da reacgao foi de 1 mL e a temperatura foi mantida em 30°C.

A reagao foi iniciada com a adicdo de ATP (3 mmol.L™") e mantida sob
agitacado constante. Apds 10 minutos, foi adicionado TCA em concentracéao final de
5%. Em seguida, o material foi centrifugado a 7800 x g, durante 1 minuto e o fosfato
inorganico liberado, foi dosado segundo o método de SUMNER (1944). Os
resultados foram expressos como nanomol de fosfato liberado.min™.mg”" de

proteina.

5.5.5. Determinacdo do Potencial Elétrico de Membrana (A¥) em Mitocondrias
Isoladas de Figado de Rato

As mitocondrias foram isoladas de figado de rato, conforme procedimento
citado anteriormente no item 5.5.1. A determinacdo do potencial elétrico de
membrana mitocondrial interna foi realizada por citometria de fluxo utilizando como
sonda a rodamina 123 (Rho123). O sistema, em volume final de 0,5 mL foi
constituido de meio de reagdo contendo D-Manitol (250 mmoI.L'1); tampao Hepes

(20 mmol.L™") pH 7,4, fosfato de sédio (1 mmol.L™"), glutamato de sédio ( 3 mmol.L™)
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e Rho123 (0,5 pmol.L"), em presenca de diferentes concentragées de imidas
ciclicas e de 100 ug de proteina mitocondrial. Apds 15 minutos de incubacgéo, o AY
foi determinado em citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton-Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA), utilizando filtro FL-1. Para a
Rho123 a excitacdo ocorre em 485 nm e a emissao maxima em 530 nm (JOHNSON

et al., 1981). Para cada histograma 30.000 eventos foram analisados.

5.5.6. Determinacdo de Proteinas Mitocondriais
A concentragao de proteina foi determinada pelo método de LOWRY et al.
(1951), utilizando-se espectrofotometro Hitachi modelo U 2001 e albumina de soro

bovino como padrao.

5.6. Determinacdo do Potencial Redox das Imidas Ciclicas por Voltametria
Ciclica

Os experimentos de voltametria ciclica foram realizados a 25°C em tampao
Hepes 10 mmol.L™", ou fosfato de sddio 50 mmol.L™1, pH 7,4, contendo EGTA 0,1
mmol.L™" e DMSO ou em solugdo de DMSO. Eletrodos de platina (area=0,19 cm?) e
de carbono vitreo (area=0,07 cm?) foram utilizados nos experimentos. O eletrodo de
carbono vitreo foi polido em feltro antes de cada experimento. Como eletrodo de
referéncia foi utilizado o eletrodo de calomelano saturado (ECS) e um fio de platina
como eletrodo auxiliar. Para prevenir possivel oxidagdo dos compostos pelo oxigénio
do ar, no pH fisiolégico, foi usado nitrogénio livre de oxigénio para depurar as
solugdes em analise, antes e durante a execugao dos voltamogramas (HODNICK et
al. 1988). As imidas ciclicas foram primeiramente dissolvidas em DMSO e

analisadas ou diluidas em tampao (fosfato de sédio 50 mmol.L™", pH 7,4 ou Hepes
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10 mmoI.L'1, pH 7,4, contendo EGTA 0,1 mmoI.L'1) para analise, na concentragao
final de  300uM. Os  experimentos  foram realizados em um
potenciostato/galvanostato EG & PAR (Princeton Applied Research) Modelo 173A.
Estes experimentos foram realizados no LABINC, Laboratério de Bioinorganica
e Cristalografia, Departamento de Quimica da UFSC, sob a orientagdo do Professor

Ademir Neves.

5.7. Procedimentos de Cultivo Celular
5.7.1. Esterilizagao de Materiais

Todo material de vidro utilizado para os procedimentos de cultivo de células
(frascos de vidro para armazenamento de solugdes, frascos de descarte de material,
laminulas, equipamento para filtragao sob presséao, rolhas, tampas, pipetas de vidro,
eppendorfs e ponteiras de pipetas automaticas) foram esterilizados em autoclave

(Fanen) a 120°C, durante 30 minutos, a 1 atm.

5.7.2. Solugcdes Tampéao e Meios de Cultura
5.7.2.1. Solucéo Salina Tamponada (PBS)

A solugédo salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solugao
estoque concentrada cinco vezes. Esta solugdo concentrada era constituida por 680
mmol.L™" de NaCl, 13,4 mmol.L" de KCI, 40,5 mmol.L”" de Na,HPO4 e pH foi
ajustado para 7,4. A solugao foi esterilizada em autoclave (120°C,1 atm, 30 minutos)
e armazenada a 4°C. Para o uso, a solugéo foi diluida com agua bidestilada estéril,

recém-preparada em aparelho Corning Glass Work, modelo AG 10a.
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5.7.2.2. Solucéo Balanceada de Hanks (HBSS)

A solugdo balanceada de Hanks (HBSS) é constituida da mistura das
solugdes A e B, as quais foram preparadas como solugdes estoque (concentradas
20x) e armazenadas a 4°C. A solugdo A era constituida de 2,73 mol.L™ de NaCl, 107
mmol.L™" de KCI, 25 mmol.L™" de CaCl, e 27 mmol.L”" de MgS0,.7H,0. A solugdo B
era constituida por 8,5 mmol.L”" de Na,HPO, e 111 mmol.L”" de glicose. As duas
solugbes foram preparadas em agua bidestilada em volume de 50 mL e
armazenadas a 4°C. Para o uso, as solugdes A e B foram misturadas (1:1), diluidas
com agua bidestilada e o pH foi ajustado para 7,4. A solugdo de Hanks foi
esterilizada por filtragdo em membranas estéreis com poros de 0,22 pm (Millipore®)

em camara de fluxo laminar vertical (VECO).

5.7.2.3. Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi o meio essencial minimo de
Eagle (MEM, Cultilab, Campinas, Brasil), reconstituido em &gua bidestilada e
esterilizados por filtracdo em membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de
0,22 ym (Millipore®) sob pressao em aparelho Sartorius. Apds o procedimento de
filtracdo, aliquotas do meio foram deixadas em estufa 37°C, para acompanhamento
do aparecimento de eventuais contaminantes. O meio foi mantido congelado ou em
geladeira a 4°C. Para os experimentos o meio foi suplementado com quantidade
adequada de soro fetal bovino estéril (SBF), previamente inativado a 56°C em
banho-maria por 30 minutos. O pH do meio foi ajustado com quantidades adequadas
de solugéo de bicarbonato de sddio (7,5%, p/v) esterilizado em autoclave a 120°C e

1 atm por 30 minutos, e para o tamponamento do meio em pH 7,4 foi utilizado
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HEPES 20 mmol.L™" esterilizado por filtragdo em membrana de acetato-nitrato de

celulose com poros de 0,22 pm (Millipore®).

5.7.2.4. Solucao de Tripsina-EDTA

A solucdo de tripsina-EDTA foi constituida de 137 mmol.L”" de NaCl, 5,4
mmol.L™" de KCI, 5 mmol.L™" de glucose, 0,42 mmol.L™" de Na,HPO,, 0,44 mmol.L"
de KH,PO,, 2,3 mmol.L™" de NaHCO;, 0,53 mmol.L”' de EDTA, 50 mg% de tripsina
(1:250) e 2 mg% de vermelho de fenol, sendo o pH ajustado para 7,4. A solucao foi
esterilizada por filtragdo a vacuo em membrana de acetato-nitrato de celulose (0,22

um) e armazenada a -20°C.

5.7.3. Manutencdao das Células B16-F10

A linhagem celular estudada neste trabalho teve as condi¢gbes de cultivo
adaptadas para o Laboratério de Cultivo Celular do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFPR. In vitro estas células se desenvolvem em
monocamadas e foram cultivadas em garrafas estéreis (TPP) com meio de cultura,
acrescido de soro fetal bovino (SFB), de acordo com a necessidade experimental, 20
mmol.L™' de HEPES e 8 mmol.L™" de bicarbonato de sédio para ajustar o pH em 7 ,4.
A linhagem B16-F10 foi cultivada em MEM contendo 7,5% SFB. As culturas foram
mantidas em estufa (Sanyo), em atmosfera contendo 5% de CO,, com umidade
controlada de 95% e temperatura constante de 37°C. Os repiques foram realizados
seguindo a rotina do laboratério utilizando solugédo de tripsina-EDTA para descolar
as células. Para armazenamento da linhagem, as células (10’.mL™") foram
suspensas em meio de cultura, acrescido de soro fetal bovino 40% (v/v) e DMSO

10% (v/v), e congeladas inicialmente a —70°C, e a seguir em nitrogénio liquido. Para
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uso, as células foram rapidamente descongeladas a 37°C e semeadas no meio
adequado como ja descrito. Apds adesao das células a superficie da garrafa (~4h), o
meio foi trocado, eliminando-se o0 meio de congelamento contendo o DMSO e
eventuais células mortas. A monocamada de células foi rotineiramente observada

em microscopio invertido (Olympus, modelo CK2).

5.7.4. Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi quantificada através do método que utiliza como
principio a exclusao do corante vital Azul de Trypan (PHILLIPS, 1973). As células (5
x 10%/ poco) foram plaqueadas em placas de 24 pocos e mantidas em estufa de CO,
a 37°C. Apos crescimento por 24 horas nestas condigdes, os compostos em estudo
foram adicionados, em meio de cultura, nas concentragcdes de 10; 20; 30; 40 e 50
umol.L™ para S2.1 e S2.2 e de 25; 50; 100; 150 e 200 pumol.L™" para L1 e F1. A
incubac&o prosseguiu por mais quatro horas nas mesmas condi¢gdes anteriores e
apos esse tempo, o meio foi centrifugado a 4000xg por trés minutos, e o
sobrenadante descartado. O pellet contendo as células que estavam suspensas no
meio foi ressuspenso em PBS e reservado. A seguir procedeu-se o descolamento
das células aderidas & superficie de crescimento com solugéo de EDTA 2 mmol.L™ e
entdo lavadas duas vezes com PBS, a fim de que todas as células fossem
coletadas. As células soltas em EDTA, juntamente com o PBS das lavagens foram
submetidas a centrifugacao (4000xg por 3 minutos) e o pellet obtido foi ressuspenso
em PBS, o qual foi reunido ao pellet obtido na primeira centrifugagdo e mantidos em
banho de gelo até o momento da determinagdo da viabilidade celular (por periodo
nao superior a 20 minutos). O corante Azul de Trypan, preparado na concentragao

de 0,4% p/v em PBS, foi utilizado na propor¢do de 1:10 (corante:amostra) e as
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células contadas em camara de Neubauer em microscopio otico (OLYMPUS,
mod.KW1). O percentual de viabilidade da preparagédo foi calculado conforme a
equacao:

CV (%) =100 x (NC/NC + C)
Onde: CV, células viaveis; NC, células ndo coradas e C, células coradas pelo Azul
de Trypan. A viabilidade dos controles foi normatizada para 100%. Os ensaios foram
realizados no minimo trés vezes e sempre em duplicata. Nos experimentos controle,

o meio continha quantidades adequadas [0,1% (v/v)] de veiculo (DMSO).

5.7.5. Proliferacéo Celular

A proliferagdo celular foi quantificada através do método de MTT
(MOSMANN, 1983). Este método baseia-se na atividade metabdlica de células
viaveis, com o uso do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio (MTT),
formando um produto colorido (sal formazan, que € insoluvel em agua) (BERRIDGE
et al., 1996). As células (5 x 10° células/poco) foram plaqueadas em placas de 96
pocos e deixadas por 16 horas em estufa de CO, a 37°C para que aderissem. Em
seguida, o meio foi substituido por outro sem adigdo de SFB para que todas as
células estacionassem na fase Gy do ciclo celular. Apds 24 horas, o meio foi trocado
por outro, contendo SFB e as células prosseguiram incubadas por mais 24, 48 e 72
horas na presenga e na auséncia dos compostos em estudo. Foram utilizadas
diferentes concentracdes das maleimidas S2.1 e S2.2 (2,5 a 30 umol.L™") e dos
derivados da 4-AAP L1 e F1 (10 a 75 pumol.L™"). Nos controles, o meio continha
quantidades adequadas de veiculo (0,10% de DMSO (v/v)). Decorrido o tempo
determinado de tratamento das células, o0 meio contendo o composto em estudo foi

retirado adicionando-se, entdo, a solucdo de MTT (5 mg.mL™") em HBSS. Apods trés
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horas a 37°C em estufa de CO,, o sobrenadante foi retirado e o solvente DMSO foi
adicionado para solubilizar os cristais de formazan formados. A absorbancia da
solugdo resultante foi determinada em leitor de microplaca (Bio-Rad) utilizando filtro
de 550 nm com referéncia em 655 nm, onde o branco foi o DMSO. Os resultados
foram expressos em numero de células, que foi determinado através de uma curva
padrdao (numero de células x absorbancia) construida previamente ao experimento
de proliferagao celular, estabelecendo a relagao entre numero de células viaveis e a

quantidade de formazan gerado.

5.8. Adeséo Celular
5.8.1. Obtencéo das Moléculas de Matriz Extracelular

As proteinas da matriz extracelular utilizadas nos ensaios de adesao foram
purificadas no Laboratério de Matriz Extracelular do Departamento de Biologia
Celular, UFPR e gentiimente doadas pelo Professor Dr. Silvio Sanches Veiga. Foram
utilizadas: fibronectina, obtida a partir de plasma humano fresco (ENGVALL &
RUOSLAHTI, 1977; AKIYAMA & YAMADA, 1985); laminina, purificada a partir do
Sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) através de extragdo com EDTA e
posterior cromatografia em gel filtragdo e troca i6nica (PAULSSON et al., 1987) e
matrigel que foi purificado a partir do Sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS),
através de sucessivas precipitacdes com tampao Tris 50 mmol.L”" contendo 3,4
mol.L”" de NaCl (tampdo de alto sal), seguidas de tratamento com uréia para
solubilizagdo das proteinas e didlises para eliminagao da uréia (KLEIMAN et al.,

1986).
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5.8.2. Ensaios de Adeséo Celular

Os ensaios de adesao seguiram o protocolo descrito por SAIKI et al. (1989),
sendo a adesao celular quantificada através do corante cristal violeta. Os ensaios
foram realizados em placas de 96 pogos, as quais foram sensibilizados com
laminina, fibronectina ou matrigel na concentragao de 10 pg.mL'1 pelo periodo de 2
horas e para controle negativo foi utilizada uma solugédo de BSA 1% (p/v). As placas
foram entdo mantidas por 1 hora em estufa com 5% de CO, a 37°C e em seguida
colocadas por 12 horas a 4°C. A proteina ndo aderida foi aspirada e os pogos foram
lavados com PBS estéril. Adicionou-se, entédo, solugao estéril de PBS contendo 1%
de BSA e a preparacéo foi incubada durante 1 hora a 37°C em estufa com atmosfera
de 2% de CO,, para bloquear os sitios inespecificos. A placa foi, entdo, lavada com
meio sem soro e 5 x 10* células/poco foram acrescentadas em meio sem soro com
diferentes concentragées dos compostos maleimidicos S2.1 e S2.2 (2 a 10 umol.L™)
ou do derivado da 4-AAP L1 (5 a 40 umol.L™). A placa contendo as células foi entdo
incubada a 37°C por 2 h em estufa com atmosfera de 2% de CO.,, apds o que as
células ndo aderidas foram aspiradas e aquelas aderidas as moléculas protéicas na
placa foram fixadas em metanol por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds
esse tempo, adicionou-se a solugdo do corante cristal violeta (200 uL), preparado a
0,2% em etanol 2%. Apds 2 a 5 minutos, os pogcos foram exaustivamente lavados
(10 vezes com PBS) e, o corante eluido com 200 uL de solug&o de citrato de sédio
0,05 mol.L”" em etanol 50%, durante 10 minutos. A absorbancia foi determinada em
leitor de microplacas (Micro-Elisa Reader, Bio-Rad) utilizando filtro de 550 nm e a

adesao celular foi determinada como percentagem em relagédo ao controle.
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5.9. Estudo Morfolégico e Morfométrico
5.9.1. Microscopia Optica

As células B16-F10 (5x10°) foram cultivadas em laminulas de vidro (12 mm)
por 16 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. A seguir, foi adicionado os
compostos S2.1 e S2.2 nas concentracdes finais de 10 a 40 umol.L™" e L1 e F1, nas
concentracbes de 25 a 150 pmoI.L'1, seguindo-se incubacdo por 3 horas, nas
mesmas condi¢coes. Apos o tratamento com os compostos, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e fixadas com solu¢ao de paraformaldeido 2% por 30 minutos
a 4°C. As células foram, entdo, coradas por Giemsa (diluida 1:5), durante 8 minutos,
lavadas em agua destilada, desidratadas em solugdes crescentes de etanol (70 a
100%), diafanizadas em xilol e, entédo, as laminulas foram montadas sobre laminas
com Entellan. Os controles foram submetidos as mesmas condi¢gdes, sendo que o
meio de cultura utilizado continha a mesma quantidade do veiculo que as amostras
tratadas (0,1% de DMSO). As células foram observadas em microscopio (Olympus
BX40) e as imagens celulares foram adquiridas em aumento de 400x.

Para a analise morfométrica, foram analisadas as células tratadas com 20
umol.L™ do composto S2.2 em microscépio (Olympus BX40) e as imagens celulares
foram adquiridas em aumento de 400x , em tons de cinza, utilizando o “software”
Image-Plus versdo 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Diversos campos
das laminas foram utilizados e cerca de 400 células foram analisadas para cada
concentragdo do composto. O “software” utilizado para este estudo foi o ImageTool
versao 3.00 (Universidade do Texas, San Antonio, EUA) e os parédmetros
correspondentes a area, elongacgao e esfericidade foram analisados. Este programa

permite avaliar a area das células como o numero de pixels do poligono e
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posteriormente, este valor foi convertido em % para uma melhor avaliagdo da analise
(considerando o valor das células controle como 100%). A elongagao foi calculada
como a razao entre o comprimento do eixo maior e o comprimento do eixo menor.
Esta razédo corresponde a um valor maior ou igual a 1; sendo que se o resultado for
igual a 1, o objeto é totalmente circular ou um quadrado e quanto mais o valor é
maior que 1, mais elongado é o objeto. A esfericidade foi calculada como: (4 x 1T X
area)/perimetro®. O resultado € um valor entre 0 e 1. Quanto mais préximo de 1,
mais proximo de um circulo perfeito € o objeto e quanto mais distante de 1, mais

distante de uma forma circular esta o objeto.

5.9.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

Células B16-F10 (5x10°) foram plaqueadas sobre laminulas circulares
(Glass Técnica — Brasil) de 12 mm de diametro, contidas em placas de 24 pogos.
Apods permanecerem em estufa a 37°C, 5% CO, por 16 horas, o meio foi aspirado,
as laminulas com as células foram lavadas com meio MEM e expostas por 3 horas a
diferentes concentracdes dos compostos, diluidos em meio de cultura estéril, a partir
das solucdes estoque. Posteriormente as células foram lavadas cinco vezes com
tampao cacodilato 0,15M e fixadas com fixador Karnovski (KARNOVSKI, 1965) por 1
hora a 4° C, sendo entdo, lavadas 10 vezes com tampao cacodilato 0,15 mol.L™". As
células foram desidratadas com banhos subsequentes de 10 minutos com etanol 30,
50, 70 e 100%. As laminulas contendo as células foram transferidas para recipiente
apropriado, separadas uma da outra por meio de uma pelicula e submetidas a total
desidratacédo (ponto critico) (Crytical point dryer BAL-TEC, CPDO030). As laminulas
foram, entdo, montadas sobre suportes especificos por meio de adesivo e apos,

metalizadas com banho de ouro em equipamento Blazers Union (FL9496, SCDO030)
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e posteriormente analisadas em Microscoépio Eletronico de Varredura (MEV), marca
Philips (modelo SEM-505), no Centro de Microscopia Eletronica da UFPR (CME),

com a colaboragao da professora Dra. Célia Regina C. Franco.

5.9.3. Estudo da Organizacao do Citoesqueleto

O estudo da organizagao do citoesqueleto foi realizado através da técnica
de imunofluorescéncia, como descrito por KUSANO et al. (2000). Para o ensaio, as
células B16-F10 (5x10°) foram cultivadas em laminulas de vidro estéreis (12 mm de
didmetro). Apos 16 horas de crescimento, as células foram incubadas por 3 horas
em presenca de 30 pmol.L™' das maleimidas S2.1 e S2.2 e de 100 pumol.L" dos
derivados da 4-AAP L1 e F1. Nos experimentos controles, o meio de cultura continha
a mesma quantidade de solvente que as amostras tratadas (0,1% de DMSO). As
células foram entdo lavadas duas vezes com PBS e fixadas com solugdo de
paraformaldeido 2% em PBS por 30 minutos a 4°C. As laminulas foram incubadas
por 3 minutos com solugédo de glicina 0,1 mol.L™, preparada em PBS, lavadas com
PBS e entdo bloqueadas com PBS contendo 1% de BSA por 30 minutos a 25°C.
Apés trés lavagens com PBS, as laminulas foram incubadas com faloidina
conjugada com fluoresceina (FITC) (Molecular Probes) e DAPI (50 ng/ml) por 30
minutos. Apds este tempo, as laminulas foram lavadas cinco vezes com PBS,
montadas sobre l&minas utilizando fluormont-G® e observadas em microscopio
confocal de fluorescéncia (Nikon Eclipse 800). Imagens das células foram adquiridas
utilizando o aumento de 600x e software de captura de imagens Radiance 2100
(Bio-Rad). A faloidina € uma toxina proveniente do fungo Amanita phalloides, que se
liga especificamente as fibras de F-actina (LOW & WIELAND, 1974). O DAPI forma

um complexo estavel com a dupla fita de
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DNA, emitindo forte fluorescéncia azul com maxima emissao em 449 nm, permitindo

a visualizagao do nucleo (HAMADA & FUJITA, 1983).

5. 9.4. Microscopia de Fluorescéncia com Laranja de Acridina

Células B16-F10 (5x10°) plaqueadas sobre laminulas circulares (Glass
Técnica — Brasil) de 12 mm de diametro, contidas em placas de 24 pocos, foram
mantidas na estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO,, por 16 horas. Decorrido o tempo
determinado, o meio foi aspirado, as laminulas com as células foram lavadas com
meio MEM e expostas por 3 horas a 30 umol.L™" das maleimidas S2.1 e S2.2 ou de
100 pmol.L™" dos derivados da 4-AAP, L1 e F1, diluidas em meio de cultura estéril.
Posteriormente, a placa foi mantida em banho de gelo e as células foram lavadas
cinco vezes com PBS, sendo mantidas nesta solugdo. As laminulas foram retiradas,
uma de cada vez, colocadas em |aminas de vidro com as células voltadas para cima
e adicionadas de 25 uL de solugdo de laranja de acridina (AO) (5 mg/mL),
permanecendo em repouso por 10 minutos. A analise microscopica foi realizada em
microscopio de fluorescéncia Nikon (Nikon - Eclipse E8000, Sciences and
Technologies Group Instruments Division, Melville, USA) e as imagens foram
capturadas por sistema confocal (Confocal Scanning System Radiance 2100, Bio
Rad, Florida, USA) e analisadas com auxilio de software especifico (Laser Sharp
2000). O corante laranja de acridina tem maxima absorgédo entre 440 e 480 nm e
emissdo em 530 nm (verde para DNA) e 655 nm (laranja para RNA) (STOCKERT &

LISANTI, 1972; MILLOT et al., 1997; SHAPIRO, 1988).
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5.10. Citometriade Fluxo
A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a preseca de citocromo ¢ no
citoplasma das células B16-F10 e para a avaliagdo da citotoxicidade das imidas

ciclicas nestas células.

5.10.1. Deteccéo do Citocromo ¢

Para a detecgao do citocromo c, as células B16-F10 foram plaqueadas (2 x
10°) em placa de Petri (diametro de 5 cm) estéril e cultivadas por 12 horas em estufa
a 37°C e atmosfera de 5% CO,. Decorrido este tempo, as células foram expostas a
diferentes tempos (30 a 135 minutos) do composto S2.2 (30 umol.L™") diluido em
meio de cultura. Apds o tratamento, as células foram soltas, centrifugadas e lavadas
utilizando-se solugdo de PBS. Para a avaliagcdo da presenca de citocromo ¢ no
citoplasma, as células foram soltas e ressuspensas em solugéo de glicina 0,1M em
PBS por dois minutos para bloqueio de radicais aldeidicos e lavadas duas vezes
com PBS. Foram, entdo incubadas com PBS contendo BSA 1% (PBS/BSA 1%) e
10uM de digitonina por 30 minutos a 4°C sob agitagdo, para bloqueio dos sitios
inespecificos e permeabilizacdo da célula, respectivamente. Em seguida as células
foram incubadas com anticorpo anticitocromo c diluido em PBS/BSA 1%, contendo
digitonina, por 1 hora a 4°C. As células foram entao lavadas dez vezes com PBS e
bloqueadas novamente com solugdo PBS/BSA 1%, com digitonina, por 20 minutos.
Em seguida, as células foram incubadas durante 40 minutos com anticorpo
secundario (5ug/mL) (rabbit monoclonal anti-mouse IgG antibodies - FITC, Molecular
Probes, Oregon, EUA). As células foram entdo lavadas dez vezes com PBS e

ressuspensas em solucdo de PBS/paraformaldeido 1% (Electron Microscopy
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Sciences, Hatfield, United Kingdom) e mantidas a 4°C, em ambiente protegido da

luz.

5.10.2. Citotoxicidade dos Compostos Avaliada com Laranja de Acridina
Para a analise de citotoxicidade avaliada com laranja de acridina, as células
B16-F10 foram plaqueadas (2 x 10°) em placa de Petri (diametro de 5 cm) estéril,
seguindo-se a incubagao por 12 horas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO..
Decorrido este tempo, as células foram expostas por 3 horas aos compostos S2.1 e
S$2.2 (30 umol.L™"), L1 e F1 (100 umol.L™"), dissolvidos em meio MEM. Apds o
tratamento as células foram soltas, centrifugadas e lavadas utilizando-se solugao de
PBS e mantidas nesta solugéo, em banho de gelo. As células foram adicionadas de
solucdo de laranja de acridina (5 ug.mL™) e imediatamente analisadas em citdmetro
de fluxo, usando o filtro FL1.
O equipamento utilizado foi o Citdbmetro de Fluxo FACScalibur (Becton-
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) e para cada histograma

10.000 eventos foram analisados.

5.11. Determinacgéo do Potencial Elétrico Transmembrana (Ay) de Mitocondrias
in situ Células B16-F10

A determinagao do potencial elétrico de mitocéndrias in situ foi determinado
por citometria de fluxo utilizando como sonda a rodamina 123 (Rho123) (0,5 umol.L’
Y (VERMES et al., 2000; CASTEDO et al., 2002; GOTTLIEB & GRANVILLE, 2002;
KANUNFRE et al., 2004). As células B16-F10 foram plaqueadas (2 x 10°) em placa

de Petri (didmetro de 5 cm) estéril e deixadas em estufa, por 12 horas, a 37 °C e
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atmosfera de 5% de CO,. As células adicionou-se entdo solucdo de Rho 123, sendo
a marcacgao de fluorescéncia avaliada no citdbmetro de fluxo FACScalibur (Becton-
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) sendo que esta leitura
correspondia ao controle. As células marcadas, adicionou-se entdo, a solugdo das
imidas ciclicas de modo a obter 30 umol.L”" dos compostos S2.1 e S2.2 e 100
umoI.L'1 de F1 e L1. A cada 5 minutos, a preparacao foi avaliada em citdbmetro de
fluxo, durante 70 minutos. Como controle positivo, 10 pmol.L" de FCCP foi
adicionado em substituicdo as drogas estudadas. Para cada histograma 10.000

eventos foram analisados.

5.12. Crescimento Tumoral In vivo
As monocamadas células B16-F10 foram descoladas das garrafas de
cultura por tripsinizagdo e lavadas em PBS, sendo o numero de células ajustada
para 2,5 x 10° células.mL” em PBS. Desta suspensdo, 200 uL contendo 5 x 10°
células foi inoculado por via subcutanea (s.c.) na regiao dorsal dos camundongos.
Apds 24 horas da implantagdo das células tumorais B16-F10, os camundongos
foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com solugdes das maleimidas S2.1 e
S2.2 (30 umol.kg™") e dos derivados da 4-AAP L1 e F1 (50 pmol.kg™'). O esquema de
tratamento utilizado foi de uma unica dose, administrada (i.p.) 24 horas apos a
inoculagdo das células. Os animais do grupo controle foram inoculados com o
veiculo da droga (DMSO), em idénticas condig¢des.
Para a avaliagao final dos efeitos dos compostos nos animais tratados o
crescimento tumoral foi determinado através da determinacdo da massa dos

tumores nos dois grupos de animais. O experimento foi encerrado no 16° dia,
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quando entdo os animais foram sacrificados por anestesia com éter etilico. Os
tumores foram retirados, pesados e fotografados.

O percentual de inibicdo do crescimento do tumor foi calculado através da
seguinte férmula:

Percentual de Inibigdo (%) = 100 (A — B)/A,

onde: A, massa média dos tumores do grupo controle; e B, massa média dos
tumores do grupo tratado (BLASCHEK et al., 1992; REN et al., 1995).

Alternativamente, foram realizados outros experimentos utilizando diferentes
protocolos de tratamento: a) utilizando 3 doses de 30 umol.kg™" dos compostos S2.1,
S2.2 e 50 pmol.kg” de L1 e F1 nos dias 1, 2 e 3, apds a inoculagéo das células; b)
uma dose de 30 pmol.kg™” do composto S2.2 ou 50 pmol.kg™”" do composto L1 apds
10 dias a inoculagdo das células; c) usando uma dose de solugdo do agente
antineoplasico dacarbazina (57 umol.kg™” ) preparadas em seu respectivo solvente
associada a 30 umol.kg™ do composto S2.2. Em todos os casos os animais foram

sacrificados apos 16 dias e a avaliagao final foi realizada como descrito acima.

5.13. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica, sendo as repeticoes e
o tratamento avaliados. Os resultados dos ensaios in vitro foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA — duplo sem repeti¢do); e para avaliar as diferencas
entre os tratamentos e controle foi utilizado o teste de Tuckey que permite
estabelecer a diferengca minima significante entre duas médias. Os ensaios in vivo
foram avaliados estatisticamente através de analise de varidncia para duas amostras

e aplicacdo do teste T. Para os resultados obtidos por citometria de fluxo, foi
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utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov fornecido pelo software do equipamento. A

significancia foi definida como p < 0,05; p < 0,01 ou p < 0,001.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, foi inicialmente, desenvolvido um estudo envolvendo 18
compostos de imidas ciclicas de diferentes classes, dentre elas, as maleimidas (S2,
S2.1, S2.2 e S3) e derivados da 4-AAP (L1, F1,AL1, F1.14, F1.2), glutarimidas (S4,
S5, S6) e succinimidas sulfatadas (RO1, FA, FE, FE, MC, DMC), avaliando seus
efeitos sobre mitocéndrias isoladas de figado de rato, células de melanoma B16-
F10, macréfagos peritoneais e diferentes linhagens de bactérias (PRADO et al.,
2004 — em anexo). Resumidamente, os resultados obtidos mostraram que S3, S5 e
S6 causaram aumento no consumo de oxigénio na presenga (estado Ill) ou auséncia
(estado IV) de ADP, enquanto os outros compostos promoveram redugado neste
parametro, com diferentes intensidades de efeito. Todos os compostos testados
causaram decréscimo do coeficiente de controle respiratorio (CCR) e os compostos
S1, S2, S3, L1 e F1 demostraram atividade antibacteriana nas condigdes
experimentais e concentracdes utilizadas. Foi observado também, que a maioria dos
compostos testados reduziu a viabilidade celular tanto de macréfagos peritoneais,
como das células de melanoma murino.

A partir destes estudos iniciais, observou-se que 0s compostos
maleimidicos S2, S2.1 e S2.2 e os derivados da 4-aminoantipirina (4-AAP) L1, F1,
F1.14 promoveram os efeitos mais drasticos no consumo de oxigénio pelas
mitocondrias e apresentaram melhores efeitos antibacteriano e citotdxico, motivo
pelo qual foram selecionados para o prosseguimento dos estudos aqui

apresentados.
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6.1. Efeito dos Compostos Sobre o Metabolismo Mitocondrial

Os efeitos das fenilmaleimidas S2, S2.1 e S2.2 e dos derivados da 4-AAP,
L1, F1 e F1.14 sobre a cadeia respiratoria mitocondrial foram avaliados, uma vez
que ndo se tem dados disponiveis sobre o efeito destes compostos no metabolismo
celular. Sendo a mitocéndria uma organela central no metabolismo energético
celular, foram utilizadas mitocéndrias isoladas de figado de rato como modelo
experimental.

A Figura 14(A e B) demonstra os resultados obtidos nos estudos iniciais
realizados com estes compostos em que uma grande inibicdo do consumo de
oxigénio por mitocondrias isoladas, utilizando glutamato de s6dio como substrato
oxidavel, pode ser observada tanto para os compostos S2, S2.1 e S2.2, como para
os compostos L1 e F1. O perfil obtido nas analises polarograficas sugere um efeito

complexo sobre o estado lll, que é indicativo da inibicao do transporte de elétrons.

6.1.1. Efeito dos Compostos sobre a Velocidade Respiratoria em Mitocdndrias
Isoladas de Figado de Rato

Com a finalidade de melhor discriminar o efeito das imidas ciclicas sobre o
consumo de oxigénio, o experimento foi conduzido na presenga de baixas
concentragbes de um agente desacoplador, o FCCP. Nessa condicéo, é possivel
avaliar o transporte de elétrons através da cadeia respiratéria, operante em
velocidade maxima, sem a interferéncia dos parametros relacionados a fosforilagao
oxidativa.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 15 na qual observa-se
que o efeito exercido pelos compostos testados sobre o consumo de oxigénio, em

preparacdes mitocondriais desacopladas por FCCP, é dependente da dose utilizada.
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Verifica-se na figura 15A que as maleimidas causaram reducdo do
consumo de oxigénio em torno de 80% com a concentragdo de 40 pmol.mg™’ de
S2.2. Para S2 e S2.1, nesta mesma concentracao, as inibicbes observadas foram de
~70% e 60%, respectivamente. Nesta mesma dose, os derivados da 4-AAP, L1 e F1,
causaram redugao de ~50%, enquanto F1.14 n&o causou efeito significativo. Na
concentracédo de 80 umol.mg'1 de proteina, os trés compostos maleimidicos inibiram
totalmente o transporte de elétrons através da cadeia respiratoria e os compostos L1
e F1 reduziram ~90% o oxigénio consumido pelas mitocéndrias, enquanto para
F1.14 o efeito foi de menor intensidade (~60%). Esses efeitos mostraram-se, ainda,
dependentes do tempo (dados nao mostrados).

O decréscimo do consumo de oxigénio observado nestes experimentos pode
ser resultante de varios fatores, tais como:

a) o desvio de elétrons da cadeia respiratdria de forma direta, através de
reacdes de Oxido-redugao envolvendo as imidas ciclicas em estudo;

b) a inibicdo da atividade dos complexos enzimaticos pelos compostos e
consequente restricao parcial no fluxo de elétrons na cadeia respiratoria;

c) a restricdo parcial no fornecimento de elétrons a cadeia respiratéria por
afetar a metabolizacdo do substrato em etapa anterior a cadeia;

d) a inibicdo da atividade da ATPase;

e) a inibicao do translocador ADP*/ATP*;

f) a alteracao da fluidez da membrana mitocondrial interna, o que afetaria néo
apenas o fluxo de elétrons através da cadeia respiratéria como também a

translocacao de ions e sintese acoplada de ATP.
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Assim, algumas destas estas possibilidades foram avaliadas na presenca
dos compostos em estudo, com o intuito de melhor compreender a agcdo dessas

imidas ciclicas no metabolismo energético mitocondrial.

6.1.2. Determinacdo do Potencial Redox das Imidas Ciclicas Estudadas por
Voltametria Ciclica

O transporte de elétrons através da cadeia respiratéria mitocondrial
envolve reacdes de Oxido-reducdo que ocorrem devido a uma transferéncia de
elétrons de um composto doador (redutor) para um outro aceitador (oxidante). A
facilidade pela qual um composto (doador) doa seus elétrons para um composto
aceitador de elétrons é expressa quantitativamente como o potencial redox do
sistema, que é medido em volts. O redutor de um par de oxidagao-reducdao com
maior potencial negativo doara seus elétrons mais facilmente do que pares com
potenciais menos negativos ou potenciais positivos (HATEFI, 1985; CALHOUN et al.,
1994). Sabe-se que as substancias que participam na reacgdo total catalisada pela
cadeia respiratoria mitocondrial possuem valores de potencial de redugdo padrao
(E°") situado entre -0,320 V e +0,820 V vs ENH (Eletrodo Normal de Hidrogénio)
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

Considerando que uma das causas da redugdao do consumo de oxigénio
pelas mitocdndrias provocada pelos compostos imidicos testados, poderia ser o
desvio de elétrons de seu fluxo através da cadeia respiratéria mitocondrial, uma
avaliacdo dos seus potenciais redox tornou-se importante. Para tanto, utilizou-se a
técnica de voltametria ciclica (EVANS et al., 1983), com o objetivo de determinar o
valor do potencial padrao (E°') das imidas ciclicas.

A efetividade da voltametria ciclica resulta da sua capacidade de verificar o
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comportamento redox sobre uma ampla faixa de potencial (KISSINGER et al., 1983).
Basicamente, a técnica consiste da aplicagdo de uma voltagem ao eletrodo de
trabalho, variando-a linearmente de um valor inicial, E;, até um limite pré-
determinado, Ej,1 (conhecido como potencial de inversdo), onde a direcdo da
varredura é revertida (MABBOTT, 1983). O potencial redox dos compostos foi
determinado utilizando também a analise por voltametria de onda quadrada, que
corresponde a variacdo da leitura feita pelo equipamento paralelamente a
voltametria ciclica, na qual ndo se tem a reversao da direcdo da varredura,
aplicando-se potenciais entre -1,0 V a +1,0 V e usando padréao interno de ferroceno.
Os experimentos de voltametria ciclica dos compostos em estudo foram
realizados utilizando as mesmas concentracbes dos tampdes e pH utilizados
anteriormente com mitocondrias isoladas (Materiais e Métodos, item 5.5.2). Foram
analisadas as solugbes dos compostos em solvente ndo aquoso (DMSO) e na
mistura DMSO e meio de reacdo pH 7,4 (1:3 v/v), utilizando como controle os
solventes sem adicdo dos compostos. Diferentes eletrodos foram utilizados para as
analises, como o de platina, de carbono vitreo e de ouro, variando-se a voltagem e o
pulso aplicado na analise. A condi¢do utilizando o eletrodo de platina, pulso de 25
mV e frequéncia de 50 Hz, foi a que permitiu a analise de todos os compostos nos
diferentes solventes. Portanto, os potenciais redox das imidas ciclicas foram obtidos
nesta condicao experimental e os resultados estdo apresentados na Tabela 1.
Verifica-se um potencial de reducao altamente negativo para os compostos
analisados tanto por voltametria ciclica como por voltametria de onda quadrada. O
potencial redox dos compostos torna-se ainda mais negativo quando o DMSO foi o
solvente. Uma vez que o potencial negativo limite da cadeia transportadora de

elétrons na mitocondria é de -320mV, que corresponde ao NADH como doador de
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elétrons, nenhum dos compostos analisados na presente condicao experimental
seria capaz de promover retirada de elétrons da cadeia transportadora de elétrons ja
que os valores de potencial redox obtidos para os compostos avaliados foram abaixo
de -320mV, sendo que o potencial redox menos negativo obtido foi -487 mV para o

composto S2 quando analisado no solvente DMSO e tampéao.

ANALISE ELETROQUIMICA DAS IMIDAS CICLICAS

Compostos Eir (MV) Eiz (MV)
(DMSO) (DMSO + meio reacao)
SW CcVv SW CcVv
S2 -1031,5 -1037,0 -487 -542,5
S2.1 -1027,5 -1105,5 -587 -612
S2.2 -1017,0 -1018,5 -553 -588
L1 -1060,0 -1090,5 -644 -592,5
F1 -1072,0 -1102,0 -589 -503,5

Tabela 1 - Valores de E;, (potencial redox) obtidos para os compostos S2, S2.1,
S2.2, L1 e F1, utilizando eletrodo de referéncia de Ag+/AgCl. O padrao interno
utilizado foi o ferroceno e os valores obtidos foram corrigidos para eletrodo normal de
hidrogénio (NHE). Os valores de E4, apresentados na tabela foram obtidos utilizando a
analise por voltametria ciclica (CV) e onda quadrada (SW). Para andlise, os compostos

foram dissolvidos em DMSO puro ou mistura de DMSO + meio de reacéo pH 7,4 (1:3 v/v).
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Pela analise dos voltamogramas obtidos, foi possivel observar que o
processo de oxidacao sofrido pelos compostos analisados nao é reversivel e conclui-
se que, neste meio reacional sobre uma superficie de platina, estes compostos nao
sofrem reducdo. Ao contrario, mostraram-se como compostos potencialmente
redutores, descartando-se assim a possibilidade de agirem desviando elétrons da

cadeia respiratoria diretamente.

6.1.3. Efeito das Imidas Ciclicas sobre a Atividade das Enzimas Relacionadas a
Cadeia Respiratéria Mitocondrial

Com a finalidade de melhor esclarecer a diminuicdo do consumo de
oxigénio por mitocdndrias isoladas (Figuras 14 e 15), foram investigados os efeitos
das imidas ciclicas sobre a atividade dos segmentos da cadeia respiratoria,
utilizando-se para tal, preparacdes de mitocéndrias rompidas. Foram avaliados: o
segmento da NADH oxidase, que compreende toda a cadeia, do NADH ao oxigénio;
a NADH desidrogenase, atividade enzimatica que pertence ao complexo |; a NADH-
citocromo c redutase, que abrange os complexos | e lll; o segmento da succinato
oxidase, que corresponde ao transporte de elétron do complexo Il ao oxigénio; a
succinato desidrogenase, componente do complexo Il; a succinato-citocromo ¢
redutase, abrangendo os complexos Il e lll, e a citocromo c oxidase, que
corresponde ao complexo IV.

Nas Tabelas 2 e 3 observa-se os efeitos dos derivados da 4-AAP (L1, F1,
F1.14) sobre os complexos enzimaticos da cadeia respiratdria. Na Tabela 2 os
resultados estao descritos como percentagem de atividade, enquanto a Tabela 3
apresenta os percentuais de inibicdo causados pela maior dose testada (120

umol.mg-" proteina). O segmento NADH oxidase foi inibido significativamente pelos
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compostos L1 e F1 nas concentragbes de 80 e 120 umol.mg'1 de proteina
mitocondrial (Tabela 2), sendo que a intensidade do efeito foi semelhante para os
dois compostos, sendo observada uma inibicdo de ~30%, na maior concentragao
(Tabela 3). O composto F1.14 n&o causou qualquer efeito sobre a NADH oxidase.

Verifica-se, ainda, que os derivados da 4-AAP, nesta concentracéao,
inibiram estatisticamente, a NADH desidrogenase e a NADH citocromo c redutase,
de modo que, a inibicdo de ~25% sobre a NADH desidrogenase causada pelos
compostos L1 e F1 (Tabela 3) pode justificar integralmente a inibigdo observada na
NADH oxidase. Uma vez que a inibicdo causada sobre a atividade da NADH
citocromo c redutase foi de semelhante magnitude, pode-se sugerir que um sitio de
acao de L1 e F1 localiza-se no complexo | da cadeia respiratéria. Vale destacar que
a inibicdo observada sobre a NADH oxidase (~30%) € muito inferior aquela
observada em mitocondrias respirando na presenga de FCCP (~90%), resultado que
sugere que os compostos L1 e F1 exercem outros efeitos além da inibicdo direta dos
complexos da cadeia respiratéria, permanecendo a ser esclarecido os efeitos destes
derivados sobre a glutamato desidrogenase.

O transporte de elétrons gerado a partir da oxidagdo do succinato foi
parcialmente inibido pelos compostos L1, F1 e F1.14, em todas as concentragdes
(Tabela 2),com diferentes intensidades de efeito. Na concentracdo de 120 pmol.mg™
proteina, pode-se observar que a succinato oxidase foi inibida em 67, 85 e 33%,
respectivamente aos compostos L1, F1 e F1.14 (Tabela 3). O envolvimento do
complexo |l da cadeia respiratoria neste resultado € visualizado pela inibicado da
succinato desidrogenase de 46, 30 e 38%, respectivamente a estes compostos. A
Tabela 3 mostra ainda, que os compostos L1 e F1 inibiram a succinato-citocromo ¢

redutase em 59 e 79%, respectivamente, percentual de inibicdo que foi superior
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aquele obtido sobre a atividade da succinato desidrogenase (46 e 30%,
respectivamente aos compostos). Analisando os resultados de forma integrada,
pode-se fazer algumas consideragdes. A inibicado da succinato-citocromo c redutase
por L1 (59%) e F1 (79%) permite sugerir um envolvimento dos complexos Il e Ill no
efeito. De fato, estes compostos inibiram também a succinato desidrogenase, um
dos componentes do complexo I, porém, um efeito sobre o complexo Ill ndo é
compativel com as inibicbes observadas sobre a NADH oxidase, NADH
desidrogenase e NADH-citocromo c redutase. Portanto, pode-se propor que os
efeitos inibitérios de maior magnitude observados sobre a succinato-citocromo ¢
redutase, em relagdo a succinato desidrogenase, envolvam, além da succinato

desidrogenase, uma interagdo com os centros Fe-S presentes no complexo |I.

TABELA 3- COMPARACAO DOS EFEITOS ENTRE OS DERIVADOS DA 4-AAP
ESTUDADOS, NA CONCENTRACAO DE 120 pmol.mg-' proteina, SOBRE AS
ATIVIDADES ENZIMATICAS DA CADEIA RESPIRATORIA

Enzima % de inibicao
Compostos L1 F1 F1.14

NADH oxidase 29* 30* 10
NADH desidrogenase 25* 24* 12*
NADH cit c redutase 20* 24* 13*
Succinato oxidase 67* 85* 33*
Succinato desidrogenase 46* 30* 38*
Succinato cit ¢ redutase 59* 79* 33*
Citocromo ¢ Oxidase 0 0 0

Valores de inibigdo (%) da atividade das enzimas, de acordo com os apresentados
na tabela 2. *p < 0,05
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De acordo com os resultados, pode-se observar que dentre os derivados
da 4-AAP, os compostos L1 e F1 foram aqueles que causaram maior efeito inibitério
nos complexos enzimaticos da cadeia respiratéria, o que esta de acordo com a
inibicdo causada sobre o consumo de oxigénio (Figura 15). Assim, observa-se que a
presenca de um grupamento cloro fenil, no anel imidico de F1.14 (Figura 12), reduz
a intensidade dos efeitos observados sobre os sistemas avaliados até o momento.

Perfil de inibicdo semelhante foi obtido com os compostos S2, S2.1 e S2.2,
porém com magnitude de efeito superior aos causados pelos derivados da 4-AAP.
Nas Tabelas 4 e 5 pode-se observar que esses compostos causaram inibicao
significativa sobre os complexos da cadeia respiratéria, exceto sobre a citocromo ¢
oxidase, a qual nao foi inibida por nenhuma das imidas ciclicas estudadas.

O segmento NADH oxidase foi inibido em 45, 36 e 52%, respectivamente,
pelos compostos S2, S2.1 e S2.2, na maior concentracdo utilizada (120 pmol.mg”
proteina) (Tabela 5). O envolvimento do complexo | da cadeia respiratéria é
evidente, uma vez que esses compostos inibiram a atividade da NADH
desidrogenase em 41, 37 e 20% (Tabela 5), respectivamente para S2, S2.1 e S2.2.
Os compostos S2 e S2.1 também inibiram o segmento NADH citocromo c¢ redutase
(44, 36%, respectivamente), indicando que o sitio de inibigdo restringe-se ao
complexo I. Porém, o sitio de inibigdo do composto S2.2 n&o se restringe somente
ao complexo |, pois o segmento NADH citocromo c redutase teve sua atividade
reduzida em 52% (Tabela 5), indicando que uma inibicdo também ocorre no
complexo lll. Assim, tal como discutido para os derivados da 4-AAP, a inibicao
causada na NADH oxidase € inferior a causada no consumo de oxigénio pelas
mitocdndrias desacopladas, o qual foi completamente inibido, sugerindo, novamente,

que outros parametros, além das inibicdes dos complexos enzimaticos envolvidos no
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transporte de elétrons, podem estar envolvidos.

Os efeitos causados pelas maleimidas S2, S2.1 e S2.2 sobre o transporte
de elétrons do succinato ao oxigénio, isto é, na succinato oxidase estao
apresentados na Tabela 4 onde se observa que sdo dependentes da concentragao
empregada. Para melhor comparagéo, os percentuais de inibigdo obtidos com estas
maleimidas, na concentracdo de 120 umol.mg’ proteina, foram agrupados na
Tabela 5. Observa-se que os compostos S2 e S2.2 inibiram em ~90% este
segmento da cadeia transportadora de elétrons, enquanto S2.1 causou inibicao de
69%.

TABELA 5- COMPARACAO DOS EFEITOS ENTRE AS MALEIMIDAS ESTUDADAS, NA
CONCENTRAGAO DE 120 pmol.mg-* proteina, SOBRE AS ATIVIDADES ENZIMATICAS
DA CADEIA RESPIRATORIA

Enzima % de inibicao
Compostos S2 S2.1 S2.2
NADH oxidase 45* 36" 52*
NADH desidrogenase 41* 37 20*
NADH cit ¢ redutase 44* 36* 52*
Succinato oxidase 86* 69* 88*
Succinato desidrogenase 52* 29* 43*
Succinato cit c redutase 82* 57* 80*
Citocromo ¢ Oxidase 0 0 0

Valores de inibigdo (%) da atividade das enzimas, de acordo com os apresentados

na tabela 4. *p < 0,05
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A succinato desidrogenase, assim como a succinato citocromo c redutase,
também foram inibidas, sugerindo que a agao desses compostos poderia envolver
os complexos Il e lll da cadeia respiratéria. Contudo, considerando os efeitos
observados sobre a NADH oxidase e NADH-citocromo c¢ redutase, os quais sado
completamente justificaveis pela inibicado da NADH desidrogenase, um efeito sobre o
complexo lll poderia ser descartado para os compostos S2 e S2.1. Assim, a exemplo
do que foi sugerido para F1, a possibilidade de interacdo dos compostos S2 e S2.1
com os centros Fe-S do complexo Il, ndo pode ser ignorada. Para o composto S2.2,
verifica-se (Tabela 5) que a inibicdo da NADH citocromo c¢ redutase (52%) é maior
que da NADH desidrogenase (20%), assim como a inibigdo da succinato citocromo ¢
redutase (80%) também & maior que da succinato desidrogenase (43%). Estes
resultados sugerem uma inibicdo no complexo lll, ndo se descartando, porém, a
possibilidade deste composto estar interferindo também com os centros Fe-S.

Vale ainda destacar que os compostos S2 e S2.2 apresentaram inibicdes
de maior magnitude que o composto S2.1, sugerindo que a presencga do grupo metil
(-CHj3) substituinte no anel fenil deste composto (Figura 12) reduz sua capacidade de
inibir esses complexos enzimaticos. Outro aspecto € que, apesar das diferentes
intensidades de efeitos observadas até o momento, entre os compostos estudados,
aparentemente, os sitios de acdo nos segmentos da cadeia respiratoria foram
semelhantes para todos eles, sugerindo a importancia do anel imidico, presente

nestes compostos.
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6.1.4. Efeito das Imidas Ciclicas sobre o Complexo F;F, — ATPase

O efeito das imidas ciclicas foi avaliado também sobre a atividade do
complexo F4F, ATPase (ATP sintase). O componente F, deste complexo enzimatico
encontra-se inserido na membrana interna, através de polipeptidios hidrofébicos
presentes em sua estrutura, que constituem um canal de prétons, possibilitando sua
passagem do espacgo intermembranas para a matriz mitrocondrial. O componente F4
€ responsavel pela sintese de ATP, acoplada ao transporte de elétrons, ou pela sua
hidrélise, quando ha a presenca do nucleotideo e auséncia de substratos para a
cadeia respiratoria (NICHOLLS & FERGUSON, 2002). A interagéo entre F1 e F, &
mantida pelas subunidades a, b e OSCP(5), sendo esta ultima sensivel a
oligomicina. Essas proteinas associam-se aos componentes F, e F4 do complexo
enzimatico, auxiliando a regular a permeabilidade da membrana mitocondrial interna
a protons e garantindo a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa (NICHOLLS &
FERGUSON, 2002).

De acordo com a teoria quimiosmotica de MITCHELL (1961), o transporte
de elétrons pela cadeia respiratoria mitocondrial gera um gradiente eletroquimico de
prétons no espaco entre as membranas interna e externa, com a consequente
formagdo de uma forga proton motriz (Ap) que é utilizada pela ATP sintase para a
sintese de ATP.

De modo geral, agentes quimicos que impedem, seletivamente, a utilizagao
da energia quimica derivada do transporte de elétrons para a fosforilagdo do ADP
em ATP, sao definidos como desacopladores. Este aspecto distingue os
desacopladores dos inibidores da fosforilagdo oxidativa, como por exemplo, a
oligomicina, que liga-se ao componente OSCP do complexo F4F, ATPase, ou o

atractilato, que inibe o translocador ADP/ATP (TZAGOLOFF, 1982). Desta forma,
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agentes desacopladores, translocadores de prétons ou protonéforos aumentam a
condutancia de prétons através da membrana, desfazem o gradiente eletroquimico,
dissipam a forca préton motriz, bloqueando a sintese de ATP, em virtude do
desacoplamento entre o sistema gerador de AuH" (forga proton motriz) e a H -
ATPase (NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Como resultado, ocorre prejuizo da
fosforilagdo do ADP em ATP, que é correspondente a um decréscimo no numero de
mol de fosfato inorganico convertido para a forma ligada organicamente por atomo
de oxigénio consumido, isto € a razdo P/O tende a zero na presenga de substrato,
enquanto a respiracédo continua. Como consequéncia, o componente F4 do complexo
enzimatico passa a hidrolisar o ATP, ao mesmo tempo em que ocorre a extrusao de
prétons através do componente F,. Sendo assim, em mitocéndrias acopladas a
atividade ATPasica € baixa e aumenta quando da presenca de desacopladores
(HEYTLER, 1997).

Face aos efeitos inibidores do consumo de oxigénio em presenga de ADP,
a possibilidade de uma acéo inibitéria sobre a ATPase causada pelos compostos em
estudo ndo poderia ser ignorada. Além disso, uma avaliagdo dos efeitos das imidas
ciclicas sobre a atividade da ATPase mitocondrial permitiria verificar possiveis
efeitos da droga diretamente sobre a enzima ou sobre a permeabilidade a H* da
membrana mitocondrial. Portanto, este complexo enzimatico foi avaliado em trés
condigbes experimentais: a) em mitocdndrias rompidas por congelamento, condigéo
em que se pode avaliar um efeito mais direto dos compostos sobre a atividade da
enzima, uma vez que a membrana rompida facilita o acesso das drogas e na qual o
translocador de adenina ndo € funcional; b) em mitocondrias de figado de rato
intactas, em que pode-se visualizar a acdo desacopladora de um composto, isto €, a

sua interferéncia na permeabilidade da membrana a H*, de modo que, nesta
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condigdo, o translocador de adenina esta funcional; ¢) em mitocbndrias intactas
tratadas com o desacoplador classico, FCCP, que permite uma visualizacdo dos
efeitos somatorios aos desse desacoplador e na qual o translocador de nucleotidios
de adenina ainda é funcional.

Os resultados de tais experimentos estdo apresentados na Figura 16
(A,B,C) para os compostos L1, F1 e F1.14 e na Figura 17 (A, B, C) para os
compostos S2, S2.1 e S2.2, respectivamente. L1 e F1 (Figura 16 A e B) inibiram a
atividade ATPasica em mitocOdndrias rompidas. As concentracdes de 60, 80 e 120
umol/mg proteina destes compostos, causaram efeitos que variaram entre 10 e 32%,
indicando que, além da inibicdo do transporte de elétrons ja comentada
anteriormente, um efeito direto sobre a atividade da ATP sintase contribuiria para a
reducdo da velocidade respiratoria observada. O maior efeito inibitério foi causado
pelo composto L1, enquanto o composto F1.14, nas condi¢cbes experimentais
usadas, ndo causou efeito estatisticamente significativo sobre esta atividade
enzimatica (Figura 16 C). Vale destacar, entretanto, que nesta condi¢cao
experimental foram utilizadas preparacées de mitocéndrias rompidas onde o acesso
dos compostos a enzima é favorecido, como ja comentado.

Na preparacdo de mitocdndrias intactas, os compostos L1 e F1
estimularam a atividade hidrolitica da ATPase (Figuras 16 A e B). Na maior dose
(120 umol/mg de proteina), F1 estimulou a hidrolise de ATP em 20% e L1 exerceu
esta atividade de modo dose dependente, estimulando em 160% a atividade
ATPasica, com 120 umol/mg de proteina, resultados que sugerem um efeito
desacoplador destes compostos, nas concentragdes testadas. Considerando que

nestas preparagdes o translocador de nucleotideos de adenina é funcional, pode-se
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propor que estas imidas ciclicas nao interferem de forma importante na atividade
deste translocador. Diferente de L1 e F1, o composto F1.14 nao teve qualquer efeito
sobre a atividade ATPasica nestas condicbes experimentais. Tais resultados, mais
uma vez, demonstram a complexidade dos efeitos exercidos por estes compostos,
0s quais também inibiram o estado IIl da respiragdo mitocondrial (Figura 15).

O efeito destes compostos imidicos foi também avaliado em mitocondrias
desacopladas por FCCP, pois € amplamente conhecido que o excesso ou a
combinagao simultdnea de agentes desacopladores pode resultar em velocidades
sub-maximas de alguns parametros mitocondriais, como a velocidade da hidrdlise de
ATP (KRAAYENHOLF & VAN DAM, 1969) e/ou do consumo de oxigénio. Nesta
situagcdo experimental, os compostos F1 e F1.14 (Figura 16 B e C) ndo exerceram
efeito sobre a atividade ATPasica. Ja, o composto L1 (Figuras 16 A) causou reducao
da atividade de hidrdlise do ATP, na ordem de ~20%, com a concentragao de 120
umol/mg proteina. Assim, quanto ao efeito desacoplador, os compostos F1 e F1.14
nao exerceram uma agao somatoria a do FCCP.

O mesmo tipo de estudo foi aplicado aos compostos S2, S2.1 e S2.2. Os
compostos S2 e S2.2 reduziram a atividade ATPasica em mitocdndrias rompidas
(Figura 17 A e C), a partir da concentragdo de 40 umol.mg™' proteina, enquanto S2.1
(Figura 17 B) exerceu este efeito a partir de 60 pmol.mg” proteina. Este efeito
inibitdrio observado variou entre 22 e 34%, com a concentragdo de 120 umol.mg™
proteina. Como ja discutido, este resultado sugere a possibilidade de que, parte da
inibicdo do consumo de oxigénio no estado lll seja decorrente desta agao inibitdria

causada por estes compostos sobre esta enzima.
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Porém, em preparagbes de mitocdndrias intactas, observou-se que os
compostos S2, S2.1 e S2.2 estimularam a atividade hidrolitica da ATPase (Figura 17
A, B, C). O efeito ocorre de modo dose dependente e, na maior concentragao
utilizada (120 pmol.mg™ de proteina), o estimulo observado foi de 110, 90 e 100%,
respectivamente para os compostos citados. Portanto, os compostos S2, S2.1 e
S2.2, a exemplo de L1 e F1, possuem também uma acdo desacopladora, além
daquela inibitéria do transporte de elétrons. Este estimulo na atividade ATPasica
observado em mitocéndrias intactas, interpretado como efeito desacoplador, ocorre
na mesma faixa de concentracdo em que a inibicdo do transporte de elétrons é
observada e deve prevalecer sobre a atividade desacopladora, razdo pela qual um
estimulo no estado IV n&o foi observado nos experimentos de consumo de oxigénio.

Foi avaliado também o efeito de S2, S2.1 e S2.2 em mitocondrias
desacopladas por FCCP, ja que pode-se observar velocidades sub-maximas de
alguns parametros mitocondriais em caso de excesso ou combinagdo simultanea de
agentes desacopladores, assim como citado anteriormente. Os compostos S2, S2.1
e S2.2 causaram discreta reducado da atividade de hidrolise do ATP nesta condigao
experimental, que foi da ordem de 18 a 25% (Figuras 17 A, B, C), com a
concentragdo de 120 umol.mg™' proteina, o que, de acordo com KRAAYENHOF &
VAN DAM (1969), pode ser resultado da associagao dos efeitos dessas drogas com
aqueles do desacoplador FCCP presente no sistema, gerando os valores sub-
maximos do efeito.

Apesar das diferengas nas magnitudes dos efeitos, as imidas ciclicas
estudadas exerceram o mesmo tipo de ag¢ao nos sistemas experimentais utilizados,
da mesma forma como foi observado para os efeitos sobre os complexos

enzimaticos da cadeia respiratéria.
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6.1.5. Efeitos das Imidas Ciclicas sobre o Potencial Elétrico de Membrana (A¥)

A forga préton motriz (Ap), responsavel pela sintese de ATP, € constituida
pelo ApH, resutante da diferenga na concentracao de prétons através da membrana
mitocondrial e o AY (potencial elétrico de membrana), decorrente da diferenca de
cargas entre o espaco intermembranas e a matriz, que sao separadas pela
membrana mitocondrial interna (NICHOLLS & FEGURSON, 2002). O AY¥Y
mitocondrial é reduzido quando o metabolismo energético € rompido, notoriamente,
durante a apoptose. A citometria de fluxo pode ser usada para estimar o potencial
elétrico em células eucaridticas, em mitocbndrias isoladas e in situ, quando na
presenca de corantes cationicos lipofilicos como as cianinas e a rodamina 123
(BERNARDI et al., 2001; FULLER & ARRIAGA, 2003; SHAPIRO 1988; 2000).

Neste trabalho, os efeitos das imidas ciclicas sobre o potencial elétrico de
membrana (AY), em mitocondrias isoladas de figado de rato, foram avaliados por
citometria de fluxo (FACS), utilizando como sonda, a rodamina 123 (Rho123). Este
corante lipofilico catiénico fluorescente distribui-se no compartimento mitocondrial de
acordo com a equacgao de Nernst, emitindo fluorescéncia verde, medida na regiao de
530 nm (FL1), que é proporcional a quantidade absoluta de Rho123. Assim, a
reducao na fluorescéncia esta relacionada com a despolarizagéo, ou seja, a perda
do potencial da membrana mitocondrial interna (SARIS, et al., 2004; LECOUER, et
al, 2004; LOPEZ-MEDIAVILLA et al., 1989; HEIDEN, et al., 1997; MEDINA et al.,
2002; VERMES et al., 2000). A fim de validar a metodologia e ao mesmo tempo
obter o valor maximo de reducdo no AY na condicdo experimental utilizada, foi

usado como controle positivo, o desacoplador classico, FCCP, o qual causou
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colapso do potencial elétrico de membrana (AY), reduzindo em 80% o numero de
mitocdndrias polarizadas (Figura 18).

Os efeitos causados pelos derivados da 4-AAP L1, F1 e F1.14 sobre o
potencial elétrico de membrana (AY) em mitocOndrias isoladas de figado de rato
estdo apresentados na Figura 18 (A,B,C). Pode-se observar que todos os compostos
desta classe foram capazes de causar redugao no AY¥, que variou entre 11 e 57%,
dependento da concentracdo e do composto utilizado. O composto a causar maior
colapso do AY foi F1, o qual reduziu em 57% (Figura 18 B), quando usado na
concentracdo de 250 pmol.mg’ proteina, comparado com o controle. Em
contrapartida, o menor efeito foi causado pelo composto F1.14 , na concentracao de
80 umol.mg™' proteina (11%) (Figura 18 C). Estes resultados concordam com todos
os demais obtidos até o momento, em que F1.14 causou menor intensidade de
efeitos em todos os sistemas experimentais utilizados. Vale destacar que o efeito de
maior intensidade causado pelo composto F1, na concentracdo de 250 umol.mg'1
proteina, corresponde a 71% do efeito causado pelo FCCP (10 pumol.L"), nas
mesmas condi¢des experimentais.

A Figura 19 apresenta os efeitos das maleimidas S2, S2.1 e S2.2 sobre o
potencial elétrico de membrana em mitocdndrias isoladas de figado de rato,
determinado por citometria de fluxo, usando a Rho 123 como sonda e o succinato
como substrato. Todas as concentracdes testadas (40 a 250 pmol.mg™” proteina)
interferiram no valor do AY das preparagdes mitocondriais usadas entre 43 e 72%
em relacdo ao controle utilizado, com quantidade equivalente de DMSO. Contudo,
nao houve diferenca significativa entre as concentracdes de 40 a 80 umol.mg™' de

proteina mitocondrial.
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A concentragdo de 250 pmol.mg’ de proteina causou maior queda no
potencial formado num efeito de magnitude entre 67, 71 e 72% para os compostos
S2.1, S2 e S2.2, respectivamente (Figura 19, A-C), quando comparados com o
controle. Portanto, os efeitos entre os compostos desta classe sdo de similar
magnitude, embora nenhum dos compostos avaliados tenham causado colapso total
do AY, contrastando ao que ocorre com o FCCP (Figura 19). A maior concentragéo
testada (250 pmol.mg' de proteina), atingiu ~90% do efeito causado pelo
descoplador classico FCCP.

A comparacdo da magnitude dos efeitos causados pelos derivados da 4-
AAP (L1, F1 e F1.14) e pelas maleimidas (S2, S2.1 e S2.2) (Figura 20) mostra que
as maleimidas causam efeitos mais drasticos sobre o potencial elétrico de
membrana (AY), embora haja pouca diferenca de efeito entre estas. Dentre os
derivados 4-AAP, o composto F1 causou o efeito mais acentuado.

O colapso do AY pode decorrer tanto da restricao no fluxo de elétrons,
quanto de um efeito desacoplador (NICHOLLS & FERGUSON, 2002), ambos
demonstrados para os compostos. Realmente, o efeito observado sobre o potencial
enzimas da cadeia transportadora de elétrons, principalmente sobre o segmento
entre o complexo Il e Ill da cadeia respiratéria, o qual utiliza como substrato o
succinato. A drastica reducdo no AY causada pelas maleimidas (59%, na
concentragdo de 120 pumol.mg™ de proteina) estd de acordo com a forte inibigao

(88%) observada na succinato oxidase (Tabela 3).
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Contudo, considerando o estimulo causado por estes compostos na
atividade ATPasica avaliada em mitocondrias integras (Figuras 16 e 17), um efeito
desacoplador ndo pode ser descartado e portanto, o decréscimo no potencial
observado poderia resultar de uma somatdria de efeitos. Neste aspecto vale
destacar a natureza lipofilica, somada a possibilidade destes compostos adquirirem
sua forma acida correspondente decorrente de hidrélise, o que permitiria a
dissociagcao de prétons da sua estrutura, podendo causar o mesmo efeito dos

desacopladores classicos.

6.2. Efeitos das Imidas Ciclicas Sobre as Células de Melanoma Murino B16-F10

A avaliacdo dos efeitos das imidas ciclicas sobre as células B16-F10 foi
realizada com os compostos derivados da 4-AAP L1 e F1, uma vez que os efeitos
de F1.14 sobre o metabolismo mitocondrial foram de menor intensidade que o de
seus congéneres. Dentre as fenilmaleimidas, o estudo foi conduzido com os
derivados S2.1 e S2.2, pois o composto S2, apesar de ter exercido efeitos
potencialmente semelhante aos compostos de estrutura relacionada, nao
apresentou solubilidade aceitavel nos sistemas experimentais utilizados nesta

avaliacao.

6.2.1. Efeito do Composto S2.2 no Consumo de Oxigénio pelas Células B16-
F10 Permeabilizadas com Digitonina

Os resultados obtidos até aqui mostram que os compostos em estudo
interferiram de forma complexa no metabolismo energético mitocondrial. Com a
finalidade de verificar se os efeitos estariam presentes em outros modelos

experimentais, utilizou-se células de melanoma murino B16-F10 permeabilizadas
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com digitonina na concentracédo de 10 umoI.L'1. Esta dose mostrou-se adequada
para permeabilizar a membrana plasmatica, sem interferir na integridade da
membrana  mitocondrial. Nestas condigdes experimentais, as células
permeabilizadas apresentaram um bom controle respiratorio (> 4,0), determinado na
presenca de FCCP (estado lll) e de oligomicina (estado V).

Observa-se que o composto S2.2 (Figura 21) causou acentuada redug&o no
consumo de oxigénio pelas células, de modo dose dependente, sendo que a
concentracao de 50 umoI.L'1 do composto promoveu a reducédo de 90% no consumo
de oxigénio pelas células. Este resultado esta em concordancia com aqueles obtidos

utilizando mitocdndrias isoladas de figado de rato.

6.2.2. Efeitos das Imidas Ciclicas na Viabilidade das Células B16-F10

Os experimentos, cujos resultados sdo apresentados a seguir, tiveram por
finalidade avaliar o efeito das imidas ciclicas sobre a viabilidade celular, uma vez que
a mitocOndria desempenha papel fundamental na manutencdo deste parametro.
Nesta série de experimentos foi utilizado o ensaio de viabilidade baseado na
exclusao do corante vital Azul de trypan, por células viaveis. Células apoptdticas
retém sua integridade de membrana por algum tempo apds o inicio do processo
apoptético, sendo que a perda desta integridade ocorre somente nos estagios finais
do processo (McGAHON et al., 1995). Portanto, por esta metodologia, células que se
encontram nos primeiros estagios da apoptose poderdo ser contabilizadas como

células viaveis.
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O efeito dos compostos derivados da 4-AAP (L1 e F1) sobre a linhagem de
células de melanoma murino esta apresentado na Figura 22A, tendo sido utilizado o
tempo de 4 horas de exposicdo aos compostos, nas concentragdes finais de 25; 50;
100; 150 e 200 umol.L™".

Pode-se observar que a reducao da viabilidade celular ocorreu de modo
dose dependente, sendo que a concentragcdo de 50 umoI.L'1 de L1 reduziu a
viabilidade em aproximadamente 40%. A concentragdo de 150 umol.L”" de L1 ou
200 umoI.L'1 de F1 promoveram efeitos mais drasticos, permanecendo apenas 10%
de células viaveis. A redugao total da viabilidade foi obtida usando 200 umol.L™" de
L1. E interessante notar que nenhuma das concentracdes usadas de F1 causou este
mesmo efeito. A reducdo de 50% da viabilidade (ID50) ocorreu com,
aproximadamente, 75 pmol.L”" de L1 e 150 umol.L™ de F1, no tempo testado. As
concentracdes de 25 pmol.L™" de L1 ou 25 e 50 umol.L™" de F1 ndo apresentaram
efeito na viabilidade das células B16-F10 (Figura 22A).

Estes resultados mostram que o composto L1 é citotdxico para as células de
melanoma murino B16-F10, a partir de 50 umol.L™, enquanto F1 apresenta
citotoxicidade a partir de 100 pmol.L™" (Figura 22 A). Isto pode ser resultado da
modificagao estrutural em F1, que contém 2 atomos de cloro ligados diretamente ao
anel imidico, enquanto L1, o qual apresentou-se mais citotdéxico, ndo possui em sua
estrutura, substituicdo no anel imidico (Figura 12).

O efeito dos compostos maleimidicos S2.1 e S2.2 sobre a viabilidade das
células B16-F10 estda demonstrado na Figura 22B. Apds 4 horas de incubacgéo
verifica-se drastica reducéo da viabilidade celular de modo dose dependente, porém

os efeitos ocorreram em concentragbées muito inferiores aquelas utilizadas para os
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derivados 4-AAP (Figura 22A). Na concentracao de 20 umoI.L'1, estes compostos
reduziram a viabilidade celular em cerca de 40% e na concentragdo de 25 pmol.L™,
resultou em 50% de viabilidade (ID50) ap6és o tempo de tratamento. Com as
concentragdes de 40 umol.L™" de S2.2 e 50 umol.L™ de S2.1 somente 10% das
células permaneceram viaveis, enquanto a morte de todas as células B16-F10
tratadas (100% de reducdo da viabilidade) foi obtida com 40 umol.L™" de S2.2 ou 50
umol.L™" de S2.1. Portanto, os compostos maleimidicos S2.1 e S2.2 apresentaram
alta citotoxicidade contra a linhagem de melanoma murino B16-F10, efeitos estes
ocorrendo com baixas concentragbes dos compostos. O efeito foi de similar
magnitude para os compostos S2.1 e S2.2, apesar da diferenga estrutural entre eles.
Portanto, pode-se propor que a presenga do grupo —CH3, um grupo eletro doador
presente no grupo fenil do composto S2.1 ndo atenua, nas condi¢gdes experimentais
deste estudo, os efeitos sobre a viabilidade, quando comparada com o efeito do
composto S2.2, o qual ndo apresenta grupos substituintes em sua estrutura (Figura
12).

A citotoxicidade detectada com estes compostos estdo em concordancia com
os estudos utilizando mitocdndrias isoladas, em que causaram drastica redu¢ao no
consumo mitocondrial de oxigénio, inibigdo das enzimas relacionadas com o
transporte de elétrons, da atividade ATPasica e do potencial elétrico de membrana,
bem como com os resultados de consumo de oxigénio em células B16-F10

permeabilizadas com digitonina (Figura 21).
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6.2.3. Efeitos das Imidas Ciclicas na Proliferagcdo das Células B16-F10

Para avaliar o efeito dos compostos L1, F1, S2.1 e S2.2 sobre a
proliferacdo das células de melanoma murino B16-F10, foi realizado um estudo da
cinética de crescimento celular, avaliado através do método de MTT nos tempos de
24, 48 e 72h apds a incubacdo com os compostos nas concentracdes finais de 10,
25,50 e 75 umol.L" de L1 e F1 (derivados 4-AAP) e 2,5; 5,0; 10; 20 e 30 pymol.L™
de S2.1 e S2.2 (fenilmaleimidas). O ensaio do MTT & um método colorimétrico
quantitativo para avaliagcdo de sobrevida e proliferagdo (McGAHON et al., 1995),
sendo amplamente utilizado para avaliar o crescimento celular e apresenta grande
precisdo e boa concordancia com outras metodologias como a incorporagao de
timidina [H*] (MOSMANN, 1983; MAGAUD et al., 1998).

Os resultados destes experimentos estdo apresentados nas Figuras 23 e
24. A Figura 23A mostra que concentragdes de 10 a 50 umol.L™" do composto F1
ndo afeta a proliferacdo das células B16-F10, porém a concentracdo de 75 umol.L”
reduz a proliferagcéo celular, a partir de 24 horas, sendo que a maior reducéo (~30%)
foi obtida com 75 umol.L™ apés 72 horas. Utilizando 50 pmol.L™" de L1, obtém-se
discreta reducdo do numero de células somente apos 48 horas. Apds 24 horas, com
75 umol.L™ de L1, verifica-se redugdo do nimero de células para 9x10°, enquanto
no controle havia 16x10° células e a proliferagdo foi inibida completamente apos 48
horas (Figura 23B), permanecendo o numero de células correspondente a 40% em
relagdo ao controle. Pode-se observar que o composto F1 ndo exerce efeitos
significativos sobre a proliferagdo das células de melanoma murino nas
concentragdes (10 — 50 pmol.L™") e tempos avaliados, enquanto L1 promove efeito

mais evidente com 75 umoI.L'1, cessando totalmente a proliferacdo apos 48 horas,
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atingindo uma redugao no numero de células de 57% em 72 horas. Da mesma forma
como foi observado nos estudos de viabilidade celular, o composto L1, que nao
apresenta substituicbes no anel imidico exerce maior efeito contra as células de
melanoma murino B16-F10.

Os resultados apresentados na Figura 24 referem-se aos efeitos dos
compostos S2.1 e S2.2 na proliferacado celular. Verifica-se que as concentracdes de
2,5 e 5,0 umol.L™" pouco interferem neste parametro, porém a concentragdo de 10
umol.L™" de S2.1 (Figura 24A), que ndo causa efeitos aparentes na viabilidade
celular, provocou uma redugao de ~24% do numero de células em relacdo ao
controle, apdés 24 horas, enquanto essa mesma concentracdo do composto S2.2
(Figura 24B) ndo foi capaz de reduzir o numero de células. A concentracédo de 20
umoI.L'1 desses compostos provocou efeito antiproliferativo mais acentuado, uma
vez que nenhum aumento no numero de células ocorreu nos tempos de 48 e 72
horas. Utilizando a concentracao de 30 umoI.L'1, 0s compostos causaram a inibicao
total do crescimento celular nos tempos 24 e 48 horas, sendo que apds este tempo,
nesta concentracédo, os compostos causaram morte celular.

Destaca-se ainda, que os efeitos antiproliferativos mais acentuados foram
obtidos nas concentragbes que também apresentam citotoxicidade. Desta forma,
pode-se sugerir que ha uma relacao entre o efeito antiproliferativo e a citotoxicidade

destes compostos.
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Vale ainda, salientar que a avaliacdo da proliferacdo celular foi realizada
neste trabalho utilizando o MTT como ferramenta de analise. Segundo MOSMANN
(1983) e MAGAUD et al. (1998), a redugdao do MTT ocorreria por uma reagao
enzimatica que envolve a oxidagdo de equivalentes redutores catalisada pela
succinato-tetrazoélio redutase — complexo |l da cadeia respiratéria mitocondrial, que
inclui a succinato desidrogenase, e que s estaria ativa nas células viaveis.

Considerando que os compostos estudados interferem na atividade da
enzima succinato desidrogenase, como demonstrado em mitocdndrias isoladas,
poder-se-ia propor um impedimento da redugao do MTT, mascarando os resultados.
Contudo, outros estudos (BERRIDGE et al., 1996) sugerem que grande parte da
reducdo celular do MTT ocorre no citoplasma, envolvendo o NADH e NADPH e,
desta forma, o ensaio de MTT nao poderia mais ser considerado um ensaio
estritamente mitocondrial. Portanto, embora a interferéncia do decréscimo de
atividade da succinato desidrogenase nao seja descartada, a diminuicao observada
deste parametro corresponde, realmente, a diminuicao do numero de células e nao
somente uma consequéncia desta inibicdo, fato que se correlaciona com os

resultados dos ensaios de morfologia que serao discutidos posteriormente.
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6.2.4. Efeitos das Imidas Ciclicas no Crescimento das Células B16-F10 in vivo

A biotransformacédo de uma droga frequentemente influencia a magnitude
dos seus efeitos em suas atividades bioldgicas in vivo, bem como sua absorgéo,
distribuicdo e excregdo (STRAUGHAM et al.,, 1997). Desta forma, o fato dos
compostos imidicos estudados, especialmente S2.1 e S.2, terem mostrado
resultados promissores in vitro, ndo significava que estes poderiam exercer esses
efeitos in vivo. Desta forma, esses compostos imidicos foram avaliados in vivo no
modelo de melanoma murino B16-F10 e camundongos isogénicos C57BL/6.

A avaliagdo da atividade antitumoral in vivo dos compostos imidicos foi
realizada por meio de diferentes protocolos experimentais. Na primeira condicéo
experimental, os grupos controle e tratado receberam 5x10° células B16-F10
inoculadas por via subcutdnea na regido dorsal dos animais. Apos 24 horas da
implantagédo das células, os grupos tratados com os compostos imidicos receberam
por via intraperitoneal, 50 pmol.kg'1 dos compostos L1 e F1 ou 30 umol.kg'1 dos
compostos S2.1 e S2.2, usando como veiculo o 6leo de girassol. Apds 16 dias da
implantacdo das células os animais foram sacrificados e os tumores extraidos,
pesados e fotografados. Os animais do grupo controle receberam 200 uL do veiculo,
24 horas ap0s a inoculagéo das células.

Na Figura 25 pode-se observar os resultados obtidos com os compostos
L1, F1, S2.1 e S2.2. A Figura 25A corresponde a tumores representativos do
experimento. Na figura 25B estdo mostradas as massas médias dos tumores
extraidos dos animais controles e tratados, onde se observa que o desenvolvimento
dos tumores tratados com os compostos L1, S2.1 e S2.2 foram expressivamente
inferiores aos do controle. O percentual de inibicdo do crescimento tumoral foi de

55% para L1, 10% para F1, 50% para S2.1 e 70% para S2.2 (Figura 25C).
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A diminuicdo do crescimento tumoral observada no tratamento com o
composto F1, apesar de reproduzivel em todos os experimentos, nao foi
estatisticamente significativa. Os compostos L1, S2.1 e S2.2 mostraram atividade
antitumoral estatisticamente significativa (p < 0,05) no modelo de melanoma murino
e nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Considerando que este modelo de
melanoma é muito resistente ao tratamento quimioterapico, este resultado é de
grande importancia.

Uma variagao deste protocolo experimental foi feita com a aplicacio de trés
doses dos compostos, nas mesmas concentragdes do experimento anterior,
administradas 24, 48 e 72 horas ap6s a inoculagao subcutanea das células B16-F10
e os resultados obtidos nao diferiram daqueles obtidos com uma unica dose (dado
nao mostrado).

Considerando que a dacarbazina € um reconhecido quimioterapico usado
na terapia do melanoma, sendo considerada a droga mais ativa para o tratamento
desta patologia (HUNCHAREK et al.,, 2001), este composto foi utilizado como
controle positivo dos efeitos in vivo. Considerando também que o composto S2.2 foi
o mais efetivo no modelo in vivo, este foi utilizado em um protocolo associado ao
tratamento com a dacarbazina, na expectativa de que essas drogas, administradas
em associacdo, melhorassem ainda mais a taxa de resposta antimelanoma no
modelo utilizado. Uma vez que as solugcdes da dacarbazina e de S2.2 eram
preparadas em veiculos distintos, isto €, 6leo de girassol para S2.2 e solugao
aquosa contendo 57 pmol.kg™" de acido citrico e 0,016 pmol.kg” de manitol, para a
dacarbazina, foram necessarios dois grupos controles, um para cada veiculo.

As drogas e o0s seus respectivos veiculos foram inoculados via

intraperitoneal 24 horas apdés a implantagcdo das células B16-F10. O tratamento
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consistiu de uma Unica dose, administrada intraperitonealmente, de 30 pmol.kg™”" do
composto S2.2 ou 57 pmol.kg™” da dacarbazina, de acordo com SENFF-RIBEIRO et
al. (2003) ou as duas drogas administradas juntamente nestas mesmas
concentracdes. Apos 16 dias da implantacdo das células, os animais foram
sacrificados e os tumores extraidos, pesados e fotografados. Os resultados
apresentados na Figura 26 demonstram os tumores extraidos e representativos
desses tratamentos (Figura 26A). As massas médias dos tumores extraidos dos
animais controles e tratados estdo mostrados na Figura 26B e o percentual de
inibicdo do crescimento tumoral calculado pode ser observado na Figura 26C. O
composto S2.2 reduziu em 70% o crescimento tumoral, resultado semelhante ao
obtido no protocolo experimental usado anteriormente, enquanto a dacarbazina
sozinha reduziu 40%, efeito que foi semelhante ao obtido por SENFF-RIBEIRO et al.
(2003), de 37%. Quando os animais foram tratados com as duas drogas
conjuntamente, uma inibicdo do crescimento tumoral de 78% foi observada,
resultado que nao é significativamente diferente aquele obtido com o tratamento da
droga S2.2 administrada sozinha. Desta forma, o resultado sugere que nao ha efeito
aditivo de S2.2 ao da dacarbazina, quando tratado in vivo.

Os protocolos experimentais até aqui utilizados permitiram demonstrar a
efetividade in vivo das imidas ciclicas estudadas. Contudo, os efeitos foram
observados sobre as células de melanoma recém implantadas subcutaneamente,
quando ainda nao havia um tumor formado e, portanto, o efeito pode ter sido sobre a
implantacdo dos mesmos. Com a finalidade de avaliar se esses compostos
exerceriam o efeito antimelanoma in vivo em tumores sdlidos ja desenvolvidos,

foram testados outros protocolos em que as células B16-F10 foram inoculadas por
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via subcutanea na regiao subescapular e nas patas traseiras dos camundongos
C57BL6. Apdés 10 dias de desenvolvimento, quando, entdo, os tumores
apresentavam-se palpaveis, os animais receberam uma dose unica das drogas pela
via intraperitoneal ou intratumoral, conforme descrito em Materiais e Métodos. No
protocolo em que os animais tiveram as células implantadas nas patas, o controle foi
feito no proprio animal, de modo que uma das patas foi tratada com a droga e a
outra, com o veiculo da droga. Os animais foram sacrificados no 16° dia, os tumores
extraidos pesados e fotografados.

A foto mostrada na Figura 27A refere-se a tumores representativos destes
experimentos. As massas médias dos tumores extraidos dos animais controles e
tratados estdo mostradas na Figura 27B. Quantitativamente, o percentual de inibigao
do crescimento tumoral foi calculado como descrito anteriormente, podendo-se
observar na Figura 27C que o tratamento intraperitoneal dos tumores ja
desenvolvidos promoveu ~50% inibigdo do crescimento tumoral quando o animal foi
tratado com 50 pmol.kg™ do composto L1 e ~70% quando o tratamento foi feito com
30 pmol.kg'kg de S2.2, resultado este muito semelhante ao tratamento de 24h
apos implantagao das células. Quando os tumores implantados na pata (Figura 28B)
receberam o tratamento intratumoral com as mesmas concentragdes utilizadas dos
compostos intraperitonealmente, L1 promoveu 68% de inibicdo do crescimento do
tumor e S2.2, 66% (Figura 28D). A foto mostrada na Figura 28A refere-se a tumores
representativos do experimento e as massas médias dos tumores extraidos dos
animais controles e tratados estdo mostrados na Figura 28C. Observa-se que no
tratamento intratumoral, o efeito de L1 foi mais pronunciado em comparagao com o
tratamento pela via intraperitoneal, enquanto S2.2 ndo teve seu efeito in vivo

alterado em decorréncia da via de administracao.
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Os compostos L1, S2.1 e S2.2 inibiram o crescimento do melanoma murino
tanto in vitro quanto in vivo. L1 e S2.2 foram efetivos ndo somente na inibicao da
implantagédo das células (50 e 70%, respectivamente para L1 e S2.2 - Figura 25),
mas também no crescimento de um tumor ja desenvolvido, uma observagao muito
importante para esses compostos. Este resultado é altamente significativo quando
comparado com os resultados de WACK et al. (2001), que utilizando a concentragéo
de 200 mg.kg" (equivalente a 1,1 mmol.kg™") da dacarbazina num modelo similar
consistindo de células B16-FB17 (uma linhagem de crescimento lento), né&o
mostraram redug¢ao do crescimento tumoral com tratamento de uma unica dose
administrada 7 dias apés a inoculacido das células, contudo, um protocolo utilizando
multiplas doses mostrou um efeito inibitério pronunciado. Porém, esta concentracao

€ 36 vezes maior que a utilizada neste trabalho para o composto S2.2.

6.2.5. Efeito dos Compostos L1, F1, S2.1 e S2.2 Sobre a Morfologia das Células
de Melanoma Murino B16-F10

Os resultados do experimento de viabilidade, proliferagcao e adesao celular
motivaram estudos de morfologia celular. Desta forma, diferentes protocolos
experimentais foram desenvolvidos com a finalidade de avaliar os efeitos dos
compostos L1, F1, S2.1 e S2.2 sobre a morfologia das células B16-F10 e os

resultados estao descritos a seguir.
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6.2.5.1. Anélise Morfologica das Células B16-F10 por Microscopia Optica

As micrografias apresentadas nas Figuras 29 e 30 foram obtidas em
experimentos em que as células B16-F10 (5x10°) foram plaqueadas e incubadas
com 100 e 150 umol.L™" de L1 e F1 ou 20 e 30 umol.L™" de S2.1 e S2.2 por 4 horas
e posteriormente, coradas por Giemsa. Verifica-se, nas células tratadas, a retragao
do citoplasma, com a morfologia celular se tornando arredondada (Figuras 29 e 30,
colunas A e B) quando comparadas com as células controle (Figuras 29 e 30, linha
C), efeito que € mais evidente quando as células foram tratadas com as maleimidas
S2.1 e S2.2 (Figura 30). Estas observagdes sugerem perda da adesdo, uma vez que
a retragcdo do citoplasma, com reducdo dos prolongamentos celulares sugere
interferéncia nos pontos de adesdo focal. Essas alteracbes geralmente estdo
relacionadas com reorganizagdo dos filamentos de actina, como podera ser
observado mais adiante.

Pode-se observar também, a vacuolizacdo do citoplasma, que € mais
evidente nas ceélulas tratadas com os derivados da 4-AAP (Figura 29), podendo ser
observada também com a menor concentragdo (20 umol.L™") das maleimidas S2.1 e
S2.2 (Figura 30). Concentragdo maior (30 umol.L™") de S2.1 e S2.2 foi altamente
citotéxica para as células. A compactacdo da cromatina foi também um efeito
observado quando as células foram tratadas com essas imidas ciclicas (Figuras 29 e

30), porém mais acentuada quando do tratamento com S2.1 e S2.2 (Figura 30).
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Considerando que o composto S2.2 apresentou maior citotoxicidade in vitro
e mais efetividade no tratamento in vivo, foi realizada a analise morfométrica para
este composto. A Figura 31 apresenta as alteragées morfolégicas ocasionadas nas
células tratadas com 30 pmol.L”" de S2.2. Verifica-se reducdo de 41% da area
(Figura 31A) e da elongacgao celular (Figura 31B) e, consequentemente, aumento da

esfericidade celular em 93% (Figura 31C).

6.2.5.2. Efeito das Imidas Ciclicas na Morfologia das Células B16-F10
Observadas em Microscopia Eletronica de Varredura

As alteragbes de morfologia também foram avaliadas por microscopia
eletrbnica de varredura e os resultados estdo mostrados nas Figuras 32 a 34. Pode-
se observar nas micrografias dos controles (Figuras 32 e 33, linha A) o grande
numero de microespiculas presentes na superficie das células B16-F10 e de
prolongamentos celulares, com os pontos de adesao focal. O crescimento celular
sem inibigdo por contato observado esta correlacionado com o fato desta linhagem
ser tumoral, com alto poder invasivo.

O tratamento com os compostos L1 e F1, na concentragdo de 75 pumol.L™,
causou reducdo do numero de células, de microespiculas superficiais e de
prolongamentos celulares (Figura 32B e C). A redugdo dos prolongamentos
celulares também foi observado na avaliagdo por microscopia 6ptica (Figura 32).
Nas condigdes experimentais, L1 causou o aparecimento de protusdes (“blebs”) da
superficie da membrana celular (Figura 34), efeito este que néo foi observado nas
células tratadas com as maleimidas S2.1 e S2.2, nas condigdes experimentais

utilizadas.
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Este fato pode ser decorrente da concentragdao usada para estes dois
compostos maleimidicos, que mostrou-se bastante citotdxica, como observado
anteriormente por microscopia Optica (Figura 33). Assim, ndo se pode excluir a
possibilidade de que a analise morfolégica possa ter sido realizada ap6s a fase da
emissao de protusdes da membrana celular, ou ainda que o processo de preparo
das laminulas para este tipo de analise seja drastico para a célula ja fragilizada pelo
tratamento com estes compostos.

As maleimidas S2.1 e S2.2, na concentracdo de 30 umol.L™", causaram
grande redugdo do numero das células B16-F10 que permaneceram aderidas na
laminula ap6s o tratamento e reduziram drasticamente os seus prolongamentos
celulares, fazendo com que se tornassem arredondadas (Figura 34). Esses efeitos
foram semelhantes aos observados na microscopia optica (Figura 30) e estdo em
concordancia com os resultados da analise morfométrica (Figura 31).

Uma vez que a microscopia eletrénica permite melhor detalhar a morfologia
celular, esta analise acrescentou a informagdo de que as células B16-F10
apresentam grande quantidade de microespiculas, as quais sdo reduzidas pelo
tratamento com as imidas ciclicas testadas e, ainda o aparecimento de “blebs” na
superficie das células B16-F10 quando do tratamento com o composto L1,
caracteristicas que n&o haviam sido observadas na microscopia Optica. Esta
observagdo vem sugerir a possibilidade desse composto induzir o processo
apoptético nestas células, ja que este achado € caracteristico em células em
apoptose (HENGARTNER, 2000). Além disto, os resultados obtidos na analise por
microscopia eletrénica de varredura reforcam aqueles ja sugeridos pela analise por
microscopia Optica, indicando possivel acdo desses compostos imidicos na

organizacao do citoesqueleto destas células.
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6.2.5.3. Efeito dos Compostos na Morfologia das Células B16-F10 Coradas com
Laranja de Acridina

O corante laranja de acridina (AO) é utilizado como um marcador seletivo
que permite diferenciar o DNA e RNA, sendo também usado como ferramenta para
os estudos das particulas lisossomais, parametro este relacionado com o processo
apoptético (MPOKE & WOLFE, 1997; VERMES et al., 2000). O padrao de coloragéo
do AO, que emite fluorescéncia amarela a verde para DNA e laranja a vermelha para
RNA, se da pelo fato deste corante intercalar-se de modo monomérico ao DNA,
enquanto a ligagcdo ao RNA ocorre como uma complexagao do corante em forma
polimérica (STOCKERT & LISANTI, 1972; ANTUNES et al., 2001). Além disso, AO
pode ser usado como corante vital em células nao fixadas, pois sua entrada em
compartimentos acidos € dependente da atividade da H+/ATPase presente nos
lisossomos, que, por sua vez, depende da disponibilidade do ATP gerado na
mitocdndria (VERMES et al., 2000; ANTUNES et al., 2001). Portanto, a coloragao
vermelha indica o acesso, dependente do pH, do AO a esses compartimentos, o que
ocorre somente nas células viaveis, enquanto o nucleo das células apresentar-se-a
com fluorescéncia verde (MPOKE & WOLFE, 1997; VERMES et al.,, 2000;
ANTUNES et al., 2001). Em células apoptéticas, o nucleo apresentara densas areas
em verde que correspondem a condensagao da cromatina. Por sua vez, as células
necroticas apresentardo o nucleo alaranjado e com estrutura intacta (VERMES et al.,
2000).

Os resultados descritos a seguir referem-se ao tratamento das células B16-

F10 com os derivados da 4-AAP L1, F1 (100 umol.L™") (Figura 35) e com as

fenilmaleimidas S2.1 e S2.2 (30 umol.L™") (Figura 36). As células foram mantidas



156

viaveis, em PBS, sem fixacdo, coradas com AO (5 ug.mL™) por 10 minutos e
analisadas por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Materiais e
Métodos (item 5.9.4). O aumento de fluorescéncia vermelha verificado na Figura 35
(B e C) é decorrente do tratamento com F1 e L1 e sugere o aumento de vesiculas
acidicas, compativel com particulas lisossomais, ja que o AO cora de vermelho os
lisossomos por mecanismo dependente do gradiente de pH através da membrana
dessas vesiculas. E reconhecido que os lisossomos tornam-se abundantes nas
células em apoptose (VERMES et al., 2000; STOCKERT & LISANTI, 1972), sendo
um parametro que permite uma distingdo daquelas nao apoptéticas (MPOKE &
WOLFE, 1997). Portanto, tais alteragcbes causadas por L1 e F1 podem ser
sugestivas da indugdo de apoptose. Ja a marcacéo nuclear, teve como resultado o
aparecimento de nucleos picndticos, com densas areas verdes, 0os quais foram mais
evidentes nas células tratadas com as fenilmaleimidas S2.1 e S2.2 (Figura 36) do
que naquelas tratadas com F1 e L1 (Figura 35). Este padrédo de marcagéo nuclear
com areas mais densas é correspondente a condensagao da cromatina (VERMES et
al., 2000) e foi observado em todos os tratamentos realizados.

Contrastando ao observado com os compostos L1 e F1, nas células B16-
F10 tratadas com S2.1 e S2.2 observa-se reducdo da fluorescéncia vermelha no
citoplasma destas células (Figura 36). Esta observacédo € compativel com a reducéo
de particulas lisossomais integras e com o decréscimo de viabilidade da preparacéo,
haja vista a alta toxicidade destes compostos para estas células. Nesta condigao
experimental, utlizou-se células nao fixadas, condicdo na qual o AO marca os

lisossomos dependente da bomba H*/ATPase.
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Assim, os danos celulares causados por estes compostos poderiam levar a
diminuicdo da captagcdo do corante por estas organelas, ja que é dependente da
atividade de um translocador de membrana (STOCKERT & LISANTI, 1972).
Contudo, este resultado poderia estar relacionado, também, com uma fase mais
avangada de apoptose, em que ha ruptura das particulas lisossomais (VERMES et
al., 2000; ANTUNES et al., 2001), ou ainda, fusdo destas organelas com o nucleo
celular, acarretando diminuigcdo do pH nuclear e ativagcdo de endonucleases acidas,
iniciando a hidrolise do DNA relacionada com o processo apoptotico (MPOKE &
WOLFE, 1997).

Tais efeitos motivaram uma analise por citometria de fluxo com este mesmo
corante que esta mostrada na Figura 37. Observa-se que o tratamento com L1 e F1,
ambos na concentracdo de 100 umol.L™" diminuiu em ~20% e 25%, respectivamente,
a fluorescéncia verde, enquanto que para S2.1 e S2.2, ambos na concentracdo de
30 umol.L™, o decréscimo foi de ~15 e 32%, respectivamente aos compostos. O
decréscimo observado foi estatisticamente significativo (p < 0,001) quando
comparado com as células do experimento controle.

Considerando que o AO se liga ao DNA dupla fita (STOCKERT & LISANTI,
1972; OLIVIER, 1995; VERMES et al., 2000), o decréscimo da fluorescéncia verde
esta relacionado a diminuicdo do conteudo de DNA nuclear, ou mesmo a sua
fragmentacao (SHAPIRO, 1988; 2000; OLIVIER, 1995). Nota-se que, neste
parametro, F1 apresentou efeito similar ao de L1, porém, L1 foi o composto desta
classe que demonstrou maior efeito in vivo.

Considerando que a fragmentagdo do DNA é um processo que ocorre em
células apoptoticas, sugere-se a hipdtese da indugéo deste tipo de morte celular por

estes compostos.
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6.2.6. Efeitos dos Compostos na Adesdo das Células B16-F10 a Laminina,
Fibronectina e Matrigel

A adesdo de células neoplasicas aos componentes da matriz extracelular
(MEC) é uma etapa fundamental no desenvolvimento tumoral e esta especialmente
envolvida nos processos de invasdo e formacao de metastases (MISHIMA et al.,
1998).

Dentre os principais grupos de receptores de adesao estao as integrinas,
caderinas e moléculas de adesao celular da familia das imunoglobulinas. As
integrinas reconhecem o peptideo RGD (arginina-glicina-acido aspartico) como sitio
de ligagao relacionado aos fendbmenos de adesao celular nas proteinas da MEC. A
sequéncia peptidica RGD esta presente na fibronectina, no fibrinogénio, na
vitronectina, na laminina e no colageno tipo |, além de varias outras moléculas da
MEC (RUOSLAHTI & PIERSCHBATER, 1987; HYNES, 1992). Contudo, o peptideo
RGD parece nao estar envolvido na interacdo desta com as integrinas no caso do
reconhecimento da laminina (ALBEDA & BUCK, 1990; HUMPHRIES, 1990), que
possui como principais receptores as integrinas a4, azp4, osp1, asb1, asPs € a7P4
(KUHN & EBLE, 1994). A interagdo laminina-integrina em células aderentes &
também dependente de receptores ndo-integrinicos, que parecem complementar os
eventos disparados pelas integrinas, funcionando como co-receptores (VEIGA et al.,
1995). No caso da fibronectina, a integrina asp1 € o principal receptor envolvido na
tumorigénese e processos de metastase, visto que a modulagdo dos niveis desta
integrina suprime a invasdo das células tumorais em modelos de melanoma,

osteossarcoma e glioblastoma (RUOSLAHTI, 1992). Além da integrina asB4, as
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integrinas  a3P4, ayf1, 0P € oypPs também sdo receptores da molécula de
fibronectina (KUHN & EBLE, 1994).

Assim, a medida que o fenétipo maligno das células de melanoma progride
da fase ndo invasiva, de crescimento radial (FCR) para a fase de alto potencial
metastatico, com crescimento vertical (FCV), também ocorrem mudangas no
repertorio das moléculas de adeséo expressas na superficie celular (McGARY et al.,
2002). Essas células tumorais expressam os principais grupos de receptores de
adesdo e a expressado da maioria dessas moléculas de adesdo aumenta durante a
progressao do melanoma, dentre os quais estdo as integrinas of4, o1 € ayPs
(HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001). Por outro lado, a integrina asB4 nao
apresenta alteragdes nos seus niveis de expressao (HERLYN & SATYAMOORTHY,
2001).

As moléculas de adeséao participam tanto da adesdo homotipica quanto da
adesdo heterotipica entre as células de melanoma e as células endoteliais,
respectivamente, sendo que esses dois tipos de adesdo estdo envolvidos na
promocado de metastases em diferentes estagios do processo (McGARY et al.,
2002). A perda da expressédo da E-caderina, que ocorre durante a progressdo do
melanoma, rompe a homeostase da pele liberando as células de melanoma da
regulagcdo estrutural e funcional exercida pelos queratindcitos, ocorrendo,
paralelamente, a expressdo da N-caderina que participa da interacdo homotipica
entre as células de melanoma, facilitando a formacgao de interagcdes com fibroblastos
e células endoteliais e promovendo a migragcdo e a sobrevivéncia das células de

melanoma (HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001; McGARY et al., 2002). Outras



163

integrinas, além da E-caderina tém suas expressdes diminuidas, a exemplo da
integrina o,Bs € aef1 (HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001).

Os resultados apresentados nas Figuras 38 a 40 representam o efeito dos
compostos L1, S2.1 e S2.2 sobre a adesio das células de melanoma murino B16-
F10 aos componentes da matriz extracelular (MEC), utilizando como substratos
laminina, fibronectina e matrigel. Os compostos reduziram a adesdo das células
B16-F10 com maior intensidade quando o substrato utilizado foi matrigel (Figura 38
C). O composto L1 apresentou maior efeito na concentragdo de 40 pmol.L™", de
modo que diminuiu a adesao a fibronectina em 24% (Figura 38 A) e em 35 € 38% a
adesao a laminina (Figura 38 B) e matrigel (Figura 38 C), respectivamente.

Os compostos S2.1 (Figura 39) e S2.2 (Figura 40) causaram significativa (p
< 0,01 e p <0,001) redugéo na adesao aos componentes da MEC em, praticamente
todas as concentragées (2,0 a 10,0 umol.L™") e substratos utilizados, de maneira
dependente da concentragdo. As concentragdes em que os efeitos ocorreram foram
muito baixas, sendo que a adesao das células B16-F10 em todos os substratos foi
reduzida para uma faixa de 44 a 69%, durante a exposicéo, por duas horas, com 6
umol.L™" de S2.1 (Figura 39) e S2.2 (Figura 40). O composto S2.1 na concentracéo
de 10 pmol.L™" reduziu em ~85% a adesao das células B16-F10 quando o matrigel
foi utilizado como substrato (Figura 39 C) e na mesma concentragdo reduziu a
adesdo em 61 e 74%, respectivamente aos substratos fibronectina e laminina
(Figura 39 A e B). O composto S2.2, nesta mesma concentragdo reduziu a adeséo a
fibronectina, laminina e ao matrigel para 41%, 40% e 33%, respectivamente (Figura
40 A, B e C). Portanto, S2.1 exerceu maior efeito na adesdo dessas células a

laminina e matrigel que seu congénere S2.2.
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Esses efeitos observados para os compostos estudados sdao muito
importantes, uma vez que a adesao celular aos componentes da MEC, além de
envolvida com os processos de progressao tumoral, € importante para a
sobrevivéncia da célula (MISHIMA et al., 1998). Associado as alteragdes
morfolégicas observadas, este resultado reforca a sugestdo de um possivel efeito

sobre a organizagao do citoesqueleto dessas células.

6.2.7. Efeito dos Compostos na Organizacdo do Citoesqueleto de Actina das
Células B16-F10

A organizagao das fibras de actina foi avaliada utilizando-se marcagao
fluorescente, com faloidina conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), a qual
se liga especificamente as fibras de F-actina (LOW & WIELAND, 1974).

Os resultados estdo mostrados na Figura 41 e pode-se observar que a
organizacgao do citoesqueleto de actina foi alterada pelo tratamento com 100 umol.L
' dos derivados da 4-AAP, F1 e L1 (Figura 41) e com 30 umol.L™" dos derivados
fenilmaleimidicos S2.1 e S2.2 (Figura 42), sendo a alteragdo mais acentuada na
presenca destes dois ultimos compostos . A marcagao fluorescente (verde) das
células B16-F10 (Figuras 41 e 42, linhas B e C) ndo apresenta o padrao de rede,
que é observado nas células controle (Figuras 41 e 42, linha A). Comparando com
as células ndo tratadas, verifica-se que o tratamento realizado promoveu uma
reorganizagdo da arquitetura do citoesqueleto de actina, o qual adquiriu a forma
menos dispersa, adquirindo a forma granulos e que € mais evidente no tratamento
com S2.2. Além disso, observa-se ainda, a diminuicdo ou perda da presenca das
fibras de estresse nas células tratadas, que foi mais acentuada nos tratamentos com

S2.1 e S2.2 (Figura 42).
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Todas estas alteragbes estdo relacionadas com a diminuicdo da
capacidade de expansdo e de adesédo celular (HENGARTNER, 2000) e estdo de
acordo com os resultados dos experimentos que mostraram diminuicdo na
capacidade de adesao (Figuras 38 a 40) e alteragées da morfologia, como a redugéo
no numero de projegdes citoplasmaticas e de microespiculas celulares (Figuras 32 e
33).

Pode-se observar, ainda, a presenca de protusdes (‘blebs”) nas membranas
das células tratadas (Figuras 41 B, C e 42 B, C), sendo mais numerosas nos
tratamentos com as fenilmaleimidas S2.1 e S2.2 (Figura 42 B, C), o que n&o havia
sido observado para esses compostos na analise morfolégica por microscopia
eletrénica de varredura.

Além da marcagao do citoesqueleto de actina, as Figuras 41 e 42 mostram
também, o nucleo celular que foi corado com DAPI. Este corante forma um complexo
fluorescente estavel com sequéncias da dupla fita do DNA, emitindo forte
fluorescéncia azul (HAMADA & FUJITA, 1983). Observa-se que o padrao de
coloragao do nucleo pelo DAPI foi alterado pelos tratamentos com os compostos em
estudo e sugerem maior condensagdo da cromatina, semelhante ao que foi
observado na coloragdo com AO (Figura 35 e 36).

Caracteristicas como a perda da forma celular acompanhada pela
diminuicdo do tamanho das células, protusdes (“blebs”) nas membranas e
condensagao da cromatina, além dos disturbios na organizagdo do citoesqueleto,
sdo observadas em células apoptéticas (HENGARTNER, 2000). A possibilidade
deste evento por acdo dos compostos esta também de acordo com os efeitos
mitocondriais descritos anteriormente, particularmente quanto ao decréscimo no

potencial de membrana. A aparente diminuicdo do conteudo em DNA fita dupla
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observada na analise com AO (Figura 37), assim como a presenga de “blebs”
observados na microscopia eletrbnica de varredura sdo também parametros

indicadores de morte celular por apoptose (HENGARTNER, 2000).

6.2.8. Efeito do Composto S2.2 no Aparecimento de Citocromo ¢ no Citoplasma
de Células B16-F10

A liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria € um evento que ocorre durante
0 processo apoptético e, embora 0o mecanismo pelo qual isto ocorre nao seja
totalmente conhecido, parece estar associado a abertura do poro de transicao de
permeabilidade na membrana mitocondrial (PTP) e consequente perda do potencial
elétrico de membrana (GOTTLIEB, 2000; LI et al., 2000; BRATON & COHEN, 2001).

A permeabilizagao celular para deteccdo da liberacido de citocromo ¢ é
particularmente util para células aderentes e se baseia no uso de um detergente
nao-ibnico fraco. A digitonina é utilizada porque permeabiliza seletivamente a
membrana plasmatica, tornando acessivel os componentes citosolicos das células,
mantendo intactas outras organelas (CAETANO et al., 1992; GOTTLIEB &
GRANVILLE, 2002; SCHULZ, 1990).

Considerando a similaridade dos efeitos observados para os compostos em
estudo, em que o composto S2.2 apresentou os efeitos mais drasticos e a
possibilidade de que a inducdo da apoptose possa ser um dos mecanismos pelos
quais os compostos estudados estejam causando os efeitos antimelanoma
observados, foi avaliado se o tratamento com 30 pmol.L”' do composto S2.2
aumentaria a concentragao de citocromo ¢ no citoplasma das células B16-F10. Para
isso, as células tratadas com S2.2 foram permeabilizadas com digitonina, marcadas

com anticorpo anti-citocromo c, fixadas e analisadas por citometria de fluxo. Uma
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vez que a liberacdo de citocromo ¢ € um evento que ocorre em um estagio inicial
desse processo de morte celular (GOTTLIEB, 2000), uma cinética de tempo foi
realizada para detectar o aparecimento de citocromo ¢ no citoplasma das células
submetidas a diferentes tempos de tratamentos (Figura 43). Até o tempo de 60
minutos ndo se observou aumento significativo da concentragéo citoplasmatica de
citocromo ¢, porém em 75 minutos, um aumento de 37% na fluorescéncia das
células tratadas (p < 0,001) foi verificado. Nos tempos posteriores ndo ocorreu
modificagao significativa deste percentual, sugerindo que o tempo de meia vida do
citocromo c liberado da mitocéndria, nesta linhagem celular, € maior que 135
minutos.

A mitocOndria parece ter um papel central no processo de apoptose,
atuando como integrador de sinais pro-apoptéticos e sua transdugdo, como a
liberacdo de citocromo ¢ e de outros fatores apoptéticos, que levam a ativacao de
caspases.

Nestes efeitos, varias alteracdes estdo envolvidas, como a modificacdo na
permeabilidade da membrana mitocondrial, resultando em perda do potencial
elétrico de membrana (PARONE et al., 2002; GOTTLIEB, 2000; LI et al., 2000;
BRATTON & COHEN, 2001). Desta forma, os resultados obtidos fortalecem a
hipétese de que o composto S2.2 exerca seu efeito antimelanoma de forma que um
mecanismo indutor de apoptose possa estar envolvido. Vale destacar que
propriedades anticancer de varias drogas antineoplasicas envolvendo a apoptose

tém sido descritas (KAUFMANN & EARNSHAW, 2000).
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6.2.9. Efeito dos Compostos S2.1 e S2.2 no Potencial Elétrico de Membrana
Mitocondrial em Células B16-F10

Os resultados obtidos sugerem fortemente o efeito indutor de apoptose nas
células de melanoma murino B16-F10 pelos compostos testados, proposta que foi
fortalecida pela observacdo de que o composto S2.2 promove a liberacdo de
citocromo ¢ para o citosol. Com a finalidade de avaliar se estes compostos
promoveriam decréscimo no potencial elétrico (A¥Y) da membrana mitocondrial
interna de organelas in situ, foi utilizada a Rho 123 como sonda e a analise foi
realizada por citometria de fluxo (JUAN et al., 1994; HEIDEN, et al. 1999;
KANUNFRE et al.,, 2004; ZHANG et al., 2004). Esta metodologia permite uma
analise realizada em tempo fixo ou por monitoramento em tempo real (LECOUER et
al., 2004).

Como comentado anterioremente, a Rho 123 é considerada uma sonda
mitocondria-especifica, que emite fluorescéncia como consequéncia do potencial da
membrana mitocondrial. Assim, agentes desacopladores e inibidores que colapsam
o AY reduzem a fluorescéncia emitida pela Rho 123 (JOHNSON et al., 1981).

Uma vez que a liberacdo de citocromo ¢ pelas mitocéndrias ocorre em
estagio inicial de apoptose e estd relacionada com a perda do potencial de
membrana (BERNARDI et al., 2001; NICHOLLS & FERGUSON, 2002; GOTTLIEB &
GRANVILLE, 2002) e que este evento foi observado quando do tratamento com o
composto S2.2, apoés 75 minutos de exposi¢cdo, o potencial elétrico (AY) foi
determinado em diferentes tempos (5 a 70 minutos), com o objetivo de correlacionar
esses dois eventos, na linhagem celular utilizada como modelo experimental. Nestes

experimentos utilizou-se como controle positivo 10 umol.L”" de FCCP, cujo perfil
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obtido por citometria de fluxo pode ser observado na Figura 44A. Nesta
concentracdo, o FCCP aboliu totalmente o AY em 60 minutos, observando-se
somente a presenca de células depolarizadas apds este tempo de tratamento
(Figura 44B).

Na figura 45A observa-se o perfil da cinética de tempo obtido, em citdmetro
de fluxo, para o composto S2.1 (30 pmoI.L'1) e verifica-se que, apos 70 minutos de
exposicéo a droga, o AY foi reduzido em 53% (Figura 45B).

Um grafico representativo do experimento para o composto S2.2 (30
nmol.L™") pode ser oservado na Figura 46A. Este composto reduziu o potencial de
membrana a partir de 5 minutos (Figura 46B) e, a partir de 35 minutos, a redugéo na
capacidade de gerar o AY foi diretamente proporcional ao tempo de exposi¢gao ao
composto S2.2 (Figura 46B), de modo que aos 70 minutos, houve uma reducéo de
~71% do AY se comparado ao controle. Este efeito representa 58% daquele
causado pelo FCCP e ocorre em concentracdo de S2.2 trés vezes superior ao do
desacoplador classico. Uma vez que a liberagcado de citocromo ¢ causada por S2.2
ocorreu em 75 minutos de tratamento e o potencial de membrana foi reduzido em
50% a partir de ~55 minutos de exposi¢cdo a este composto, pode-se inferir, que
nesta linhagem celular, o colapso do potencial elétrico de membrana mitocondrial
(AW) precede a liberagao de citocromo ¢, como sugerido por varios autores (PETIT
et al., 1995; METIVIER et al., 1998; BERNARDI et al., 2001), muito embora alguns
autores sugiram que esta ordem proposta para estes eventos nao esteja ainda bem
esclarecida (NICHOLLS & FERGUSON, 2002; BERNARDI et al., 2001; ZHANG et

al., 2004). Vale destacar, inclusive, os relatos de que esses dois eventos variam de
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acordo com o estimulo, o tipo celular e o método de observagao, os quais nem

sempre sao considerados equivalentes (GOTTLIEB & GRANVILLE, 2002).
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7. DISCUSSAO FINAL

As mitocéndrias possuem papel de destaque ndo apenas no ambito da
energética celular, mas também na morte celular programada - a apoptose (KERR et
al., 1972; RAFF, 1992; VAUX & STRASSER, 1996; STRASSER et al., 2000), com a
qual tem sido relacionada de modo decisivo. A apoptose ocorre em trés fases
distintas, a pré-mitocondrial, que corresponde a fase de indugcdo do processo
apoptético; a fase mitocondrial, em que é perdida a integridade da membrana
mitocondrial e a apoptose ira ocorrer e a fase pds-mitocondrial, na qual ocorre
liberacdo de fatores soluveis pela mitocondria e que estdo envolvidos na ativacio de
caspases e endonucleases (SKULACHEV, 1996; CAIl et al., 1998; SUSIN et al.,
1998; STRASSER et al., 2000; WANG, 2001).

Desta forma, considerando o fato de que as mitocdndrias estao
intimamente relacionadas a sobrevivéncia celular, quer no perfeito funcionamento do
metabolismo energético quer no envolvimento destas organelas nos mecanismos de
morte celular avaliou-se, no presente trabalho, os efeitos das imidas ciclicas L1, F1 e
F1.14 (derivados da 4-AAP) e S2, S2.1 e S2.2 (classe fenilmaleimidas) sobre o
metabolismo mitocondrial.

Os compostos estudados afetaram o metabolismo energético mitocondrial
de modo complexo, interferindo em diferentes segmentos deste metabolismo.
Embora todas as imidas ciclicas testadas tenham inibido de forma significativa o
consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas de figado de rato, sendo os sitios de
inibicdo nos complexos enzimaticos coincidentes entre os compostos, as
fenilmaleimidas apresentaram-se mais efetivas, promovendo os efeitos inibitérios em
menores concentragdes. Essa ultima classe de compostos promoveu também

estimulo na atividade ATPasica em mitocOndrias intactas, efeito este caracteristico
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de compostos desacopladores, a exemplo do FCCP e DNP. Destaca-se que este
efeito ocorreu nas concentragdes em que a inibicdo no consumo de oxigénio pelas
mitocondrias foi também observada. Compostos com esta caracteristica foram
descritos por MORELAND (1994) como desacopladores inibitérios. Vale destacar
que os compostos estudados possuem caracteristica hidrofdbica e, portanto, ndo se
pode descartar efeitos associados as propriedades das membranas que poderiam
levar a alteracbes de fluidez e de permeabilidade a ions, os quais ndo foram
avaliadas no presente estudo. Um importante efeito causado por essas imidas
ciclicas foi a redugdo do potencial elétrico de membrana (AY) em mitocdndrias
isoladas. Este foi atribuido tanto a restricdo no fluxo de elétrons pela inibicdo de
complexos enzimaticos envolvendo os complexos | e Il da cadeia respiratéria,
quanto por um efeito desacoplador, visualizado no estimulo da ATPase e no colapso
do AY, em preparagdes de mitocdndrias intactas.

No que se relaciona com a fase pré-mitocondrial do processo apoptoético,
alguns autores relatam que inibidores do transporte de elétrons podem favorecer a
formacgao de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais podem ser responsaveis,
juntamente com outros fatores, pela formagdo de poros de transicdo de
permeabilidade (PTP) e que a abertura desses canais resultaria no desacoplamento
momentaneo da respiragdo, aumentando o consumo de oxigénio e a eliminagao de
ROS (SKULACHEYV, 1996; SUSIN et al., 1998; BERNARDI et al., 2001; RICCI et al.,
2003). Caso os PTP permanegcam abertos, ocorre inchamento mitocondrial, com
ruptura da membrana mitocondrial externa e rompimento da prépria organela, o que
causaria a liberagcdo de fatores indutores da apoptose (AIF) (HEIDEN et al., 1997;
SUSIN et al., 1998; LI et al., 2000; STRASSER et al., 2000; BRATTON & COHEN,

2001; WATERHOUSE et al., 2001). Por sua vez, a indugdo da transicdo da
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permeabilidade mitocondrial leva a perda do potencial elétrico de membrana e a
liberacdo do citocromo c¢ para o citoplasma, sendo este um importante
desencadeador da apoptose (LIU et al., 1996; MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998;
SUSIN et al., 1998; VERMES et al., 2000; STRASSER et al., 2000; BERNARDI et
al., 2001; WANG, 2001; WATERHOUSE et al, 2001; RICCI et al., 2003), o qual leva
a ativagao das caspases, uma vez que interage com outros fatores ativadores (ZOU
et al.,, 1997; MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998; STRASSER et al., 2000; WANG,
2001; GOTTLIEB & GRANVILLE, 2002). Embora experimentos especificos de
transicao de permeabilidade mitocondrial € do possivel do envolvimento de ERO nao
tenham sido realizados, a liberagao de citocromo c para o citoplasma, pelo composto
S2.2, foi efetivamente demonstrada.

Dentre os efeitos causados pelas imidas ciclicas sobre o metabolismo
mitocondrial e que poderiam induzir a morte celular por apoptose, destacam-se a
inibicdo do transporte de elétrons e consumo de oxigénio, e o colapso do potencial
de membrana (AY), que foram também observados in situ. A possibilidade de outros
efeitos relacionados a alteracbes de fluidez da membrana mitocondrial interna,
envolvimento de ERO e transicdo de permeabilidade mitocondrial, permanecem por
serem esclarecidos e deverao ser investigados futuramente.

No que se refere a fase pos-mitocondrial do processo apoptotico, como ja
citado, verificou-se que o composto S2.2 foi capaz de aumentar a concentracédo de
citocromo ¢ no citoplasma das células de melanoma murino B16-F10, efeito este
associado com a liberagdo desta proteina pela mitocdndria, uma vez que o
citocromo ¢ € uma proteina estritamente mitocondrial (BERNARDI & AZZONE, 1981;

NICHOLLS & FERGUSON, 2002; WANG, 2001). Portanto, esses resultados inserem
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as imidas ciclicas, aqui estudadas, ao lado de outros agentes antitumorais (HERR &
DEBATIN, 2001) que induzem este mecanismo de morte celular.

Os compostos L1, F1, S2.1 e S2.2 foram também avaliados quanto a suas
agdes antimelanoma usando a linhagem celular B16-F10, que cresce tanto in vitro
como in vivo. O objetivo foi contribuir com o conhecimento das potenciais aplicagdes
de imidas ciclicas como farmacos quimioterapicos na terapia do melanoma, uma
neoplasia que tem apresentado drastico aumento em varios paises e possui uma
das piores taxas de resposta a quimioterapia (RIES et al., 2004). Poucos agentes
demonstram atividade antitumoral significativa contra o melanoma metastatico
(RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998; HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al,
2001). E importante ressaltar que os resultados obtidos em modelos de estudo
murino, como os deste estudo, ndo podem ser extrapolados diretamente aos seres
humanos, contudo, tais estudos sdao fundamentais como base para avaliagcao
antitumoral de drogas. Neste sentido, inumeros trabalhos de investigagao pré-clinica
nesta area tém norteado para novas possibilidades de terapia clinica no tratamento
de diferentes tipos de tumores (TAKAGI et al., 2003; SENFF-RIBEIRO et al., 2003;
2004a).

As imidas ciclicas estudadas apresentaram importante efeito antimelanoma
em modelo de melanoma murino, linhagem B16-F10, causando drastica redugao na
viabilidade destas células in vitro, e ainda, concordando com alguns autores que
afirmaram que compostos capazes de interferirem drasticamente sobre o
metabolismo mitocondrial sdo, potencialmente, citotoxicos (SKULACHEV, 1996;
NICHOLLS & FERGUSON, 2002; GUO et al., 1991), as fenilmaleimidas (S2.1 e

S2.2) apresentaram-se mais citotdxicas que os derivados da 4-AAP (L1 e F1).
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Dentre os compostos avaliados que foram capazes de inibir o crescimento
in vivo das células B16-F10, o composto S2.2, o qual ndo apresenta substituicido no
anel fenil, foi o de maior efetividade, enquanto o derivado da 4-AAP, F1, nao foi
capaz de inibir o crescimento destas células in vivo. Assim, observa-se que tanto
para as fenilmaleimidas, como para os derivados da 4-AAP, os grupos substituintes
presentes em sua estrutura diminuiram o efeito antimelanoma.

Vale destacar que, apesar do composto F1 ter-se mostrado tao citotoxico
quanto L1, nao foi efetivo in vivo. Considerando que varios fatores envolvendo a
farmacodindmica e farmacocinética de um determinado composto, podem interferir
no desempenho de um composto in vivo, este fato nao deve causar surpresa, como
também nao invalida os resultados in vitro.

Os compostos reduziram a proliferacdo celular in vitro, apenas nas
concentracbes em que os efeitos citotdxicos foram observados. Além disso,
interferiram parcialmente em outros aspectos, como a adesao a proteinas da matriz
extracelular (fibronectina, laminina e matrigel) e a organizagao do citoesqueleto de
actina, embora os sitios especificos de interacdo que estdo sendo afetados pelo
tratamento com as imidas ciclicas testadas, permanegam por serem esclarecidos.

Outro aspecto que chamou a atencdo foram os dados indicativos de uma
reducdo do conteudo de DNA dupla fita, visualizado pela coloragcdo com AO, que
sugere fragmentacdo do DNA (HENGARTNER, 2000; VERMES et al., 2000; WANG,
2001), reforcando a proposta de que o mecanismo da apoptose esteja ocorrendo
nas células tratadas. Analises eletroforéticas, visando demonstrar a fragmentagao do
DNA, poderao contribuir para esclarecer de forma definitiva esta questao.

HERR & DEBATIN (2001) defendem que o tratamento anticancer usando

drogas citotoxicas leva em consideragao sua capacidade em mediar a morte celular
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pela ativagcao de elementos chaves da apoptose e pela resposta ao estresse celular.
Os efeitos observados pelos compostos estudados nas células B16-F10 enquadram-
se nesta situacao.

Os resultados indicam que: a) os estudos utilizando mitocéndrias como
modelo de triagem traz informagdes valiosas sobre o mecanismo de agdo de
compostos com potencial aplicagdo farmacéutica, e b) que os compostos L1, S2.1 e
S2.2 representam drogas ativas e potentes no modelo de melanoma utilizado e que
uma quimioterapia empirica pode ser efetivamente estabelecida no modelo de
melanoma murino B16-F10. Uma vez que, as imidas ciclicas sao compostos de
rapida obtenc¢ao no estado puro (CECHINEL FILHO, 1995) e considerando os dados
pré-clinicos obtidos neste estudo, esses compostos mostram-se candidatos
promissores para a realizacao de estudos de toxicidade in vivo, de modo a prever a

possibilidade de futuro uso clinico no tratamento do melanoma.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusées:

a) os compostos maleimidicos S2, S2.1 e S2.2 e os derivados da 4-AAP, L1 e
F1 apresentaram efeitos drasticos em mitocondrias isoladas de figado de rato,
inibindo os complexos | e Il da cadeia respiratéria, ativando a ATPase de
mitocondrias intactas e reduzindo o A¥Y em mitocéndrias isoladas. O composto F1.14
exerceu esses efeitos com menores intensidades, exceto sobre a atividade
ATPasica, na qual ndo causou qualquer efeito;

b) entre os compostos derivados da 4-AAP (L1 e F1), o composto L1, o qual
nao apresenta substituicdo no anel imidico de sua estrutura, foi o mais efetivo,
alterando o perfil de adesdo das células B16-F10 em diferentes componentes da
matriz extracelular, e apresentando atividade antitumoral in vivo no modelo
experimental utilizado;

c) ambas as fenilmaleimidas S2.1 e S2.2 reduziram a viabilidade e a
proliferagcdo das células de melanoma B16-F10 in vitro, alteraram a morfologia, a
organizacgao do citoesqueleto e a adeséo dessas células em diferentes componentes
da matriz extracelular. Causaram reducédo do AY mitocondrial em células B16-F10, e
apresentaram importante atividade antitumoral in vivo no modelo experimental
utilizado, sendo o composto S2.2 o mais efetivo de todos os compostos testados;

d) os compostos L1, S2.1 e S2.2 apresentaram atividade antitumoral frente ao
modelo murino B16-F10 por meio de um mecanismo complexo, que inclui efeitos
sobre o metabolismo mitocondrial e cujas evidéncias experimentais evidenciam a
ativacao da morte celular por apoptose, dentre as quais, 0 aumento da concentracao

citoplasmatica de citocromo ¢ causado pelo composto S2.2.
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10. ANEXOS
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PRADO, S.R.T.; CECHINEL-FILHO, V.; BUzZZI, F.C.,DE CAMPOS, F;
CORREA, R.; CADENA, S.M.C.S. AND OLIVEIRA, M.B.M.. Biological
Evaluation Of Some Selected Cyclic Imides: Mitochondrial Effects And

Citotoxicity In Vitro. Z. Naturforsch., v. 59c¢ p. 663-672, 2004.
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Figura 14. Efeitos das imidas ciclicas sobre o consumo de oxigénio por mitocdndrias isoladas utilizando glutamato
de sddio como substrato oxidavel. A. Tracado representativo do consumo de oxigénio na presenga dos compostos S2;
S2.1 ou S2.2. B. Tracado representativo do consumo de oxigénio na presenca dos derivados da 4-AAP, L1 ou F1. O sistema
de incubagédo foi constituido de: D-manitol 125 mmol.L1, KClI 65 mmol.L1, tampdo Hepes 10 mmol.Lt, pH 7,2, EGTA 0,1
mol.L-1, BSA 0,1g% e suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L1, Pi 1,6 mmol.L* e ADP 0,16 mmol.L1. A reacao

ocorreu a 28 °C e a preparacao de mitocondrias (1 mg) foi pré-incubada por 2 minutos com cada composto, conforme
descrito em Materiais e Métodos item 5.5.2.
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Figura 15- Efeitos das imidas ciclicas sobre o consumo de oxigénio por
mitocédndrias de figado de rato desacopladas por FCCP. A. Efeito das maleimidas
S2, S2.1 e S2.2. B. Efeito dos derivados da 4-AAP L1, F1 e F1.14 sobre o consumo
de oxigénio. O sistema de incubacgéo foi constituido de: D-manitol 125 mmol.L1, KCI
65 mmol.L1, tampdo Hepes 10 mmol.L1, pH 7,2, EGTA 0,1 mol.L1, BSA 0,1g% e
suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.Lt e Pi 1,6 mmol.L1, na presenca de
FCCP 0,1 umol.L1. A reacdo ocorreu a 28 °C e a preparacdo de mitocdndrias (1 mg)
foi pré-incubada por 2 minutos com cada composto. 100% do controle corresponde a
144,1 nmols de oxigénio consumido.min-1.mg de proteina mitocondrial. As condi¢gbes
experimentais estdo descritas em Materiais e Métodos, item 5.5.2. Esses efeitos
representam valores relativos ao controle. Os resultados representam a média de trés
experimentos independentes. * indica p < 0,05.
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Figura 16A. Efeito do derivado da 4-AAP, L1, sobre o complexo F,F, ATPase
de mitocdndrias isoladas de figado de rato. Mitocondrias rompidas - 100%

corresponde a 6985 = 54,6 nmol de Pi liberado.min't.mg?! de proteina
mitocondrial. Mitocdndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 + 1,14 nmol de Pi

liberado.min't.mg! de proteina mitocondrial. Mitocdndrias desacopladas com
FCCP - 100% corresponde a 88,94 + 5,65 nmol de Pi liberado.min-l.mg?! de
proteina mitocondrial. As condi¢cdes experimentais estdo descritas na secao de

Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média + dp de trés
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do
controle (p < 0,05).
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Figura 16B. Efeito do derivado da 4-AAP, F1, sobre o complexo F,F, ATPase
de mitocondrias isoladas de figado de rato. Mitocéndrias rompidas - 100%

corresponde a 698,5 + 54,6 nmol de Pi liberado.minl.mg?® de proteina
mitocondrial. MitocOndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 + 1,14 nmol de Pi

liberado.min't.mg? de proteina mitocondrial. Mitocdndrias desacopladas com
FCCP - 100% corresponde a 88,94 + 5,65 nmol de Pi liberado.min-t.mg? de
proteina mitocondrial. As condicBes experimentais estdo descritas na secao de

Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média + dp de trés
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do
controle (p < 0,05).
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Figura 16C. Efeito do derivado da 4-AAP, F1.14, sobre o complexo F;F,
ATPase de mitocondrias isoladas de figado de rato. Mitocdndrias rompidas -

100% corresponde a 698,5 + 54,6 nmol de Pi liberado.minl.mg?! de proteina
mitocondrial. Mitocéndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 + 1,14 nmol de

Pi liberado.min1.mg? de proteina mitocondrial. Mitocéndrias desacopladas com
FCCP - 100% corresponde a 88,94 + 5,65 nmol de Pi liberado.min1.mg? de
proteina mitocondrial. As condi¢cdes experimentais estdo descritas na sec¢ado de

Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média = dp de trés
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do
controle (p < 0,05).
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Figura 17A. Efeitos da fenilmaleimida S2 sobre o complexo F,F, ATPase de
mitocdndrias isoladas de figado de rato. Mitocondrias rompidas - 100%

corresponde a 6985 + 54,6 nmol de Pi liberado.minl.mg! de proteina
mitocondrial. Mitocondrias intactas - 100% corresponde a 18,11 + 1,14 nmol de Pi

liberado.min't.mg! de proteina mitocondrial. Mitocdndrias desacopladas com
FCCP - 100% corresponde a 88,94 + 5,65 nmol de Pi liberado.min-t.mg? de
proteina mitocondrial. As condicbes experimentais estdo descritas na sec¢do de

Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média + dp de trés
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do
controle (p< 0,05).
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Figura 17B. Efeitos da fenilaleimida S2.1 sobre o complexo F;F, ATPase de
mitocéndrias isoladas de figado de rato. Mitocbndrias rompidas - 100%
corresponde a 6985 + 54,6 nmol de Pi liberado.minl.mg?! de proteina
mitocondrial. Mitoc6ndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 + 1,14 nmol de Pi
liberado.min't.mg! de proteina mitocondrial. Mitocdndrias desacopladas com
FCCP - 100% corresponde a 88,94 + 5,65 nmol de Pi liberado.min-t.mg? de
proteina mitocondrial. As condi¢fes experimentais estdo descritas na se¢do de
Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média + dp de trés
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do

controle (p < 0,05).
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Figura 17. Efeitos da fenilmaleimida S2.2 sobre o complexo F,F, ATPase de
mitocdndrias isoladas de figado de rato. Mitocondrias rompidas - 100%

corresponde a 6985 + 54,6 nmol de Pi liberado.minl.mg! de proteina
mitocondrial. Mitocondrias intactas - 100% corresponde a 18,11 + 1,14 nmol de Pi

liberado.min't.mg! de proteina mitocondrial. Mitocdndrias desacopladas com
FCCP - 100% corresponde a 88,94 + 5,65 nmol de Pi liberado.min-t.mg? de
proteina mitocondrial. As condicbes experimentais estdo descritas na sec¢do de

Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média + dp de trés
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do
controle (p < 0,05).
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Figura 19 - Efeitos das Fenilmaleimidas S2, S2.1 e S2.2 sobre o Potencial Elétrico de
Membrana (A®) em Mitocdndrias Isoladas. As mitocéndrias foram incubadas 15 minutos
com Rho 123, adicionadas de DMSO (controle), FCCP ou das drogas. (A) Efeito do composto
S2. (B) Efeito do composto S2.1. (C) Efeito do compostos S2.2. Os dados estéo apresentados
como percentagem de células com mitocondrias polarizadas e depolarizadas e sé&o
representativos de trés experimentos independentes. As condigBes experimentais estdo
descritas na secdo Materias e Métodos, item 5.5.5. Os valores representam média + sd de trés
experimentos. ** indica p < 0,001.
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Figura 18 - Efeitos dos Derivados 4-AAP L1, F1 e F1.14 sobre o Potencial Elétrico de
Membrana (A®) em Mitocdndrias Isoladas. As mitocéndrias foram incubadas 15 minutos
com Rho 123, adicionadas de DMSO (controle), FCCP ou das drogas. (A) Efeito do composto
L1. (B) Efeito do composto F1. (C) Efeito do compostos F1.14. Os dados estdo apresentados
como percentagem de células com mitocondrias polarizadas e depolarizadas e sé&o
representativos de trés experimentos independentes. As condigcBes experimentais estdo
descritas na se¢do Materias e Métodos, item 5.5.5. Os valores representam média + sd de trés
experimentos. ** indica p < 0,001.
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Figura 20 - Efeitos das Drogas sobre o Potencial Elétrico de Membrana (A¥) em
Mitocdndrias Isoladas. As mitocdndrias foram incubadas 15 minutos com Rho 123,
adicionadas de DMSO (controle), FCCP (1,3 umols.mg?! proteina) ou das drogas (250
umols.mg?! proteina). (A) Gréfico representativo obtido em citbmetro de fluxo. (B)
Percentagem de mitocdndrias polarizadas e depolarizadas.
representativos de trés experimentos independentes. As condi¢cdes experimentais estdo
descritas na secdo Materias e Métodos, item 5.5.5. Os valores representam média + sd
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Figura 21. Consumo de oxigénio pelas células B16-F10
permeabilizadas com digitonina. As células B16F10 (5 x 109),
suspensas em PBS foram acondicionadas em camara termostatizada, a
28 °C, em volume final de 1,3 mL de meio de reacdo contendo tampéo
MOPS 20 mmol.Lt, pH 7,4; sacarose 0,25 mol.L!; fosfato de potassio 2
mmol.L*; MgCl, 10 mmol.L?, adicionados de digitonina 10 pumol.L?,
succinato de sédio 8 mmol.L! e rotenona 20 umol.L. As células foram
previamente incubadas na presenca de diferentes concentracbes do
composto S2.2 por 2 minutos e o consumo de oxigénio pelas células foi
registrado apés adicdo de FCCP 1 umol.Lt. O controle continha
guantidade equivalente de DMSO.
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Figura 22. Efeito dos Compostos Imidicos sobre a Viabilidade das
Células de Melanoma Murino B16-F10. (A) Compostos derivados da 4-AAP.
(B) Compostos maleimidicos. Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de Azul
de Trypan no tempo de 4 horas e concentragdes indicadas, como descrito em
Materiais e Métodos (item 5.7.4) (n = 4). Resultados expressos como média +
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desvio padréo (m = d.p). *, p < 0,001.
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Figura 23. Efeito dos Compostos Derivados da 4-AAP sobre a
Proliferacdo das Células de Melanoma Murino B16-F10. (A) Composto
F1. (B) Composto L1. Proliferacdo celular avaliada pelo ensaio de MTT nos
tempos e concentragdes indicados, como descrito em Materiais e Métodos
(item 5.7.5) (n = 4). Resultados expressos como média * desvio padrao.

*p <0,01; ** p <0,001.
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Figura 24. Efeito dos Compostos Maleimidicos sobre a Proliferacéo
das Células de Melanoma Murino B16-F10. (A) Composto S2.1. (B)
Composto S2.2. Proliferacdo celular avaliada pelo ensaio de MTT nos
tempos e concentracdes indicados, como descrito em Materiais e Métodos
(item 5.7.5). (n = 4). Resultados expressos como média * desvio padréo.
* p <0,01; *p <0,001.
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Figura 25. Atividade das Imidas Ciclicas in vivo — Melanoma Subcutaneo. (A)
Tumores representativos extraidos dos animais do grupo controle e dos animais tratados
com os diferentes compostos imidicos. (B) Massas médias dos tumores extraidos. (C) %
de inibicdo do crescimento tumoral. Células B16-F10 (5x10°) foram inoculadas por via
subcutdnea em camundongos C57BL/6. Uma Unica dose dos compostos L1 e F1 (50
umol.kg™?) ou S2.1 e S2.2 (30 umol.kg') foi administrada por via intraperitoneal 24 horas
apos a injecdo de células. O grupo controle recebeu o veiculo no mesmo volume
utilizado para os animais tratados (100 uL). Apds 16 dias, os animais foram sacrificados
e a massa dos tumores extraidos determinada, como descrito em Materiais e Métodos
(item 5.12). (Controles, n = 10). Resultados expressos como média +/- erro padrdao da
média. * indica p < 0,05.
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FIGURA 26. Efeito do Composto S2.2 com a Dacarbazina em Células B16-F10 in
vivo. (A) Tumores representativos extraidos dos animais do grupo controle e dos animais
tratados. (B) Massas médias dos tumores extraidos. (C) % de inibicdo do crescimento
tumoral. Células B16-F10 (5x10°) foram injetadas por via subcutdnea em camundongos
C57BL/6. Os animais receberam uma dose (30 umol.kgl) do composto S2.2 e (57
umol.kg1) da dacarbazina por via intraperitoneal 24h apés a inoculacdo das células. Os
grupos controles receberam o veiculo correspondente de cada droga no mesmo volume
utilizado para os animais tratados. Apds 16 dias, os animais foram sacrificados e a massa
dos tumores extraidos determinada, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.12). (n
= 8). Resultados expressos como média * erro padrdo da média (m = e.p.m). *, p < 0,05.
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Figura 27. Efeito dos Compostos S2.2 e L1 em Tumor Desenvolvido de 10 dias.
(A) Tumores representativos extraidos dos animais do grupo controle e dos animais
tratados. (B) Massas médias dos tumores extraidos. (C) % de inibicdo do crescimento
tumoral. Células B16-F10 (5x10%) foram injetadas por via subcutdanea em
camundongos C57BL/6. Os animais receberam uma dose (30 umol.kg-t) do composto
S2.2 e (50 umol.kgt) do composto L1 por via intraperitoneal no 10° dia apos a
inoculacéo das células. O grupo controle recebeu o veiculo da droga (6leo inerte) no
mesmo volume (100 pl) utilizado para os animais tratados. Apds 16 dias, 0s animais
foram sacrificados e a massa dos tumores extraidos determinada, como descrito em
Materiais e Métodos (item 5.12). (n = 10). Resultados expressos como média + erro
padrédo da média (m £ e.p.m). *, p < 0,05.



.. 6. “ ‘0

Controle L1 Controle S2.2

6 - controle

tratado

Massa Média Tumoral (g)

O

Inibicdo do crescimento
tumoral (%)

S2.2 L1

Figura 28. Efeito do Tratamento Intra-tumoral dos Compostos S2.2 e L1 em Tumor
Desenvolvido de 10 dias. (A) Tumores representativos extraidos dos animais do grupo
controle e dos animais tratados. (B) Foto representativa dos animais tratados. (C) Massas
médias dos tumores extraidos. (D) % de inibicdo do crescimento tumoral. Células B16-F10 (105)
foram injetadas por via subcutanea nas patas traseiras de camundongos C57BL/6. Os animais
receberam uma dose intra-tumor de S2.2 (30 umol.kg?t) ou L1 (50 umol.kgt) na pata traseira
esquerda ap6s 10 dias a inoculacdo das células. O tumor da pata direita (controle) recebeu o
veiculo da droga (6leo inerte) no mesmo volume (100 ulL) utilizado nos tumores tratados. Apés
16 dias, os animais foram sacrificados e a massa dos tumores extraidos determinada, como
descrito em Materiais e Métodos (item 5.12). (n = 10). Resultados expressos como média + erro
padrdo da média (m £ e.p.m). *, p < 0,05.



Figura 29. Efeitos dos Compostos Derivados da 4-AAP na Morfologia
das Células de Melanoma Murino B16-F10. (coluna A) Micrografias das
células tratadas com 100 pmol.L'! dos compostos. (coluna B) Micrografias
das células tratadas com 150 pmol.L** dos compostos. (linha C) Micrografias
das células controle. As células B16-F10 foram tratadas por 3 h, fixadas e
coradas com Giemsa, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.1). As
amostras foram observadas utilizando microscopio 6ptico (Olympus BX40).
(—»): diminuicdo do tamanho celular. (>): vacuolizacdo do citoplasma. (— ):
condensacgéao da cromatina (400x).




Figura 30. Efeitos dos Compostos Maleimidicos na Morfologia das
Células de Melanoma Murino B16-F10. (coluna A) Micrografias das células
tratadas com 20 umol.L* dos compostos. (coluna B) Micrografias das células
tratadas com 30 umol.L't dos compostos. (linha C) Micrografias das células
controle. As células B16-F10 foram tratadas por 3 h, fixadas e coradas com
Giemsa, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.7.5). As amostras
foram observadas utilizando microscopio optico (Olympus BX40). ( — ).
diminuicdo do tamanho celular. ( > ): vacuolizacdo do citoplasma. (— ):
condensagéao da cromatina (400x).
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Figura 31. Analise Morfométrica das Células de Melanoma B16-F10 tratadas com
S2.2. (A) Andlise da éarea celular. (B) Analise da elongacado celular. (C) Andlise da
esfericidade celular. Cerca de 400 células foram analisadas utilizando o software
ImageTool versdo 3.00, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.1). A area das
células foi medida como o numero de pixels do poligono, sendo este valor convertido
para %. A elongacdao foi calculada como a razdo entre o comprimento do eixo maior e o
comprimento do eixo menor. O resultado é um valor maior ou igual a 1; quando o
resultado for igual a 1, o objeto é totalmente circular ou um quadrado e quanto maior
gue 1, o objeto é mais elongado. A esfericidade foi calculada como: (4 X © X
area)/perimetro?. O resultado € um valor entre 0 e 1 e quanto mais proximo de 1, o
objeto estd mais préximo de um circulo perfeito e quanto mais distante de 1, mais
distante de uma forma circular esta o objeto. *, p < 0,001.



Figura 32. Efeitos dos Derivados da 4-AAP na Morfologia das Células de Melanoma Murino B16-F10 por Microscopia Eletrénica de
Varredura. (linha A) Micrografias das células controle com o veiculo DMSO. (linha B) Micrografias das células tratadas com L1 75 umol.L%. (linha
C) Micrografias das células tratadas com F1 75 umol.L-1. As células B16-F10 foram tratadas por 3 h, fixadas e metalizadas, como descrito em
Materiais e Métodos (item 5.9.2). As amostras foram observadas utilizando microscopio eletrdnico de varredura. (— ): diminuicdo do tamanho
celular. (p»): reducdo numero espiculas. (——>): diminuicdo do nimero de projecdes citoplasmaticas. > ): reducdo do nimero de células. As colunas
D, E e F correspondem, respectivamente, aos aumentos de 750, 1.400 e 3.300x.



Figura 33. Efeitos das maleimidas S2.1 e S2.2 na Morfologia das Células de Melanoma Murino B16-F10 por Microscopia Eletronica de
Varredura. (linha A) Micrografias das células controle com o veiculo DMSO. (linha B) Micrografias das células tratadas com S2.1 30 umol.L1. (linha
C) Micrografias das células tratadas com S2.2 30 umol.Lt. As células B16-F10 foram tratadas por 3 h, fixadas e metalizadas, como descrito em
Materiais e Métodos (item 5.9.2). As amostras foram observadas utilizando microscépio eletronico de varredura. ( —) ): diminui¢do do tamanho
celular. ( P> ): reducdo nimero espiculas. ( ——>): diminuicdo do nimero de projecdes citoplasmaticas. (> ): reducdo do nimero de células. As
colunas D, E e F correspondem, respectivamente, aos aumentos de 750, 1.400 e 3.300x.



Figura 34. Efeitos do derivado da 4-AAP L1 (75 pmol.L') na Morfologia das
Células de Melanoma Murino B16-F10 por Microscopia Eletrébnica de
Varredura. (A) Micrografias das células tratadas no aumento de 3.300x. (B)
Micrografias das células tratadas no aumento de 6.500x (no detalhe, a formagéo de
protusfes citoplasméticas “blebs”). As células B16-F10 foram tratadas por 3 h,
fixadas e metalizadas, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.2). As
amostras foram observadas utilizando microscopio eletrénico de varredura.



Figura 35. Efeitos dos Derivados da 4-AAP na Morfologia das Células de
Melanoma Murino B16-F10. (linha A) Micrografias das células controle. (linha B)
Micrografias das células tratadas com F1 100 pmol.Lt. (linha C) Micrografias das
células tratadas com L1 100 pmol.L?. As células B16-F10 foram tratadas por 3 h e
coradas com Laranja de Acridina, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.4).
As imagens foram obtidas utilizando microscopio de fluorescéncia. As colunas D, E e
F correspondem, respectivamente, aos aumentos de 600, 900 e 1800x.




Figura 36. Efeitos dos Compostos Maleimidicos na Morfologia das Células de
Melanoma Murino B16-F10. (linha A) Micrografias das células controle. (linha B)
Micrografias das células tratadas com S2.1 (30 umol.Lt). (linha C) Micrografias das
células tratadas com S2.2 (30 umol.L Y. As células B16-F10 foram tratadas por 3 h e
coradas com Laranja de Acridina, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.4). As
imagens foram obtidas utilizando microscopio de fluorescéncia. As colunas D, E e F
correspondem, respectivamente, aos aumentos de 600, 900 e 1800x.
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Figura 37. Efeito das Imidas Ciclicas sobre as Células B16-F10 Coradas com
Laranja de Acridina. (A) Grafico representativo do experimento de citotoxicidade
avaliada com AO, (B) Percentagem de reducao de fluorescéncia verde em relacdo ao
controle obtido em citdbmetro de fluxo, com filtro FL-1. Células B16-F10 (2x10°)
aderentes em placa de Petri foram expostas aos compostos S2.1 e S2.2 (30 umol.L?)
e L1 e F1 (100 pumol.L?). Posteriormente, as células, suspensas em PBS, foram
coradas com AO (5ug.L') e imediatamente analisadas por citometria de fluxo,
conforme descrito em Materiais e Métodos (item 5.10.2). * indica p < 0,001 em
relacédo ao controle.
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Figura 38. Efeito sobre a Adesado das Células de Melanoma Murino B16-F10.
Composto L1. (A) Adesao a fibronectina (B) Adesédo a laminina. (C) Adeséo a
matrigel. Células B16-F10 (5x103 cells/ po¢o) foram aderidas sobre as proteinas de
matriz indicadas, por 2 horas, na presenca de diferentes concentracGes de L1. ApGs
remocao das células ndo aderentes, as células foram fixadas em metanol e a adeséo
avaliada pelo corante cristal violeta, como descrito em Materiais e Métodos (item
5.8.2) (n = 3). Resultados expressos como média + desvio padréo (m + d.p).

* p <0,05; ** p<0,01; **p < 0,001.




S21 fibronectina
S2.1

80

60

40 |

20 |

adesdo celular (%)

Concentragdo (umol.L)

S2.1 | L
100 aminina

80

60

40

20

adeséo celular (%)

Concentragdo (umol.L)

S2.1

100 matrigel

80

60

40

20

O
* DO
AN\

Concentrag&o (umol.L%)

Figura 39. Efeito sobre a Adesado das Células de Melanoma Murino B16-F10.
Composto S2.1. (A) Adesédo a fibronectina (B) Adesédo a laminina. (C) Adesédo a
matrigel. Células B16-F10 (5x103 cells/ po¢o) foram aderidas sobre as proteinas de
matriz indicadas, por 2 horas, na presenca de diferentes concentracdes de S2.1. ApGs
remocao das células ndo aderentes, as células foram fixadas em metanol e a adeséo
avaliada pelo corante cristal violeta, como descrito em Materiais e Métodos (item
5.8.2) (n = 3). Resultados expressos como média + desvio padréo (m + d.p).

* p <0,05; * p<0,01; **p < 0,001.
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Figura 40. Efeito sobre a Adesdo das Células de Melanoma Murino B16-F10.
Composto S2.2. (A) Adesado a fibronectina (B) Adesdo a laminina. (C) Adeséo a
matrigel. Células B16-F10 (5x103 cells/ po¢o) foram aderidas sobre as proteinas de
matriz indicadas, por 2 horas, na presenca de diferentes concentracdes de S2.2. ApGs
remocao das células ndo aderentes, as células foram fixadas em metanol e a adeséo
avaliada pelo corante cristal violeta, como descrito em Materiais e Métodos (item

5.8.2) (n = 3). Resultados expressos como média + desvio padrao (m * d.p).

* p < 0,05; *, p<0,01; **p < 0,001.




Figura 41. Efeitos dos Compostos Derivados da 4-AAP na Organizacdo do
Citoesqueleto de Actina das Células de Melanoma B16-F10. Colunas D-E
correspondem as micrografias das células em aumento de 600x e na coluna F, aumento
de 1200x. (Linha A) Células controle mostrando detalhes da organizacdo do
citoesqueleto de F-actina. (Linha B) Micrografias das células tratadas com F1 (100 pmol.L-
1. (Linha C) Micrografias das células tratadas com L1 (100 umol.L1). As células B16-F10
foram tratadas com as imidas ciclicas, fixadas e marcadas com faloidina-FITC (verde) e
DAPI (azul), como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.3).



Figura 42. Efeitos dos Compostos Maleimidicos na Organizacado do Citoesqueleto
de Actina das Células de Melanoma B16-F10. Colunas D-E correspondem as
micrografias das células em aumento de 600x e na coluna F, aumento de 1200x.
(Linha A) Células controle mostrando detalhes da organizacéo do citoesqueleto de F-
actina. (Linha B) Micrografias das células tratadas com S2.1 (30 umol.L1). (Linha C)
Micrografias das células tratadas com S2.2 (30 umol.L1). As células B16-F10 foram
tratadas com as imidas ciclicas, fixadas e marcadas com faloidina-FITC (verde) e DAPI
(azul), como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.3).
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Figura 43. Efeito do Composto S2.2 sobre a Concentragéo
Citoplasmatica de Citocromo c. (A) Analise das células tratadas nos
tempos de 30 a 60 minutos. (B) Analise das células tratadas nos tempos de
75 a 135 minutos. As células B16-F10 foram incubadas com o composto
S2.2 (30 umol.LY), na temperatura de 37 °C e a determinagdo das
guantidades de citocromo ¢ no citoplasma das células B16-F10 foi
determinado nos diferentes tempos por citometria de fluxo, conforme descrito
em Materiais e Métodos (item 5.10). * indica p < 0,001.
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Figura 44. Efeitos do FCCP sobre o Potencial Elétrico de Membrana (A¥) em Células
B16-F10. As células foram incubadas 10 minutos com Rho 123, adicionadas de FCCP (10
umol.L'Y) e monitorada em citbmetro de fluxo a cada 5 minutos, durante 70 minutos. O
tempo O (zero) corresponde ao controle. (A) Tracado obtido no citbmetro de fluxo nos
diferentes tempos. (B) Percentagem de células com mitocbndrias polarizadas e
depolarizadas. As condi¢cdes experimentais estédo descritas na secdo Materiais e Métodos,
item 5.11. Os dados apresentados s&o representativos de trés experimentos
independentes. Os valores representam média + sd de trés experimentos. * indica p <0,05
e ** indica p< 0,001.
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Figura 45. Efeitos de S2.1 sobre o Potencial Elétrico de Membrana (A¥) em Células
B16-F10. As células foram incubadas 10 minutos com Rho 123, adicionadas de S2.1 (30
umol.L'Y) e monitorada em citbmetro de fluxo a cada 5 minutos, durante 70 minutos. O
tempo O (zero) corresponde ao controle. (A) Tracado obtido no citbmetro de fluxo nos
diferentes tempos. (B) Percentagem de células com mitocbndrias polarizadas e
depolarizadas. As condi¢cdes experimentais estédo descritas na secdo Materiais e Métodos,
item 5.11. Os dados apresentados s&o representativos de trés experimentos
independentes. Os valores representam média + sd de trés experimentos. * indica p <0,05
e ** indica p< 0,001.
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Figura 46. Efeitos de S2.2 sobre o Potencial Elétrico de Membrana (A¥) em Células
B16-F10. As células foram incubadas 10 minutos com Rho 123, adicionadas de S2.2 (30
umol.L'Y) e monitorada em citbmetro de fluxo a cada 5 minutos, durante 70 minutos. O
tempo O (zero) corresponde ao controle. (A) Tracado obtido no citbmetro de fluxo nos
diferentes tempos. (B) Percentagem de células com mitocbndrias polarizadas e
depolarizadas. As condi¢cdes experimentais estédo descritas na secdo Materiais e Métodos,
item 5.11. Os dados apresentados s&o representativos de trés experimentos
independentes. Os valores representam média + sd de trés experimentos. * indica p <0,05
e ** indica p< 0,001.



TABELA 2 — Efeitos dos Derivados da 4-AAP L1, F1, F1.14 sobre os complexos enziméaticos da cadeia respiratoria.

pmol. NADH oxidase NADH NADH Citocromo ¢ Succinato Succinato Succinato
mg™ desidrogenase citocromo ¢ oxidase oxidase desidrogenase citocromo ¢
prot. redutase redutase
40 90+4 103 +8 91+8 101 +£3 78 + 2% 69 + O* 73 +£8*
L1 80 86 + 1* 88 + 4* 97 +4 98+4 52 + 1* 52 £ 10* 61 +4*
120 71+ 4% 75+ 2* 80+ 7* 99+5 33+ 6* 54 + 8* 41 £ 2*
40 97 +2 96+ 7 98+7 102 £5 52 + 8* 72 £ 6* 62 + 7*
F1 80 86 + 2* 95+9 87 + 3* 97+6 24 + 1* 72 £ 10* 38 £ 5*
120 70 + 1* 76 + 4* 76 + 4* 97+6 15+ 1* 70 £ 7* 21 £ 3*
40 100+ 6 106 £5 98+5 100 £ 4 84 + 2* 68 + 8* 77 £ 5*
F1.14 | 80 92+5 87 + 3* 89 + 3* 100 £5 74 £ 1* 66 + 7* 71+ 3*
120 90+8 88 + 4* 87 + 4* 102 £ 4 67 + 2* 62 + 6* 67 £ 4*

As condicbes experimentais estdo descritas no item 5.5.3 da secdo de Materiais e Métodos. Os resultados estdo apresentados como
percentagem de atividade (%) em relacdo ao controle (média + dp): 100% corresponde a atividade dos controles: NADH oxidase —
143,5 nmol de oxigénio consumido.min™.mg™®; NADH desidrogenase - 2,35 umol de ferricianeto reduzido. .min*.mg* ; NADH
citocromo c¢ redutase - 2252 nmol de citocromo c reduzido.mint.mg® ; succinato oxidase — 103,4 nmol de oxigénio
consumidos.min*.mg™; citocromo c oxidase — 689,5 nmol de citocromo ¢ oxidade.min®.mg™; succinato desidrogenase — 145,9
umol de PMS reduzido.min®.mg™ e succinato citocromo c redutase — 189,6 nmol de ferricitocromo ¢ reduzido.min™.mg™*. Cada valor
representa a média + dp de trés experimentos independentes. * Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia de imidas
ciclicas) (p < 0,05).



TABELA 4 — Efeitos das fenilmaleimidas S2, S2.1 e S2.2 sobre os complexos enziméaticos da cadeia respiratoria.

pumol. NADH oxidase NADH NADH Citocromo Succinato Succinato Succinato
mg™ desidrogenase citocromo ¢ oxidase oxidase desidrogenase citocromo ¢
prot. redutase redutase
40 70 + 3* 88 + 6* 74 + 6* 99+7 61+ 7* 78 + 5% 66 + 6*
S2 80 61 + 6* 76 + 4* 62 + 4* 100+ 6 22 + 2* 49 £ 7* 290 £ 2*
120 55 + 2* 59 + 4* 56 + 4* 101£5 14 £+ 2* 48 £ 7* 18 + 2*
40 92+2 108 £9 89+9 97 +7 78 £ 2* 81+ 7* 79+ 7*
S2.1 |80 70 + 3* 88 + 4* 77 + 4* 99 +6 46 + 4* 68 + 8* 49 + 4*
120 64 + 3* 63 + 2* 64 + 2* 98+6 31+2* 71+ 9% 43 £ 2*
40 68 + 11* 104 £ 8 82 + 8* 99+5 48 + 8* 66 + 9* 55 + 5*
S2.2 |80 48 + 4* 92+5 59 + 5* 95+6 23 £ 2* 64 + 10* 21+ 2*
120 48 + 4* 80 + 2* 48 + 2* 96 +4 12 + 3* 57 £ 6* 20 £ 3*

As condicbes experimentais estdo descritas no item 5.5.3 da secdo de Materiais e Métodos. Os resultados estdo apresentados como
percentagem de atividade (%) em relacdo ao controle (média + dp): 100% corresponde a atividade dos controles: NADH oxidase -
143,5 nmol de oxigénio consumido.min.mg™®; NADH desidrogenase - 2,35 umol de ferricianeto reduzido. .min.mg* ; NADH
citocromo c¢ redutase - 2252 nmol de citocromo c reduzido.mint.mg® ; succinato oxidase — 103,4 nmol de oxigénio
consumidos.min*.mg™; citocromo c oxidase — 689,5 nmol de citocromo ¢ oxidade.min®.mg™; succinato desidrogenase — 145,9
umol de PMS reduzido.min®.mg™ e succinato citocromo c redutase — 189,6 nmol de ferricitocromo ¢ reduzido.min™.mg™*. Cada valor
representa a média + dp de trés experimentos independentes. * Valores estatisticamente diferentes do controle (auséncia de imidas
ciclicas) (p < 0,05).
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