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 “Quando nada acontece, 

há um milagre que não estamos vendo.” 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Se não os tempos e contratempos. 

Troçavam de nós, os outros? 

Citando, com ares, o que não entendíamos, nem.  

Diziam já saber a verdadeira estória do drama, 

e que não passávamos de impostores... “ 

“...Repetíamos, então, sem cessar, 

 a nossa estória, 

com forte cunho de sinceridade.” 

 
João Guimarães Rosa 

Primeiras Estórias 
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DMSO  dimetilsulfóxido 
 
DMEM  meio de Eagle modificado por Dulbecco 
 
EndoG  endonuclease G 
 
EDTA   ácido etilenodiaminotetracético 
 
EGTA   ácido etilenoglicol bis (éter 2-amino-etil) N,N,N’,N’tetracético 
 
e.p.m.   erro padrão da média 
 
ERO   espécie reativa de oxigênio 
 
F1   N-Antipirina-3,4-dicloromaleimida 
 
F1.14   N-Antipirina-3-cloro-4(4-cloro)-anilina-maleimida 
 
FACS   citometria de fluxo 
 
FCCP   carbonilcianida p-trifluorometoxifenilhidrazona 
 
FCR   fase de crescimento radial 
 
FCV   fase de crescimento vertical 
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FITC   isotiocianato de fluoresceína 
 
HBSS   solução balanceada de Hanks 
 
HEPES  N- N-(2-hidroxietil) piperazina N’ (ácido 2-etano sulfônico) 
 
IAP   proteínas inibidoras de apoptose 
 
IC50   concentração inibitória de 50% 
 
ID50   dose inibitória de 50% 
 
i.p.   intra-peritoneal 
 
IP   iodeto de propídio 
 
L1    N-Antipirina-maleimida 
 
m   média 
 
MEM   meio essencial mínimo de Eagle 
 
MTT   brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio 
 
NADH   nicotinamida adenina dinucleotídeo (reduzida) 
 
OSCP   oligomycin-sensitivity confering protein 
 
PBS   solução salina-fosfato tamponada 
 
PEP   fosfoenolpiruvato 
 
PK   piruvato quinase 
 
Pi   fosfato inorgânico 
 
PI   iodeto de propídio 
 
PM   peso molecular 
 
PMS   fenazina metassulfato 
 
RCC   coeficiente de controle respiratório 
 
Rho123  rodamina 123 
 
 

XX 
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S2   4-nitro-N-fenil-maleimida 
 
S2.1   4-metil-N-fenil-maleimida 
 
S2.2   N-fenil-maleimida 
 
SFB   soro fetal bovino  
 
Smac   second mitochondria – derived activator of caspases 
 
TCA   ácido tricloroacético 
 
Tris   tris (hidroximetil) amino metano    
 
UV   radiação ultravioleta 
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RESUMO 
Imidas cíclicas obtidas por síntese orgânica podem ser agrupadas em diversas sub-
classes, incluindo maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas e 
seus respectivos derivados. Devido a sua natureza hidrofóbica, estes compostos 
podem atravessar membranas biológicas, podendo exercer importantes efeitos 
biológicos que incluem as atividades antiinflamatória, 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 mitocôndrias isoladas de fígado de rato, o consumo de 
oxigênio, em presença de FCCP, foi reduzido drasticamente (~90%) na presença de 
todos os compostos testados, com exceção do F1.14 (inibição ~50%). Análises da 
atividade enzimática dos complexos da cadeia respiratória identificaram significativa 
inibição entre os complexos I e III. Tal inibição foi dose dependente e ocorreu com 
diferentes intensidades para os compostos testados, sendo mais acentuada para as 
maleimidas. A atividade da ATPase de mitocôndrias intactas  foi a mais afetada, 
sendo estimulada em ~200% pelas maleimidas e por L1. O potencial elétrico da 
membrana mitocondrial interna (ΔΨ) estimado por citometria de fluxo, em 
mitocôndrias isoladas, foi reduzido em ~64% pelas maleimidas e entre 26 e 45% 
pelos derivados da 4-AAP. O potencial de redução desses compostos, determinados 
por voltametria cíclica, foram inferiores a -480mV, isto é, menores que o potencial 
redox da cadeia respiratória mitocondrial. Em células de melanoma murino da 
linhagem B16-F10 permeabilizadas com digitonina O  o consumo de oxigênio foi 
reduzido em ~90% em presença de 50 μmol de S2.2. Foi observada grande redução 
da viabilidade das células de B16-F10 pelos compostos S2.1, S2.2 (~40%, com 20 
μmol.L-1); L1 e F1 promoveram redução da viabilidade celular com maiores 
concentrações testadas (≥ 50 μmol.L-1). A proliferação e adesão das células B16-
F10 também foram inibidas, em função da dose e do tempo. Os compostos S2.1, 
S2.2 e L1 causaram acentuada inibição (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 análises morfológicas mostraram redução do número de 
células e alteração de vários parâmetros celulares, como a redução de tamanho, 
vacuolização do citoplasma, condensação da cromatina, diminuição do número de 
espículas celulares, desorganização do citoesqueleto de actina, assim como a 
formação de blebs, efeitos sugestivos de apoptose celular, os quais foram mais 
acentuados quando utilizados os compostos S2.1 e S2.2. Análise morfométrica 
revelou que o composto S2.2 causa redução no tamanho, aumento da esfericidade e 
diminuição da elongação das células B16-F10. Este composto (30 μmol.L-1) reduziu 
o potencial elétrico de membrana (71%, aos 70 minutos de tratamento) e aumentou 
os níveis de citocromo c citoplasmático (37% com 75 minutos de tratamento).  Os 
resultados obtidos em mitocôndrias isoladas estão de acordo com aqueles 
verificados em células permeabilizadas e nas análises in vitro. Usando células B16-
F10, os resultados demonstram importante atividade antimelanoma das imidas 
cíclicas testadas e sugerem que essa atividade é exercida por diferentes 
mecanismos, dentre eles, a morte celular por apoptose. 
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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 I and III. 
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 (ΔΨ) 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 μmoles.L-1 de S2.2.  Compounds S2.1, S2.2 promoted a great 
reduction in cell viability of B16-F10 (~40%, at 20 μmol.L-1); L1 and F1 exerted this 
effect even at higher tested concentrations (50 μmol.L-1).  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 μmol.L-1), 
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. 
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1. INTRODUÇÃO 

As imidas cíclicas constituem uma grande classe de compostos obtidos por 

síntese orgânica 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 são 

eletricamente neutros e possuem natureza hidrofóbica, podem atravessar as 

membranas celulares. Vários efeitos biológicos apontam para um potencial uso 

farmacêutico das imidas cíclicas, dentre estes, destacam-se as atividades 

antinociceptiva, anti-inflamatória, antimicrobiana e antitumoral, as quais parecem 

estar relacionadas ao tamanho e característica dos grupos substituintes no anel 

imídico, os quais podem modificar as propriedades estéricas destes compostos, 

alterando sua potencial atividade (CECHINEL FILHO et al., 2003). 

Apesar das várias atividades biológicas descritas para as imidas cíclicas, 

seu mecanismo de ação em nível molecular e celular, assim como seu potencial 

citotóxico, é pouco conhecido. 

No presente trabalho, dezoito moléculas de imidas cíclicas pertencentes às 

subclasses das maleimidas, glutarimidas, succinimidas e derivados da 4-

aminoantipirina (4-AAP) foram, inicialmente testadas, avaliando o efeito sobre o 

consumo de oxigênio por mitocôndrias isoladas de fígado de rato, a atividade 

antibacteriana, a citotoxicidade sobre macrófagos 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: mitocôndrias isoladas de 

fígado de rato e células de melanoma murino B16-F10. O primeiro modelo foi 

utilizado, uma vez que a mitocôndria é responsável pelo metabolismo oxidativo 

celular e os estudos dos efeitos destas imidas cíclicas sobre o consumo de oxigênio, 

a atividade dos complexos enzimáticos da cadeia respiratória mitocondrial, entre 

outros parâmetros, são de grande valia para o estabelecimento do seu mecanismo 

de ação assim como do potencial citotóxico. 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 dá 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 não 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 

terapêuticas para esta patologia cuja incidência é crescente e cujo tratamento 

quimioterápico conta, relativamente, com poucas opções realmente eficazes.   

A partir do presente estudo, foi fornecida uma contribuição para o 

conhecimento dos efeitos das imidas cíclicas nos modelos utilizados, avaliando-se 

algumas das conseqüências decorrentes da modificação da estrutura dos compostos 

estudados. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Desenvolvimento de novos fármacos 

O caráter pluridisciplinar da química medicinal no desenvolvimento de 

novos fármacos, aliando as interfaces da química, da bioquímica e da biologia 

molecular, da farmacologia, da toxicologia e da medicina está bem estabelecido 

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

Assim, uma substância química cuja ação biológica está bem caracterizada, 

pode ser usada como base para obtenção de novos compostos que sejam 

congêneres ou análogos estruturais do medicamento matriz. As modificações 

estruturais impostas podem possibilitar a obtenção de compostos de interesse 

quanto a sua atividade, e fornecer dados que poderão elucidar a relação entre 

estrutura molecular e atividade biológica (KOROLKOVAS & FERREIRA, 1989; 

MONTANARI, 1995; MONTANARI & BOLZANI, 2001), contribuindo para a 

descoberta de um grupo farmacofórico essencial para a potência, especificidade, 

facilidade de administração, estabilidade e toxicidade (SCHUELLER, 1960; AMZEL, 

1998).  

Neste contexto, vários 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 vários tipos de tumores, buscando-se 

estabelecer uma relação entre suas propriedades químicas e a atividade antitumoral.  

Em outro estudo, KING et al. (1996) desenvolveram um programa lógico 

indutivo baseado na estrutura química representada pelos átomos e suas ligações, 

em combinação com programa de algoritmo. Os autores demonstraram ser possível 
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traçar uma relação estatisticamente significativa entre a estrutura química e a 

atividade biológica.  

A relação entre a estrutura e atividade de um composto inclui também 

moléculas que sejam isômeros geométricos, a exemplo dos estudos de ZÁKOVSKÁ 

et al. (1998) que avaliaram a atividade antitumoral de vários complexos de platina na 

orientação cis e trans, reconhecidos pelos efeitos antitumorais associados à 

configuração 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 correlação entre estrutura e 

atividade por meio da síntese de uma série do peptídeo buforina II com deleção ou 

substituição dos aminoácido N e C-terminal, e verificaram que a deleção da região 

enovelada N-terminal aumentou em duas vezes a atividade antibacteriana, mas a 

deleção de uma região mais distante do N-terminal, gerou análogos com decréscimo 

progressivo de atividade. Da mesma forma, a substituição de leucina por prolina 

diminuiu a atividade antimicrobiana e a retirada de quatro aminoácidos da região C-

terminal da buforina II resultou em perda total da atividade. 

Comparações entre atividades e estrutura-atividade de imidas cíclicas com 

aquela de compostos tipo amida ácida mostraram que tanto as amidas ácidas como 

as imidas cíclicas apresentaram o modo de ação similar, em sementes de 

Echinochloa utilis, causando inibição da síntese de clorofila ou a destruição foto-

oxidativa dos pigmentos já formados (SATO et al., 1991). Em quase todos os casos, 

as imidas apresentaram maior atividade fitotóxica que as amidas ácidas 

correspondentes. A hidrólise das imidas e a ciclização das amidas ácidas foram 
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observadas nos respectivos resíduos aril, sendo que a fitotoxicidade causada por 

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

 

 2.2. Imidas Cíclicas 

Imidas cíclicas são compostos obtidos por síntese orgânica e resultantes da 

reação entre ácidos dicarboxílicos e amônia, com conseqüente liberação de água 

(HARGREAVES, 1970).   

A Figura 1 apresenta a estrutura geral das imidas cíclicas (–CO-N(R’)-CO-), 

onde R’ pode ser um átomo de hidrogênio, grupo alquila ou arila, sendo a maioria 

destes compostos constituído por um sistema cíclico com menos de 7 átomos de 

carbono (NUNES, 1986).  

 

 

 

 

 

 

 

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 possível aplicação terapêutica (HARGREAVES et al., 1970).  Um dos 

compostos mais conhecidos, pertencente a esta classe, é a talidomida, que tem 

demonstrado amplo espectro de efeitos biológicos de interesse no tratamento de 

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

R

C

O

O

C

N R’ 
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diversas patologias (POUPAERT et al., 1995). Na Figura 2 estão mostrados alguns 

compostos representantes destas principais subclasses de imidas cíclicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

naftalimida; F. estrutura da talidomida (ftalimida). 

O

O

N
X

O

O

N
X

 
X= 4-Cl; 4-OCH3; 4-CH3; 4-NO2; 4-Br; 4-
CH2CH3; 3,4-(CH3)2; 4-Cl 
 
A. Maleimida. N-arilmaleimida 
Fonte: CECHINEL FILHO et al., 2003 

R= (CH3)2N-; (CH3CH2)2-N-; C6H5-NH-; 
outros 
 
B. Succinimida. Derivado da 
hidrosuccinimida 
Fonte: LANGE et al.,1977 

HH

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

 
D. Ftalimida. Estrutura geral da 
ftalimidas 
Fonte: KAMAL et al., 1998;  
ANTUNES et al., 1998 

 
E. Naftalimida. Estrutura geral da naftalimidas 
Fonte: KAMAL et al., 1998; ANTUNES et al., 1998

 
F. Ftalimida. Estrutura da talidomida
Fonte: POUPAERT et al., 1995 
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As imidas cíclicas são compostos de natureza hidrofóbica, sendo solúveis, 

principalmente, em acetona e, para estudos biológicos, em dimetilsulfóxido (DMSO) 

(HARGREAVES et al., 1970). Como os estudos sobre sua estabilidade são raros, 

não se conhece uma condição geral de estabilidade para todo grupo das imidas 

cíclicas.  

As maleimidas, a exemplo das imidas cíclicas em geral, raramente ocorrem 

na natureza, sendo o composto 2-etil-3-metil-maleimido-N-β-D-glucopiranosídeo 

(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 protótipo na obtenção de outros 

derivados imídicos, sendo a N-fenilmaleimida dentre outras maleimidas, muito 

utilizada para a síntese de derivados com potencial farmacológico (CECHINEL 

FILHO & YUNES, 1998).  

Diversos métodos sintéticos utilizados para a obtenção de imidas cíclicas 

estão descritos há longa data (HARGREAVES et al., 1970) e são, ainda utilizados, 

eventualmente com pequenas modificações. As vias de síntese dessas moléculas 

podem ser encontradas na revisão de HARGREAVES et al. (1970) e de CECHINEL 

FILHO et al., (2003) e não serão descritas nesta Introdução. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 – Estrutura da 2-etil-3-metil-maleimido-N-β-D-glucopiranosídeo 
na forma acetilada 
Fonte: KRAJEWSJI et al. 1996 



 34

2.2.1. Propriedades Biológicas das Imidas Cíclicas 

Os potenciais usos terapêuticos das imidas cíclicas têm motivado o estudo 

desses compostos. Esse interesse é coincidente com a descoberta do alcalóide 

natural filantimida (Figura 4), um derivado da glutarimida isolado das partes aéreas 

de Phyllanthus sellowianus, sendo também um dos exemplos de imidas cíclicas de 

origem natural (TEMPESTA et al., 1988). Para este composto demonstrou-se 

atividade antimicrobiana, antiespasmódica e analgésica (CALIXTO et al., 1984; 

CECHINEL FILHO et al., 1994a; CECHINEL FILHO, 1995).  

Algumas imidas cíclicas, como a 2,4-diclorofenilsuccinimida, estimulam o 

crescimento de plantas durante os primeiros estágios de germinação. Outros 

derivados imídicos apresentam promissores efeitos fungicidas, bactericidas e 

herbicidas (CREMLYN, 1978; ADOMAT & BÖRGER, 2000; NUNES, 1986; 

CECHINEL FILHO et al., 1994b, 1995, 1996a; ANDRICOPULO, 1996; CORRÊA et 

al., 1996). Esses efeitos parecem ser decorrentes das propriedades anfóteras 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estrutura da filantimida 
Fonte: TEMPESTA et al., 1988 
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Um exemplo bem conhecido de imida cíclica é a talidomida (Figura 2F), 

cujos efeitos são reconhecidos de longa data. Em contraposição 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 sólidos, por interferir na formação dos vasos sanguíneos (FOLKMAN, 

1990; PASTORE, 2001). 

Vários derivados imídicos de succinimidas, glutarimidas e maleimidas 

possuem importantes atividades biológicas, tanto no tratamento de infecções 

causadas por parasitas e bactérias, como a tuberculose, bem como no tratamento 

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

 

2.2.2. Atividade Antimicrobiana 

Os principais efeitos biológicos das maleimidas são representados por 

atividade antifúngica, antibacteriana e inseticida (CECHINEL FILHO et al., 2003). 

A atividade antifúngica de N-arilmaleimidas, N-alquilfenil-3,4-

dicloromaleimidas, N-alquilfenilmaleimidas, N-alquilarilmaleimidas e 2-morfolino-N-

etilfenilsuccinimida está relacionada às características estruturais, uma vez que o 

tamanho da cadeia carbônica e do grupo substituinte no anel fenílico influenciam em 

sua efetividade (CECHINEL FILHO, 1995; CECHINEL FILHO et al., 1994a, 1995, 

1996a; LIMA et al., 1999). Segundo NUNES (1986), a presença da dupla ligação 

imídica é de grande importância na efetividade antifúngica das maleimidas. 

Diversos estudos demonstraram o efeito fungicida de N-arilmaleimidas 

(Figura 5) e compostos relacionados (NUNES, 1986). Vários análogos sintéticos da 

filantimida mostraram atividade antimicrobiana contra algumas espécies de 

bactérias, encontradas no trato urinário com maior frequência (CECHINEL FILHO et 
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al., 1994a; 1994b), além de potente efeito antiespasmódico (CECHINEL FILHO et al. 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Maleimidas, citraconimidas, 3-piperidinosuccinimidas, 3-

morfolinosuccinimidas e seus derivados sulfonados foram avaliados frente a várias 

espécies de bactérias e muitas dessas estruturas inibiram o crescimento bacteriano, 

quando avaliado pelo método de difusão em ágar (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 concentração de 6,3 μg/mL e Aspergillus flavus, Microsporum canis e 

Aspergillus parasiticus, na concentração de 25 μg/mL, respectivamente. Como uma 

tendência geral, observou-se que a introdução do grupamento sulfamoil (formação 

da sulfonamida) aumenta a atividade biológica em questão e que a presença de 

grupamentos eletrodoadores, como o metoxi ou o dimetilamino, promove aumento 

da atividade antibacteriana. A atividade antimicrobiana desses compostos parece 

estar relacionada à maior densidade eletrônica nas moléculas (ROSA, 1997), uma 

vez que, segundo RANG et al. (1993) tais efeitos poderiam ser devido a formação de 

 
 
X= 4-Cl; 4-OMe; 4-NO2; 4-Br; 4-Et; 3,4-(Me)2; 3,4-Cl
Figura 5 – N- arilmaleimida 
Fonte: LIMA et al., 1999
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dipolos, cujas estruturas ressonantes facilitam a interação fármaco-microrganismo, 

tornando-a eficiente, uma vez que a estrutura molecular da superfície celular é 

altamente polar.  

O distanciamento entre o anel imídico e o anel aromático também é 

importante para a atividade antimicrobiana, uma vez que os derivados substituídos 

da N-fenilmaleimida geralmente apresentam-se mais ativos, pois a conjugação do 

nitrogênio imídico com o anel aromático e a presença de grupamentos 

eletrodoadores na molécula, pode proporcionar aos compostos, várias estruturas 

ressonantes (CECHINEL FILHO et al., 2003). Outro fator a ser considerado é que 

algumas moléculas podem ser metabolizadas, in vivo, a derivados ativos, a exemplo 

das sulfonamidas que exercem comprovada ação bacteriostática decorrente da 

sulfanilamida, seu metabólito ativo (GILMAN et al., 1991), sendo por isso, 

consideradas como pró-fármacos. 

Algumas glutarimidas também apresentam atividade antifúngica 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 

Há diversos estudos demonstrando o efeito analgésico e anticonvulsivante 

de diferentes derivados imídicos (CECHINEL FILHO et al., 2003). Derivados de 

glutarimidas, succinimidas e de maleimidas mostraram significante atividade 

analgésica quando analisadas pelo método da contração abdominal induzida por 

ácido acético, em camundongos (CECHINEL FILHO et al., 1998; CORRÊA et al. 

1997; STIZ et al., 2000).                 
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N-arilmaleimidas (figura 5) e N-alquilfenil-3,4-dicloromaleimidas 

apresentaram atividade analgésica e antiespasmódica em diversos modelos 

experimentais in vivo e in vitro (CECHINEL FILHO, 1995; ANDRICOPULO et 

al.,1998), sendo que estudos da relação estrutura química e atividade biológica, 

mostraram que a introdução de grupos elétron-doadores, como os grupos 4-OCH3, 

3,4-(OCH3)2 e 4-CH3, no anel aromático, aumenta a atividade analgésica. Ao 

contrário, o grupo elétron-retirador (4-Cl), diminui esta atividade, indicando que 

parâmetros eletrônicos, além da dupla ligação no anel imídico, são importantes para 

a atividade (CECHINEL FILHO et al., 1996a). 

CECHINEL FILHO et al. (1998) observaram também que os efeitos 

estéricos de substituintes no anel aromático de 3,4-dicloromaleimidas, devem ser os 

responsáveis pelo decréscimo da atividade analgésica do composto não substituído, 

o qual mostrou-se 45 vezes mais potente que alguns fármacos utilizados na 

terapêutica. 

Alguns derivados da fenilsuccinimida meta-substituídas e da N-

aminofenilsuccinimida mostraram, além de forte ação anticonvulsivante, proteção 

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 fármacos anticonvulsivantes, deve ser o 

responsável pela forte ação 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 alteração na molécula 

pode fazê-la atuar como agente convulsivo ou depressivo (NICHOLSON et al., 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

Considerando-se que as afinidades aos receptores de dopamina, bem 

como a habilidade de bloquear a catalepsia, sejam dependentes das características 

eletrônicas e lipofílicas dos substituintes, várias glutarimidas têm sido investigadas 

como agentes antipsicóticos, a exemplo da tiospirona (Figura 7), já utilizada na 

terapêutica, que demonstrou reduzidos efeitos colaterais e forte efeito antagonista 

serotonérgico (YEVICH et al., 1986). 

Além destes, inúmeros compostos estruturalmente relacionados à 

talidomida, que foram obtidos utilizando o anidrido ftálico derivado com a amina 

apropriada, apresentaram atividade anticonvulsivante, similares à da fenantoína e da 

carbamazepina (POUPAERT et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

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

 
 
Figura 7 – Estrutura da tiospirona (glutarimida) 
Fonte: YEVICH et al., 1986 
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2.2.4. Atividade antitumoral 

Várias imidas cíclicas apresentam reconhecida ação como quimioterápicos 

antitumorais (CECHINEL FILHO et al., 2003). Algumas naftalimidas possuem 

atividade citostática e são utilizadas na terapêutica oncológica. 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 próstata, não atuando porém sobre células de pulmão e colo uterino 

(ASBURY et al., 1994; TORRES SUÁREZ & CAMACHO, 1994). A amonafida foi, 

ainda, testada com sucesso em pacientes portadores de leucemia do grupo B 

(BRAÑA et al., 1995) e em portadores de câncer de mama com metátase avançada, 

mostrando também importante efeito no tratamento deste tipo de tumor (COSTANZA 

et al., 1995).  

Análogos de amonafida (Figura 9) e azonafida, incluindo tipos estruturais de 

tetrahidrozonafidas, foram sintetizados e avaliados frente a diferentes linhagens 

celulares de tumores sólidos e células leucêmicas L1210. Mostrou-se que as 

tetrahidroazonafidas apresentaram atividades intermediárias entre amonafida e 

azonafida contra as células tumorais utilizadas, embora alguns deles tenham 

apresentado alta potência contra L1210. Os análogos de fenantreno e azafenantreno 

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

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8 - Estrutura da mitonafida 
Fonte: TORRES SUÁREZ & CAMACHO, 1994

 

 
Figura 9 - Estrutura da amonafida
Fonte: BRAÑA et al., 1995 
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As imidas cíclicas têm sido também utilizadas na síntese de fármacos 

poliméricos, os quais possuem atividades biológicas de interesse, como antitumoral, 

antiviral, antibacteriana e fungicida, a exemplo de copolímeros do tipo metacrilato de 

poliglicilmaleimida (GMI-co-MA) (Figura 10) e vinil acetato de poliglicilmaleimida 

(GMI-co-Vac) (Figura 11) que apresentaram atividade antitumoral in vivo 

(ZAWADOWSKI et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 10 – Estrutura do poli (GMI-co-MA) 
GMI= N-glicilmaleimida; MA= ácido metacrílico 
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 eficácia fotosensibilizante in vivo, demonstrou que o composto 3-(alquiloxietil)-3-

devinilpurupurina-18-N-hexilimida, como metil éster, possui excelente efeito quanto a 

redução do tumor, promovendo cura de 100% em 30 dias com dose de 1,0 μM/kg 

(ZHENG et al., 2000). 

Outra imida cíclica, a N-1-adamantilmaleimida (AMI) inibiu o crescimento do 

tumor SC-M1, um tipo de tumor gástrico, in vitro e in vivo, de modo que a 

citotoxicidade da AMI nestas células, foi acompanhada pelo decréscimo da 

aderência celular e apoptose. Observou-se o decréscimo da expressão de moléculas 

de adesão celular como o CD29 e CD54 e o estímulo da atividade da caspase-3 

durante o estágio inicial da apoptose induzida por AMI e, também, a diminuição do 

conteúdo celular de glutationa (GSH) nos primeiros trinta minutos, indicando que as 

proteínas de superfície 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 

inibitório sobre a produção do fator de necrose tumoral–α em pacientes com AIDS 

(MIYACHI et al., 1997) e também mostrou-se muito ativo contra o mieloma 

avançado, inclusive em pacientes com mieloma múltiplo (SINGHAL et al.,1999). 

Estes efeitos, assim como outros já observados, indicam a talidomida como uma 

molécula promissora para o desenvolvimento de novos fármacos (RIBEIRO et al., 

2000; SOMMER et al., 1998), principalmente porque já se sabe que os efeitos 

tóxicos apresentados pela talidomida são decorrentes de, apenas, um de seus 

enantiômeros. 
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2.2.5. Outros Efeitos das Imidas Cíclicas 

Estudos do efeito de imidas cíclicas em Escherichia coli demonstraram que 

a N-etilmaleimida inibe o transporte de galactose (McDONALD & HENDERSON, 

2001), e que a p-fenilenodimaleimida interage fracamente à actina, ocasionando 

pequeno aumento da temperatura máxima de estabilidade desta proteína 

(KASPIEVA et al., 2001). 

Apesar dos estudos bioquímicos já realizados, o mecanismo de ação desta 

classe de compostos não é bem conhecido. CREMLYN (1978) sugeriu que a potente 

atividade fungicida de imidas cíclicas pode estar parcialmente associada com a 

capacidade de acilar alguma enzima essencial destes microorganismos, enquanto 

TORGENSON et al. (1963) propuseram que o modo de ação da N-fenilmaleimida 

estaria relacionado com a adição de grupos sulfidril da enzima à dupla ligação 

imídica, podendo interferir no processo metabólico normal de alguns fungos.  

Dentre os raros estudos relativos a toxicidade de imidas cíclicas pode-se 

citar o de REYNOLDS et al. (1994), que avaliaram em ratas o efeito de quatro 

estruturas diferentes de imidas cíclicas. Os autores verificaram ausência de efeitos 

deletérios quando administradas por sete dias. Contudo, foi observada a redução do 

número de gestações, sem, porém, apresentarem efeitos teratogênicos, nem sobre a 

fertilidade dos animais machos.  

Entretanto, após o evento talidomida e suas conhecidas conseqüências, 

seguiu-se um hiato, com ausência de estudos voltados para a aplicação, efeito e 

mecanismo de ação dessa classe de compostos. Mais recentemente, com o 

estabelecimento e otimização das vias de síntese para obtenção desses compostos, 

o interesse ressurge, sendo que várias das imidas cíclicas podem ser encontradas 

dentre os compostos orgânicos com promissores efeitos biológicos. Todavia, ainda 
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resta muito a ser estudado, principalmente quanto à elucidação dos mecanismos de 

ação dos efeitos biológicos apresentados por esses compostos e sua possível 

toxicidade. 

 

2.3. Compostos Estudados no Presente Trabalho 

Os compostos cuja atividade foi avaliada no presente trabalho (Figura 12) 

pertencem à 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 à 

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 antifúngica, 

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 

potência analgésica quando comparados com fármacos padrões. 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 

substância (CAMPOS et al., 2002).  
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(A) Estrutura química das maleimidas estudadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) Estrutura química dos derivados da 4- AAP estudados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12 - Estrutura química das imidas cíclicas estudadas no presente 

trabalho. 

S2 

O

O

N NO2

S2.1 

O

O

N CH3

S2.2 

O

O

N

Estrutura da 4-nitro-N-
fenil-maleimida 
Fonte: LIMA et al., 1999 

Estrutura da 4-metil-N-
fenil-maleimida  
Fonte: LIMA et al., 1999 

Estrutura da N-fenil-
maleimida 
Fonte: CECHINEL FILHO 
et al 1996a

L1 

O

O

N

O

CH3

CH3
N

N

F1 

O

O

N

O

CH3

CH3
N

N

Cl

Cl

F1.14 

O

O

N

O

CH3

CH3
N

N

Cl

NHCl

Estrutura da N-Antipirina-maleimida 
Fonte: CECHINEL FILHO et al., 1998 

Estrutura da N-Antipirina-3,4-dicloromaleimida 
Fonte: CAMPOS et al., 2002 

Estrutura da N-Antipirina-3-cloro-4(4-cloro)-anilina-maleimida  
Fonte: CAMPOS, 2001 



 46

2.4. Modelos Experimentais Utilizados neste Trabalho 

2.4.1. Mitocôndrias  

Na avaliação dos efeitos dos compostos candidatos a novo fármaco ou a 

protótipo deste, vários sistemas biológicos são utilizados como método experimental 

(MONTANARI, 2001). 

A mitocôndria é um desses sistemas, haja vista que é responsável pelo 

metabolismo oxidativo e, desta forma, os estudos dos efeitos de vários compostos 

sobre essas organelas têm auxiliado a estabelecer o seu mecanismo de ação, assim 

como estabelecer o potencial citotóxico (GUO et al., 1991; WALLACE & STARKOV, 

2000).  

O efeito de diferentes compostos sobre as vias mitocondriais pode justificar 

alterações sobre a patofisiologia de células intactas. Portanto, o monitoramento da 

bioenergética mitocondrial, dentre outros parâmetros, 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 está geralmente, relacionada com o 

colapso energético provocado por danos destas organelas, culminando com o 

rompimento da membrana plasmática, enquanto a apoptose está associada com 

queda do metabolismo celular e digestão do conteúdo da célula (NICHOLLS & 

FERGUSON, 2002). 

A morte celular por necrose ou apoptose apresenta limites de diferenciação 

bastante estreitos que são baseados, na maioria das vezes, em aspectos 

morfológicos. Inclusive, alguns fatores podem ser indutores ou inibidores tanto da 
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necrose como da apoptose, a exemplo da hipóxia (SHIMIZU et al., 1996), algumas 

toxinas (KROEMER et al., 1998) e a oncoproteína Bcl-2 (KANE et al., 1993). 

A apoptose consiste em um fenônemo observado durante a morfogênese 

normal dos organismos quando da remodelação de tecidos ou em resposta a 

infecções patológicas ou a outros danos irreparáveis à célula (RAFF, 1992; 

STRASSER et al., 2000). A perda do controle do processo apoptótico contribui para 

o aparecimento de várias doenças, incluindo o câncer, além de outras patologias 

neurodegenerativas (ORTEGA-CAMARILLO et al., 2001).  

Atribui-se às mitocôndrias 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 mitocôndria 

parece atuar como um iniciador, integrando uma série de estímulos apoptóticos 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, é natural que compostos que interfiram na função mitocondrial 

possam estar envolvidos nos processos que levam à morte celular. Em sua revisão, 

SKULACHEV (1998) aponta que em alguns casos, uma ação desacopladora pode 

explicar o efeito terapêutico de uma droga (WALLACE & STARKOV, 2000). Como 

exemplo, a ação antitumoral do CCCP (carbanilcianido m-clorofenilhidrazona) 

(NEWELL & TANNOK, 1989) e outras drogas antineoplásicas (KELLER et al., 1992; 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1 – Múltiplas vias apoptóticas envolvendo a mitocôndria.  
Os estímulos apoptóticos são transduzidos à mitocôndria pelas proteínas BH3 e 
possivelmente por vias adicionais. O sinal a partir das proteínas BH3 pode ser neutralizados 
pelas proteínas anti-apoptóticas, como a Bcl-2 ou Bcl-xL, ou posteriormente transduzido à 
mitocôndria por proteínas pró-apoptóticas , como Bax ou Bak. O dano mitocondrial causado 
pelo estímulo apoptótico leva à liberação de proteínas apoptogênicas, incluindo o citocromo c, 
Smac, AIF e EndoG. O citocromo c promove ativação da caspase via Apaf-1, e Smac reduz a 
inibição das caspases por meio da IAP. AIF e EndoG causam condensação e fragmentação 
da cromatina de modo caspase independente. O dano mitocondrial pode também levar à 
morte celular devido à perda da função mitocondrial. Fonte: WANG, 2001. 
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De acordo com a hipótese quimiosmótica da fosforilação oxidativa, 

desacopladores são ácidos fracos que atuam como protonóforos através da 

membrana mitocondrial interna que é impermeável a prótons (ROTTENBERG, 1990; 

TERADA, 1981; 1990). Assim, a presença de grupos lipofílicos associado a um 

caráter de ácido fraco é importante para se ter este efeito, como mostrado para 

alguns análogos de ácidos N-fenilantranílicos (WHITEHOUSE, 1967; TERADA & 

MURAOKA, 1972). Como aparentemente o mecanismo de desacoplamento não 

envolve uma ligação sítio específico na membrana, o desenvolvimento de um 

desacoplador ácido com alta seletividade para membranas transdutoras de energia 

de diferentes organismos biológicos tem sido difícil. De fato, o desacoplador mais 

potente conhecido, SF6847, não tem valor prático como pesticida devido sua alta 

toxicidade a peixes e animais de sangue quente (ROTTENBERG, 1990). Portanto, o 

desenvolvimento de compostos com características de desacopladores ácidos 

fracos, que possam ser inativados na mitocôndria a diferentes produtos em 

diferentes espécies biológicas, poderia ser de interesse no desenvolvimento e 

síntese de desacopladores ácidos seletivos (GUO et al., 1991). Desta forma, a busca 

por compostos com atividade desacopladora forte em microorganismos e fraca em 

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

Vários estudos foram desenvolvidos neste sentido, como o de GUO et al. 

(1991) mostrando que a fluazina transformada metabolicamente na mitocôndria, 

exerce alto potencial desacoplador na ausência de glutationa, já que, 

aparentemente, esta molécula conjuga com a droga. Utilizando mitocôndrias de 

fígado de rato, SCHÄFER & BÜCHEL (1970) mostraram o desaparecimento da 

atividade desacopladora de um composto desacoplador ácido que possui uma ponte 
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NH como grupo dissociável, enquanto KASIANOWICZ et al. (1987) observaram que 

a permeação por formas neutras de moléculas desacopladoras através da bicamada 

lipídica é muito maior que pelas formas ionizadas. Um composto mesoiônico (MI-D) 

apresentou complexo espectro de ação em mitocôndrias, exercendo efeito de 

agente desacoplador em baixas concentrações, e em altas concentrações inibiu o 

transporte de elétrons, efeitos que os autores atribuíram à presença de grupos 

hidrofóbicos, juntamente com um grupo ácido dissociável presente na molécula 

(CADENA et al., 1998). Em alguns casos, o efeito desacoplador pode estar 

associado à indução da transição de permeabilidade mitocondrial causada por 

alguns compostos (TROST & LEMASTERS, 1996). 

Enquanto o modelo constituído por mitocôndrias isoladas permite o uso de 

substratos, inibidores e ionóforos nas preparações, propiciando maior confiança da 

ação nos seus respectivos sítios, aqueles que utilizam células intactas exigem maior 

cautela, pois o efeito dependerá do acesso à mitocôndria, quando for o caso. Assim, 

o efeito na mitocôndria poderá somar-se àqueles ocorrendo em outros 

compartimentos celulares (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).  

 

2.4.2. Células de Melanoma B16-F10 

Os métodos de cultura de células e tecidos são 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 várias 

etapas envolvidas na progressão 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 espontâneo raramente ocorre em roedores, 
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porém, pode ser induzido em camundongos, o que permite o desenvolvimento e a 

avaliação de novas drogas e procedimentos terapêuticos (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 tumorigênica in vivo. 

Esta linhagem tumoral cresce espontaneamente em camundongos C57BL/6 e com 

grande habilidade de formar metástases (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 melanócitos, e predomina em adultos brancos. Embora represente 

apenas 4% dos tipos de câncer de pele, o melanoma é considerado o mais grave 

devido à sua alta possibilidade metastática (INCA, 2004). 

Desde 1973, o número de novos casos de melanoma diagnosticados nos 

EUA tem aumentado muito de modo que, a incidência do melanoma dobrou (5,7 

para 14,3 o número 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 Associação Americana de Câncer 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 óbito por esta patologia (NCI, 2004). 

De acordo com dados das Estimativas de Incidência e Mortalidade do 

Instituto Nacional de Câncer- INCA (2003), o melanoma cutâneo deveria atingir em 

2004, 4.370 pessoas e deveria ser responsável por 1.125 óbitos no Brasil, sendo 
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São Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Paraná e Santa 

Catarina os estados de maior incidência (INCA, 2004). 

Os principais fatores de risco, em ordem de importância, são: a 

sensibilidade aos raios ultravioleta, que provavelmente representam o fator mais 

importante, talvez o único, agente causador do desenvolvimento do melanoma 

(LOTZE et al., 2001), a pele clara, história prévia de câncer de pele, história familiar 

de melanoma, nevo congênito (pinta escura), xeroderma pigmentoso e nevo 

displásico (INCA, 2004; HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001).  

Os melanócitos humanos normais aderem na membrana basal da epiderme 

e com seus dendritos, alcançam os queratinócitos nas camadas superiores da 

epiderme para distribuir seu pigmento, a melanina, que fornece a proteção contra os 

efeitos prejudiciais da radiação ultravioleta (UV) (HERLYN & SATYAMOORTHY, 

2001). Quando essas células sofrem a transformação neoplásica, tornando-se 

malignas, ocorre, então, o melanoma (SOBER & KHO, 1995). A maioria dos 

melanócitos está na pele, o que dá origem ao melanoma cutâneo, podendo, porém, 

ocorrer nos olhos, meninge, trato digestivo, linfonodos e em outras áreas (NCI, 2004; 

SOBER & KHO, 1995). A coloração pode variar do castanho-claro passando por 

vários matizes chegando até a cor negra (melanoma típico) ou apresentar área com 

despigmentação (melanoma com área de regressão espontânea).  

O crescimento ou alteração da forma deste tumor é progressivo e se faz no 

sentido horizontal ou vertical. Na fase de crescimento superficial, que é denominada 

de fase de crescimento radial, (FCR), a neoplasia invade a epiderme, podendo 

atingir ou não a derme papilar superior. Na fase de crescimento vertical (FCV) o seu 

crescimento é acelerado através da espessura da pele, formando nódulos visíveis e 

palpáveis e manifesta-se como uma lesão profundamente invasiva, capaz de sofrer 

http://www.inca.gov.br/
http://www.cancer.gov/
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metástases precoces (INCA, 2004; SOBER & KHO, 1995; LOTZE et al., 2001; SKIN 

CANCER, 2004).  

O melanoma de disseminação superficial corresponde a 60-70% dos casos 

de melanoma, sendo a idade média dos pacientes à época do diagnóstico de 40-50 

anos. Cerca de 85% dos pacientes portadores de melanoma cutâneo apresentam 

longa sobrevida após a excisão cirúrgica precoce do tumor inicial (SOBER & KHO, 

1995; LOTZE et al., 2001). 

O estadiamento do melanoma está intimamente relacionado com a 

sobrevida dos pacientes e é feito de acordo com o grau de disseminação da 

neoplasia: local, regional ou distante. No estadio I e II, o melanoma está confinado à 

pele, sendo que o estadio I refere-se a tumores recentes e, portanto, com baixo 

risco, e o estadio II refere-se a tumores mais desenvolvidos, com risco intermediário. 

O estadio III é caracterizado pela presença de metástases nos linfonodos regionais e 

no estadio IV há metástases distantes, ocorrendo principalmente na pele, pulmões, 

fígado, cérebro e ossos (NCI, 2004; LOTZE et al., 2001).  

O melanoma é uma neoplasia agressiva que, no estado disseminado, 

possui poucas opções eficazes de tratamento e péssimo prognóstico. A sobrevida 

média do melanoma metastático é de 6 a 9 meses e a terapia quimioterápica 

sistêmica atual apresenta resposta significativa em apenas uma minoria dos 

pacientes (WACK et al., 2001; HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 2001).  

O prognóstico do melanoma sofre a interferência de diversas variáveis, 

incluindo a idade do paciente, sexo, local do tumor primário, espessura do tumor, 

ulceração do tumor, taxa de mitose das células tumorais, presença de invasão 

linfovascular, presença de linfócitos infiltrados e presença de metástases nos 

linfonodos, na pele ou em outros órgãos (LOTZE et al., 2001). Entre estes fatores, a 

http://www.cancer.gov/
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espessura tumoral (Breslow), a presença de ulcerações e de metástases são 

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

 

2.5.1. Tratamento do Melanoma 

A cirurgia é o tratamento mais indicado levando a boas taxas de cura 

quando o tumor é detectado e retirado em estágio inicial, porém no estágio 

disseminado do melanoma o procedimento cirúrgico é ineficaz (RODRIGUEZ-

VICENTE et al., 1998). A radioterapia e a quimioterapia sistêmica também podem 

ser utilizadas dependendo do estágio do câncer (RODRIGUEZ-VICENTE et al., 

1998; LOTZE et al., 2001). Quando há metástase, o melanoma é incurável na 

maioria dos casos. A estratégia de tratamento para a doença avançada deve ter 

então como objetivo aliviar os sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente 

(INCA, 2004).  

Quando comparado a outras neoplasias, o melanoma apresenta uma das 

piores taxas de resposta à quimioterapia. Infelizmente, poucos agentes 

demonstraram atividade antitumoral significativa contra o melanoma metastático 

(RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998; HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 

2001). No intuito de aumentar a resposta à quimioterapia, tem-se avaliado os efeitos 

da imunoterapia como terapia adjuvante ao tratamento quimioterápico, a exemplo do 

uso de citocinas (interferons e interleucinas) que têm 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 (TNFα) (BROUCKAERT 

et al., 2004). A utilização de vacinas e de terapia gênica 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 quimioterápicos que têm sido amplamente utilizados no 

tratamento do melanoma metastático são agentes alquilantes (dacarbazina) 

(HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 2001), análogos 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 referência no tratamento do melanoma é a dacarbazina 

(Figura 13), com taxa de resposta de 14% a 20% e uma média de duração da 

resposta de quatro a seis meses. Esse quimioterápico também é utilizado em 

combinação com outros agentes, mas ainda faltam estudos que comprovem a maior 

efetividade destas associações (LOTZE et al., 2001; HUNCHAREK et al., 2001). A 

dacarbazina é uma pró-droga que, para exercer seu efeito antineoplásico, é primeiro 

metabolizada nos microssomos hepáticos, formando um intermediário que 

decompõem-se espontaneamente no derivado ativo que metila o DNA das células, 

não permitindo correta replicação, levando à fragmentação das cadeias de DNA e 

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

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Estrutura Química da Dacarbazina.  
Fonte: COLVIN, 2001. 
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O tratamento com agentes quimioterápicos geralmente leva à resistência 

das células tumorais à droga, sendo que para os agentes alquilantes, o mecanismo 

de resistência se dá por capacitarem as células tumorais a repararem as lesões 

provocadas pelas drogas no DNA, anulando seus efeitos citotóxicos e evitando da 

morte celular (COLVIN, 2001).  

 

2.5.2. Modelos de Estudo do Melanoma 

Vários modelos para o estudo dos melanomas estão disponíveis. Os 

modelos murinos de melanoma possibilitam melhor entendimento desta neoplasia e 

de seu desenvolvimento. Embora não se possa extrapolar diretamente para os seres 

humanos, constituem ferramentas experimentais importantes que possibilitam o 

estudo de novas drogas e novas estratégias terapêuticas e que podem fornecer 

subsídio para um tratamento clínico mais eficaz para esta neoplasia.   

As linhagens de melanoma murino como B16, K1735, Cloudman S91-M3 e 

suas sublinhagens são altamente tumorigênicas e freqüentemente usadas como 

modelos de crescimento tumoral in vivo. A linhagem K1735 se desenvolve em 

camundongos C3H através da indução por radiação ultravioleta, a linhagem 

Cloudman S91-M3 se desenvolve espontâneamente 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 metástases aumenta 

segundo a ordem: B16-F0, B16-F1 e B16-F10, que é 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 metastático (BLANCO et al., 2000). 
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Modelos de melanoma em camundongos que possibilitem avaliar o efeito 

da radiação ultravioleta, fator de risco importante para o melanoma também têm sido 

desenvolvidos, assim como modelos animais que utilizam linhagens humanas de 

melanoma e camundongos imunodeficientes (BERKING & HERLYN, 2001). Têm 

sido utilizadas, ainda, linhagens de camundongos transgênicos e com genes 

deletados, assim como camundongos com alterações genéticas observadas no 

melanoma humano de origem hereditária (NOONAN et al., 2003; TIETZE & CHIN, 

2000; SOTILLO et al., 2001). Também se tem disponível uma linhagem transgênica 

de porco (Sinclair), a qual apresenta grande semelhança com melanoma humano 

(SINCLAIR, 2004). 
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3. JUSTIFICATIVA e OBJETIVOS 

A diversidade de efeitos biológicos causados pelas imidas cíclicas e a 

pouca disponibilidade de dados quanto ao seu mecanismo de ação em nível celular 

e molecular, associados a facilidade de obtenção por síntese orgânica com alto 

rendimento, as tornam moléculas de grande interesse para o desenvolvimento de 

futuros fármacos. 

Desta forma, dezoito imidas cíclicas de diferentes subclasses foram 

submetidas a um screening que consistiu na avaliação antibacteriana, atividade 

citotóxica frente a macrófagos e células de melanoma murino, além da determinação 

do efeito sobre o consumo de oxigênio utilizando mitocôndrias isoladas de fígado 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 drástica redução no 

consumo de oxigênio pela mitocôndria, atividade antibacteriana frente a, pelo 

menos, uma cepa bacteriana, e efeito citotóxico (PRADO et al., 2004). 

Considerando que não há relatos sobre a ação de imidas cíclicas frente a 

linhagens tumorais mais agressivas e que os compostos selecionados 

apresentaram-se citotóxicos para as células de melanoma murino, neste estudo, as 

imidas cíclicas selecionadas foram avaliadas sobre a linhagem de melanoma murino 

B16-F10, uma linhagem neoplásica altamente invasiva e resistente a tratamento.  

O presente estudo pretende contribuir com o conhecimento da atividade 

biológica das imidas cíclicas selecionadas, tendo como objetivo geral a avaliação 

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) avaliação dos efeitos das imidas cíclicas sobre o consumo de oxigênio, sobre as 

enzimas da cadeia respiratória mitocondrial e sobre o potencial elétrico 

transmembrana, em mitocôndrias isoladas de fígado de rato; 

b) determinação dos potenciais de óxido-redução das imidas cíclicas estudadas por 

voltametria cíclica; 

c) avaliação do efeito in vitro das imidas cíclicas quanto a viabilidade e proliferação 

das células de melanoma murino B16-F10; 

d) avaliação 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) avaliação dos efeitos das maleimidas S2.1, S2.2 e do derivado da 4-AAP, L1 

sobre a adesão celular em componentes da matriz extracelular; 

f) avaliação dos efeitos das maleimidas S2.1, S2.2 e dos derivados da 4-AAP, L1 e 

F1 sobre a morfologia e organização do citoesqueleto celular; 

g) avaliação 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 concentração citoplasmática de citocromo c em 

células B16-F10. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 61

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL



 62

4. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. Materiais e Reagentes 

Os reagentes: albumina soro bovina (BSA), fenilsulfonaftaleína (vermelho 

de fenol), ácido N-2(4-hidroxietilpiperazina)-N’2-etano-sulfônico (HEPES), azul de 

Tripan, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT), cristal violeta, 

borax, azul de toluidina, glicerol e ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA), 

glutamato de sódio, succinato de sódio, 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). Hidróxido de 

potássio, cloreto de potássio, fosfato monobásico de potássio, fosfato dibásico de 

potássio, ácido clorídrico, ácido sulfúrico, molibdato de amônio, sulfato de ferro, 

Entellan® e os solventes dimetilsulfóxido (DMSO), etanol e xilol foram adquiridos da 

Merck (São Paulo, Brasil).  

A faloidina conjugada com isotiocianato de fluoresceína (FITC), assim como 

os anticorpos utilizados foram fornecidos pela Molecular Probes (Eugene, EUA). O 

paraformaldeído 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 analítica (P.A.). O laranja de acridina 

(AO) e a rodamina 123 (Rho123) utilizados foram provenientes da Calbiochem® 

(São Paulo, Brasil). 

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi o meio essencial mínimo de 

Eagle (MEM), adquirido da Cultilab (Campinas, Brasil). O soro bovino fetal (SFB) foi 

adquirido da Laborclin (Pinhais, Brasil). Os antibióticos penicilina e gentamicina 

foram provenientes da Gibco (Bethesda, EUA). Todo material plástico utilizado para 

cultura de células (garrafas de cultura de monocamadas e placas de cultura) era da 
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marca TPP (Trasadingen, Suíça). As membranas de acetato de celulose com poros 

de 0,22 µm e os filtros descartáveis estéreis com membrana de acetato de celulose 

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

 

5.2. Imidas Cíclicas Estudadas   

Os compostos estudados neste trabalho foram as seguintes imidas cíclicas: 

derivados fenilmaleimídicos S2, S2.1 e S2.2, e derivados da 4-aminoantipirina L1, F1 

e F1.14, sintetizados e caracterizados estruturalmente por métodos 

espectroscópicos e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho e pela 

Profa. Fátima de Campos Buzzi, ambos da Universidade do Vale do Itajaí. 

O agente antineoplásico dacarbazina (Fauldacar®), utilizado como controle 

positivo, foi gentilmente doado pelo Hospital Erasto Gaertner (Curitiba). Dacarbazina 

não pertence à classe das imidas cíclicas, mas representa um quimioterápico de 

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

 

5.2.1. Preparo das Soluções das Imidas Cíclicas 

Para uso in vitro os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfóxido 

(DMSO) e mantidos como soluções estoque, que foram esterilizadas por filtração em 

membranas descartáveis estéreis hidrofóbicas com poros de 0,22 µm (Millipore®). 

Para utilização nos ensaios com as células B16-F10, estas soluções estoque foram 

diluídas em meio de cultura, a fim de obter-se a concentração final desejada para 

cada situação experimental. Para minimizar a interferência do solvente nos 

experimentos in vitro, várias soluções estoque foram preparadas, de forma que a 

quantidade de DMSO presente nos experimentos foi sempre a mesma (0,1%), 

independentemente da concentração do composto utilizada. Foram realizados 
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experimentos controle contendo quantidade equivalente do solvente usado nas 

situações experimentais (0,1%). Para uso nos experimentos in vivo os compostos 

foram diluídos em óleo de girassol comercial e foram realizados controles com este 

veículo. 

 

5.2.2. Preparo da Solução de Dacarbazina 

A solução da dacarbazina (Fauldacar®) foi dissolvida em solução aquosa 

contendo ácido cítrico (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 situações experimentais que continham a solução da dacarbazina.  

 

5.3. Animais 

5.3.1. Animais Utilizados para a Obtenção de Mitocôndrias Isoladas de Fígado  

Ratos brancos da linhagem Wistar, machos, pesando 200 a 300 g, 

mantidos pelo biotério do Setor de Ciências Biológicas da UFPR foram utilizados 

para obtenção de mitocôndrias isoladas de fígado. Os animais foram alimentados 

com ração Purina® e água ad libitum e, antes dos isolamento de mitocôndrias, foram 

submetidos a jejum prévio por 12 horas.  

 

5.3.2. Animais Utilizados para Crescimento in vivo das Células de Melanoma 

Camundongos isogênicos da linhagem C57BL/6, machos e fêmeas com 

idade entre 2 e 4 meses e peso em torno de 20-22 g, foram utilizados para a 

avaliação da atividade antimelanoma in vivo. Os animais provenientes do Biotério do 

Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná foram mantidos em 

temperatura controlada (24ºC), com livre acesso a alimentação e água e ciclos 
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claro/escuro de 12 horas. Os grupos controle e tratado foram formados por, no 

mínimo, 7 animais cada. 

 

5.4. Células 

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular de melanoma murino B16-

F10, as quais foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo R. Brentani do 

Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Câncer (São Paulo).  

 

5.5. Efeitos das Imidas Cíclicas sobre o Metabolismo Mitocondrial 

5.5.1. Isolamento de Mitocôndrias de Fígado de Rato para Determinação do 

Consumo de Oxigênio, Atividades Enzimáticas e Potencial Transmembrana 

(ΔΨ) 

O isolamento de mitocôndrias para experimentos de determinação do 

consumo de O2 e atividades enzimáticas foi realizado utilizando como meio de 

extração: D-Manitol 250 mmol.L-1, Hepes 10 mmol.L-1, pH 7,4, EGTA 0,1 mol.L-1 e 

soroalbumina bovina (BSA) 0,1g%.  

Os animais foram mortos por decapitação, sem anestesia. O fígado foi 

rapidamente removido, lavado com o meio de extração gelado (4°C) e cortado em 

pequenos pedaços. Todo o processamento ocorreu a 4 ºC. O homogeneizado de 

fígado foi obtido utilizando-se o homogeneizador de Van Potter Elvehjen por três 

vezes com o pistilo frouxo e duas vezes com o apertado. O homogeneizado obtido 

foi então centrifugado a 320 x g por 5 minutos, em centrífuga Hitachi, modelo CR-

21E, refrigerada a 4 ºC. O sobrenadante desta centrifugação, que contém as 

mitocôndrias, foi centrifugado novamente a 12600 x g por 10 minutos a 4 ºC. O 

sedimento obtido foi ressuspenso com meio de extração e centrifugado a 8100 x g 
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por 10 minutos a 4 ºC. Este procedimento foi executado mais uma vez.  Por fim, 

obteve-se uma suspensão mitocondrial, com concentração protéica final variando de 

20 a 80 mg por mililitro.  

Quando destinada à avaliação de atividades enzimáticas, as preparações 

mitocondriais assim obtidas foram congeladas em nitrogênio líquido até o momento 

de sua utilização, quando então foram rompidas por choque térmico. Para tanto, 

utilizou-se três ciclos de congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento e, 

posteriormente, a preparação 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. Determinação do Consumo de O2 e Cálculo do Coeficiente de Controle 

Respiratório  

O consumo de oxigênio, por mitocôndrias intactas, foi determinado 

utilizando eletrodo de oxigênio, tipo Clark, em oxígrafo Gilson, termostatizado a 

28°C. O sistema de reação foi constituído de: D-manitol 125 mmol.L-1, KCl 65 

mmol.L-1, tampão Hepes 10 mmol.L-1, pH 7,4, EGTA 0,1 mol.L-1 e BSA 0,1g%. Este 

sistema foi suplementado com glutamato de sódio 5 mmol.L-1, Pi 1,6 mmol.L-1 e ADP 

0,16 mmol.L-1. A quantidade utilizada de mitocôndrias em cada experimento, 

expressa com relação a concentração de proteínas, foi de 1 mg. 

As velocidades respiratórias foram expressas em nanomol de O2 

consumido.min-1.mg-1 de proteína, considerando-se  a solubilidade do O2 na água, à 

28°C, a 1 atm, de 235 μmol.L-1 (ESTABROOK, 1967). O coeficiente de controle 

respiratório (RCC), foi obtido da relação entre a velocidade respiratória na presença 

de ADP (estado III) e a velocidade após o consumo de ADP (estado IV). Somente 
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preparações apresentando controle respiratório ≥ 4,0 foram utilizadas. 

Para a determinação dos efeitos das imidas cíclicas, as mitocôndrias foram 

pré-incubadas por 2 minutos na presença dos compostos testados em 

concentrações que variaram de 40 a 120 μmol.mg-1 de proteína mitocondrial. A 

respiração foi iniciada pela adição do substrato (L-glutamato) e o consumo de 

oxigênio foi determinado na presença de FCCP (1 μmol.L-1), sendo que os valores 

de velocidade da respiração (% do controle) foram representados contra as 

concentrações dos compostos testados.  

O consumo de oxigênio pelas células B16-F10 foi determinando também 

em oxígrafo Gilson. As células B16-F10 (5 x 108), suspensas em PBS e  

permeabilizadas com digitonina (10 μmol.L-1), foram acondicionadas em câmara 

termostatizada, a 28 ºC, em volume final de 1,3 mL de meio de reação contendo: 

tampão MOPS 20 mmol.L-1, pH 7,4; sacarose 0,25 mol.L-1; fosfato de potássio 2 

mmol.L-1; MgCl2 10 mmol.L-1, succinato de sódio 8 mmol.L-1 e rotenona 20 μmol.L-1. 

As células foram previamente incubadas na presença de diferentes concentrações 

do composto S2.2 por 2 minutos e o consumo de oxigênio pelas células foi 

registrado após adição de FCCP 1μmol.L-1 e calculados de acordo com 

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

 

5.5.3. Determinação da Atividade das Enzimas Ligadas à Cadeia Respiratória 

Para a determinação da atividade das enzimas ligadas a cadeia 

respiratória foram utilizadas mitocôndrias rompidas por ciclos congelamento e 

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

NADH oxidase e da succinato oxidase foram realizadas polarograficamente através 
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do consumo de oxigênio. As demais atividades foram realizadas 

espectrofotometricamente em aparelho HITACHI (modelo U-2001 

spectrophotometer), equipado com impressora Epson LX 300. Antes de dar início às 

reações de determinação enzimática, as drogas foram pré-incubadas por dois 

minutos com a preparação. 

 

5.5.3.1. NADH Oxidase (NADH: Oxigênio Óxido-Redutase) 

A atividade da NADH oxidase foi determinada polarograficamente como 

recomendado por SINGER (1974). O sistema de reação a 28°C e em volume final de 

1,3 mL foi constituído de: tampão fosfato 80 mmol.L-1, pH 7,4, EDTA 50 mmol.L-1, 

NADH 0,17 mmol.L-1 e 30 μg de proteína mitocondrial. A preparação foi incubada 

com os compostos em estudo por dois minutos e a reação foi iniciada pela adição de 

NADH. A velocidade de consumo de oxigênio foi então registrada pelo oxígrafo e os 

resultados foram expressos em nanomol de oxigênio consumido.min-1.mg-1 de 

proteína mitocondrial. 

 

5.5.3.2. NADH Desidrogenase (NADH: Ferricianeto Óxido-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 presença de 

rotenona. O sistema de reação em volume final de 1 mL foi constituído de: tampão 

fosfato 50 mmol.L-1, pH 7,4, EDTA 2 mmol.L-1, NADH 0,15 mmol.L-1, ferricianeto de 

potássio 0,6 mmol.L-1, rotenona 1,0 μmol.L-1 e 100 μg de proteína mitocondrial. A 

reação foi monitorada em 420 nm, a 28°C, e para calcular a velocidade da reação 
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utilizou-se o coeficiente de extinção molar para o ferricianeto ε420 = 1040 cm -1.M -1. 

Os resultados foram expressos em nanomol de ferricianeto reduzido.min-1.mg-1 de 

proteína. 

 

5.5.3.3. NADH Citocromo c Redutase (NADH Citocromo c Óxido Redutase)  

A atividade da NADH citocromo c redutase (EC 1.6.99.3) foi determinada 

pelo método descrito por SOMLO (1965). O sistema de reação a 28 ºC e em volume 

final de 1 mL foi constituído de: tampão fosfato 50 mmol.L-1, pH 7,4, EDTA 2 mmol.L-

1, NADH 50 μmol.L-1, citocromo c (oxidado) 40 μmol.L-1, NaCN 1 mmol.L-1 e 50 μg de 

proteína mitocondrial. A reação foi iniciada pela adição de NADH. A velocidade de 

redução do citocromo c foi acompanhada em 550 nm, utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar ε550 = 19000 cm -1.M -1 para cálculo da concentração de citocromo c. 

O resultado foi expresso em nanomol de citocromo c reduzido.min-1.mg-1 de proteína 

mitocondrial. 

 

5.5.3.4. Citocromo c Oxidase (Ferrocitocromo c: Oxigênio Óxido-Redutase) 

5.5.3.4.1. Obtenção do Ferrocitocromo c 

Para a obtenção da forma reduzida do citocromo c utilizou-se o ditionito de 

sódio como agente redutor. O ferrocitocromo c foi separado do excesso de ditionito 

por cromatografia em coluna de Sephadex G-25 (YONETANI & RAY, 1965). A 

concentração de citocromo c reduzido foi determinada espectrofotometricamente, 

em 550 nm, utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 27.700 mol.L-1.cm-1 

(MARGOLIASH, 1954). O ferrocitocromo c preparado por este método contém 

menos de 5% da proteína 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 reação em 

volume final de 1 mL foi constituído de tampão fosfato 50 mmol.L-1 pH 7,4,  EDTA 

2,0 mmol.L-1, ferrocitocromo c e 100 μg de proteína mitocondrial. A reação foi 

acompanhada em 550 nm, considerando-se a diferença no coeficiente de extinção 

molar do citocromo c (red-ox) de ε550 = 19.000 cm -1.M -1. A atividade foi expressa em 

nanomol de citocromo c oxidado.min-1.mg-1 de proteína. 

 

5.5.3.5. Succinato Oxidase (Succinato: Oxigênio Óxido-Redutase) 

A atividade do segmento succinato oxidase foi determinada através do 

registro polarográfico do consumo de O2 pelo método de SINGER (1974). 

O sistema de reação, em volume final de 1,3 mL, foi constituído de: tampão 

fosfato 80 mmol.L-1, pH 7,4, succinato de sódio 10 mmol.L-1 e 0,5 mg de proteína 

mitocondrial. A velocidade de consumo de oxigênio foi determinada a 28°C e 

iniciada pela adição do substrato. Os resultados foram expressos em nanomol de 

oxigênio consumido.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial, considerando a solubilidade 

do O2 em água e a 1 atm de 235 μmol.L-1 a 28 °C (ESTABROOK, 1967).  

 

5.5.3.6. Succinato Citocromo c Redutase (Succinato: Ferrocitocromo c Óxido-

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 redução do 

citocromo c, após o bloqueio da cadeia respiratória com NaCN e rotenona. 
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O sistema de reação, em volume final de 1 mL, foi constituído de: tampão 

fosfato 50 mmol.L-1, pH 7,4,  EDTA 2 mmol.L-1, NaCN 1 mmol.L-1, succinato de sódio 

5 mmol.L-1, rotenona 2 μmol.L-1 e 50 μg proteína mitocondrial. Os reagentes 

presentes no sistema foram previamente incubados com a preparação mitocondrial 

por 10 minutos à 28°C. A reação foi então iniciada pela adição de 40 μmol.L-1 do 

citocromo c, acompanhada em 550 nm. A velocidade da reação foi calculada 

utilizando-se a diferença no coeficiente de extinção molar do citocromo c (red-ox) de 

ε550 = 19.000 cm -1.M -1. A atividade enzimática foi expressa em nanomol de 

citocromo c reduzido.min-1.mg-1 de proteína.  

 

5.5.3.7. Succinato Desidrogenase (Succinato: Fenazina Metasulfato Óxido 

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 reação em volume final de 1mL foi constituído de: tampão 

fosfato de sódio 50 mmol.L-1, pH 7,4, succinato de  sódio 20 mmol.L-1, NaCN 1 

mmol.L-1, EDTA 2 mmol.L-1 e 20 µg proteína mitocondrial. O sistema foi incubado por 

10 minutos a 28°C, e a reação iniciada pela adição de DCPIP 60 µmol.L-1 e PMS 1 

mmol.L-1. A velocidade de redução do DCPIP foi monitorada em 600 nm e os 

resultados foram expressos em nmol de DCPIP reduzidos.min-1.mg-1 de proteína 

mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 19.100 M-1.cm-1 para o 

DCPIP reduzido (SINGER, 1974). 
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5.5.4. F1Fo ATPase 

5.5.4.1. Determinação da Atividade da F1Fo ATPase em Mitocôndrias Intactas 

A atividade da F1Fo ATPase em mitocôndrias intactas foi determinada  a 

28°C através do método de PULLMAN et al. (1960). O sistema de reação, em 

volume final de 1 mL foi constituído de sacarose 50 mmol.L-1, tampão Tris-HCl 12 

mmol.L-1, pH 7,4, KCl 50 mmol.L-1 e 2 mg de proteína mitocondrial.  

A reação mantida sob agitação constante, foi iniciada pela adição de ATP 

(3 mmol.L-1). Após 10 minutos, a reação foi interrompida pela adição de solução de 

TCA ao sistema, de forma a obter concentração final de 5%. Em seguida, o material 

foi centrifugado a 7800 x g, durante 1 minuto e o fosfato inorgânico liberado foi 

dosado segundo o método de SUMNER (1944). Os resultados foram expressos em 

nanomol de fosfato liberado.min-1.mg-1 de proteína. 

 

5.5.4.2. Determinação da Atividade da F1Fo ATPase em Mitocôndrias Rompidas  

A atividade da F1Fo ATPase em preparações de mitocôndrias rompidas 

como descrito no item 5.5.1, foi determinada na presença de um sistema 

regenerador de ATP segundo o método descrito por PULLMAN et al. (1960).  

O sistema de reação em volume final de 1,0 mL foi constituído  de: tampão 

Tris-HCl 50 mmol.L-1 pH 7,4,, MgSO4 3 mmol.L-1, PEP 2,5 mmol.L-1, piruvato quinase 

3 unidades (1 unidade de PK converte 1 mol de PEP a piruvato em 1 minuto a 37oC 

em pH 7,4) e 1,5 mg de proteína mitocondrial. A reação foi iniciada pela adição de 

ATP (4 mmol.L-1), à 30°C e interrompida após 10 minutos pela adição de TCA, 

obtendo concentração final de 5%. O material foi centrifugado a 7800 x g, por 1,0 

minuto em temperatura ambiente e o fosfato inorgânico liberado dosado pelo método 

de SUMNER (1944). Os resultados foram expressos como nanomol de ATP 
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hidrolisado.min-1. mg-1 de proteína. 

 

5.5.4.3. Determinação da Atividade da F1Fo ATPase em Mitocôndrias 

desacopladas com FCCP 

A atividade da F1Fo ATPase em mitocôndrias desacopladas foi 

determinada  através do método de PULLMAN et al. (1960). O sistema de reação foi 

constituído de: sacarose 50 mmol.L-1, tampão Tris-HCl 10 mmol.L-1, pH 7,4, KCl 50 

mmol.L-1, 2 mg de proteína mitocondrial e suplementado com FCCP 1 μmol.L-1. O 

volume da reação foi de 1 mL e a temperatura foi mantida em 30°C. 

A reação foi iniciada com a adição de ATP (3 mmol.L-1) e mantida sob 

agitação constante. Após 10 minutos, foi adicionado TCA em concentração final de 

5%. Em seguida, o material foi centrifugado a 7800 x g, durante 1 minuto e o fosfato 

inorgânico liberado, foi dosado segundo o método de SUMNER (1944). Os 

resultados foram expressos como nanomol de fosfato liberado.min-1.mg-1 de 

proteína. 

 

5.5.5. Determinação do Potencial Elétrico de Membrana (ΔΨ) em Mitocôndrias 

Isoladas de Fígado de Rato 

As mitocôndrias foram isoladas de fígado de rato, conforme procedimento 

citado anteriormente no item 5.5.1. A determinação 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 

constituído de meio de reação contendo D-Manitol (250 mmol.L-1); tampão Hepes 

(20  mmol.L-1) pH 7,4, fosfato de sódio (1 mmol.L-1), glutamato de sódio ( 3 mmol.L-1) 
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e Rho123 (0,5  μmol.L-1), em presença de diferentes concentrações de imidas 

cíclicas e de 100 μg de proteína mitocondrial. Após 15 minutos de incubação, o ΔΨ 

foi determinado em citômetro de fluxo FACScalibur (Becton-Dickinson 

Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA), utilizando filtro FL-1. Para a 

Rho123 a excitação ocorre em 485 nm e a emissão máxima em 530 nm (JOHNSON 

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

 

5.5.6. Determinação de Proteínas Mitocondriais 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de LOWRY et al. 

(1951), utilizando-se espectrofotômetro Hitachi modelo U 2001 e albumina de soro 

bovino como padrão. 

 

5.6. Determinação do Potencial Redox das Imidas Cíclicas por Voltametria 

Cíclica 

Os experimentos de voltametria cíclica foram realizados a 25°C em tampão 

Hepes 10 mmol.L-1, ou fosfato de sódio 50 mmol.L-1, pH 7,4, contendo EGTA 0,1 

mmol.L-1 e DMSO ou em solução de DMSO. Eletrodos de platina (área=0,19 cm2) e 

de carbono vítreo (área=0,07 cm2) foram utilizados nos experimentos. O eletrodo de 

carbono vítreo foi polido em feltro antes de cada experimento. Como eletrodo de 

referência foi utilizado o eletrodo de calomelano saturado (ECS) e um fio de platina 

como eletrodo auxiliar. Para prevenir possível oxidação dos compostos pelo oxigênio 

do ar, no pH fisiológico, foi usado nitrogênio livre de oxigênio para depurar as 

soluções em análise, antes e durante a execução dos voltamogramas (HODNICK et 

al. 1988). As imidas cíclicas foram primeiramente dissolvidas em DMSO e 

analisadas ou diluídas em tampão (fosfato de sódio 50 mmol.L-1, pH 7,4 ou Hepes 
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10 mmol.L-1, pH 7,4, contendo EGTA 0,1 mmol.L-1) para análise, na concentração 

final de 300μM. Os experimentos foram realizados em um 

potenciostato/galvanostato EG & PAR (Princeton Applied Research) Modelo 173A. 

Estes experimentos foram realizados no LABINC, Laboratório de Bioinorgânica 

e  Cristalografia, Departamento de Química da UFSC, sob a orientação do Professor 

Ademir Neves.  

 

5.7. Procedimentos de Cultivo Celular 

5.7.1. Esterilização de Materiais 

Todo material de vidro utilizado para os procedimentos de cultivo de células 

(frascos de vidro para armazenamento de soluções, frascos de descarte de material, 

lamínulas, equipamento para filtração sob pressão, rolhas, tampas, pipetas de vidro, 

eppendorfs e ponteiras de pipetas automáticas) foram esterilizados em autoclave 

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

 

5.7.2. Soluções Tampão e Meios de Cultura 

5.7.2.1. Solução Salina Tamponada (PBS) 

A solução salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solução 

estoque concentrada cinco vezes. Esta solução concentrada era constituída por 680 

mmol.L-1 de NaCl, 13,4 mmol.L-1 de KCl, 40,5 mmol.L-1 de Na2HPO4 e pH foi 

ajustado para 7,4. A solução foi esterilizada em autoclave (120oC,1 atm, 30 minutos) 

e armazenada a 4oC. Para o uso, a solução foi diluída com água bidestilada estéril, 

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

A solução balanceada de Hanks (HBSS) é constituída da mistura das 

soluções A e B, as quais foram preparadas como soluções estoque (concentradas 

20x) e armazenadas a 4oC. A solução A era constituída de 2,73 mol.L-1 de NaCl, 107 

mmol.L-1 de KCl, 25 mmol.L-1 de CaCl2 e 27 mmol.L-1 de MgSO4.7H2O. A solução B 

era constituída por 8,5 mmol.L-1 de Na2HPO4 e 111 mmol.L-1 de glicose. As duas 

soluções foram preparadas em água bidestilada em volume de 50 mL e 

armazenadas a 4oC. Para o uso, as soluções A e B foram misturadas (1:1), diluídas 

com água bidestilada e o pH foi ajustado para 7,4. A solução de Hanks foi 

esterilizada por filtração em membranas estéreis com poros de 0,22 µm (Millipore®) 

em câmara de fluxo laminar vertical (VECO).  

 

5.7.2.3. Meio de Cultura 

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi o meio essencial mínimo de 

Eagle (MEM, Cultilab, Campinas, Brasil), reconstituído em água bidestilada e 

esterilizados por filtração em membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de 

0,22 µm (Millipore®) sob pressão em aparelho Sartorius. Após o procedimento de 

filtração, alíquotas do meio foram deixadas em estufa 37oC, para acompanhamento 

do aparecimento de eventuais contaminantes. O meio foi mantido congelado ou em 

geladeira a 4oC. Para os experimentos o meio foi suplementado com quantidade 

adequada de soro fetal bovino estéril (SBF), previamente inativado a 56oC em 

banho-maria por 30 minutos. O pH do meio foi ajustado com quantidades adequadas 

de solução de bicarbonato de sódio (7,5%, p/v) esterilizado em autoclave a 120oC 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-1 esterilizado por filtração em membrana de acetato-nitrato de 

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

 

5.7.2.4. Solução de Tripsina-EDTA 

A solução de tripsina-EDTA foi constituída de 137 mmol.L-1 de NaCl, 5,4 

mmol.L-1 de KCl, 5 mmol.L-1 de glucose, 0,42 mmol.L-1 de Na2HPO4, 0,44 mmol.L-1 

de KH2PO4, 2,3 mmol.L-1 de NaHCO3, 0,53 mmol.L-1 de EDTA, 50 mg% de tripsina 

(1:250) e 2 mg% de vermelho de fenol, sendo o pH ajustado para 7,4. A solução foi 

esterilizada por filtração a vácuo em membrana de acetato-nitrato de celulose (0,22 

μm) e armazenada a -20oC.  

 

5.7.3. Manutenção das Células B16-F10 

A linhagem celular estudada neste trabalho teve as condições de cultivo 

adaptadas para o Laboratório de Cultivo Celular do Departamento de Bioquímica 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-1 de HEPES e 8 mmol.L-1 de bicarbonato de sódio 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 CO2, com umidade 

controlada de 95% e temperatura constante de 37°C. Os repiques foram realizados 

seguindo a rotina do laboratório utilizando solução de tripsina-EDTA para descolar 

as células. Para armazenamento da linhagem, as células (107.mL-1) 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 nitrogênio líquido. Para 
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uso, as células foram rapidamente descongeladas a 37°C e semeadas no meio 

adequado como já descrito. Após adesão das células à superfície da garrafa (~4h), o 

meio foi trocado, eliminando-se o meio de congelamento contendo o DMSO e 

eventuais células mortas. A monocamada de células foi rotineiramente observada 

em microscópio invertido (Olympus, modelo CK2). 

 

5.7.4. Viabilidade Celular 

A viabilidade celular foi quantificada através do método que utiliza como 

princípio a exclusão do corante vital Azul de Trypan (PHILLIPS, 1973). As células (5 

x 104/ poço) foram plaqueadas em placas de 24 poços e mantidas em estufa de CO2 

a 37oC. Após crescimento por 24 horas nestas condições, os compostos em estudo 

foram adicionados, em meio de cultura, nas concentrações de 10; 20; 30; 40 e 50 

μmol.L-1 para S2.1 e S2.2 e de 25; 50; 100; 150 e 200 μmol.L-1 para L1 e F1. A 

incubação prosseguiu por mais quatro horas nas mesmas condições anteriores e 

após esse tempo, o meio foi centrifugado a 4000xg por três 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 à superfície de crescimento com solução de EDTA 2 mmol.L-1 e 

então 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 à centrifugação (4000xg por 3 minutos) e o pellet obtido foi ressuspenso 

em PBS, o qual foi reunido ao pellet obtido na primeira centrifugação e mantidos em 

banho de gelo até o momento da determinação da viabilidade celular (por período 

não superior a 20 minutos). O corante Azul de Trypan, preparado na concentração 

de 0,4% p/v em PBS, foi utilizado na proporção de 1:10 (corante:amostra) e as 
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células contadas em câmara de Neubauer em microscópio ótico (OLYMPUS, 

mod.KW1). O percentual de viabilidade da preparação foi calculado conforme a 

equação:  

CV (%) = 100 x (NC/NC + C) 

Onde: CV, células viáveis; NC, células não coradas e C, células coradas pelo Azul 

de Trypan. A viabilidade dos controles foi normatizada para 100%. Os ensaios foram 

realizados no mínimo três vezes e sempre em duplicata. Nos experimentos controle, 

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

 

5.7.5. Proliferação Celular 

A proliferação celular foi quantificada através do método de MTT 

(MOSMANN, 1983). Este método baseia-se na atividade metabólica de células 

viáveis, com o uso do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT), 

formando um produto colorido (sal formazan, que é insolúvel em água) (BERRIDGE 

et al., 1996). As células (5 x 103 células/poço) foram plaqueadas em placas de 96 

poços e deixadas por 16 horas em estufa de CO2 a 37oC para que aderissem. Em 

seguida, o meio foi substituído por outro sem adição de SFB para que todas as 

células estacionassem na fase G0 do ciclo celular. Após 24 horas, o meio foi trocado 

por outro, contendo SFB e as células prosseguiram incubadas por mais 24, 48 e 72 

horas na presença e na ausência dos compostos em estudo. Foram utilizadas 

diferentes concentrações das maleimidas S2.1 e S2.2 (2,5 a 30 μmol.L-1) e dos 

derivados da 4-AAP L1 e F1 (10 a 75 μmol.L-1). Nos controles, o meio continha 

quantidades adequadas de veículo (0,10% de DMSO (v/v)). Decorrido o tempo 

determinado de tratamento das células, o meio contendo o composto em estudo foi 

retirado adicionando-se, então, a solução de MTT (5 mg.mL-1) em HBSS. Após três 
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horas a 37°C em estufa de CO2, o sobrenadante foi retirado e o solvente DMSO foi 

adicionado para solubilizar os cristais de formazan formados. A absorbância da 

solução resultante foi determinada em leitor de microplaca (Bio-Rad) utilizando filtro 

de 550 nm com referência em 655 nm, onde o branco foi o DMSO. Os resultados 

foram expressos em número de células, que foi determinado através de uma curva 

padrão (número de células x absorbância) construída previamente ao experimento 

de proliferação celular, estabelecendo a relação entre número de células viáveis e a 

quantidade de formazan gerado.  

 

5.8. Adesão Celular 

5.8.1. Obtenção das Moléculas de Matriz Extracelular 

As proteínas da matriz extracelular utilizadas nos ensaios de adesão foram 

purificadas no Laboratório de Matriz Extracelular do Departamento de Biologia 

Celular, UFPR e gentilmente 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 extração com EDTA e 

posterior cromatografia em gel filtração e troca iônica (PAULSSON et al., 1987) e 

matrigel que foi purificado a partir do Sarcoma de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), 

através de sucessivas precipitações com tampão Tris 50 mmol.L-1 contendo 3,4 

mol.L-1 de NaCl (tampão de alto sal), seguidas de tratamento com uréia para 

solubilização das proteínas e diálises para eliminação da uréia (KLEIMAN et al., 

1986). 
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5.8.2. Ensaios de Adesão Celular 

Os ensaios de adesão seguiram o protocolo descrito por SAIKI et al. (1989), 

sendo a adesão celular quantificada através do corante cristal violeta. Os ensaios 

foram realizados em placas de 96 poços, as quais foram sensibilizados com 

laminina, fibronectina ou matrigel na concentração de 10 µg.mL-1 pelo período de 2 

horas e para controle negativo foi utilizada uma solução de BSA 1% (p/v). As placas 

foram então mantidas por 1 hora em estufa com 5% de CO2 a 37oC e em seguida 

colocadas por 12 horas a 4oC. A proteína não aderida foi aspirada e os poços foram 

lavados com PBS estéril. Adicionou-se, então, solução estéril de PBS contendo 1% 

de BSA e a preparação foi incubada durante 1 hora a 37oC em estufa com atmosfera 

de 2% de CO2, para bloquear os sítios inespecíficos. A placa foi, então, lavada com 

meio sem soro e 5 x 104 células/poço foram acrescentadas em meio sem soro com 

diferentes concentrações dos compostos maleimídicos S2.1 e S2.2 (2 a 10 μmol.L-1) 

ou do derivado da 4-AAP L1 (5 a 40 μmol.L-1). A placa contendo as células foi então 

incubada a 37oC por 2 h em estufa com atmosfera de 2% de CO2, após o que as 

células não aderidas foram aspiradas e aquelas aderidas às moléculas protéicas na 

placa foram fixadas em metanol por 10 minutos em temperatura ambiente. Após 

esse tempo, adicionou-se a solução do corante cristal violeta (200 μL), preparado a 

0,2% em etanol 2%. Após 2 a 5 minutos, os poços foram exaustivamente lavados 

(10 vezes com PBS) e, o corante eluído com 200 μL de solução de citrato de sódio 

0,05 mol.L-1 em etanol 50%, durante 10 minutos. A absorbância foi determinada em 

leitor de microplacas (Micro-Elisa Reader, Bio-Rad) utilizando filtro de 550 nm e a 

adesão celular foi determinada como percentagem em relação ao controle. 
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5.9. Estudo Morfológico e Morfométrico 

5.9.1. Microscopia Óptica 

As células B16-F10 (5x105) foram cultivadas em lamínulas de vidro (12 mm) 

por 16 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. A seguir, foi adicionado os 

compostos S2.1 e S2.2 nas concentrações finais de 10 a 40 μmol.L-1 e L1 e F1, nas 

concentrações de 25 a 150 μmol.L-1, seguindo-se incubação por 3 horas, nas 

mesmas condições. Após o tratamento com os compostos, as células foram lavadas 

duas vezes com PBS e fixadas com solução de paraformaldeído 2% por 30 minutos 

a 4°C. As células foram, então, coradas por Giemsa (diluída 1:5), durante 8 minutos, 

lavadas em água destilada, desidratadas em soluções crescentes de etanol (70 a 

100%), diafanizadas em xilol e, então, as lamínulas foram montadas sobre lâminas 

com Entellan. Os controles foram submetidos às mesmas condições, sendo que o 

meio de cultura utilizado continha a mesma quantidade do veículo que as amostras 

tratadas (0,1% de DMSO). As células foram observadas em microscópio (Olympus 

BX40) e as imagens celulares foram adquiridas em aumento de 400x.  

Para a análise morfométrica, foram analisadas as células tratadas com 20 

μmol.L-1 do composto S2.2 em microscópio (Olympus BX40) e as imagens celulares 

foram adquiridas em aumento de 400x , em tons de cinza, utilizando o “software” 

Image-Plus versão 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Diversos campos 

das lâminas foram utilizados e cerca de 400 células foram analisadas para cada 

concentração do composto. O “software” utilizado para este estudo foi o ImageTool 

versão 3.00 (Universidade do Texas, San Antonio, EUA) e os parâmetros 

correspondentes à área, elongação e esfericidade foram analisados. Este programa 

permite avaliar a área das células como o número de pixels do polígono e 
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posteriormente, este valor foi convertido em % para uma melhor avaliação da análise 

(considerando o valor das células controle como 100%). A elongação foi calculada 

como a razão entre o comprimento do eixo maior e o comprimento do eixo menor. 

Esta razão 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 π x 

área)/perímetro2. O resultado é um valor entre 0 e 1. Quanto mais próximo de 1, 

mais próximo de um círculo perfeito é o objeto e quanto mais distante de 1, mais 

distante de uma forma circular está o objeto.  

 

5.9.2. Microscopia Eletrônica de Varredura 

Células B16-F10 (5x105) foram plaqueadas sobre lamínulas circulares 

(Glass Técnica – Brasil) de 12 mm de diâmetro, contidas em placas de 24 poços. 

Após permanecerem em estufa a 37°C, 5% CO2 por 16 horas, o meio foi aspirado, 

as lamínulas com as células foram lavadas com meio MEM e expostas por 3 horas a 

diferentes concentrações dos compostos, diluídos em meio de cultura estéril, a partir 

das soluções estoque. Posteriormente as células foram lavadas cinco vezes com 

tampão cacodilato 0,15M e fixadas com fixador Karnovski (KARNOVSKI, 1965) por 1 

hora a 4º C, sendo então, lavadas 10 vezes com tampão cacodilato 0,15 mol.L-1. As 

células foram desidratadas com banhos subsequentes de 10 minutos com etanol 30, 

50, 70 e 100%. As lamínulas contendo as células foram transferidas para recipiente 

apropriado, separadas uma da outra por meio de uma película e submetidas a total 

desidratação (ponto crítico) (Crytical point dryer BAL-TEC, CPD030). As lamínulas 

foram, então, montadas sobre suportes específicos por meio de adesivo e após, 

metalizadas com banho de ouro em equipamento Blazers Union (FL9496, SCD030) 
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e posteriormente analisadas em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), marca 

Philips (modelo SEM-505), no Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR (CME), 

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

 

5.9.3. Estudo da Organização do Citoesqueleto 

O estudo da organização do citoesqueleto foi realizado através da técnica 

de imunofluorescência, como descrito por KUSANO et al. (2000). Para o ensaio, as 

células B16-F10 (5x105) foram cultivadas em lamínulas de vidro estéreis (12 mm de 

diâmetro). Após 16 horas de crescimento, as células foram incubadas por 3 horas 

em presença de 30 μmol.L-1 das maleimidas S2.1 e S2.2 e de 100 μmol.L-1 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 então lavadas duas vezes com PBS e fixadas com solução de 

paraformaldeído 2% em PBS por 30 minutos a 4°C. As lamínulas foram incubadas 

por 3 minutos com solução de glicina 0,1 mol.L-1, preparada em PBS, lavadas com 

PBS e então bloqueadas com PBS contendo 1% de BSA por 30 minutos a 25oC. 

Após três lavagens com PBS, as lamínulas foram incubadas com faloidina 

conjugada com fluoresceína (FITC) (Molecular Probes) e DAPI (50 ng/ml) por 30 

minutos. Após este tempo, as lamínulas foram lavadas cinco vezes com PBS, 

montadas sobre lâminas utilizando fluormont-G® e observadas em microscópio 

confocal de fluorescência (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 é uma toxina proveniente do fungo Amanita phalloides, que se 

liga especificamente às fibras de F-actina (LÖW & WIELAND, 1974). O DAPI forma 

um complexo estável com a dupla fita de  
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DNA, emitindo forte fluorescência azul com máxima emissão em 449 nm, permitindo 

a visualização do núcleo (HAMADA & FUJITA, 1983). 

 

5. 9.4. Microscopia de Fluorescência com Laranja de Acridina 

Células B16-F10 (5x105) plaqueadas sobre lâmínulas circulares (Glass 

Técnica – Brasil) de 12 mm de diâmetro, contidas em placas de 24 poços, foram 

mantidas na estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO2, por 16 horas. Decorrido o tempo 

determinado, o meio foi aspirado, as lamínulas com as células foram lavadas com 

meio MEM e expostas por 3 horas a 30 μmol.L-1 das maleimidas S2.1 e S2.2 ou de 

100 μmol.L-1 dos derivados da 4-AAP, L1 e F1, diluídas 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 solução. As lamínulas foram retiradas, 

uma de cada vez, colocadas em lâminas de vidro com as células voltadas para cima 

e adicionadas de 25 μL de solução de laranja de acridina (AO) (5 mg/mL), 

permanecendo em repouso por 10 minutos. A análise microscópica foi realizada em 

microscópio de fluorescência 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, Flórida, USA) e analisadas com auxílio de software específico (Laser Sharp 

2000). O corante laranja de acridina tem máxima absorção entre 440 e 480 nm e 

emissão 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.  Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a preseça de citocromo c no 

citoplasma das células B16-F10 e para a avaliação da citotoxicidade das imidas 

cíclicas nestas células. 

 

5.10.1. Detecção do Citocromo c 

Para a detecção do citocromo c, as células B16-F10 foram plaqueadas (2 x 

106) em placa de Petri (diâmetro de 5 cm) estéril e cultivadas por 12 horas em estufa 

a 37°C e atmosfera de 5% CO2. Decorrido este tempo, as células foram expostas  a 

diferentes tempos (30 a 135 minutos) do composto S2.2 (30 μmol.L-1) diluído em 

meio de cultura. Após o tratamento, as células foram soltas, centrifugadas e lavadas 

utilizando-se solução de PBS. Para a avaliação da presença de citocromo c no 

citoplasma, as células foram soltas e ressuspensas em solução de glicina 0,1M em 

PBS por dois minutos para bloqueio de radicais aldeídicos e lavadas duas vezes 

com PBS. Foram, então incubadas com PBS contendo BSA 1% (PBS/BSA 1%) e 

10μM de digitonina por 30 minutos a 4°C sob agitação, para bloqueio dos sítios 

inespecíficos e permeabilização da célula, respectivamente. Em seguida as células 

foram incubadas com anticorpo anticitocromo c diluído em PBS/BSA 1%, contendo 

digitonina, por 1 hora a 4°C. As células foram então lavadas dez vezes com PBS e 

bloqueadas novamente com solução PBS/BSA 1%, com digitonina, por 20 minutos.  

Em seguida, as células foram incubadas durante 40 minutos com anticorpo 

secundário (5μg/mL) (rabbit monoclonal anti-mouse IgG antibodies - FITC, Molecular 

Probes, Oregon, EUA). As células foram então lavadas dez vezes com PBS e 

ressuspensas em solução de PBS/paraformaldeído 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 análise de citotoxicidade avaliada com laranja de acridina, as células 

B16-F10 foram plaqueadas (2 x 106) em placa de Petri (diâmetro de 5 cm) estéril, 

seguindo-se a incubação por 12 horas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO2. 

Decorrido este tempo, as células foram expostas por 3 horas aos compostos  S2.1 e 

S2.2 (30 μmol.L-1), L1 e F1 (100 μmol.L-1), dissolvidos em meio MEM. Após o 

tratamento as células foram soltas, centrifugadas e lavadas utilizando-se solução de 

PBS e mantidas nesta solução, em banho de gelo. As células foram adicionadas de 

solução de laranja de acridina (5 μg.mL-1) e imediatamente analisadas  em citômetro 

de fluxo, usando o filtro FL1.  

O equipamento utilizado foi o Citômetro de Fluxo FACScalibur (Becton-

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) e para cada histograma 

10.000 eventos foram analisados. 

 

5.11. Determinação do Potencial Elétrico Transmembrana (Δψ) de Mitocôndrias 

in situ Células B16-F10 

A determinação do potencial elétrico de mitocôndrias in situ foi determinado 

por citometria de fluxo utilizando como sonda a rodamina 123 (Rho123) (0,5 μmol.L-

1) (VERMES et al., 2000; CASTEDO et al., 2002; GOTTLIEB & GRANVILLE, 2002; 

KANUNFRE et al., 2004). As células B16-F10 foram plaqueadas (2 x 106) em placa 

de Petri (diâmetro de 5 cm) estéril e deixadas em estufa, por 12 horas, a 37 ºC e 
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atmosfera de 5% de CO2. Às células adicionou-se então solução de Rho 123, sendo 

a marcação de fluorescência avaliada no citômetro de fluxo FACScalibur (Becton-

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) sendo que esta leitura 

correspondia ao controle. Às células marcadas, adicionou-se então, a solução das 

imidas cíclicas de modo a obter 30 μmol.L-1 dos compostos S2.1 e S2.2 e 100 

μmol.L-1 de F1 e L1.  A cada 5 minutos, a preparação foi avaliada em citômetro de 

fluxo, durante 70 minutos. Como controle positivo, 10 μmol.L-1 de FCCP foi 

adicionado em substituição às 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 tripsinização e lavadas em PBS, sendo o número de células ajustada 

para 2,5 x 106 células.mL-1 em PBS. Desta suspensão, 200 μL contendo 5 x 105 

células foi inoculado por via subcutânea (s.c.) na região dorsal dos camundongos. 

Após 24 horas da implantação das células tumorais B16-F10, os camundongos 

foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com soluções das maleimidas S2.1 e 

S2.2 (30 μmol.kg-1) e dos derivados da 4-AAP L1 e F1 (50 μmol.kg-1). O esquema de 

tratamento utilizado foi de uma única dose, administrada (i.p.) 24 horas após a 

inoculação das células. Os animais do grupo controle foram inoculados com o 

veículo da droga (DMSO), em idênticas condições.  

Para a avaliação final dos efeitos dos compostos nos animais tratados o 

crescimento tumoral foi determinado através da determinação da massa dos 

tumores nos dois grupos de animais. O experimento foi encerrado no 16o dia, 
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quando então os animais foram sacrificados por anestesia com éter etílico. Os 

tumores foram retirados, pesados e fotografados.  

 O percentual de inibição do crescimento do tumor foi calculado através da 

seguinte fórmula: 

         Percentual de Inibição (%) = 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 μmol.kg-1 dos compostos S2.1, 

S2.2 e  50 μmol.kg-1 de L1 e F1 nos dias 1, 2 e 3, após a inoculação das células; b) 

uma dose de 30 μmol.kg-1 do composto S2.2 ou 50 μmol.kg-1 do composto L1 após 

10 dias a inoculação das células; c) usando uma dose de solução do agente 

antineoplásico dacarbazina (57 μmol.kg-1 ) preparadas em seu respectivo solvente 

associada a 30 μmol.kg-1 do composto S2.2. Em todos os casos os animais foram 

sacrificados após 16 dias e a avaliação final foi realizada como descrito acima. 

 

5.13. Análise Estatística 

Os resultados foram submetidos à análise estatística, sendo as repetições e 

o tratamento avaliados. Os resultados dos ensaios in vitro foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA – duplo sem repetição); e para avaliar as diferenças 

entre os tratamentos e controle foi utilizado o teste de Tuckey que permite 

estabelecer a diferença mínima significante entre duas médias. Os ensaios in vivo 

foram avaliados estatisticamente através de análise de variância para duas amostras 

e aplicação 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 

significância foi definida como p < 0,05; p < 0,01 ou p < 0,001. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Neste trabalho, foi inicialmente, desenvolvido um estudo envolvendo 18 

compostos de imidas cíclicas 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 mitocôndrias isoladas de fígado de rato, células de melanoma B16-

F10, macrófagos 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 oxigênio na presença (estado III) ou ausência 

(estado IV) de ADP, enquanto os outros compostos promoveram redução neste 

parâmetro, com diferentes intensidades de efeito. Todos os compostos testados 

causaram decréscimo do coeficiente de controle respiratório (CCR) e os compostos 

S1, S2, S3, L1 e F1 demostraram atividade antibacteriana nas condições 

experimentais e concentrações utilizadas. Foi observado também, que a maioria dos 

compostos testados reduziu a viabilidade celular tanto de macrófagos peritoneais, 

como das células de melanoma murino.  

A partir destes estudos iniciais, observou-se que os compostos 

maleimídicos S2, S2.1 e S2.2 e os derivados da 4-aminoantipirina (4-AAP) L1, F1, 

F1.14 promoveram os efeitos mais drásticos no consumo de oxigênio pelas 

mitocôndrias e apresentaram melhores efeitos antibacteriano e citotóxico, 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 respiratória mitocondrial foram avaliados, uma vez 

que não se tem dados disponíveis sobre o efeito destes compostos no metabolismo 

celular. Sendo a mitocôndria uma organela central no metabolismo energético 

celular, foram utilizadas mitocôndrias isoladas de fígado 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 inibição do consumo de 

oxigênio por mitocôndrias isoladas, utilizando glutamato de sódio como substrato 

oxidável, pode ser observada tanto para os compostos S2, S2.1 e S2.2, como para 

os compostos L1 e F1. O perfil obtido nas análises polarográficas sugere um efeito 

complexo sobre o estado III, que é indicativo da inibição do transporte de elétrons. 

 

6.1.1. Efeito dos Compostos sobre a Velocidade Respiratória em Mitocôndrias 

Isoladas de Fígado de Rato 

Com a finalidade de melhor discriminar o efeito das imidas cíclicas sobre o 

consumo de oxigênio, o experimento foi conduzido na presença de baixas 

concentrações de um agente desacoplador, o FCCP. Nessa condição, é possível 

avaliar o transporte de elétrons através da cadeia respiratória, operante em 

velocidade máxima, sem a interferência dos parâmetros relacionados à fosforilação 

oxidativa.  

Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 15 na qual observa-se 

que o efeito exercido pelos compostos testados sobre o consumo de oxigênio, em 

preparações mitocondriais desacopladas por FCCP, é dependente da dose utilizada.  
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Verifica-se na figura 15A que as maleimidas causaram redução do 

consumo de oxigênio em torno de 80% com a concentração de 40 μmol.mg-1 de 

S2.2. Para S2 e S2.1, nesta mesma concentração, as inibições observadas foram de 

~70% e 60%, respectivamente. Nesta mesma dose, os derivados da 4-AAP, L1 e F1, 

causaram redução de ~50%, enquanto F1.14 não causou efeito significativo. Na 

concentração de 80 μmol.mg-1 de proteína, os três compostos maleimídicos inibiram 

totalmente o transporte de elétrons através da cadeia respiratória e os compostos L1 

e F1 reduziram ~90% o oxigênio consumido pelas mitocôndrias, enquanto para 

F1.14 o efeito foi de menor intensidade (~60%). Esses efeitos mostraram-se, ainda, 

dependentes do tempo (dados não mostrados). 

O decréscimo do consumo de oxigênio observado nestes experimentos pode 

ser resultante de vários fatores, tais como:  

a) o desvio de elétrons da cadeia respiratória de forma direta, através de 

reações de óxido-redução envolvendo as imidas cíclicas em estudo;  

b) a inibição da atividade dos complexos enzimáticos pelos compostos e 

conseqüente restrição parcial no fluxo de elétrons na cadeia respiratória;  

c) a restrição parcial no fornecimento de elétrons à cadeia respiratória por 

afetar a metabolização do substrato em etapa anterior a cadeia;  

d) a inibição da atividade da ATPase;  

e) a inibição do translocador ADP3-/ATP4-;  

 f) a alteração da fluidez da membrana mitocondrial interna, o que afetaria não 

apenas o fluxo de elétrons através da cadeia respiratória como também a 

translocação de íons e síntese acoplada de ATP. 
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Assim, algumas destas estas possibilidades foram avaliadas na presença 

dos compostos em estudo, com o intuito de melhor compreender a ação dessas 

imidas cíclicas no metabolismo energético mitocondrial. 

 

6.1.2. Determinação do Potencial Redox das Imidas Cíclicas Estudadas por 

Voltametria Cíclica 

O transporte de elétrons através da cadeia respiratória mitocondrial 

envolve reações de óxido-redução que ocorrem devido a uma transferência 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 oxidação-redução com 

maior potencial negativo doará seus elétrons mais facilmente do que pares com 

potenciais menos negativos ou potenciais positivos (HATEFI, 1985; CALHOUN et al., 

1994). Sabe-se que as substâncias que participam na reação total catalisada pela 

cadeia respiratória mitocondrial possuem valores de potencial de redução padrão 

(E°') situado entre -0,320 V e +0,820 V vs ENH (Eletrodo Normal de Hidrogênio) 

(NICHOLLS & FERGUSON, 2002). 

Considerando que uma das causas da redução do consumo de oxigênio 

pelas mitocôndrias provocada pelos compostos imídicos testados, poderia ser o 

desvio de elétrons de seu fluxo através da cadeia respiratória mitocondrial, uma 

avaliação dos seus potenciais redox tornou-se importante. Para tanto, utilizou-se a 

técnica de voltametria cíclica (EVANS et al., 1983), com o objetivo de determinar o 

valor do potencial padrão (E°') das imidas cíclicas.  

A efetividade da voltametria cíclica 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 aplicação de uma voltagem ao eletrodo de 

trabalho, variando-a linearmente de um valor inicial, Ei, até um limite pré-

determinado, Eλ1 (conhecido como potencial de inversão), onde a direção da 

varredura é revertida (MABBOTT, 1983). O potencial redox dos compostos foi 

determinado utilizando também a análise por voltametria de onda quadrada, que 

corresponde a variação da leitura feita pelo equipamento paralelamente a 

voltametria cíclica, na qual não se tem a reversão da direção da varredura, 

aplicando-se potenciais entre -1,0 V à +1,0 V e usando padrão interno de ferroceno. 

Os experimentos de voltametria cíclica dos compostos em estudo foram 

realizados utilizando as mesmas concentrações dos tampões e pH utilizados 

anteriormente com mitocôndrias isoladas (Materiais e Métodos, item 5.5.2). Foram 

analisadas as soluções dos compostos em solvente não aquoso (DMSO) e na 

mistura DMSO e meio de reação pH 7,4 (1:3 v/v), utilizando como controle os 

solventes sem adição dos compostos. Diferentes eletrodos foram utilizados para as 

análises, como o de platina, de carbono vítreo e de ouro, variando-se a voltagem e o 

pulso aplicado na análise.  A condição utilizando o eletrodo de platina, pulso de 25 

mV e freqüência de 50 Hz, foi a que permitiu a análise de todos os compostos nos 

diferentes solventes.  Portanto, os potenciais redox das imidas cíclicas foram obtidos 

nesta condição experimental e os resultados estão apresentados na Tabela 1.  

Verifica-se um potencial de redução altamente negativo para os compostos 

analisados tanto por voltametria cíclica 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 mitocôndria é de -320mV, que corresponde ao NADH como doador de 



 100

elétrons, nenhum dos compostos analisados na presente condição experimental 

seria capaz de promover retirada de elétrons da cadeia transportadora de elétrons já 

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 tampão. 

 

 

 

ANÁLISE ELETROQUÍMICA DAS IMIDAS CÍCLICAS 

Compostos E1/2 (mV) 
(DMSO) 

E1/2 (mV) 
(DMSO + meio reação) 

 SW CV SW CV 

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 E1/2 (potencial redox) obtidos para os compostos S2, S2.1, 
S2.2, L1 e F1, utilizando eletrodo de referência de Ag+/AgCl. O padrão interno 

utilizado foi o ferroceno e os valores obtidos foram corrigidos para eletrodo normal de 

hidrogênio (NHE). Os valores de E1/2 apresentados na tabela foram obtidos utilizando a 

análise por voltametria cíclica (CV) e onda quadrada (SW). Para análise, os compostos 

foram dissolvidos em DMSO puro ou mistura de DMSO + meio de reação pH 7,4 (1:3 v/v). 
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Pela análise dos voltamogramas obtidos, foi possível observar que o 

processo de oxidação sofrido pelos compostos analisados não é reversível e conclui-

se que, neste meio reacional sobre uma superfície de platina, estes compostos não 

sofrem redução. Ao contrário, mostraram-se como compostos potencialmente 

redutores, descartando-se assim a possibilidade de agirem desviando elétrons da 

cadeia respiratória diretamente.  

 

6.1.3. Efeito das Imidas Cíclicas sobre a Atividade das Enzimas Relacionadas à 

Cadeia Respiratória Mitocondrial 

Com a finalidade de melhor esclarecer a diminuição do consumo de 

oxigênio por mitocôndrias isoladas (Figuras 14 e 15), foram investigados os efeitos 

das imidas cíclicas sobre a atividade dos segmentos da cadeia respiratória, 

utilizando-se para tal, preparações de mitocôndrias rompidas. Foram avaliados: o 

segmento da NADH oxidase, que compreende toda a cadeia, do NADH ao oxigênio; 

a NADH desidrogenase, atividade enzimática que pertence ao complexo I; a NADH-

citocromo c redutase, que abrange os complexos I e III; o segmento da succinato 

oxidase, que corresponde ao transporte de elétron do complexo II ao oxigênio; a 

succinato desidrogenase, componente do complexo II; a succinato-citocromo c 

redutase, abrangendo os complexos II e III, 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 enzimáticos da cadeia respiratória. Na Tabela 2 os 

resultados estão descritos como percentagem de atividade, enquanto a Tabela 3 

apresenta os percentuais de inibição causados pela maior dose testada (120 

μmol.mg_1 proteína). O segmento NADH oxidase foi inibido significativamente pelos  
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compostos L1 e F1 nas concentrações de 80 e 120 μmol.mg-1 de proteína 

mitocondrial (Tabela 2), sendo que a intensidade do efeito foi semelhante para os 

dois compostos, sendo observada uma inibição de ~30%, na maior concentração 

(Tabela 3). O composto F1.14 não causou qualquer efeito sobre a NADH oxidase.  

Verifica-se, ainda, que os derivados da 4-AAP, nesta concentração, 

inibiram estatisticamente, a NADH desidrogenase e a NADH citocromo c redutase, 

de modo que, a inibição de ~25% sobre a NADH desidrogenase causada pelos 

compostos L1 e F1 (Tabela 3) pode justificar integralmente a inibição observada na 

NADH oxidase. Uma vez que a inibição causada sobre a atividade da NADH 

citocromo c redutase foi de semelhante magnitude, pode-se sugerir que um sítio de 

ação de L1 e F1 localiza-se no complexo I da cadeia respiratória. Vale destacar que 

a inibição observada sobre a NADH oxidase (~30%) é muito inferior àquela 

observada em mitocôndrias respirando na presença de FCCP (~90%), resultado que 

sugere que os compostos L1 e F1 exercem outros efeitos além da inibição direta dos 

complexos da cadeia respiratória, permanecendo a ser esclarecido os efeitos destes 

derivados sobre a glutamato desidrogenase.  

O transporte de elétrons gerado a partir da oxidação do succinato foi 

parcialmente inibido pelos compostos L1, F1 e F1.14, em todas as concentrações 

(Tabela 2),com diferentes intensidades de efeito. Na concentração de 120 μmol.mg-1 

proteína, 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 II da cadeia respiratória neste resultado é visualizado pela inibição 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 c 

redutase em 59 e 79%, respectivamente, percentual de inibição que foi superior 
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àquele obtido sobre a atividade da succinato desidrogenase (46 e 30%, 

respectivamente aos compostos). Analisando os resultados de forma integrada, 

pode-se fazer algumas considerações. A inibição da succinato-citocromo c redutase 

por L1 (59%) e F1 (79%) permite sugerir um envolvimento dos complexos II e III no 

efeito. De fato, estes compostos inibiram também a succinato desidrogenase, um 

dos componentes do complexo II, porém, um efeito sobre o complexo III não é 

compatível com as inibições observadas sobre a NADH oxidase, NADH 

desidrogenase e NADH-citocromo c redutase. Portanto, pode-se propor que os 

efeitos inibitórios de maior magnitude observados sobre a succinato-citocromo c 

redutase, em relação à succinato desidrogenase, envolvam, além da succinato 

desidrogenase, uma interação com os centros Fe-S presentes no complexo II. 

 

 

TABELA 3- COMPARAÇÃO DOS EFEITOS ENTRE OS DERIVADOS DA 4-AAP 

ESTUDADOS, NA CONCENTRAÇÃO DE 120 μmol.mg_1 proteína, SOBRE AS 

ATIVIDADES ENZIMÁTICAS DA CADEIA RESPIRATÓRIA  

 
Enzima % de inibição 

                                  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 c redutase 59* 79* 33* 

Citocromo c Oxidase 0 0 0 

 
Valores de inibição (%) 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 inibitório 

nos complexos enzimáticos da cadeia respiratória, o que está de acordo com a 

inibição causada sobre o consumo de oxigênio (Figura 15). Assim, observa-se que a 

presença de um grupamento cloro fenil, no anel imídico de F1.14 (Figura 12), reduz 

a intensidade dos efeitos observados sobre os sistemas avaliados até o momento. 

Perfil de inibição 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 inibição 

significativa sobre os complexos da cadeia respiratória, exceto sobre a citocromo c 

oxidase, a qual não foi inibida por nenhuma das imidas cíclicas estudadas.  

O segmento NADH oxidase foi inibido em 45, 36 e 52%, respectivamente, 

pelos compostos S2, S2.1 e S2.2, na maior concentração utilizada (120 μmol.mg-1 

proteína) (Tabela 5). O envolvimento do complexo I da cadeia respiratória 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 sítio de inibição restringe-se ao 

complexo I. Porém, o sítio de inibição do composto S2.2 não se restringe somente 

ao complexo I, pois o segmento NADH citocromo c redutase teve sua atividade 

reduzida em 52% (Tabela 5), indicando que uma inibição também ocorre no 

complexo III. Assim, tal como discutido para os derivados da 4-AAP, a inibição 

causada na NADH oxidase é inferior à causada no consumo de oxigênio pelas 

mitocôndrias desacopladas, o qual foi completamente inibido, sugerindo, novamente, 

que outros parâmetros, além das inibições dos complexos enzimáticos 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 oxigênio, isto é, na succinato oxidase estão 

apresentados na Tabela 4 onde se observa que são dependentes da concentração 

empregada. Para melhor comparação, os percentuais de inibição obtidos com estas 

maleimidas, na concentração de 120 μmol.mg-1 proteína, 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 inibição de 

69%. 

 

 

 

 

TABELA 5- COMPARAÇÃO DOS EFEITOS ENTRE AS MALEIMIDAS ESTUDADAS, NA 

CONCENTRAÇÃO DE 120 μmol.mg_1 proteína, SOBRE AS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS 

DA CADEIA RESPIRATÓRIA  

 

Enzima % de inibição 

                                  Compostos S2 S2.1 S2.2 
NADH oxidase 45* 36* 52* 

NADH desidrogenase 41* 37* 20* 

NADH cit c redutase 44* 36* 52* 

Succinato oxidase 86* 69* 88* 

Succinato desidrogenase 52* 29* 43* 

Succinato cit c redutase  82* 57* 80* 

Citocromo c Oxidase 0 0 0 

 
Valores de inibição (%) 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 ação desses compostos poderia envolver 

os complexos II e III da cadeia respiratória. Contudo, considerando os efeitos 

observados sobre a NADH oxidase e NADH-citocromo c redutase, os quais são 

completamente justificáveis pela inibição da NADH desidrogenase, um efeito sobre o 

complexo III poderia ser descartado para os compostos S2 e S2.1. Assim, a exemplo 

do que foi sugerido para F1, a possibilidade de interação dos compostos S2 e S2.1 

com os centros Fe-S do complexo II, não pode ser ignorada. Para o composto S2.2, 

verifica-se (Tabela 5) que a inibição da NADH citocromo c redutase (52%) é maior 

que da NADH desidrogenase (20%), assim como a inibição da succinato citocromo c 

redutase  (80%) também é maior que da succinato desidrogenase (43%). Estes 

resultados sugerem uma inibição no complexo III, não 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 inibições 

de maior magnitude que o composto S2.1, sugerindo que a presença do grupo metil 

(-CH3) substituinte no anel fenil deste composto (Figura 12) reduz sua capacidade de 

inibir esses complexos enzimáticos. Outro aspecto é que, apesar das diferentes 

intensidades de efeitos observadas até o momento, entre os compostos estudados, 

aparentemente, os sítios de ação nos segmentos da cadeia respiratória foram 

semelhantes para todos eles, sugerindo a importância do anel imídico, presente 

nestes compostos. 
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6.1.4. Efeito das Imidas Cíclicas sobre o Complexo F1Fo – ATPase 

O efeito das imidas cíclicas foi avaliado também sobre a atividade do 

complexo F1Fo ATPase (ATP sintase). O componente Fo deste complexo enzimático 

encontra-se inserido na membrana interna, através de polipeptídios hidrofóbicos 

presentes em sua estrutura, que constituem um canal de prótons, possibilitando sua 

passagem do espaço intermembranas para a matriz mitrocondrial. O componente F1 

é responsável pela síntese de ATP, acoplada ao transporte de elétrons, ou pela sua 

hidrólise, quando há a presença do nucleotídeo e ausência de substratos para a 

cadeia respiratória (NICHOLLS & FERGUSON, 2002). A interação entre F1 e Fo é 

mantida pelas subunidades a, b e OSCP(δ), sendo esta última sensível à 

oligomicina. Essas proteínas associam-se aos componentes Fo e F1 do complexo 

enzimático, auxiliando a regular a permeabilidade da membrana mitocondrial interna 

a prótons e garantindo a eficiência da fosforilação oxidativa (NICHOLLS & 

FERGUSON, 2002). 

De acordo com a teoria quimiosmótica de MITCHELL (1961), o transporte 

de elétrons pela cadeia respiratória mitocondrial gera um gradiente eletroquímico de 

prótons no espaço entre as membranas interna e externa, com a consequente 

formação de uma força próton motriz (Δp) que é utilizada pela ATP sintase para a 

síntese de ATP.  

De modo geral, agentes químicos que impedem, seletivamente, a utilização 

da energia química derivada do transporte de elétrons para a fosforilação do ADP 

em ATP, são definidos como desacopladores. Este aspecto distingue os 

desacopladores dos inibidores da fosforilação oxidativa, como por exemplo, a 

oligomicina, que liga-se ao componente OSCP do complexo F1Fo ATPase, ou o 

atractilato, que inibe o translocador ADP/ATP (TZAGOLOFF, 1982). Desta forma, 
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agentes desacopladores, translocadores de prótons ou protonóforos aumentam a 

condutância de prótons através da membrana, desfazem o gradiente eletroquímico, 

dissipam a força próton motriz, bloqueando a síntese de ATP, em virtude do 

desacoplamento entre o sistema gerador de ΔμH+ (força próton motriz) e a H+ -

ATPase (NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Como resultado, ocorre prejuízo da 

fosforilação do ADP em ATP, que é correspondente a um decréscimo no número de 

mol de fosfato inorgânico convertido para a forma ligada organicamente por átomo 

de oxigênio consumido, isto é a razão P/O tende a zero na presença de substrato, 

enquanto a respiração continua. Como conseqüência, o componente F1 do complexo 

enzimático passa a hidrolisar o ATP, ao mesmo tempo em que ocorre a extrusão de 

prótons através do componente Fo. Sendo assim, em mitocôndrias acopladas a 

atividade ATPásica é baixa e aumenta quando da presença de desacopladores 

(HEYTLER, 1997). 

Face aos efeitos inibidores do consumo de oxigênio em presença de ADP, 

a possibilidade de uma ação inibitória sobre a ATPase causada pelos compostos em 

estudo não poderia ser ignorada. Além disso, uma avaliação dos efeitos das imidas 

cíclicas sobre a atividade da ATPase mitocondrial permitiria verificar possíveis 

efeitos da droga diretamente sobre a enzima ou sobre a permeabilidade a H+ da 

membrana mitocondrial. Portanto, este complexo enzimático foi avaliado em três 

condições experimentais: a) em mitocôndrias rompidas por congelamento, condição 

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 não é funcional; b) em mitocôndrias de fígado de rato 

intactas, em que pode-se visualizar a ação desacopladora de um composto, isto é, a 

sua interferência na permeabilidade da membrana a H+, de modo que, nesta 



 111

condição, o translocador de adenina está funcional; c) em mitocôndrias intactas 

tratadas com o desacoplador clássico, FCCP, que permite uma visualização dos 

efeitos somatórios aos desse desacoplador e na qual o translocador de nucleotídios 

de adenina ainda é funcional. 

Os resultados de tais experimentos estão 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 ATPásica em mitocôndrias rompidas. As concentrações de 60, 80 e 120 

μmol/mg proteína destes compostos, causaram efeitos que variaram entre 10 e 32%, 

indicando que, além da inibição do transporte de elétrons já comentada 

anteriormente, um efeito direto sobre a atividade da ATP sintase contribuiria para a 

redução da velocidade respiratória observada. O maior efeito inibitório foi causado 

pelo composto L1, enquanto o composto F1.14, nas condições experimentais 

usadas, não causou efeito estatisticamente significativo sobre esta atividade 

enzimática (Figura 16 C). Vale destacar, entretanto, que nesta condição 

experimental foram utilizadas preparações de mitocôndrias rompidas onde o acesso 

dos compostos à enzima é favorecido, como já comentado. 

Na preparação de mitocôndrias intactas, os compostos L1 e F1 

estimularam a atividade hidrolítica da ATPase (Figuras 16 A e B). Na maior dose 

(120 μmol/mg de proteína), F1 estimulou a hidrólise de ATP em 20% e L1 exerceu 

esta atividade de modo dose dependente, estimulando em 160% a atividade 

ATPásica, com  120 μmol/mg de proteína, resultados que sugerem um efeito 

desacoplador destes compostos, nas concentrações testadas. Considerando que 

nestas preparações o translocador de nucleotídeos de adenina é funcional, pode-se 
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propor que estas imidas cíclicas não interferem de forma importante na atividade 

deste translocador. Diferente de L1 e F1, o composto F1.14 não teve qualquer efeito 

sobre a atividade ATPásica nestas condições experimentais. Tais resultados, mais 

uma vez, demonstram a complexidade dos efeitos exercidos por estes compostos, 

os quais também inibiram o estado III da respiração mitocondrial (Figura 15). 

O efeito destes compostos imídicos foi também avaliado em mitocôndrias 

desacopladas por FCCP, pois é amplamente conhecido que o excesso ou a 

combinação simultânea de agentes desacopladores pode resultar em velocidades 

sub-máximas de alguns parâmetros mitocondriais, como a velocidade da hidrólise de 

ATP (KRAAYENHOLF & VAN DAM, 1969) e/ou do consumo de oxigênio. Nesta 

situação experimental, os compostos F1 e F1.14 (Figura 16 B e C) não exerceram 

efeito sobre a atividade ATPásica. Já, o composto L1 (Figuras 16 A) causou redução 

da atividade de hidrólise do ATP, na ordem de ~20%, com a concentração de 120 

μmol/mg proteína. Assim, quanto ao efeito desacoplador, os compostos F1 e F1.14 

não exerceram uma ação somatória 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 ATPásica em mitocôndrias rompidas 

(Figura 17 A e C), a partir da concentração de 40 μmol.mg-1 proteína, enquanto S2.1 

(Figura 17 B) exerceu este efeito a partir de 60 μmol.mg-1 proteína. Este efeito 

inibitório observado variou entre 22 e 34%, com a concentração de 120 μmol.mg-1 

proteína. Como já discutido, este resultado sugere a possibilidade de que, parte da 

inibição do consumo de oxigênio no estado III seja decorrente desta ação inibitória 

causada por estes compostos sobre esta enzima.  
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Porém, em preparações de mitocôndrias intactas, observou-se que os 

compostos S2, S2.1 e S2.2 estimularam a atividade hidrolítica da ATPase (Figura 17 

A, B, C). O efeito ocorre de modo dose dependente e, na maior concentração 

utilizada (120 μmol.mg-1 de proteína), o estímulo 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 ação desacopladora, além 

daquela inibitória do transporte de elétrons. Este estímulo na atividade ATPásica 

observado em mitocôndrias intactas, interpretado como efeito desacoplador, ocorre 

na mesma faixa de concentração em que a inibição do transporte de elétrons é 

observada e deve prevalecer sobre a atividade desacopladora, razão pela qual um 

estímulo no estado IV não foi observado nos experimentos de consumo de oxigênio. 

Foi avaliado também o efeito de S2, S2.1 e S2.2 em mitocôndrias 

desacopladas por FCCP, já que pode-se observar velocidades sub-máximas de 

alguns parâmetros mitocondriais em caso de excesso ou combinação simultânea de 

agentes desacopladores, assim como citado anteriormente. Os compostos S2, S2.1 

e S2.2 causaram discreta redução da atividade de hidrólise do ATP nesta condição 

experimental, que foi da ordem de 18 a 25% (Figuras 17 A, B, C), com a 

concentração de 120 μmol.mg-1 proteína, o que, de acordo com  KRAAYENHOF & 

VAN DAM (1969), pode ser resultado da associação dos efeitos dessas drogas com 

aqueles do desacoplador FCCP presente no sistema, gerando os valores sub-

máximos do efeito.  

Apesar das diferenças nas magnitudes dos efeitos, as imidas cíclicas 

estudadas exerceram o mesmo tipo de ação nos sistemas experimentais utilizados, 

da mesma forma como foi observado para os efeitos sobre os complexos 

enzimáticos da cadeia respiratória. 
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6.1.5. Efeitos das Imidas Cíclicas sobre o Potencial Elétrico de Membrana (ΔΨ) 

A força próton motriz (Δp), responsável pela síntese de ATP, é constituída 

pelo ΔpH, resutante da diferença na concentração de prótons através da membrana 

mitocondrial e o ΔΨ (potencial elétrico de membrana), decorrente da diferença de 

cargas entre o espaço intermembranas e a matriz, que são separadas pela 

membrana mitocondrial interna (NICHOLLS & FEGURSON, 2002). O ΔΨ 

mitocondrial é reduzido quando o metabolismo energético é rompido, notoriamente, 

durante a apoptose. A citometria de fluxo pode ser usada para estimar o potencial 

elétrico em células eucarióticas, em mitocôndrias isoladas e in situ, quando na 

presença de corantes catiônicos lipofílicos como as cianinas e a rodamina 123 

(BERNARDI et al., 2001; FULLER & ARRIAGA, 2003; SHAPIRO 1988; 2000). 

Neste trabalho, os efeitos das imidas cíclicas sobre o potencial elétrico de 

membrana (ΔΨ), em mitocôndrias isoladas de fígado de rato, foram avaliados por 

citometria de fluxo (FACS), utilizando como sonda, a rodamina 123 (Rho123). Este 

corante lipofílico catiônico fluorescente distribui-se no compartimento mitocondrial de 

acordo com a equação de Nernst, emitindo fluorescência verde, medida na região de 

530 nm (FL1), que é proporcional a quantidade absoluta de Rho123. Assim, a 

redução na fluorescência está relacionada com a despolarização, 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 máximo de redução no ΔΨ na condição experimental utilizada, foi 

usado como controle positivo, o desacoplador clássico, FCCP, o qual causou 



 121

colapso do potencial elétrico de membrana (ΔΨ), reduzindo em 80% o número de 

mitocôndrias polarizadas (Figura 18). 

Os efeitos causados pelos derivados da 4-AAP L1, F1 e F1.14 sobre o 

potencial elétrico de membrana (ΔΨ) em mitocôndrias isoladas de fígado de rato 

estão apresentados na Figura 18 (A,B,C). Pode-se observar que todos os compostos 

desta classe foram capazes de causar redução no ΔΨ, que variou entre 11 e 57%, 

dependento da concentração e do composto utilizado. O composto a causar maior 

colapso do ΔΨ foi F1, o qual reduziu em 57% (Figura 18 B), quando usado na 

concentração de 250 μmol.mg-1 proteína, comparado com o controle. Em 

contrapartida, o menor efeito foi causado pelo composto F1.14 , na concentração de 

80 μmol.mg-1 proteína (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 concentração de 250 μmol.mg-1 

proteína, corresponde a 71% do efeito causado pelo FCCP (10 μmol.L-1), nas 

mesmas condições experimentais. 

A Figura 19 apresenta os efeitos das maleimidas S2, S2.1 e S2.2 sobre o 

potencial elétrico de membrana em mitocôndrias isoladas de fígado de rato, 

determinado por citometria de fluxo, usando a Rho 123 como sonda e o succinato 

como substrato. Todas as concentrações testadas (40 a 250 μmol.mg-1 proteína) 

interferiram no valor do ΔΨ das preparações mitocondriais usadas entre 43 e 72% 

em relação ao controle utilizado, com quantidade equivalente de DMSO. Contudo, 

não houve diferença significativa entre as concentrações de 40 a 80 μmol.mg-1 de 

proteína mitocondrial.   
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A concentração de 250 μmol.mg-1 de proteína 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 são de similar 

magnitude, embora nenhum dos compostos avaliados tenham causado colapso total 

do ΔΨ, contrastando ao que ocorre com o FCCP (Figura 19). A maior concentração 

testada (250 μmol.mg-1 de proteína), atingiu ~90% do efeito causado pelo 

descoplador clássico FCCP. 

A comparação 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 drásticos sobre o potencial elétrico de 

membrana (ΔΨ), embora haja pouca diferença de efeito entre estas. Dentre os 

derivados 4-AAP, o composto F1 causou o efeito mais acentuado.  

O colapso do ΔΨ pode decorrer tanto da restrição no fluxo de elétrons, 

quanto de um efeito desacoplador (NICHOLLS & FERGUSON, 2002), ambos 

demonstrados para os compostos. Realmente, o efeito observado sobre o potencial 

de membrana (ΔΨ) pode ser devido à inibição causada, por estes compostos, nas 

enzimas da cadeia transportadora de elétrons, principalmente sobre o segmento 

entre o complexo II e III da cadeia respiratória, o qual utiliza como substrato o 

succinato. A drástica redução no ΔΨ causada pelas maleimidas (59%, na 

concentração de 120 μmol.mg-1 de proteína) está de acordo com a forte inibição 

(88%) observada na succinato oxidase (Tabela 3).  
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Contudo, considerando o estímulo causado por estes compostos na 

atividade ATPásica avaliada em mitocôndrias íntegras (Figuras 16 e 17), um efeito 

desacoplador não pode ser descartado e portanto, o decréscimo no potencial 

observado poderia resultar de uma somatória de efeitos. Neste aspecto vale 

destacar a natureza lipofílica, somada à possibilidade destes compostos adquirirem 

sua forma ácida correspondente decorrente de hidrólise, o que permitiria a 

dissociação de prótons da sua estrutura, podendo causar o mesmo efeito dos 

desacopladores clássicos. 

 

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

A avaliação dos efeitos das imidas cíclicas 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 congêneres. 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, não 

apresentou solubilidade aceitável nos sistemas experimentais utilizados nesta 

avaliação. 

 

6.2.1. Efeito do Composto S2.2 no Consumo de Oxigênio 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 concentração de 10 μmol.L-1. Esta dose mostrou-se adequada 

para permeabilizar a membrana plasmática, sem interferir na integridade da 

membrana mitocondrial. Nestas condições experimentais, as células 

permeabilizadas apresentaram um bom controle respiratório (> 4,0), determinado na 

presença de FCCP (estado III) e de oligomicina (estado IV). 

Observa-se que o composto S2.2 (Figura 21) causou acentuada redução no 

consumo de oxigênio pelas células, de modo dose dependente, sendo que a 

concentração de 50 μmol.L-1 do composto promoveu a redução de 90% no consumo 

de oxigênio pelas células. Este resultado está em concordância com aqueles obtidos 

utilizando mitocôndrias isoladas de fígado de rato.  

 

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

 Os experimentos, cujos resultados são apresentados a seguir, tiveram por 

finalidade avaliar o efeito das imidas cíclicas sobre a viabilidade celular, uma vez que 

a mitocôndria desempenha papel fundamental na manutenção deste parâmetro. 

Nesta série de experimentos foi utilizado o ensaio de viabilidade baseado na 

exclusão do corante vital Azul de trypan, por células viáveis. Células apoptóticas 

retêm sua integridade de membrana por algum tempo após o início do processo 

apoptótico, sendo que a perda desta integridade ocorre somente nos estágios finais 

do processo (McGAHON et al., 1995). Portanto, por esta metodologia, células que se 

encontram nos primeiros estágios da apoptose poderão ser contabilizadas como 

células viáveis. 
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O efeito dos compostos derivados da 4-AAP (L1 e F1) sobre a linhagem de 

células de melanoma murino está apresentado na Figura 22A, tendo sido utilizado o 

tempo de 4 horas de exposição aos compostos, nas concentrações finais de 25; 50; 

100; 150 e 200 μmol.L-1. 

Pode-se observar que a redução da viabilidade celular ocorreu de modo 

dose dependente, sendo que a concentração de 50 μmol.L-1 de L1 reduziu a 

viabilidade em aproximadamente 40%. A concentração de 150 μmol.L-1 de L1 ou 

200 μmol.L-1 de F1 promoveram efeitos mais drásticos, permanecendo apenas 10% 

de células viáveis. A redução total da viabilidade foi obtida usando 200 μmol.L-1 de 

L1. É interessante notar que nenhuma das concentrações usadas de F1 causou este 

mesmo efeito. A redução de 50% da viabilidade (ID50) ocorreu com, 

aproximadamente, 75 μmol.L-1 de L1 e 150 μmol.L-1 de F1, no tempo testado. As 

concentrações de 25 μmol.L-1 de L1 ou 25 e 50 μmol.L-1 de F1 não apresentaram 

efeito na viabilidade das células B16-F10 (Figura 22A). 

Estes resultados mostram que o composto L1 é citotóxico para as células de 

melanoma murino B16-F10, a partir de 50 μmol.L-1, enquanto F1 apresenta 

citotoxicidade a partir de 100 μmol.L-1 (Figura 22 A). Isto pode ser resultado da 

modificação estrutural em F1, que contém 2 átomos de cloro ligados diretamente ao  

anel imídico, enquanto L1, o qual apresentou-se mais citotóxico, não possui em sua 

estrutura, substituição no anel imídico (Figura 12).  

O efeito dos compostos maleimídicos S2.1 e S2.2 sobre a viabilidade das 

células B16-F10 está demonstrado na Figura 22B. Após 4 horas de incubação 

verifica-se drástica redução da viabilidade celular de modo dose dependente, porém 

os efeitos ocorreram em concentrações muito inferiores àquelas utilizadas para os 
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derivados 4-AAP (Figura 22A). Na concentração de 20 μmol.L-1, estes compostos 

reduziram a viabilidade celular em cerca de 40% e na concentração de 25 μmol.L-1, 

resultou em 50% de viabilidade (ID50) após o tempo de tratamento. Com as 

concentrações de 40 μmol.L-1 de S2.2 e 50 μmol.L-1 de S2.1 somente 10% das 

células permaneceram viáveis, enquanto a morte de todas as  células B16-F10  

tratadas (100% de redução da viabilidade) foi obtida com 40 μmol.L-1 de S2.2 ou 50 

μmol.L-1 de S2.1. Portanto, os compostos maleimídicos S2.1 e S2.2 apresentaram 

alta citotoxicidade contra a linhagem de melanoma murino B16-F10, efeitos estes 

ocorrendo com baixas concentrações dos compostos. O efeito foi de similar 

magnitude para os compostos S2.1 e S2.2, apesar da diferença estrutural entre eles. 

Portanto, pode-se propor que a presença do grupo –CH3, um grupo eletro doador 

presente no grupo fenil do composto S2.1 não atenua, nas condições experimentais 

deste estudo, os efeitos sobre a viabilidade, quando comparada com o efeito do 

composto S2.2, o qual não apresenta grupos substituintes em sua estrutura (Figura 

12). 

A citotoxicidade detectada com estes compostos estão em concordância com 

os estudos utilizando mitocôndrias isoladas, em que causaram drástica redução no 

consumo mitocondrial de oxigênio, inibição das enzimas relacionadas com o 

transporte de elétrons, da atividade ATPásica e do potencial elétrico de membrana, 

bem como com os resultados de consumo de oxigênio em células B16-F10 

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

Para avaliar o efeito dos compostos L1, F1, S2.1 e S2.2 sobre a 

proliferação 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 após a incubação com os compostos nas concentrações finais de 10, 

25, 50 e 75  μmol.L-1 de L1 e F1 (derivados 4-AAP) e 2,5; 5,0; 10; 20 e 30 µmol.L-1 

de S2.1 e S2.2 (fenilmaleimidas). O ensaio do MTT é um método colorimétrico 

quantitativo para avaliação de sobrevida e proliferação (McGAHON et al., 1995), 

sendo amplamente utilizado para avaliar o crescimento celular e apresenta grande 

precisão e boa concordância com outras metodologias como a incorporação de 

timidina [H3] (MOSMANN, 1983; MAGAUD et al., 1998).  

Os resultados destes experimentos estão apresentados nas Figuras 23 e 

24. A Figura 23A mostra que concentrações de 10 a 50 μmol.L-1 do composto F1 

não afeta a proliferação das células B16-F10, porém a concentração de 75 μmol.L-1 

reduz a proliferação celular, a partir de 24 horas, sendo que a maior redução (~30%) 

foi obtida com 75 μmol.L-1 após 72 horas. Utilizando 50 μmol.L-1 de L1, obtém-se 

discreta redução do número de células somente após 48 horas. Após 24 horas, com 

75 μmol.L-1 de L1, verifica-se redução do número de células para 9x103, enquanto 

no controle havia 16x103 células e a proliferação foi inibida completamente após 48 

horas (Figura 23B), permanecendo o número de células correspondente a 40% em 

relação ao controle. Pode-se observar que o composto F1 não exerce efeitos 

significativos sobre a proliferação das células de melanoma murino nas 

concentrações (10 – 50 µmol.L-1) e tempos avaliados, enquanto L1 promove efeito 

mais evidente com 75 μmol.L-1, cessando totalmente a proliferação após 48 horas, 
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atingindo uma redução no número de células de 57% em 72 horas. Da mesma forma 

como foi observado nos estudos de viabilidade celular, o composto L1, que não 

apresenta substituições no anel imídico 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 proliferação celular. Verifica-se que as concentrações de 

2,5 e 5,0 μmol.L-1 pouco interferem neste parâmetro, porém a concentração de 10 

µmol.L-1 de S2.1 (Figura 24A), que não causa efeitos aparentes na viabilidade 

celular, provocou uma redução de ~24% do número de células em relação ao 

controle, após 24 horas, enquanto essa mesma concentração do composto S2.2 

(Figura 24B) não foi capaz de reduzir o número de células. A concentração de 20 

µmol.L-1 desses compostos provocou efeito antiproliferativo mais acentuado, uma 

vez que nenhum aumento no número de células ocorreu nos tempos de 48 e 72 

horas. Utilizando a concentração de 30 µmol.L-1, os compostos causaram a inibição 

total do crescimento celular nos tempos 24 e 48 horas, sendo que após este tempo, 

nesta concentração, os compostos causaram morte celular.  

Destaca-se ainda, que os efeitos antiproliferativos mais acentuados foram 

obtidos nas concentrações que também apresentam citotoxicidade. Desta forma, 

pode-se sugerir que há uma relação entre o efeito antiproliferativo e a citotoxicidade 

destes compostos.  
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Vale ainda, salientar que a avaliação da proliferação celular foi realizada 

neste trabalho utilizando o MTT como ferramenta de análise. Segundo MOSMANN 

(1983) e MAGAUD et al. (1998), a redução do MTT ocorreria por uma reação 

enzimática que envolve a oxidação de equivalentes redutores catalisada pela 

succinato-tetrazólio redutase – complexo II da cadeia respiratória mitocondrial, que 

inclui a succinato desidrogenase, e que só estaria ativa nas células viáveis. 

Considerando que os compostos estudados interferem na atividade da 

enzima succinato desidrogenase, como demonstrado em mitocôndrias isoladas, 

poder-se-ia propor um impedimento da redução do MTT, mascarando os resultados. 

Contudo, outros estudos (BERRIDGE et al., 1996) sugerem que grande parte da 

redução celular do MTT ocorre no citoplasma, envolvendo o NADH e NADPH e, 

desta forma, o ensaio de MTT não poderia mais ser considerado um ensaio 

estritamente mitocondrial. Portanto, embora a interferência do decréscimo de 

atividade da succinato desidrogenase não seja descartada, a diminuição observada 

deste parâmetro corresponde, realmente, à diminuição do número de células e não 

somente uma conseqüência desta inibição, fato que se correlaciona com os 

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

A biotransformação de uma droga freqüentemente influencia a magnitude 

dos seus efeitos em suas atividades biológicas in vivo, bem como sua absorção, 

distribuição e excreção (STRAUGHAM et al., 1997). Desta forma, o fato dos 

compostos imídicos estudados, especialmente S2.1 e S.2, terem mostrado 

resultados promissores in vitro, não significava que estes poderiam exercer esses 

efeitos in vivo. Desta forma, esses compostos imídicos foram avaliados in vivo no 

modelo de melanoma murino B16-F10 e camundongos isogênicos C57BL/6. 

A avaliação da atividade antitumoral in vivo dos compostos imídicos foi 

realizada por meio de diferentes protocolos experimentais. Na primeira condição 

experimental, os grupos controle e tratado receberam 5x105 células B16-F10 

inoculadas por via subcutânea na região dorsal dos animais. Após 24 horas da 

implantação das células, os grupos tratados com os compostos imídicos receberam 

por via intraperitoneal, 50 µmol.kg-1 dos compostos L1 e F1 ou 30 µmol.kg-1 dos 

compostos S2.1 e S2.2, usando como veículo o óleo de girassol. Após 16 dias da 

implantação das células os animais foram sacrificados e os tumores extraídos, 

pesados e fotografados. Os animais do grupo controle receberam 200 μL do veículo, 

24 horas após a inoculação 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 estão mostradas as massas médias dos tumores 

extraídos 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 inibição 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 diminuição do crescimento tumoral observada no tratamento com o 

composto F1, apesar de reproduzível em todos os experimentos, não 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 condições experimentais utilizadas. Considerando que este modelo de 

melanoma é muito resistente ao tratamento quimioterápico, este resultado é de 

grande importância.  

Uma variação deste protocolo experimental foi feita com a aplicação de três 

doses dos compostos, nas mesmas concentrações do experimento anterior, 

administradas 24, 48 e 72 horas após a inoculação subcutânea das células B16-F10 

e os resultados obtidos não diferiram daqueles obtidos com uma única dose (dado 

não mostrado). 

Considerando que a dacarbazina é um reconhecido quimioterápico 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 associação, melhorassem ainda mais a taxa de resposta antimelanoma no 

modelo utilizado. Uma vez que as soluções da dacarbazina e de S2.2 eram 

preparadas em veículos distintos, isto é, óleo de girassol para S2.2 e solução 

aquosa contendo 57 µmol.kg-1 de ácido cítrico e 0,016 µmol.kg-1  de manitol, para a 

dacarbazina, foram necessários dois grupos controles, um para cada veículo.  

As drogas e os seus respectivos veículos foram inoculados via 

intraperitoneal 24 horas após a implantação das células B16-F10. O tratamento 
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consistiu de uma única dose, administrada intraperitonealmente, de 30 µmol.kg-1 do 

composto S2.2 ou 57 µmol.kg-1 da dacarbazina, de acordo com SENFF-RIBEIRO et 

al. (2003) ou as duas drogas administradas juntamente nestas mesmas 

concentrações. Após 16 dias da implantação das células, os animais foram 

sacrificados e os tumores extraídos, pesados e fotografados. Os resultados 

apresentados na Figura 26 demonstram os tumores extraídos e representativos 

desses tratamentos (Figura 26A). As massas médias dos tumores extraídos dos 

animais controles e tratados estão mostrados na Figura 26B e o percentual de 

inibição 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 inibição do crescimento tumoral de 78% foi observada, 

resultado que não é significativamente diferente aquele obtido com o tratamento da 

droga S2.2 administrada sozinha. Desta forma, o resultado sugere que não há 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 cíclicas estudadas. Contudo, os efeitos foram 

observados sobre as células de melanoma recém implantadas subcutaneamente, 

quando ainda não havia um tumor formado e, portanto, o efeito pode ter sido sobre a 

implantação dos mesmos. Com a finalidade de avaliar se esses compostos 

exerceriam o efeito antimelanoma in vivo em tumores sólidos já desenvolvidos, 

foram testados outros protocolos em que as células B16-F10 foram inoculadas por  
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via subcutânea na região subescapular e nas patas traseiras dos camundongos 

C57BL6. Após 10 dias de desenvolvimento, quando, então, os tumores 

apresentavam-se palpáveis, os animais receberam uma dose única 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 próprio animal, de modo que uma das patas foi tratada com a droga e a 

outra, com o veículo da droga. Os animais foram sacrificados no 16º dia, os tumores 

extraídos pesados e fotografados. 

A foto mostrada na Figura 27A refere-se a tumores representativos destes 

experimentos. As massas médias dos tumores extraídos dos animais controles e 

tratados estão mostradas na Figura 27B. Quantitativamente, o percentual de inibição 

do crescimento tumoral foi calculado como descrito anteriormente, podendo-se 

observar na Figura 27C que o tratamento intraperitoneal dos tumores já 

desenvolvidos promoveu ~50% inibição do crescimento tumoral quando o animal foi 

tratado com 50 µmol.kg-1 do composto L1 e ~70% quando o tratamento foi feito com 

30 µmol.kg-1kg de S2.2, resultado este muito semelhante ao tratamento  de 24h 

após implantação das células. Quando os tumores implantados na pata (Figura 28B) 

receberam o tratamento intratumoral com as mesmas concentrações utilizadas dos 

compostos intraperitonealmente, L1 promoveu 68% de inibição 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 extraídos dos 

animais controles e tratados estão mostrados na Figura 28C. Observa-se que no 

tratamento intratumoral, o efeito de L1 foi mais pronunciado em comparação com o 

tratamento pela via intraperitoneal, enquanto S2.2 não teve seu efeito in vivo 

alterado em decorrência da via de administração.  
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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 não somente na inibição da 

implantação das células (50 e 70%, respectivamente para L1 e S2.2  - Figura 25), 

mas também no crescimento de um tumor já desenvolvido, uma observação muito 

importante para esses compostos. Este resultado é altamente significativo quando 

comparado com os resultados de WACK et al. (2001), que utilizando a concentração 

de 200 mg.kg-1 (equivalente a 1,1 mmol.kg-1) da dacarbazina num modelo similar 

consistindo de células B16-FB17 (uma linhagem de crescimento lento), não 

mostraram redução do crescimento tumoral  com tratamento de uma única dose 

administrada 7 dias após a inoculação das células, contudo, um protocolo utilizando 

múltiplas doses mostrou um efeito inibitório pronunciado. Porém, esta concentração 

é 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, proliferação e adesão 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 estão descritos a seguir. 
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6.2.5.1. Análise Morfológica das Células B16-F10 por Microscopia Óptica  

As micrografias apresentadas nas Figuras 29 e 30 foram obtidas em 

experimentos em que as células B16-F10 (5x105) foram plaqueadas e incubadas 

com 100 e 150 μmol.L-1 de  L1 e F1 ou 20 e 30 μmol.L-1 de S2.1 e S2.2 por 4 horas 

e posteriormente, coradas por Giemsa. Verifica-se, nas células tratadas, a retração 

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 é mais evidente quando as células foram tratadas com as maleimidas 

S2.1 e S2.2 (Figura 30). Estas observações sugerem perda da adesão, uma vez que 

a retração do citoplasma, com redução dos prolongamentos celulares sugere 

interferência nos pontos de adesão focal. Essas alterações geralmente estão 

relacionadas com reorganização dos filamentos de actina, como poderá ser 

observado mais adiante. 

Pode-se observar também, a vacuolização do citoplasma, que é mais 

evidente nas células tratadas com os derivados da 4-AAP (Figura 29), podendo ser 

observada também com a menor concentração  (20 μmol.L-1) das maleimidas S2.1 e 

S2.2 (Figura 30).  Concentração maior (30 μmol.L-1) de S2.1 e S2.2 foi altamente 

citotóxica para as células. A compactação da cromatina foi também um efeito 

observado quando as células foram tratadas com essas imidas cíclicas (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 análise morfométrica para 

este composto. A Figura 31 apresenta as alterações morfológicas ocasionadas nas 

células tratadas com 30 μmol.L-1 de S2.2. Verifica-se redução de 41% da área 

(Figura 31A) e da elongação celular (Figura 31B) e, conseqüentemente, aumento da 

esfericidade celular em 93% (Figura 31C). 

 

6.2.5.2. Efeito das Imidas Cíclicas na Morfologia das Células B16-F10 

Observadas em Microscopia Eletrônica de Varredura 

As alterações de morfologia também foram avaliadas por microscopia 

eletrônica de varredura e os resultados estão mostrados nas Figuras 32 a 34. Pode-

se observar nas micrografias dos controles (Figuras 32 e 33, linha A) o grande 

número de microespículas presentes na superfície das células B16-F10 e de 

prolongamentos celulares, com os pontos de adesão focal. O crescimento celular 

sem inibição por contato observado está correlacionado com o fato desta linhagem 

ser tumoral, com alto poder invasivo.  

O tratamento com os compostos L1 e F1, na concentração de 75 μmol.L-1, 

causou redução do número de células, de microespículas superficiais e de 

prolongamentos celulares (Figura 32B e C). A redução dos prolongamentos 

celulares também foi observado na avaliação por microscopia óptica (Figura 32). 

Nas condições experimentais, L1 causou o aparecimento de protusões (“blebs”) da 

superfície da membrana celular (Figura 34), efeito este que não foi observado nas 

células tratadas com as maleimidas S2.1 e S2.2, nas condições experimentais 

utilizadas. 
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Este fato pode ser decorrente da concentração usada para estes dois 

compostos maleimídicos, que mostrou-se bastante citotóxica, como observado 

anteriormente por microscopia óptica (Figura 33). Assim, não se pode excluir a 

possibilidade de que a análise morfológica possa ter sido realizada após a fase da 

emissão de protusões da membrana celular, ou ainda que o processo de preparo 

das lamínulas para este tipo de análise seja drástico para a célula já fragilizada pelo 

tratamento com estes compostos.  

As maleimidas S2.1 e S2.2, na concentração de 30 μmol.L-1, causaram 

grande redução do número das células B16-F10 que permaneceram aderidas na 

lamínula após 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 óptica (Figura 30) e estão em 

concordância com os resultados da análise morfométrica (Figura 31).  

Uma vez que a microscopia eletrônica permite melhor detalhar a morfologia 

celular, esta análise acrescentou a informação de que as células B16-F10 

apresentam grande quantidade de microespículas, as quais são reduzidas pelo 

tratamento com as imidas cíclicas testadas e, ainda o aparecimento de “blebs” na 

superfície das células B16-F10 quando do tratamento com o composto L1, 

características que não haviam sido observadas na microscopia óptica. Esta 

observação vem sugerir a possibilidade desse composto induzir o processo 

apoptótico nestas células, já que este achado é característico em células em 

apoptose (HENGARTNER, 2000). Além disto, os resultados obtidos na análise por 

microscopia eletrônica de varredura reforçam aqueles já sugeridos pela análise por 

microscopia óptica, indicando possível ação desses compostos imídicos na 

organização 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 partículas lisossomais, parâmetro este relacionado com o processo 

apoptótico (MPOKE & WOLFE, 1997; VERMES et al., 2000). O padrão de coloração 

do AO, que emite fluorescência amarela a verde para DNA e laranja a vermelha para 

RNA, se dá pelo fato deste corante intercalar-se de modo monomérico ao DNA, 

enquanto a ligação ao RNA ocorre como uma complexação do corante em forma 

polimérica (STOCKERT & LISANTI, 1972; ANTUNES et al., 2001). Além disso, AO 

pode ser usado como corante vital em células não fixadas, pois sua entrada em 

compartimentos ácidos é dependente da atividade da H+/ATPase presente nos 

lisossomos, que, por sua vez, depende da disponibilidade do ATP gerado na 

mitocôndria (VERMES et al., 2000; ANTUNES et al., 2001). Portanto, a coloração 

vermelha indica o acesso, dependente do pH, do AO a esses compartimentos, o que 

ocorre somente nas células viáveis, enquanto o núcleo das células apresentar-se-á 

com fluorescência verde (MPOKE & WOLFE, 1997; VERMES et al., 2000; 

ANTUNES et al., 2001). Em células apoptóticas, o núcleo apresentará densas áreas 

em verde que correspondem à condensação da cromatina. Por sua vez, as células 

necróticas apresentarão o núcleo 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 μmol.L-1) (Figura 35) e com as 

fenilmaleimidas S2.1 e S2.2 (30 μmol.L-1) (Figura 36). As células foram mantidas 
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viáveis, em PBS, sem fixação, coradas com AO (5 μg.mL-1) por 10 minutos e 

analisadas por microscopia de fluorescência, conforme descrito em Materiais e 

Métodos (item 5.9.4). O aumento de fluorescência vermelha verificado na Figura 35 

(B e C) é decorrente do tratamento com F1 e L1 e sugere o aumento de vesículas 

acídicas, compatível com partículas lisossomais, já que o AO cora de vermelho os 

lisossomos por mecanismo dependente do gradiente de pH através da membrana 

dessas vesículas. É reconhecido que os lisossomos tornam-se abundantes nas 

células em apoptose (VERMES et al., 2000; STOCKERT & LISANTI, 1972), sendo 

um parâmetro que permite uma distinção daquelas não apoptóticas (MPOKE & 

WOLFE, 1997). Portanto, tais alterações causadas por L1 e F1 podem ser 

sugestivas da indução de apoptose. Já a marcação nuclear, teve como resultado o 

aparecimento de núcleos picnóticos, com densas áreas verdes, os 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 padrão de marcação nuclear 

com áreas mais densas é correspondente à condensação 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 redução da fluorescência vermelha no 

citoplasma destas células (Figura 36). Esta observação é compatível com a redução 

de partículas lisossomais íntegras e com o decréscimo de viabilidade da preparação, 

haja vista a alta toxicidade destes compostos para estas células. Nesta condição 

experimental, utlizou-se células não fixadas, condição 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 à 

diminuição da captação do corante por estas organelas, já que é dependente da 

atividade de um translocador de membrana (STOCKERT & LISANTI, 1972). 

Contudo, este resultado poderia estar relacionado, também, com uma fase mais 

avançada de apoptose, em que há ruptura das partículas lisossomais (VERMES et 

al., 2000; ANTUNES et al., 2001), ou ainda, fusão destas organelas com o núcleo 

celular, acarretando diminuição do pH nuclear e ativação de endonucleases ácidas, 

iniciando a hidrólise do DNA relacionada com o processo apoptótico (MPOKE & 

WOLFE, 1997).  

Tais efeitos motivaram uma análise por citometria de fluxo com este mesmo 

corante que está mostrada na Figura 37. Observa-se que o tratamento com L1 e F1, 

ambos na concentração de 100 μmol.L-1 diminuiu em ~20% e 25%, respectivamente, 

a fluorescência verde, enquanto que para S2.1 e S2.2, ambos na concentração de 

30 μmol.L-1, 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 fluorescência verde 

está relacionado à diminuição do conteúdo de DNA nuclear, ou mesmo a sua 

fragmentação (SHAPIRO, 1988; 2000; OLIVIER, 1995). Nota-se que, neste 

parâmetro, F1 apresentou efeito similar ao de L1, porém, L1 foi o composto desta 

classe que demonstrou maior efeito in vivo.  

Considerando que a fragmentação do DNA é um processo que ocorre em 

células apoptóticas, sugere-se a hipótese da indução deste tipo de morte celular por 

estes compostos.  
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6.2.6. Efeitos dos Compostos na Adesão das Células B16-F10 à Laminina, 

Fibronectina e Matrigel 

A adesão de células neoplásicas aos componentes da matriz extracelular 

(MEC) é uma etapa fundamental no desenvolvimento tumoral e está especialmente 

envolvida nos processos de invasão e formação de metástases (MISHIMA et al., 

1998). 

 Dentre os principais grupos de receptores de adesão estão as integrinas, 

caderinas e moléculas de adesão celular da família das imunoglobulinas. As 

integrinas reconhecem o peptídeo RGD (arginina-glicina-ácido aspártico) como sítio 

de ligação relacionado aos fenômenos de adesão celular nas proteínas da MEC. A 

seqüência peptídica RGD está presente na fibronectina, no fibrinogênio, na 

vitronectina, na laminina e no colágeno tipo I, além de várias outras moléculas da 

MEC (RUOSLAHTI & PIERSCHBATER, 1987; HYNES, 1992). Contudo, o peptídeo 

RGD parece não estar envolvido na interação desta com as integrinas no caso do 

reconhecimento da laminina (ALBEDA & BUCK, 1990; HUMPHRIES, 1990), que 

possui como principais receptores as integrinas α1β1, α2β1, α3β1, α6β1, α6β4 e α7β1 

(KÜHN & EBLE, 1994). A interação laminina-integrina em células aderentes é 

também dependente de receptores não-integrínicos, que parecem complementar os 

eventos disparados pelas integrinas, funcionando como co-receptores (VEIGA et al., 

1995). No caso da fibronectina, a integrina α5β1 é o principal receptor envolvido na 

tumorigênese e processos de metástase, visto que a modulação dos níveis desta 

integrina suprime a invasão das células tumorais em modelos de melanoma, 

osteossarcoma e glioblastoma (RUOSLAHTI, 1992). Além da integrina α5β1, as 
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integrinas α3β1,  αvβ1, α4β1 e  αIIbβ3 também são receptores da molécula de 

fibronectina (KÜHN & EBLE, 1994). 

Assim, à medida que o fenótipo maligno das células de melanoma progride 

da fase não invasiva, de crescimento radial (FCR) para a fase de alto potencial 

metastático, com crescimento vertical (FCV), também ocorrem mudanças no 

repertório das moléculas de adesão expressas na superfície celular (McGARY et al., 

2002). Essas células tumorais expressam os principais grupos de receptores de 

adesão e a expressão da maioria dessas moléculas de adesão aumenta durante a 

progressão do melanoma, dentre os quais estão as integrinas α2β1, α4β1 e αvβ3 

(HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001). Por outro lado, a integrina α5β1 não 

apresenta alterações nos seus níveis de expressão (HERLYN & SATYAMOORTHY, 

2001).  

As moléculas de adesão participam tanto da adesão homotípica quanto da 

adesão heterotípica entre as células de melanoma e as células endoteliais, 

respectivamente, sendo que esses dois tipos de adesão estão envolvidos na 

promoção de metástases em diferentes estágios do processo (McGARY et al., 

2002). A perda da expressão da E-caderina, que ocorre durante a progressão do 

melanoma, rompe a homeostase da pele liberando as células de melanoma da 

regulação estrutural e funcional exercida pelos queratinócitos, ocorrendo, 

paralelamente, a expressão da N-caderina que participa da interação homotípica 

entre as células de melanoma, facilitando a formação de interações com fibroblastos 

e células endoteliais e promovendo a migração e a sobrevivência das células de 

melanoma (HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001; McGARY et al., 2002). Outras 
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integrinas, além da E-caderina têm suas expressões diminuídas, a exemplo da 

integrina αvβ5 e α6β1 (HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001).  

Os resultados apresentados nas Figuras 38 a 40 representam o efeito dos 

compostos L1, S2.1 e S2.2 sobre a adesão das células de melanoma murino B16-

F10 aos componentes da matriz extracelular (MEC), utilizando como substratos 

laminina, fibronectina e matrigel. Os compostos reduziram a adesão das células 

B16-F10 com maior intensidade quando o substrato utilizado foi matrigel (Figura 38 

C). O composto L1 apresentou maior efeito na concentração de 40 μmol.L-1, de 

modo que diminuiu a adesão à fibronectina em 24% (Figura 38 A) e em 35 e 38% a 

adesão à 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) redução na adesão aos componentes da MEC em, praticamente 

todas as concentrações (2,0 a 10,0 μmol.L-1) e substratos utilizados, de maneira 

dependente da concentração. As concentrações em que os efeitos ocorreram foram 

muito baixas, sendo que a adesão das células B16-F10 em todos os substratos foi 

reduzida para uma faixa de 44 a 69%, durante a exposição, por duas horas, com 6 

μmol.L-1 de S2.1 (Figura 39) e S2.2 (Figura 40). O composto S2.1 na concentração 

de 10 μmol.L-1 reduziu em ~85% a adesão das células B16-F10 quando o matrigel 

foi utilizado como substrato (Figura 39 C) e na mesma concentração reduziu a 

adesão em 61 e 74%, respectivamente aos substratos fibronectina e laminina 

(Figura 39 A e B). O composto S2.2, nesta mesma concentração reduziu a adesão à 

fibronectina, laminina e ao matrigel para 41%, 40% e 33%, respectivamente (Figura 

40 A, B e C). Portanto, S2.1 exerceu maior efeito na adesão dessas células à 

laminina e matrigel que seu congênere S2.2. 
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Esses efeitos observados para os compostos estudados são muito 

importantes, uma vez que a adesão celular aos componentes da MEC, além de 

envolvida com os processos de progressão tumoral, é importante para a 

sobrevivência da célula (MISHIMA et al., 1998). Associado às alterações 

morfológicas observadas, este resultado reforça a sugestão de um possível efeito 

sobre a organização do citoesqueleto dessas células. 

 

6.2.7. Efeito dos Compostos na Organização do Citoesqueleto de Actina das 

Células B16-F10 

A organização das fibras de actina foi avaliada utilizando-se marcação 

fluorescente, com faloidina conjugada ao isotiocianato de fluoresceína (FITC), a qual 

se liga especificamente às fibras de F-actina (LÖW & WIELAND, 1974).  

Os resultados estão mostrados na Figura 41 e pode-se observar que a 

organização do citoesqueleto de actina foi alterada pelo tratamento com 100 μmol.L-

1 dos derivados da 4-AAP, F1 e L1 (Figura 41) e com 30 μmol.L-1 dos derivados 

fenilmaleimídicos S2.1 e S2.2 (Figura 42), sendo a alteração mais acentuada na 

presença destes dois últimos compostos . A marcação fluorescente (verde) das 

células B16-F10 (Figuras 41 e 42, linhas B e C) não apresenta o padrão de rede, 

que é observado nas células controle (Figuras 41 e 42, linha A). Comparando com 

as células não tratadas, verifica-se que o tratamento realizado promoveu uma 

reorganização da arquitetura do citoesqueleto de actina, o qual adquiriu a forma 

menos dispersa, adquirindo a forma grânulos e que é mais evidente no tratamento 

com S2.2. Além disso, observa-se ainda, a diminuição ou perda da presença 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 alterações estão relacionadas com a diminuição da 

capacidade de expansão e de adesão celular (HENGARTNER, 2000) e estão de 

acordo com os resultados dos experimentos que mostraram diminuição na 

capacidade de adesão (Figuras 38 a 40) e alterações da morfologia, como a redução 

no número de projeções citoplasmáticas e de microespículas celulares (Figuras 32 e 

33).  

Pode-se observar, ainda, a presença de protusões (‘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 não havia 

sido observado para esses compostos na análise morfológica por microscopia 

eletrônica de varredura.  

Além da marcação do citoesqueleto de actina, as Figuras 41 e 42 mostram 

também, o núcleo celular que foi corado com DAPI. Este corante forma um complexo 

fluorescente estável com seqüências da dupla fita do DNA, emitindo forte 

fluorescência azul (HAMADA & FUJITA, 1983). Observa-se que o padrão de 

coloração do núcleo pelo DAPI foi alterado pelos tratamentos com os compostos em 

estudo e sugerem maior condensação da cromatina, semelhante ao que foi 

observado na coloração com AO (Figura 35 e 36). 

Características como a perda da forma celular acompanhada pela 

diminuição do tamanho das células, protusões (“blebs”) nas membranas e 

condensação da cromatina, além dos distúrbios na organização do citoesqueleto, 

são observadas em células apoptóticas (HENGARTNER, 2000). A possibilidade 

deste evento por ação dos compostos está também de acordo com os efeitos 

mitocondriais descritos anteriormente, particularmente quanto ao decréscimo no 

potencial de membrana. A aparente diminuição do conteúdo em DNA fita dupla 
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observada na análise com AO (Figura 37), assim como a presença de “blebs” 

observados na microscopia eletrônica de varredura são também parâmetros 

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

 

6.2.8. Efeito do Composto S2.2 no Aparecimento de Citocromo c no Citoplasma 

de Células B16-F10  

A liberação de citocromo c da mitocôndria é um evento que ocorre durante 

o processo apoptótico e, embora o mecanismo pelo qual isto ocorre não seja 

totalmente conhecido, parece estar associado a abertura do poro de transição de 

permeabilidade na membrana mitocondrial (PTP) e conseqüente perda do potencial 

elétrico de membrana (GOTTLIEB, 2000; LI et al., 2000; BRATON & COHEN, 2001).  

A permeabilização celular para detecção da liberação de citocromo c é 

particularmente útil para células aderentes e se baseia no uso de um detergente 

não-iônico fraco. A digitonina é utilizada porque permeabiliza seletivamente a 

membrana plasmática, tornando acessível os componentes citosólicos 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 drásticos e a 

possibilidade de que a indução 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 μmol.L-1 do composto S2.2 

aumentaria a concentração de citocromo c 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 liberação de citocromo c é um evento que ocorre em um estágio inicial 

desse processo de morte celular (GOTTLIEB, 2000), uma cinética de tempo foi 

realizada para detectar o aparecimento de citocromo c no citoplasma das células 

submetidas a diferentes tempos de tratamentos (Figura 43). Até o tempo de 60 

minutos não se observou aumento significativo da concentração citoplasmática de 

citocromo c, porém em 75 minutos, um aumento de 37% na fluorescência das 

células tratadas (p < 0,001) foi verificado. Nos tempos posteriores não ocorreu 

modificação significativa deste percentual, sugerindo que o tempo de meia vida do 

citocromo c liberado da mitocôndria, nesta linhagem celular, é maior que 135 

minutos.  

A mitocôndria parece ter um papel central no processo de apoptose, 

atuando como integrador de sinais pró-apoptóticos e sua transdução, como a 

liberação de citocromo c e de outros fatores apoptóticos, que levam à ativação de 

caspases.  

Nestes efeitos, várias alterações estão envolvidas, como a modificação 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 

hipótese de que o composto S2.2 exerça seu efeito antimelanoma de forma que um 

mecanismo indutor de apoptose possa estar envolvido. Vale destacar que 

propriedades anticâncer de várias drogas antineoplásicas envolvendo a apoptose 

têm 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 observação de que o composto S2.2 promove a liberação de 

citocromo c para o citosol. Com a finalidade de avaliar se estes compostos 

promoveriam decréscimo no potencial elétrico (ΔΨ) da membrana mitocondrial 

interna de organelas in situ, foi utilizada a Rho 123 como sonda e a análise 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 

análise realizada em tempo fixo ou por monitoramento em tempo real (LECOUER et 

al., 2004). 

Como comentado anterioremente, a Rho 123 é considerada uma sonda 

mitocôndria-específica, que emite fluorescência como conseqüência do potencial da 

membrana mitocondrial. Assim, agentes desacopladores e inibidores que colapsam 

o ΔΨ reduzem a fluorescência emitida pela Rho 123 (JOHNSON et al., 1981).  

Uma vez que a liberação de citocromo c pelas mitocôndrias ocorre em 

estágio inicial de apoptose e está 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, após 75 minutos de exposição, o potencial elétrico (ΔΨ) 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  μmol.L-1 de FCCP, cujo perfil 
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obtido por citometria de fluxo pode ser observado na Figura 44A. Nesta 

concentração, o FCCP aboliu totalmente o ΔΨ em 60 minutos, observando-se 

somente a presença de células depolarizadas após este tempo de tratamento 

(Figura 44B).   

Na figura 45A observa-se o perfil da cinética de tempo obtido, em citômetro 

de fluxo, para o composto S2.1 (30 μmol.L-1) e verifica-se que, após 70 minutos de 

exposição à droga, o ΔΨ foi reduzido em 53% (Figura 45B).  

Um gráfico representativo do experimento para o composto S2.2 (30 

μmol.L-1) 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 redução na 

capacidade de gerar o ΔΨ foi diretamente proporcional ao tempo de exposição ao 

composto S2.2 (Figura 46B), de modo que aos 70 minutos, houve uma redução de 

~71% do ΔΨ se comparado ao controle. Este efeito representa 58% daquele 

causado pelo FCCP e ocorre em concentração de S2.2 três vezes superior ao do 

desacoplador clássico. Uma vez que a liberação de citocromo c 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 exposição a este composto, pode-se inferir, que 

nesta linhagem celular, o colapso do potencial elétrico de membrana mitocondrial 

(ΔΨ) precede a liberação de citocromo c, como sugerido por vários autores (PETIT 

et al., 1995; MÉTIVIER et al., 1998; BERNARDI et al., 2001), muito embora alguns 

autores sugiram que esta ordem proposta para estes eventos não 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 estímulo, o tipo celular e o método de observação, os quais nem 

sempre são considerados equivalentes (GOTTLIEB & GRANVILLE, 2002). 
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7. DISCUSSÃO FINAL 

As mitocôndrias possuem papel de destaque não apenas no âmbito 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 três fases 

distintas, a pré-mitocondrial, que corresponde a fase de indução do processo 

apoptótico; a fase mitocondrial, em que é perdida a integridade da membrana 

mitocondrial e a apoptose irá ocorrer e a fase pós-mitocondrial, na qual ocorre 

liberação de fatores solúveis pela mitocôndria e que estão envolvidos na ativação de 

caspases e endonucleases (SKULACHEV, 1996; CAI et al., 1998; SUSIN et al., 

1998; STRASSER et al., 2000; WANG, 2001). 

Desta forma, considerando o fato de que as mitocôndrias estão 

intimamente relacionadas à sobrevivência 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 cíclicas 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 cíclicas testadas tenham inibido de forma significativa o 

consumo de oxigênio por mitocôndrias isoladas de fígado de rato, sendo os sítios de 

inibição nos complexos enzimáticos coincidentes entre os compostos, as 

fenilmaleimidas apresentaram-se mais efetivas, promovendo os efeitos inibitórios em 

menores concentrações. Essa última classe de compostos promoveu também 

estímulo na atividade ATPásica em mitocôndrias intactas, efeito este característico 
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de compostos desacopladores, a exemplo do FCCP e DNP. Destaca-se que este 

efeito ocorreu nas concentrações em que a inibição no consumo de oxigênio pelas 

mitocôndrias foi também observada. Compostos com esta característica foram 

descritos por MORELAND (1994) como desacopladores inibitórios. Vale destacar 

que os compostos estudados possuem característica hidrofóbica e, portanto, não se 

pode descartar efeitos associados às propriedades das membranas que poderiam 

levar a alterações de fluidez e de permeabilidade a íons, os quais não foram 

avaliadas no presente estudo. Um importante efeito causado por essas imidas 

cíclicas foi a redução do potencial elétrico de membrana (ΔΨ) em mitocôndrias 

isoladas. Este foi atribuído tanto à restrição no fluxo de elétrons pela inibição de 

complexos enzimáticos envolvendo os complexos I e II da cadeia respiratória, 

quanto por um efeito desacoplador, visualizado no estímulo da ATPase e no colapso 

do ΔΨ, em preparações de mitocôndrias intactas. 

No que se relaciona com a fase pré-mitocondrial do processo apoptótico, 

alguns autores relatam que inibidores do transporte de elétrons podem favorecer a 

formação de espécies reativas de oxigênio (ERO), as quais podem ser responsáveis, 

juntamente com outros fatores, pela formação de poros de transição de 

permeabilidade (PTP) e que a abertura desses canais resultaria no desacoplamento 

momentâneo da respiração, aumentando o consumo de oxigênio e a eliminação de 

ROS (SKULACHEV, 1996; SUSIN et al., 1998; BERNARDI et al., 2001; RICCI et al., 

2003). Caso os PTP permaneçam abertos, ocorre inchamento mitocondrial, com 

ruptura da membrana mitocondrial externa e rompimento da própria organela, o que 

causaria a liberação 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 indução da transição da 
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permeabilidade mitocondrial leva à perda do potencial elétrico de membrana e à 

liberação 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 

à ativação 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 específicos de 

transição de permeabilidade mitocondrial e do possível do envolvimento de ERO não 

tenham sido realizados, a liberação de citocromo c para o citoplasma, pelo composto 

S2.2, foi efetivamente demonstrada. 

Dentre os efeitos causados pelas imidas cíclicas sobre o metabolismo 

mitocondrial e que poderiam induzir a morte celular por apoptose, destacam-se a 

inibição do transporte de elétrons e consumo de oxigênio, e o colapso do potencial 

de membrana (ΔΨ), que foram também observados in situ. A possibilidade de outros 

efeitos relacionados a alterações de fluidez da membrana mitocondrial interna, 

envolvimento de ERO e transição de permeabilidade mitocondrial, permanecem por 

serem esclarecidos e deverão ser investigados futuramente.  

No que se refere à fase pós-mitocondrial do processo apoptótico, como já 

citado, verificou-se que o composto S2.2 foi capaz de aumentar a concentração de 

citocromo c no citoplasma das células de melanoma murino B16-F10, efeito este 

associado com a liberação desta proteína pela mitocôndria, uma vez que o 

citocromo c é uma proteína estritamente mitocondrial (BERNARDI & AZZONE, 1981; 

NICHOLLS & FERGUSON, 2002; WANG, 2001). Portanto, esses resultados inserem 
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as imidas cíclicas, 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 

ações antimelanoma usando a linhagem celular B16-F10, que cresce tanto in vitro 

como in vivo. O objetivo foi contribuir com o conhecimento das potenciais aplicações 

de imidas cíclicas como fármacos quimioterápicos na terapia do melanoma, uma 

neoplasia que tem apresentado drástico aumento em vários países e possui uma 

das piores taxas de resposta à quimioterapia (RIES et al., 2004). Poucos agentes 

demonstram atividade antitumoral significativa contra o melanoma metastático 

(RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998; HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 

2001). É importante ressaltar que os resultados obtidos em modelos de estudo 

murino, como os deste estudo, não podem ser extrapolados diretamente aos seres 

humanos, contudo, tais estudos são fundamentais como base para avaliação 

antitumoral de drogas. Neste sentido, inúmeros trabalhos de investigação pré-clínica 

nesta área têm norteado para novas possibilidades de terapia clínica no tratamento 

de diferentes tipos de tumores (TAKAGI et al., 2003; SENFF-RIBEIRO et al., 2003; 

2004a). 

As imidas cíclicas estudadas apresentaram importante efeito antimelanoma 

em modelo de melanoma murino, linhagem B16-F10, causando drástica redução na 

viabilidade destas células in vitro, e ainda, concordando com alguns autores que 

afirmaram que compostos capazes de interferirem drasticamente sobre o 

metabolismo mitocondrial são, potencialmente, citotóxicos (SKULACHEV, 1996; 

NICHOLLS & FERGUSON, 2002; GUO et al., 1991), as fenilmaleimidas  (S2.1 e 

S2.2) apresentaram-se mais citotóxicas 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 não apresenta substituição no 

anel fenil, foi o de maior efetividade, enquanto o derivado da 4-AAP, F1, não 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 diminuíram o efeito antimelanoma.  

Vale destacar que, apesar do composto F1 ter-se mostrado tão citotóxico 

quanto L1, não foi efetivo in vivo. Considerando que vários fatores envolvendo a 

farmacodinâmica e farmacocinética de um determinado composto, podem interferir 

no desempenho de um composto in vivo, este fato não deve causar surpresa, como 

também não invalida os resultados in vitro. 

Os compostos reduziram a proliferação celular in vitro, apenas nas 

concentrações em que os efeitos citotóxicos foram observados. Além disso, 

interferiram parcialmente em outros aspectos, como a adesão a proteínas da matriz 

extracelular (fibronectina, laminina e matrigel) e a organização do citoesqueleto de 

actina, embora os sítios específicos de interação que estão sendo afetados pelo 

tratamento com as imidas cíclicas testadas, permaneçam por serem esclarecidos.  

Outro aspecto que chamou a atenção foram os dados indicativos de uma 

redução do conteúdo de DNA dupla fita, visualizado pela coloração com AO, que 

sugere fragmentação do DNA (HENGARTNER, 2000; VERMES et al., 2000; WANG, 

2001), reforçando a proposta de que o mecanismo da apoptose esteja ocorrendo 

nas células tratadas. Análises eletroforéticas, visando demonstrar a fragmentação do 

DNA, poderão contribuir para esclarecer de forma definitiva esta questão.  

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

drogas citotóxicas leva em consideração sua capacidade em mediar a morte celular 



 185

pela ativação de elementos chaves da apoptose e pela resposta ao estresse celular. 

Os efeitos observados pelos compostos estudados nas células B16-F10 enquadram-

se nesta situação.  

Os resultados indicam que: a) os estudos utilizando mitocôndrias como 

modelo de triagem traz informações valiosas sobre o mecanismo de ação de 

compostos com potencial aplicação farmacêutica, 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 empírica pode ser efetivamente estabelecida no modelo de 

melanoma murino B16-F10. Uma vez que, as imidas cíclicas são compostos de 

rápida obtenção no estado puro (CECHINEL FILHO, 1995) e considerando os dados 

pré-clínicos obtidos neste estudo, esses compostos mostram-se candidatos 

promissores para a realização de estudos de toxicidade in vivo, de modo a prever a 

possibilidade de futuro uso clínico no tratamento do melanoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 186

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÕES



 187

8. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusões: 

a) os compostos maleimídicos S2, S2.1 e S2.2 e os derivados da 4-AAP, L1 e 

F1 apresentaram efeitos drásticos em mitocôndrias isoladas de fígado de rato, 

inibindo os complexos I e II da cadeia respiratória, ativando a ATPase de 

mitocôndrias intactas e reduzindo o ΔΨ em mitocôndrias isoladas. O composto F1.14 

exerceu esses efeitos com menores intensidades, exceto sobre a atividade 

ATPásica, na qual não causou qualquer efeito; 

b) entre os compostos derivados da 4-AAP (L1 e F1), o composto L1, o qual 

não apresenta substituição no anel imídico de sua estrutura, foi o mais efetivo, 

alterando o perfil de adesão 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 

proliferação das células de melanoma B16-F10 in vitro, alteraram a morfologia, a 

organização do citoesqueleto e a adesão dessas células em diferentes componentes 

da matriz extracelular. Causaram redução do ΔΨ 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 evidências experimentais evidenciam a 

ativação da morte celular por apoptose, dentre as quais, o aumento da concentração 

citoplasmática de citocromo c causado pelo composto S2.2. 
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Figura 14. Efeitos das imidas cíclicas sobre o consumo de oxigênio por mitocôndrias isoladas utilizando glutamato

de sódio como substrato oxidável. A. Traçado representativo do consumo de oxigênio na presença dos compostos S2; 

S2.1 ou S2.2. B. Traçado representativo do consumo de oxigênio na presença dos derivados da 4-AAP, L1 ou F1. O sistema

de incubação foi constituído de: D-manitol 125 mmol.L-1, KCl 65 mmol.L-1, tampão Hepes 10 mmol.L-1, pH 7,2, EGTA 0,1 

mol.L-1, BSA 0,1g% e suplementado com glutamato de sódio 5 mmol.L-1, Pi 1,6 mmol.L-1 e ADP 0,16 mmol.L-1. A reação 

ocorreu a 28 ºC e a preparação de mitocôndrias (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 cíclicas sobre o consumo de oxigênio por 
mitocôndrias de fígado 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 oxigênio. O sistema de incubação foi constituído de: D-manitol 125 mmol.L-1, KCl
65 mmol.L-1, tampão Hepes 10 mmol.L-1, pH 7,2, EGTA 0,1 mol.L-1, BSA 0,1g% e 
suplementado com glutamato de sódio 5 mmol.L-1 e Pi 1,6 mmol.L-1, na presença de 
FCCP 0,1 μmol.L-1. A reação ocorreu a 28 ºC e a preparação de mitocôndrias (1 mg)  
foi pré-incubada por 2 minutos com cada composto.  100% do controle corresponde a 
144,1 nmols de oxigênio consumido.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. As condições 
experimentais estão descritas em Materiais e Métodos, item 5.5.2. Esses efeitos 
representam valores relativos ao controle. Os resultados representam a média de três 
experimentos independentes. * indica p < 0,05.

0

20

40

60

80

100

0 40 80 120

(μmoles/mg proteína mitocondrial)

%
 R

el
at

iv
os

 a
o 

C
on

tr
ol

e

L1
F1
F1.14

* *

*
*

*

*
*

B

%
 d

e 
co

ns
um

o 
de

 o
xi

gê
ni

o 
em

 re
la

çã
o 

ao
 c

on
tr

ol
e



Figura 16A. Efeito do derivado da 4-AAP, L1, sobre o complexo F1Fo ATPase
de mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Mitocôndrias rompidas - 100% 
corresponde a 698,5 ± 54,6 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de proteína 
mitocondrial. Mitocôndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 ± 1,14 nmol de Pi 
liberado.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. Mitocôndrias desacopladas com 
FCCP - 100% corresponde a 88,94 ± 5,65 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de 
proteína mitocondrial. As condições experimentais estão descritas na seção de 
Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média ± dp de três 
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 F1Fo ATPase
de mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Mitocôndrias rompidas - 100% 
corresponde a 698,5 ± 54,6 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de proteína 
mitocondrial. Mitocôndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 ± 1,14 nmol de Pi 
liberado.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. Mitocôndrias desacopladas com 
FCCP - 100% corresponde a 88,94 ± 5,65 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de 
proteína mitocondrial. As condições experimentais estão descritas na seção de 
Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média ± dp de três 
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 F1F0

ATPase de mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Mitocôndrias rompidas -
100% corresponde a 698,5 ± 54,6 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de proteína 
mitocondrial. Mitocôndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 ± 1,14 nmol de 
Pi liberado.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. Mitocôndrias desacopladas com 
FCCP - 100% corresponde a 88,94 ± 5,65 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de 
proteína mitocondrial. As condições experimentais estão descritas na seção de 
Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média ± dp de três 
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do 
controle (p < 0,05). 

C F1.14

0

20

40

60

80

100

120

140

0 20 40 60 80 100 120

F1.14 (μmoles/ mg proteína)

At
iv

id
ad

e 
AT

Pa
se

 (%
 d

o 
Co

nt
ro

le
)

rompida
intacta
desacoplada

(μmols.mg-1 proteína)



S2

Figura 17A. Efeitos da fenilmaleimida S2 sobre o complexo F1Fo ATPase de 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Mitocôndrias rompidas - 100% 
corresponde a 698,5 ± 54,6 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de proteína 
mitocondrial. Mitocôndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 ± 1,14 nmol de Pi 
liberado.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. Mitocôndrias desacopladas com 
FCCP - 100% corresponde a 88,94 ± 5,65 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de 
proteína mitocondrial. As condições experimentais estão descritas na seção de 
Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média ± dp de três 
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do 
controle (p< 0,05). 
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S2.1B

Figura 17B. Efeitos da fenilaleimida S2.1 sobre o complexo F1Fo ATPase de 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Mitocôndrias rompidas - 100% 
corresponde a 698,5 ± 54,6 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de proteína 
mitocondrial. Mitocôndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 ± 1,14 nmol de Pi 
liberado.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. Mitocôndrias desacopladas com 
FCCP - 100% corresponde a 88,94 ± 5,65 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de 
proteína mitocondrial. As condições experimentais estão descritas na seção de 
Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média ± dp de três 
experimentos independentes. *Valores foram estatisticamente diferentes do 
controle (p < 0,05). 
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S2.2C

Figura 17. Efeitos da fenilmaleimida S2.2 sobre o complexo F1Fo ATPase de 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato. Mitocôndrias rompidas - 100% 
corresponde a 698,5 ± 54,6 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de proteína 
mitocondrial. Mitocôndrias intactas - 100% corresponde a 18,11 ± 1,14 nmol de Pi 
liberado.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. Mitocôndrias desacopladas com 
FCCP - 100% corresponde a 88,94 ± 5,65 nmol de Pi liberado.min-1.mg-1 de 
proteína mitocondrial. As condições experimentais estão descritas na seção de 
Materiais e Métodos, item 5.5.4. Os dados representam a média ± dp de três 
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 (ΔΨ) em Mitocôndrias Isoladas. As mitocôndrias 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 estão apresentados 
como percentagem de células com mitocôndrias polarizadas e depolarizadas e são 
representativos de três experimentos independentes. As condições experimentais estão 
descritas na seção Materias e Métodos, item 5.5.5. Os valores representam média ± sd de três
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 (ΔΨ) em Mitocôndrias Isoladas. As mitocôndrias 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 estão apresentados 
como percentagem de células com mitocôndrias polarizadas e depolarizadas e são 
representativos de três experimentos independentes. As condições experimentais estão 
descritas na seção Materias e Métodos, item 5.5.5. Os valores representam média ± sd de três
experimentos. ** indica p < 0,001.



Figura 20 - Efeitos das Drogas sobre o Potencial Elétrico de Membrana (ΔΨ) em 
Mitocôndrias Isoladas. As mitocôndrias foram incubadas 15 minutos com Rho 123, 
adicionadas de DMSO (controle), FCCP (1,3 μmols.mg-1 proteína) ou das drogas (250 
μmols.mg-1 proteína). (A) Gráfico representativo obtido em citômetro de fluxo. (B)
Percentagem de mitocôndrias polarizadas e depolarizadas. Os resultados são 
representativos de três experimentos independentes. As condições experimentais estão 
descritas na seção Materias e Métodos, item 5.5.5. Os valores representam média ± sd
de três experimentos. ** indica p < 0,001.
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Figura 21. Consumo de oxigênio pelas células B16-F10 
permeabilizadas com digitonina. As células B16F10 (5 x 108), 
suspensas em PBS foram acondicionadas em câmara termostatizada, a 
28 ºC, em volume final de 1,3 mL de meio de reação contendo tampão 
MOPS 20 mmol.L-1, pH 7,4; sacarose 0,25 mol.L-1; fosfato de potássio 2 
mmol.L-1; MgCl2 10 mmol.L-1, adicionados de digitonina 10 μmol.L-1, 
succinato de sódio 8 mmol.L-1 e rotenona 20 μmol.L-1. As células foram 
previamente incubadas na presença de diferentes concentrações do 
composto S2.2 por 2 minutos e o consumo de oxigênio pelas células foi 
registrado após adição de FCCP 1 μmol.L-1. O controle continha 
quantidade equivalente de DMSO.
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Figura 22.  Efeito dos Compostos Imídicos sobre a Viabilidade das 
Células de Melanoma Murino B16-F10. (A) Compostos derivados da 4-AAP. 
(B) Compostos maleimídicos. Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de Azul 
de Trypan no tempo de 4 horas e concentrações indicadas, como descrito em 
Materiais e Métodos (item 5.7.4) (n = 4).  Resultados expressos como média ±
desvio padrão (m ± d.p). *, p < 0,001. 
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Figura 23. Efeito dos Compostos Derivados da 4-AAP sobre a 
Proliferação das Células de Melanoma Murino B16-F10. (A) Composto 
F1. (B) Composto L1. Proliferação celular avaliada pelo ensaio de MTT nos 
tempos e concentrações indicados, como descrito em Materiais e Métodos 
(item 5.7.5) (n = 4).  Resultados expressos como média ± desvio padrão. 
* p < 0,01; ** p < 0,001. 
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Figura 24. Efeito dos Compostos Maleimídicos sobre a Proliferação 
das Células de Melanoma Murino B16-F10. (A) Composto S2.1. (B)
Composto S2.2. Proliferação celular avaliada pelo ensaio de MTT nos 
tempos e concentrações indicados, como descrito em Materiais e Métodos 
(item 5.7.5). (n = 4). Resultados expressos como média ± desvio padrão. 
*, p < 0,01; **p < 0,001. 
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Figura 25. Atividade das Imidas Cíclicas in vivo – Melanoma Subcutâneo. (A)
Tumores representativos extraídos dos animais do grupo controle e dos animais tratados 
com os diferentes compostos imídicos. (B) Massas médias dos tumores extraídos. (C) % 
de inibição do crescimento tumoral. Células B16-F10 (5x105) foram inoculadas por via 
subcutânea em camundongos C57BL/6. Uma única dose dos compostos L1 e F1 (50 
μmol.kg-1) ou S2.1 e S2.2 (30 μmol.kg-1)  foi administrada por via intraperitoneal 24 horas 
após a injeção de células. O grupo controle recebeu o veículo no mesmo volume 
utilizado para os animais tratados (100 μL). Após 16 dias, os animais foram sacrificados 
e a massa dos tumores extraídos determinada, como descrito em Materiais e Métodos 
(item 5.12). (Controles, n = 10). Resultados expressos como média +/- erro padrão da 
média. * indica p < 0,05. 



FIGURA 26. Efeito do Composto S2.2 com a Dacarbazina em Células B16-F10 in 
vivo. (A) Tumores representativos extraídos dos animais do grupo controle e dos animais 
tratados. (B) Massas médias dos tumores extraídos. (C) % de inibição do crescimento 
tumoral. Células B16-F10 (5x105) foram injetadas por via subcutânea em camundongos 
C57BL/6. Os animais receberam uma dose (30 μmol.kg-1) do composto S2.2 e (57 
μmol.kg-1) da dacarbazina por via intraperitoneal 24h após a inoculação das células. Os 
grupos controles receberam o veículo correspondente de cada droga no mesmo volume 
utilizado para os animais tratados.  Após 16 dias, os animais foram sacrificados e a massa 
dos tumores extraídos determinada, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.12). (n 
= 8). Resultados expressos como média ± erro padrão 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 extraídos dos animais do grupo controle e dos animais 
tratados. (B) Massas médias dos tumores extraídos. (C) % de inibição do crescimento 
tumoral. Células B16-F10 (5x105) foram injetadas por via subcutânea em 
camundongos C57BL/6. Os animais receberam uma dose (30 μmol.kg-1) do composto 
S2.2 e (50 μmol.kg-1) do composto L1 por via intraperitoneal no 10o dia após a 
inoculação das células. O grupo controle recebeu o veículo da droga (óleo inerte) no 
mesmo volume (100 μL) utilizado para os animais tratados.  Após 16 dias, os animais 
foram sacrificados e a massa dos tumores extraídos determinada, como descrito em 
Materiais e Métodos (item 5.12). (n = 10). Resultados expressos como média ± erro 
padrão da média (m ± e.p.m). *, p < 0,05. 
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Figura 28. Efeito do Tratamento Intra-tumoral dos Compostos S2.2 e L1 em Tumor 
Desenvolvido de 10 dias. (A) Tumores representativos extraídos dos animais do grupo 
controle e dos animais tratados. (B) Foto representativa dos animais tratados. (C) Massas 
médias dos tumores extraídos. (D) % de inibição do crescimento tumoral. Células B16-F10 (106) 
foram injetadas por via subcutânea nas patas traseiras de camundongos C57BL/6. Os animais 
receberam uma dose intra-tumor de S2.2 (30 μmol.kg-1) ou L1 (50 μmol.kg-1) na pata traseira 
esquerda após 10 dias a inoculação das células. O tumor da pata direita (controle) recebeu o 
veículo da droga (óleo inerte) no mesmo volume (100 μL) utilizado nos tumores tratados.  Após 
16 dias, os animais foram sacrificados e a massa dos tumores extraídos determinada, como 
descrito em Materiais e Métodos (item 5.12). (n = 10). Resultados expressos como média ± erro 
padrão da média (m ± e.p.m). *, p < 0,05.
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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 μmol.L-1 dos compostos. (coluna B) Micrografias 
das células tratadas com 150  μmol.L-1 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 microscópio óptico  (Olympus BX40). 
(     ): diminuição do tamanho celular. (   ): vacuolização do citoplasma. (     ): 
condensação da cromatina (400x).
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Figura 30. Efeitos dos Compostos Maleimídicos na Morfologia das 
Células de Melanoma Murino B16-F10. (coluna A) Micrografias das células 
tratadas com 20 μmol.L-1 dos compostos. (coluna B) Micrografias das células 
tratadas com 30  μmol.L-1 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 microscópio óptico  (Olympus BX40). (     ): 
diminuição do tamanho celular. (   ): vacuolização do citoplasma. (     ): 
condensação da cromatina (400x).
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Figura 31. Análise Morfométrica das Células de Melanoma B16-F10 tratadas com 
S2.2. (A) Análise da área celular. (B) Análise da elongação celular. (C) Análise da 
esfericidade celular. Cerca de 400 células foram analisadas utilizando o software 
ImageTool versão 3.00, como descrito em Materiais e Métodos (item 5.9.1). A área das 
células foi medida como o número de pixels do polígono, sendo este valor convertido 
para %. A elongação foi calculada como a razão 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 
que 1, o objeto é mais elongado. A esfericidade foi calculada como: (4 x π x 
área)/perímetro2. O resultado é um valor entre 0 e 1 e quanto mais próximo de 1, o 
objeto está mais próximo de um círculo perfeito e quanto mais distante de 1, mais 
distante de uma forma circular está o objeto. *, p < 0,001.
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Figura 32. Efeitos dos Derivados da 4-AAP na Morfologia das Células de Melanoma Murino B16-F10 por Microscopia Eletrônica de 
Varredura. (linha A) Micrografias das células controle com o veículo DMSO. (linha B) Micrografias das células tratadas com L1 75 μmol.L-1. (linha 
C) Micrografias das células tratadas com F1 75 μmol.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 microscópio eletrônico de varredura. (       ): diminuição do tamanho 
celular. (    ): redução número espículas. (         ): diminuição do número de projeções citoplasmáticas. (   ): redução do número de células. As colunas 
D, E e F correspondem, respectivamente, aos aumentos de 750, 1.400 e 3.300x.
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Figura 33. Efeitos das maleimidas S2.1 e S2.2 na Morfologia das Células de Melanoma Murino B16-F10 por Microscopia Eletrônica de 
Varredura. (linha A) Micrografias das células controle çom o veículo DMSO. (linha B) Micrografias das células tratadas com S2.1 30 μmol.L-1. (linha 
C) Micrografias das células tratadas com S2.2 30 μmol.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 microscópio eletrônico de varredura. (        ): diminuição do tamanho 
celular. (     ): redução número espículas. (         ): diminuição do número de projeções citoplasmáticas. (    ): redução do número de células. As 
colunas D, E e F correspondem, respectivamente, aos aumentos de 750, 1.400 e 3.300x.
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Figura 34. Efeitos do derivado da 4-AAP L1 (75 μmol.L-1) na Morfologia das 
Células de Melanoma Murino B16-F10 por Microscopia Eletrônica 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 formação de 
protusões citoplasmáticas “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 microscópio eletrônico 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 μmol.L-1. (linha C) Micrografias das 
células tratadas com L1 100 μmol.L-1. 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 microscópio de fluorescência. As colunas D, E e 
F correspondem, respectivamente, aos aumentos de 600, 900 e 1800x.
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Figura 36. Efeitos dos Compostos Maleimídicos 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 μmol.L-1). (linha C) Micrografias das 
células tratadas com S2.2 (30 μmol.L-1). 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 microscópio de fluorescência. As colunas D, E e F
correspondem, respectivamente, aos aumentos de 600, 900 e 1800x.
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Figura 37. Efeito das Imidas Cíclicas sobre as Células B16-F10 Coradas com 
Laranja de Acridina. (A) Gráfico representativo do experimento de citotoxicidade
avaliada com AO, (B) Percentagem de redução de fluorescência verde em relação ao 
controle obtido em citômetro de fluxo, com filtro FL-1. Células B16-F10 (2x106) 
aderentes em placa de Petri foram expostas aos compostos S2.1 e S2.2 (30 μmol.L-1) 
e L1 e F1 (100 μmol.L-1). Posteriormente, as células, suspensas em PBS, foram 
coradas com AO (5μg.L-1) e imediatamente analisadas por citometria de fluxo, 
conforme descrito em Materiais e Métodos (item 5.10.2).  * indica p < 0,001 em 
relação ao controle.
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Figura 38.  Efeito sobre a Adesão das Células de Melanoma Murino B16-F10.
Composto L1.  (A) Adesão à fibronectina (B) Adesão à laminina. (C) Adesão à 
matrigel. Células B16-F10 (5x103 cells/ poço) foram aderidas sobre as proteínas de 
matriz indicadas, por 2 horas, na presença de diferentes concentrações de L1. Após 
remoção das células não aderentes, as células foram fixadas em metanol e a adesão 
avaliada pelo corante cristal violeta, como descrito em Materiais e Métodos (item 
5.8.2) (n = 3). Resultados expressos como média ± desvio padrão (m ± d.p). 
*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***p < 0,001. 
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Figura 39.  Efeito sobre a Adesão das Células de Melanoma Murino B16-F10.
Composto S2.1. (A) Adesão à fibronectina (B) Adesão à laminina. (C) Adesão à 
matrigel. Células B16-F10 (5x103 cells/ poço) foram aderidas sobre as proteínas de 
matriz indicadas, por 2 horas, na presença de diferentes concentrações de S2.1. Após 
remoção das células não aderentes, as células foram fixadas em metanol e a adesão 
avaliada pelo corante cristal violeta, como descrito em Materiais e Métodos (item 
5.8.2) (n = 3). Resultados expressos como média ± desvio padrão (m ± d.p). 
*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***p < 0,001. 
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Figura 40.  Efeito sobre a Adesão das Células de Melanoma Murino B16-F10.
Composto S2.2. (A) Adesão à fibronectina (B) Adesão à laminina. (C) Adesão à 
matrigel. Células B16-F10 (5x103 cells/ poço) foram aderidas sobre as proteínas de 
matriz indicadas, por 2 horas, na presença de diferentes concentrações de S2.2. Após 
remoção das células não aderentes, as células foram fixadas em metanol e a adesão 
avaliada pelo corante cristal violeta, como descrito em Materiais e Métodos (item 
5.8.2) (n = 3). Resultados expressos como média ± desvio padrão (m ± d.p). 
*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***p < 0,001. 
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Figura 41. Efeitos dos Compostos Derivados da 4-AAP na Organização do 
Citoesqueleto de Actina das Células de Melanoma B16-F10. Colunas D-E 
correspondem às micrografias das células em aumento de 600x e na coluna F, aumento 
de 1200x. (Linha A) Células controle mostrando detalhes da organização do 
citoesqueleto de F-actina. (Linha B) Micrografias das células tratadas com F1 (100 μmol.L-

1). (Linha C) Micrografias das células tratadas com L1 (100 μmol.L-1). As células B16-F10 
foram tratadas com as imidas cíclicas, 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 42. Efeitos dos Compostos Maleimídicos na Organização do Citoesqueleto
de Actina das Células de Melanoma B16-F10. Colunas D-E correspondem às 
micrografias das células em aumento de 600x e na coluna F, aumento de 1200x. 
(Linha A) Células controle mostrando detalhes da organização do citoesqueleto de F-
actina. (Linha B) Micrografias das células tratadas com S2.1 (30 μmol.L-1). (Linha C)
Micrografias das células tratadas com S2.2 (30 μmol.L-1). As células B16-F10 foram 
tratadas com as imidas cíclicas, 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 Concentração 
Citoplasmática de Citocromo c. (A) Análise das células tratadas nos 

tempos de 30 a 60 minutos. (B) Análise das células tratadas nos tempos de 

75 a 135 minutos. As células B16-F10 foram incubadas com o composto 

S2.2 (30 μmol.L-1), na temperatura de 37 ºC e a determinação das 

quantidades de citocromo c 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 (ΔΨ) em Células 
B16-F10. As células foram incubadas 10 minutos com Rho 123, adicionadas de FCCP (10 
μmol.L-1) e monitorada em citômetro de fluxo a cada 5 minutos, durante 70 minutos. O 
tempo 0 (zero) corresponde ao controle. (A) Traçado obtido no citômetro de fluxo nos 
diferentes tempos. (B) Percentagem de células com mitocôndrias polarizadas e 
depolarizadas. As condições experimentais estão descritas na seção Materiais e Métodos, 
item 5.11. Os dados apresentados são representativos de três experimentos 
independentes. Os valores representam média ± sd de três 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 (ΔΨ) em Células 
B16-F10. As células foram incubadas 10 minutos com Rho 123, adicionadas de S2.1 (30 
μmol.L-1) e monitorada em citômetro de fluxo a cada 5 minutos, durante 70 minutos. O 
tempo 0 (zero) corresponde ao controle. (A) Traçado obtido no citômetro de fluxo nos 
diferentes tempos. (B) Percentagem de células com mitocôndrias polarizadas e 
depolarizadas. As condições experimentais estão descritas na seção Materiais e Métodos, 
item 5.11. Os dados apresentados são representativos de três experimentos 
independentes. Os valores representam média ± sd de três 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 (ΔΨ) em Células 
B16-F10. As células foram incubadas 10 minutos com Rho 123, adicionadas de S2.2 (30 
μmol.L-1) e monitorada em citômetro de fluxo a cada 5 minutos, durante 70 minutos. O 
tempo 0 (zero) corresponde ao controle. (A) Traçado obtido no citômetro de fluxo nos 
diferentes tempos. (B) Percentagem de células com mitocôndrias polarizadas e 
depolarizadas. As condições experimentais estão descritas na seção Materiais e Métodos, 
item 5.11. Os dados apresentados são representativos de três experimentos 
independentes. Os valores representam média ± sd de três experimentos. * indica p <0,05 
e ** indica p< 0,001.
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TABELA 2 – Efeitos dos Derivados da 4-AAP L1, F1, F1.14 sobre os complexos enzimáticos da cadeia respiratória.  
 

 μmol.

mg-1 
prot. 

NADH oxidase NADH 

desidrogenase 

NADH 

citocromo c 

redutase 

Citocromo c 

oxidase 

Succinato 

oxidase 

Succinato 

desidrogenase 

Succinato 

citocromo c 

redutase 

40 90 ± 4 103 ± 8 91 ± 8 101 ± 3 78 ± 2* 69 ± 9* 73 ± 8* 

80 86 ± 1* 88 ± 4* 97 ± 4 98 ± 4 52 ± 1* 52 ± 10* 61 ± 4* 

 
L1 

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* 

80 86 ± 2* 95 ± 9 87 ± 3* 97 ± 6 24 ± 1* 72 ± 10* 38 ± 5* 

 
F1 

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* 

80 92 ± 5 87 ± 3* 89 ± 3* 100 ± 5 74 ± 1* 66 ± 7* 71 ± 3* 

 
F1.14 

120 90 ± 8 88 ± 4* 87 ± 4* 102 ± 4 67 ± 2* 62 ± 6* 67 ± 4* 

 
As condições experimentais estão descritas no item 5.5.3 da seção de Materiais e Métodos. Os resultados estão apresentados como 
percentagem de atividade (%) em relação ao controle (média ± dp): 100% corresponde a atividade dos controles: NADH oxidase – 
143,5 nmol de oxigênio consumido.min-1.mg-1; NADH desidrogenase -  2,35 μmol de ferricianeto reduzido. .min-1.mg-1 ; NADH 
citocromo c redutase -  225,2 nmol de citocromo c reduzido.min-1.mg-1 ; succinato oxidase – 103,4 nmol de oxigênio 
consumidos.min-1.mg-1; citocromo c oxidase – 689,5 nmol de citocromo c oxidade.min-1.mg-1; succinato desidrogenase – 145,9 
μmol de PMS reduzido.min-1.mg-1 e succinato citocromo c redutase – 189,6 nmol de ferricitocromo c reduzido.min-1.mg-1. Cada valor 
representa a média  ± dp de três experimentos independentes. * Valores estatisticamente diferentes do controle (ausência de imidas 
cíclicas) (p ≤ 0,05). 



 
 
 
TABELA 4 – Efeitos das fenilmaleimidas S2, S2.1 e S2.2 sobre os complexos enzimáticos da cadeia respiratória.  
 

 μmol.

mg-1 
prot. 

NADH oxidase NADH 

desidrogenase 

NADH 

citocromo c 

redutase 

Citocromo 

oxidase 

Succinato 

oxidase 

Succinato 

desidrogenase 

Succinato 

citocromo c 

redutase 

40 70 ± 3* 88 ± 6* 74 ± 6* 99 ± 7 61 ± 7* 78 ± 5* 66 ± 6* 

80 61 ± 6* 76 ± 4* 62 ± 4* 100 ± 6 22 ± 2* 49 ± 7* 29 ± 2* 

 
S2 

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* 

80 70 ± 3* 88 ± 4* 77 ± 4* 99 ± 6 46 ± 4* 68 ± 8* 49 ± 4* 

 
S2.1 

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* 

80 48 ± 4* 92 ± 5 59 ± 5* 95 ± 6 23 ± 2* 64 ± 10* 21 ± 2* 

 
S2.2 

120 48 ± 4* 80 ± 2* 48 ± 2* 96 ± 4 12 ± 3* 57 ± 6* 20 ± 3* 

 
As condições experimentais estão descritas no item 5.5.3 da seção de Materiais e Métodos. Os resultados estão apresentados como 
percentagem de atividade (%) em relação ao controle (média ± dp): 100% corresponde a atividade dos controles: NADH oxidase - 
143,5 nmol de oxigênio consumido.min-1.mg-1; NADH desidrogenase -  2,35 μmol de ferricianeto reduzido. .min-1.mg-1 ; NADH 
citocromo c redutase -  225,2 nmol de citocromo c reduzido.min-1.mg-1 ; succinato oxidase – 103,4 nmol de oxigênio 
consumidos.min-1.mg-1; citocromo c oxidase – 689,5 nmol de citocromo c oxidade.min-1.mg-1; succinato desidrogenase – 145,9 
μmol de PMS reduzido.min-1.mg-1 e succinato citocromo c redutase – 189,6 nmol de ferricitocromo c reduzido.min-1.mg-1. Cada valor 
representa a média  ± dp de três experimentos independentes. * Valores estatisticamente diferentes do controle (ausência de imidas 
cíclicas) (p ≤ 0,05). 
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