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RESUMO

As amidinas tém como caracteristica quimica a presenca de dois atomos de
nitrogénios ligados ao mesmo atomo de carbono. Para estes compostos
diversas atividades biol6gicas sdo descritas. A pentamidina, uma diamidina
aromatica, é eficaz no tratamento de Pneumocystis carinii e de leishmanioses,
porém, causa graves efeitos colaterais. Por isso, novos derivados de amidina
tém sido sintetizados, dentre estes a N-N-difenil-4-metoxi-benzamidina
(metoxiamidina), que se mostrou efetiva contra L. amazonensis (LDsy 20
pmol/L) e T. cruzi (LDsp 59 nmol/L). Neste estudo, a toxicidade da
metoxiamidina foi avaliada em mitocondrias e hepatocitos isolados. Em
mitocondrias oxidando ativamente glutamato e malato, o composto inibiu o
estado 3 da respiracdo (25 nmol/mg de proteina) em ~15%, sendo os sitios de
inibicdo o complexo | e o segmento entre a ubiquinona e o complexo Ill. A
metoxiamidina estimulou o estado 4, nas concentracdes de 50 e 65 nmol/mg de
proteina em ~32% e ~43%, respectivamente. Como consequéncia destes
efeitos, os valores do coeficiente de controle respiratério (CCR) e a razédo
ADP/O foram diminuidos. O efeito desacoplador da metoxiamidina, sugerido
pelo estimulo do estado 4, foi confirmado pelo aumento do consumo de
oxigénio no estado 4 induzido por oligomicina, chegando a ~69% (65 nmol/mg
de proteina), e pelo aumento da atividade ATP&sica em mitocdndrias intactas,
em ~27% e ~64% para 50 e 65 nmol/mg de proteina, respectivamente.
Mitocbndrias na presenca de acetato de sédio tiveram seu inchamento inibido
nas maiores concentra¢cdes do composto (50-65 nmol/mg de proteina, em ~16
e 32% respectivamente). Também o inchamento de mitocondrias
desenergizadas, na presenca de K e valinomicina, foi inibido em ~20% nas
mesmas concentracdes, sugerindo que a metoxiamidina altera a
permeabilidade e fluidez da membrana mitocondrial. Em modelo experimental
de hepatdcitos isolados, foram comparados os efeitos da metoxiamidina e
pentamidina, nas concentracdes de 25 e 65 pmol/L. Nos ensaios de respiracao
em hepatécitos em suspensdo, os resultados da metoxiamidina estdo de
acordo com os obtidos com mitocondrias isoladas, com diminuicdo da
respiracdo basal (~8% - 65 pmol/L) e desacoplado (~26% - 65 umol/L) e
aumento no estado leak (~47% - 65 umol/L). Para a pentamidina, os resultados
foram semelhantes, com excec¢do para o estado leak, ocorrendo diminuicdo do
consumo de oxigénio no estado basal (~18% - 65 umol/L) e desacoplado
(~18% - 65 pmol/L). Nestas células, os niveis piruvato ndo foram alterados pela
presenca dos compostos, mas 0s niveis de lactato aumentaram em ~17% na
maior concentracao (65 pmol/L) de metoxiamidina no tempo de 40min. Em
cultura de hepatdcitos, o tratamento de 18h com metoxiamidina alterou a
viabilidade celular, avaliada pelos métodos do MTT e atividade da enzima LDH,
promovendo maior niumero de células viaveis (~68% para MTT e ~60% para
LDH — 65 pmol/L). Ja a pentamidina (65 pmol/L) diminuiu em ~68% e 258% a
viabilidade dos hepatocitos, como resultados dos métodos do MTT e LDH,
respectivamente. Conclui-se que a metoxiamidina, em concentragcdo similar a
LDso (20 umol/L) para L. amazonensis, compromete de maneira discreta a
bioenergética mitocondrial. Este efeito também foi observado em hepatécitos
em suspensao, porém, nestas células em cultura, o0 composto parece exercer
um efeito citoprotetor.

Palavras-chave: metoxiamidina; bioenergética mitocondrial, hepatdcitos,
toxicidade.
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ABSTRACT

Amidines are chemically characterized by the presence of two nitrogen atoms
bound to the same carbon atom in its structure. To these compounds several
biological activities have been described. Pentamidine, an aromatic diamidine,
is effective in the treatment of Pneumocystis carinii and leishmaniasis; however,
this compound promotes severe side effects. For this reason, new amidine
derivatives have been synthesized, among them the N-N’-diphenyl-4-methoxy-
benzamidine (methoxyamidine), which was effective against L. amazonensis
(LDsp 20 umol/L) and T. cruzi (LDso 59 nmol/L). In the present study, the toxicity
of methoxyamidine was evaluated in mitochondria and isolated hepatocytes,
wich was immediately used (suspension cells) or maintained in culture for 18 h.
In mitochondria actively oxidizing glutamate and malate, the compound inhibited
the state 3 respiration (25 nmol/mg of protein) by ~15% and the inhibition sites
were the complex | and the segment between ubiquinone and complex lil.
Methoxyamidine also stimulated the state 4 respiration, at concentrations of 50
and 65 nmol/mg of protein by ~32% and ~43%, respectively. As a consequence
of these effects, the respiratory control coefficient values (CCR) and the ADP/O
ratio were decreased. The uncoupling effect of methoxyamidie, suggested by
the stimulation of state 4 respiration, was confirmed by the dose dependent
increase of oxygen consumption in state 4 induced by oligomycin, reaching to
~69% (65 nmol/mg of protein), and by the increased ATPase activity in intact
mitochondria, by ~27% and ~64% to 50 and 65 nmol/mg of protein,
respectively. Swelling supported by oxidation of glutamate plus malate in the
presence of sodium acetate was inhibited by methoxyamidine by ~16 and 32%
at concentrations of 50-65 nmol/mg of protein, respectively. Also the
mitochondrial swelling in the absence of substrate and in the presence of K*
and valinomycin, was inhibited by ~20% at the same concentrations, suggesting
that methoxyamidine affects the mitochondrial membrane permeability and
fluidity. In isolated hepatocytes, the effects of methoxyamidine and pentamidine
were compared, at concentrations of 25 and 65 pmol/L. In the respiration
assays with suspension cells, the results of methoxyamidine were compatible
with those obtained in isolated mitochondria, with a decrease in basal (~8% - 65
pmol/L) and uncoupled (~26% - 65 umol/L) respiration states. Leak state was
stimulated by ~47% by methoxyamidine (65 pmol/L). For pentamidine the
results were similar. Basal and uncoupled cellular respiration was inhibited at
~18% by pentamidine (65 umol/L). In suspension cells, pyruvate levels were not
affected by the compounds whereas lactate levels were increased by ~17% in
the highest concentration (65 pmol/L) of methoxyamidine after 40min of
incubation. In hepatocytes maintained in culture, the methoxyamidine treatment
(65 pmol/L — 18 h) increased the cell viability by ~68% and ~60%, evaluated by
MTT and LDH activity, respectively. Pentamidine (65 pmol/L — 18 h) decreased
in ~68% and 258% the hepatocyte viability, evaluated by MTT and LDH activity,
respectively. Taken together these results show that methoxyamidine at
concentration similar to LDsg (20 pmol/L) for L. amazonensis, promotes discreet
effects on mitochondrial bioenergetics. These effects were also observed in
suspension hepatocytes; however, when these cells were maintained in culture,
the compound seemed to exert a citoprotector effect.

Key words: methoxyamidine; mitochondrial bioenergetics; hepatocytes; toxicity.
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1. INTRODUCAO

As amidinas sdo compostos que possuem como principal caracteristica
quimica a presenca de dois atomos de nitrogénios ligados ao mesmo atomo de
carbono em sua estrutura. S&o amplamente utilizados na sintese de compostos
aciclicos e também heterociclicos (SHRINER & NEUMANN, 1944), e possuem
varias atividades biolégicas descritas. Dentre estas: antiplaquetaria (SIELECKI
et al., 2001), antidegenerativa (PANICO et al., 2002), antitumoral (BIELAWSKA
et al., 2004), antimicrobiana (OZDEN et al., 2005), anti-inflamatdria (SONDHI et
al., 2009), neuroprotetora (ANZINI et al.,, 2010), antitripanossomatidea
(WISPELWEY & SCHELD, 1991), e antileishmania (SOARES-BEZERRA et al.,
2004).

A pentamidina, uma diamidina aromatica, ja é utilizada na terapéutica
antiprotozoaria no tratamento de Pneumocystis carinii e de leishmanioses. Este
composto é bastante eficaz, no entanto, causa graves efeitos colaterais,
relatados em cerca de 50% dos pacientes (WISPELWEY & SCHELD, 1991).
Dentre estes efeitos, destacam-se: hipotensédo, pancreatite e leucopenia, que
podem ser dose e tempo dependentes e, ainda, irreversiveis (BOILOTT et al.,
1983).

Alguns compostos quimicos podem afetar o funcionamento mitocondrial.
Muitos sintomas caracteristicos da intoxicacdo por farmacos, tais como
hipotensdo, fadiga, nausea, alucinacdes, entre outros, podem decorrer de
danos as func¢des mitocondriais (WALLACE & STARKOV, 2000). A disfungéo
mitocondrial estd associada a varios quadros de hepatotoxicidade, como a
esteatose microvesicular, a esteato-hepatite ndo alcodlica, e a hepatite citolitica
(PESSAYRE et al., 2000).

Novos derivados de amidina tém sido sintetizados e avaliados quanto a
atividade biolégica. Dentre estes, destaca-se a N-N-difenil-4-metoxi-
benzamidina (metoxiamidina), uma amidina aroméatica simetricamente
distribuida. Para a metoxiamidina sdo descritas as atividades
antitripanossomatidea e antileishmania, sendo tao eficaz quanto a droga de
referéncia, a pentamidina (CANTO-CAVALHEIRO et al., 1997).



Considerando a importante toxicidade da pentamidina, o fato de que a
metoxiamidina mostrou-se terapeuticamente tdo eficaz quanto a primeira e,
ainda, a escassez de estudos sobre os efeitos destes compostos sobre
metabolismo hepatico e a bionergética mitocondrial, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da N,N-difenil-4-metoxi-benzamidina sobre o

metabolismo energético em hepatocitos e mitocondrias isoladas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Figado e toxicidade de xenobiéticos

O figado estd frequentemente envolvido na toxicidade induzida por
drogas em funcdo da sua localizacdo anatbmica, aspecto particularmente
importante quando se trata da administracdo oral e, também, devido as suas
funcbBes fisioldgicas e bioquimicas, uma vez que neste O6rgdao atuam
importantes vias metabolicas (GRATTAGLIANO et al., 2009). Cerca de 75% do
sangue hepatico provem diretamente do trato gastrointestinal e baco, via veia
porta e conduz diretamente ao figado xenobidticos absorvidos no intestino,
em altas concentragBes. As enzimas metabdlicas presentes no figado podem

reduzir ou potencializar a toxicidade dos xenobiéticos (JAESCHKE et al., 2002).

A intensidade do dano hepatico provocado por xenobidticos pode ser
leve, com o comprometimento localizado de tecido hepatico, ou severa, quando
h4a uma destruicdo tecidual macica. A hepatotoxicidade causada por
xenobidticos pode ser classificada como intrinseca e idiossincratica. E
considerada intrinseca a toxicidade dose-dependente e previsivel acima de
uma dose limite, enquanto que a idiossincratica ocorre sem dose evidente e de
modo imprevisivel (RUSSMANN et al., 2009). Na maioria dos casos a
hepatotoxicidade € idiossincratica (GRATTAGLIANO et al., 2009).

O metabolismo hepético de xenobidticos pode resultar em dano
tecidual. Uma vez danificado, o tecido hepatico passa a acumular acidos
biliares, provocando citotoxicidade e, em casos mais extremos, levando a
colestase. A colestase pode ocorrer devido ao blogueio mecéanico, com a
obstrucdo dos canais que transportam a bile para fora do hepatdcito, ou por
distarbios na formacéo da bile causados por alteracdes genéticas. Este € um
processo patofisiolégico que afeta o figado devido a retencdo dos acidos
biliares, que por sua vez, esta associada a inducao de apoptose do hepatdcito.
Ainda, o metabolismo de xenobioticos pode levar a um aumento da geracao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em resposta a inflamacées locais.
Durante este processo ocorre o recrutamento de macrofagos e neutréfilos com

objetivo de destruir microorganismos que estejam causando a inflamacéo, a fim



de iniciar a regeneracao hepatica. As células de Kupffer liberam mediadores
citotéxicos, como as espécies reativas (6xido nitrico, com posterior formacéo
de peroxinitrito), e os neutrofilos aderem as células parenquimais, o que induz
a morte celular por necrose, através da liberacdo de espécies reativas e acao
de citocinas pro-inflamatérias. No entanto, células sadias podem ser afetadas
durante este processo, 0 que pode agravar o dano hepético inicial (JAESCHKE
et al., 2002).

Vérios fatores podem influenciar na resposta dos hepatocitos a um
quadro de toxicidade e a dimensao dos danos € resultante da resposta celular
a lesdo. Normalmente, os hepatécitos reagem a agressao téxica por ativacao
de mecanismos de defesa que incluem hipertrofia do reticulo endoplasmatico,
inducéo de sistemas de protecdo (como a glutationa), sintese de proteinas heat
shock e de proteinas de fase aguda (GRATTAGLIANO et al., 2009).

A disfuncdo mitocondrial € uma consequéncia comum da toxicidade de
diferentes xenobidticos e assim ¢é determinante da hepatotoxicidade
(PESSAYRE et al., 2000). Por este motivo, no proximo item segue uma breve

revisao sobre este tema.

2.2 Mitocondria — Aspectos funcionais e papel na hepatotoxicidade

A mitocondria, organela que tem como principal funcdo gerar energia
através do processo de fosforilacdo oxidativa, € encontrada em quase todas as
células eucaridticas. Por ter um papel tdo importante, o mau funcionamento
mitocondrial representa risco a sobrevivéncia celular, ndo apenas por uma
eventual diminuicdo na producdo de ATP, mas também pelo aumento na
producdo de ERO (PESSAYRE et al., 2000).

Devido as suas caracteristicas estruturais e funcionais, as mitocondrias
provém uma série de alvos priméarios para xenobidticos indutores do “colapso

bioenergético”; dependendo do nivel e da extensédo de mitocdndrias afetadas, a



célula pode sofrer uma grave desenergizagdo, que por sua vez pode levar a um
dano localizado ou a necrose celular. Existem muitos compostos naturais,
comerciais, farmacéuticos e ambientais que apresentam sua toxicidade ao
interferir na bioenergética mitocondrial, sendo importante o esclarecimento
destes efeitos para o entendimento de seus mecanismos de acdo (SCATENA
et al., 2007).

Compostos quimicos podem afetar o funcionamento da mitocondria de
duas maneiras principais: interferindo na formacédo do gradiente eletroquimico
de prétons (Apu+), através da inibicho de um ou mais complexos da cadeia
respiratéria ou, por promover o desacoplamento, dissipando esse gradiente.
Muitos sintomas caracteristicos da intoxicacdo por farmacos, tais como
hipotensdo, fadiga, nausea, alucinacdes, entre outros, podem decorrer de
danos as func¢des mitocondriais (WALLACE & STARKOV, 2000).

Os quatro complexos da cadeia respiratoria podem sofrer modificacbes
em suas atividades em decorréncia dos efeitos de xenobioticos, sendo o
complexo | o mais susceptivel. Inibidores do complexo | podem ser
classificados em trés categorias: os que inibem em nivel da interacdo NADH-
flavina; os que envolvem antagonistas de quinonas, que inibem tanto o
complexo | quanto o complexo Il (citocromo bc;); e o grupo de inibidores
potentes e altamente especificos que, mesmo em concentracbes minimas,
apresentam apenas efeito no complexo | e ndo demonstram nenhum efeito
sobre outros complexos (WALLACE & STARKOV, 2000). Potentes inibidores
do complexo | possuem grande similaridade com a ubiquinona, possuindo uma
molécula com uma “cabega” ciclica e uma “cauda” hidrofébica (DEGLI, 1998).
Mais de 60 tipos de compostos, naturais e sintéticos, ja& demonstraram
atividade inibitéria do complexo | da cadeia respiratoria. Essa lista inclui
pesticidas; neurolépticos e neurotoxinas naturais; drogas de acédo
antihistaminica, antiséptica e antiangina; poluentes fendlicos; corantes
fluorescentes; antibiéticos; entre outros (WALLACE & STARKOV, 2000).

Efeitos no complexo IV (citocromo ¢ oxidase) sdo sempre mais danosos
para a mitocondria, uma vez que é neste complexo onde ocorre a reducdo do

oxigénio a agua. Inibicbes do complexo Ill frequentemente resultam na maior



formacdo de espécies reativas, devido as caracteristicas de reducao/oxidacéo
da ubiquinona. O complexo Il (succinato desidrogenase) é menos estudado
com enfoque na toxicidade de drogas, apesar de sua importancia, pois também
participa no metabolismo do ciclo do &cido citrico (SCATENA et al., 2007).

Além do efeito direto sobre os complexos da cadeia respiratéria, alguns
xenobidticos causam um efeito chamado desacoplador, por aumentar a
permeabilidade da membrana mitocondrial interna. Agentes desacopladores
desfazem o gradiente eletroquimico de protons, comprometendo assim a
sintese de ATP (NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Muitos xenobidticos
exercem acdo desacopladora, como: antiinflamatoérios, antipsicoticos,
antidepressivos, antimicoéticos, inseticidas, herbicidas e drogas antitumorais
(WALLACE & STARKOV, 2000). Este efeito também é comum a alguns
antiinflamatérios nado-estereoidais, como a indometacina, o diclofenaco e a
aspirina, sendo, em alguns casos, observado tanto em mitocondrias isoladas
de humanos quanto em figado de rato perfundido, em concentracfes
empregadas na terapéutica (KEMMELMEYER & BRACHT, 1989; PETRESCU
& TARBA, 1997; MASUBUCHI et al., 1999; MORENO-SANCHEZ et al., 1999;
JACOB et al., 2001).

O comprometimento das fun¢des mitocondriais obriga a célula a realizar
adaptacdes metabdlicas. A resposta para a menor capacidade na producdo de
ATP ocorre através da aceleracdo da glicolise, que resulta em um aumento dos
niveis de lactato. Desta maneira, a acidose latica denuncia o comprometimento
mitocondrial, e os sinais clinicos incluem nausea, vomitos, dor abdominal e mal
estar. A acidose latica pode ser avaliada laboratorialmente através da deteccéo
dos niveis de acido latico ou do balanco lactato/piruvato (DYKENS & WILL,
2007). A disfungcdo mitocondrial estd associada a varios quadros de
hepatotoxicidade, como a esteatose microvesicular, a esteato-hepatite n&o
alcoolica, e a hepatite citolitica (PESSAYRE et al., 2000).

A esteatose microvesicular é causada por um grave comprometimento
na B-oxidagdo de A&cidos graxos, via metabdlica que ocorre na matriz
mitocondrial. Os acidos graxos que sao parcialmente oxidados acumulam-se

na forma de pequenas vesiculas no hepatocito, causando o quadro de



esteatose. Isso nado prejudica apenas a producdo local de energia, mas
também leva a uma reducdo na producao de corpos cetbnicos e da liberacdo
de glucose para tecidos periféricos (PESSAYRE et al., 2000). Este
comprometimento na via da B-oxidacdo pode ser causado por: dano oxidativo
em componentes mitocondriais, incluindo o DNA mitocondrial (mtDNA), como
consequéncia do metabolismo do etanol (MANSOURI et al., 1997); dano na
replicagéo ou transcrigdo do mtDNA (LEWIS & DALAKAS, 1995); sequestro da
coenzima A (CoA), como descrito por exemplo no caso da administracdo de
acido salicilico (DESCHAMPS et al., 1991), entre outros.

A esteato-hepatite ndo alcodlica é mais grave e ocorre em pacientes que
possuem esteatose macro e microvesicular. Além da esteatose, as lesdes
incluem morte celular do hepatdcito e cirrose. Algumas drogas catibnicas como
a amiodarona se alojam na mitocondria, inibindo a B-oxidacao e o transporte de
elétrons ao longo da cadeia respiratoria. Isso tem como consequéncia a
formacdo de muitos intermediarios reativos, como o &anion superoxido. O
estresse oxidativo resultante causa peroxidacao lipidica, o que leva a um

quadro de inflamacao e pode levar a morte celular (PESSAYRE et al., 2000).

7

A hepatite citolitica é uma lesdo grave no figado que pode levar a
insuficiéncia hepatica. Muitos xenobioticos causam lesBes através de acdes na
mitocdndria, enquanto metabdlitos reativos da propria droga podem também
estar envolvidos nesses efeitos hepatotoxicos. A hepatite citolitica pode ser
causada por inibicdo da respiracdo mitocondrial; desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa e abertura de poros de transicdo de permeabilidade
mitocondrial induzidas pelas drogas (LABBE et al., 2008) Esses poros de
permeabilidade causam swelling mitocondrial, ruptura da membrana externa e
liberacdo de citocromo c. O cit