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1. INTRODUCAO

Os compostos mesoidnicos possuem caracteristicas fisico-quimicas singulares e
tem despertado muito interesse devido ao fato de seus derivados apresentarem
atividade bioldgica. Entre os compostos mesoidnicos, destacam-se os derivados 1,3,4-
tiadiaz6is por possuirem uma importante atividade antitumoral (GRYNBERG et al.,
1997; SENFF-RIBEIRO et al., 2003, 2004a). Entretanto, pouco se conhece sobre seus
efeitos sobre a bioenergética mitocondrial. Neste sentido, o cloreto de 4-fenil-5-[4-
nitrocinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-D) é um dos derivados mais
estudados. Em estudos utilizando mitocondrias isoladas de figado de rato este derivado
foi classificado como um agente desacoplador inibitério, sendo tal efeito relacionado
com a interagdo do composto com a membrana mitocondrial interna (CADENA et al.,
1998, 2002). Considerando os 1importantes efeitos bioldgicos desta classe de
compostos e a pouca disponibilidade de informacdes na literatura a respeito de sua
acdo sobre a bioenergética mitocondrial, neste trabalho, foram estudados trés
derivados 1,3,4-tiadiazdlio que possuem estrutura semelhante a do MI-D diferindo
apenas nos substituintes do anel cinamoil, sendo eles: cloreto de 4-fenil-5-[4-
hidroxicinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-J); cloreto de 4-fenil-5-[4-
fluorcinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-F) e cloreto de 4-fenil-5-[2,4-
difluorcinamoil]-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (MI-2,4diF).

Nosso objetivo foi correlacionar a estrutura quimica dos compostos aos efeitos
sobre a bioenergética mitocondrial e a atividade antitumoral previamente demostrada
por SENFF-RIBEIRO e colaboradores (2003, 2004a). Para isto, mitocondrias isoladas
de figado de rato foram utilizadas como modelo experimental devido ao seu
envolvimento na provisdao de energia, nos mecanismos de morte celular e sua ampla
utilizacdo em estudos que avaliam a toxicidade e o mecanismo de acdo de muitas

drogas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mitocondrias — Aspectos Funcionais, Metabolismo de Xenobio6ticos e Morte
Celular.

As mitocOndrias foram as primeiras organelas isoladas em preparagdes livres de
outras membranas celulares e, por este motivo, t€m sido utilizadas como modelo
experimental em estudos sobre a biogénese, aspectos estruturais e funcionais das
membranas biolégicas (TZAGOLOFF, 1982). Por serem responsdveis pela maior parte
da energia gerada e utilizada pelas células eucarioticas estas organelas desempenham
papel fundamental na sobrevivéncia celular (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).
Devido as suas caracteristicas estruturais e funcionais, as mitocondrias provém uma
série de alvos primdrios para xenobidticos indutores do ‘“colapso bioenergético”.
Existem muitos compostos naturais, comerciais, farmacéuticos e ambientais que
manifestam sua toxicidade por interferirem na bioenergética mitocondrial, sendo
importante o esclarecimento destes efeitos para o entendimento de seus mecanismos
de acao (WALLACE & STARKOV, 2000).

Virios compostos capazes de promover alteracdes nas funcdes mitocondriais
tém sido descritos na literatura cientifica (WALLACE & STARKOYV, 2000). Entre
estes, os denominados agentes desacopladores aumentam a permeabilidade da
membrana mitocondrial interna a prétons comprometendo a formacdo do gradiente
eletroquimico de prétons (Apy,) e, consequentemente, a producdo de ATP
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Muitos xenobidticos como: antiinflamatérios,
antipsicoticos, antidepressivos, antimicoOticos, inseticidas, herbicidas e drogas
antitumorais exercem acdo desacopladora (WALLACE & STARKOV, 2000). Em
relacdo aos antiinflamatdrios nao esteroidais, a atividade desacopladora € considerada
uma caracteristica comum, como por exemplo, para a indometacina, &4cido
mefenamico, diclofenaco, difenilamina e a aspirina, sendo em alguns casos tal efeito
observado tanto em mitocondrias isoladas quanto em figado de rato perfundido, em
concentragdes empregadas na terapéutica (KEMMELMEYER & BRACHT, 1989;
PETRESCU & TARBA, 1997; MASUBUCHI et al, 1999; MORENO-SANCHEZ et
al., 1999; JACOB et al., 2001).



O efeito desacoplador de um composto pode ser decorrente de sua direta
interacdo com a membrana mitocondrial interna. Neste sentido, sabe-se que muitas
drogas apresentam uma alta afinidade por cardiolipinas presentes na membrana
mitocondrial interna e preferencialmente se ligam a este lipideo, concentrando-se nesta
membrana (WALLACE & STARKOV, 2000). Quando estes compostos se inserem na
membrana mitocondrial e/ou quando interagem com os complexos transportadores de
elétrons podem, também, alterar o fluxo de elétrons diminuindo sua velocidade
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Neste caso, os compostos em questdo atuam
como inibidores do transporte de elétrons, dentre os quais se incluem alguns
fungicidas como fenfuram, neurolépticos, anti-histaminicos, drogas antiangina, anti-
sépticos, antibidticos e inseticidas (WALLACE & STARKOV, 2000).

Mais recentemente, as mitocondrias vém sendo consideradas como um novo
alvo para a quimioterapia do cancer. Isto porque muitos agentes quimioterapicos
alteram a permeabilidade da membrana mitocondrial em células neoplésicas, levando a
liberacdo de proteinas mitocondriais apoptogénicas (HAIL, 2005). A apoptose, ou
morte celular programada, é uma forma fisioldégica de morte celular que tem papel
critico no desenvolvimento e manuten¢cdo de organismos multicelulares (LOO &
RILLEMA, 1998). Constitui um mecanismo utilizado para regular a homeostase de
tecidos através da eliminacio controlada de células desnecessdrias ou potencialmente
deletérias (HAIL, 2005). Muitas doencas humanas podem ser diretamente ligadas a
regulacdo deficiente da apoptose. Por exemplo, a apoptose excessiva pode levar a
doenca de Alzheimer ou sindrome de imunodeficiéncia. Por outro lado, a falta ou a
insuficiéncia do processo apoptético pode levar a desordens autoimunes ou cancer
(KROEMER et al., 1998; MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998).

Muitos compostos utilizados como agentes quimiopreventivos do cancer
possuem a habilidade de induzir a apoptose em células malignas in vitro devido a sua
acdo sobre a bioenergética mitocondrial (HAIL, 2005). A morte celular por apoptose
mediada pela mitocondria pode ocorrer como conseqiiéncia da dissipa¢do do potencial
de membrana (AY,,) e do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio que

juntos comprometem o processo de fosforilacdo oxidativa (KROEMER et al., 1995).



Um exemplo de composto que induz a apoptose através da sua acdo sobre a
bioenergética mitocondrial é o antiestrogeno tamoxifeno, utilizado na prevengdao do
cancer de mama. O tamoxifeno é um agente antiestrogé€nico nao-esteroidal sintético
amplamente utilizado no tratamento de neoplasias estrogeno-dependente, incluindo
cancer de mama (CUSTODIO et al., 1998). Seu mecanismo de acdo ainda ndo esta
definido, porém aceita-se a hipotese de seu efeito ser dependente de receptores de
estrogeno (RE). O estrogeno tem papel crucial na proliferacio de células em
organismos reprodutivos tais como mama e utero e este crescimento € dependente da
presenca de RE nestas células. Muitos portadores de cancer de mama apresentam alta
expressdao de RE. No tratamento desta neoplasia o tamoxifeno se liga a estes RE
mimetizando o estrégeno e, como conseqiiéncia a inducdo da proliferacdo celular ndo
ocorre (IKEDA & INOUE, 2004). Entretanto, muitos portadores de cancer de mama
ndo dependentes de RE respondem ao tratamento com tamoxifeno. Muitos trabalhos
atribuem esta resposta aos efeitos causados pelo tamoxifeno sobre a bioenergética
mitocondrial. Dentre outros efeitos, ao tamoxifeno sdo atribuidos os seguintes: a)
inibicio da transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida por Ca®" e fosfato
inorganico (CUSTODIO et al., 1998); b) inibicdo da transferéncia de elétrons na
cadeia respiratoria ao nivel do complexo IIl e IV e, consequentemente, inibicdo da
respiracdo mitocondrial (TUQUET et al., 2000); c) dissipacio do potencial de
membrana (AY,,) e diminui¢do da eficiéncia da fosforilacdo oxidativa (CARDOSO et
al., 2001) e d) inducao de stress oxidativo (FERLINI et al., 1999).

Ainda neste contexto, DALEY et al., (2005) demonstraram a habilidade do
antidepressivo clorimipramina em induzir a morte de células de glioma humano in
vitro por um mecanismo resultante do aumento da atividade da caspase 3 seguida da
inibi¢do do consumo de oxigénio. Em mitocondria isolada a droga se liga ao complexo
III inibindo-o e, desta forma, aumentando a produ¢do de anion superdxido e peréxido
de hidrogénio, diminuindo o potencial de membrana e causando o inchamento da
organela, com ou sem a formacao do poro de transi¢do de permeabilidade.

A mitocondria também esta envolvida no processo de morte celular por necrose.

A necrose € o processo de morte celular “acidental ou desregulada”. Disfuncdes



mitocondriais como colapso do potencial transmembrana, desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa e hiperproducdo de espécies reativas de oxigénio impdem uma
“catastrofe” bioenergética que culmina na ruptura da membrana plasmadtica,
caracteristica da necrose. Muitos modelos de necrose in vitro mostram que a
dissipacdo do AY¥,, ocorre antes do rompimento da membrana plasmatica e da célula
manifestar danos tais como vacuolizacdo ou swelling citoplasmatico (KROEMER et
al., 1998). O equilibrio entre apoptose e necrose pode ser influenciado pelos niveis de
ATP intracelular. Em contraste com a necrose, o processo de morte celular por
apoptose necessita de alta concentracdo de ATP para ocorrer. Desta forma, os niveis
de ATP intracelular decidem o tipo de sistema de morte celular. Altas concentragdes

de ATP favorecem a apoptose e baixas concentragdes a necrose (LEIST et al., 1997).

2.2  Compostos Mesoionicos

Na natureza, todos os processos bioldgicos, desde os menos complexos, como a
provisdo de energia, até os mais complexos como transferéncia e armazenamento de
informacgdo genética, sdo quimicos e envolvem a participacdo de muitos compostos
heterociclicos. Centenas de compostos farmacologicamente importantes sao
estruturalmente derivados de heterociclicos como, por exemplo, os alcaldides. Dentre
estes, a quinina usada no tratamento da maléria e varios outros alcaldéides como a
morfina e cafeina estdo presentes na medicina € no cotidiano de muitas pessoas.
(POZHARSKU et al.,1997). A sintese de compostos heterociclicos medicinais levou a
diminuicdo da mortalidade causada por varias doengas sendo, portanto, de suma
importancia o estudo destes compostos.

Neste contexto, uma classe de compostos heterociclicos que t€m recebido muita
atencdo € a dos compostos mesoidnicos. Em 1882, Ficher e Besthorn foram os
primeiros a descrever a sintese de um composto mesoidonico (NEWTON &
RAMSDEN, 1982). Seguindo esta linha de pesquisa, Max Busch, durante o periodo de
1895-1905, descreveu a preparagdo e as propriedades quimicas de varios mesoidnicos

heterociclicos. Porém, somente em 1946 Simpson utilizou o termo “mesoidnico” para



descrever um tipo de molécula que ndo poderia ser representada por uma estrutura
covalente (KIER & ROCHE, 1967).

BAKER & OLLIS, em 1955 sugeriram que um composto pode ser chamado de
mesoidnico se apresentar uma estrutura heterociclica com cinco ou seis membros, que
nao pode ser satisfatoriamente representada por uma estrutura polar ou covalente.
Deve possuir também, um sexteto de elétrons @ em associacdo com todos 0s atomos
que constituem o anel. Este deve apresentar ainda, carga positiva ou negativa e um
atomo ou grupo de atomos ligados ao anel deve ter carga oposta. Atualmente
recomenda-se que o termo mesoidnico seja restrito a anéis heterociclicos de cinco
membros, considerando as propriedades fisico-quimicas descritas por BAKER &
OLLIS para classificar estes compostos (NEWTON & RAMSDEN, 1982). Desta
forma, estruturas que apresentam localizacdo de cargas em dtomos especificos como,
por exemplo, as betainas (figura 1A) ou que possam ser representadas por estruturas
covalentes como as troponas (figura 1B), ndo podem ser classificadas como

heterociclicos mesoidnicos (KIER &. ROCHE, 1967; OLLIS & RAMSDEN, 1976).

FIGURA 1- ESTRUTURA QUIMICA DAS BETAINAS (A) E DAS TROPONAS (B)

FONTE: KIER &. ROCHE, 1967.

Os compostos mesoidnicos podem ser representados pela estrutura genérica
mostrada na figura 2, onde as letras de a até f representam dtomos como: carbono,

nitrogénio, oxigénio e enxofre seguidos de seus respectivos substituintes, especificos



para cada tipo de composto (OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN,
1982).

Com a andlise dos possiveis sistemas mesoidnicos observou-se que estes
compostos apresentavam distintas propriedades quimicas dependendo da natureza dos
substituintes do anel, ou seja, da origem dos oito elétrons © que podem ser distribuidos
entre o anel mesoidnico (carga positiva) e o &tomo ou grupo de dtomos ligados ao anel
(carga negativa). Desta forma, estes compostos foram separados em duas classes
distintas: compostos mesoionicos do tipo A e B. Na figura 3 estdo demonstradas as
estruturas genéricas e exemplos de compostos do tipo A e B, onde os numeros

sobrescritos indicam a origem dos oito elétrons 1 (NEWTON & RAMSDEN, 1982).

FIGURA 2- REPRESENTACAO GENERICA DE UM COMPOSTO MESOIONICO
b—a
/ \
c ( + ) e—f
N S
d

FONTE: NEWTON & RAMSDEN, 1982; OLLIS & RAMSDEN, 1976.

Até o ano de 1982, foram relatados mais de sessenta compostos mesoidnicos
do tipo A e mais de treze do tipo B. A tabela 1 lista os compostos do tipo A, na qual se
classifica os diferentes sistemas em: oxazdis, dioxoéis, diazdis, tiazdis, ditidis,
oxadiazois, oxatiazois, triazois, tiadiazois, oxatriazois, tetrazois, tiatriazois, oxatidis,
selenazois e ditiadiaz6is. Os compostos do tipo B, em menor ndimero, estdo listados na
tabela 2 e sao subdivididos em: oxazdis, diazois, tiazois, ditidis, tiadiazois e tetrazois

(OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982).
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FIGURA 3- REPRESENTACAO E EXEMPLOS DOS COMPOSTOS MESOIONICOS DOS

TIPOS A E B.
1 b —a 2 2b —a 1
rooN ;8 1.1
2c /e_fl 2¢ &7 f
d d
1 1
Tipo A Tipo B
N—N
O N—N
N\(':2C—S /G) \ _
N NQT/ZC—S
N
1,2,3,4-tetrazolio-5-tiolato - .
(Tipo A) Dihidroditizona

(Tipo B)

O 1,2,3,4-tetrazdlio-5-tiolato é um exemplo de composto mesoidnico do tipo A e seu isdmero
dihidroditizona, do tipo B.

FONTE: NEWTON & RAMSDEN, 1982; OLLIS & RAMSDEN, 1976.
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TABELA 1 — HETEROCICLICOS MESOIONICOS DO TIPO A

1/b —a 21
2 C - /e —f 1
dy
SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS
Oxazois a b c d E f
1,3-Oxazol-4-olatos NR CR O CR C O
1,3-Oxazol-5-olatos O CR NR CR C O
1,3-Oxazol-5-aminidas O CR NR CR C NR
1,3-Oxazol-4-aminidas NR CR O CR C NR
Dioxéis
1,3-Dioxol -4-olatos O CR O CR C O
Diazois
1,3-Diazol-4-olatos NR CR NR CR C O
1,3-Diazol-4-aminidas NR CR NR CR C NR
1,3-Diazol-4-tiolatos NR CR NR CR C S
1,3-Diazol-metilidas NR CR NR CR C CXY,
Tiazois
1,3-Tiazol-5-olatos S CR NR CR C O
1,3-Tiazol-4-olatos NR CR S CR C O
1,3-Tiazol-5-aminidas S CR NR CR C NR
1,3-Tiazol-5-tionas S CR NR CR C S
1,3-Tiazol-4-aminidas NR CR S CR C NS
Ditiois
1,3-Ditiol-4-olatos S CR S CR C O
1,3-Ditiol-4-aminidas S CR S CR C NR
Oxadiazois
1,3,4-Oxadiazol-2-olatos O CR NR N C O
1,3,4-Oxadiazol-2-aminidas O CR NR N C NR
1,3,4-Oxadiazol-2-tiolatos O CR NR N C S
1,3,4-Oxadiazol-metilidas O CR NR N C CXY,
1,2,3-Oxadiazol-5-olatos (sidnonas) O N NR CR C O
1,2,3-Oxadiazol-5-aminidas (sidnoniminas) 0] N NR CR C NR
1,2,3-Oxadiazol-5-tiolatos O N NR CR C S
Oxatiazois
1,3,2-Oxatiazol-5-olatos O N S CR C O
Triazois
1,2,3-Triazol-4-olatos NR N NR CR C O
1,2,3-Triazol-4-aminidas NR N NR CR C NR
1,2,3-Triazol-4-tiolatos NR N NR CR C S
1,2,4-Triazol-3-olatos NR CR NR N C O
1,2,4-Triazol-3-aminidas NR CR NR N C NR
1,2,4-Triazol-3-tiolatos NR CR NR N C S
1,2,4-Triazol-3-metilidas NR CR NR N C CXYy

Continua
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TABELA 1 — HETEROCICLICOS MESOIONICOS DO TIPO A

1/b —a 21
2 C - /e —f 1
dy

continuacao
SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS
Tiadiazois a b c d e f
1,3,4-Tiadiazol-2-olatos S CR NR N C O
1,3,4-Tiadiazol-2-aminidas S CR NR N C NR
1,3,4-Tiadiazol-2-tiolatos S CR NR N C S
1,3,4-Tiadiazol-2-metilidas S CR NR N C CXY,
1,2,3-Tiadiazol-4-olatos NR N S CR C O
1,2,3-Tiadiazol-5-olatos S N NR CR C 0]
1,2,3-Tiadiazol-5-aminidas S N NR CR C NR
1,2,3-Tiadiazol-5-tiolatos S N NR CR C S
1,2,3-Tiadiazol-5-metilidas S N NR CR C CXYy
1,2.,4-Tiadiazol-3-olatos NR CR S N C 0]
1,2,4-Tiadiazol-3-aminidas NR CR S N C NR
Oxatriazois
1,2,3,4-Oxatriazol-5-olatos O N NR N C O
1,2,3,4-Oxatriazol-5-aminidas O N NR N C NR
1,2,3,4-Oxatriazol-5-tiolatos O N NR N C S
Tetrazois
1,2,3,4-Tetrazol-5-olatos NR N NR N C O
1,2,3,4-Tetrazol-5-aminidas NR N NR N C NR
1,2,3,4-Tetrazol-5-tiolatos NR N NR N C S
1,2,3,4-Tetrazol-5-metilidas NR N NR N C CXY,
1,2,3,4-Tetrazol-5-selenolatos NR N NR N C Se
Tiatriazois
1,2,3,4-Tiatriazol-5-olatos S N NR N C O
1,2,3,4-Tiatriazol-5-aminidas S N NR N C NR
1,2,3,4-Tiatriazol-5-tiolatos S N NR N C S
1,2,3,4-Tiatriazol-5-metilidas S N NR N C CXY,
Oxatiois
1,3-Oxatiol-4-olatos S CR 0] CR C 0]
1,3-Oxatiol-5-olatos O CR S CR C O
Selenazois
1,3-Selenazol-4-olatos NR CR  Se CR C O
Ditiadiazois
1,3,2,4-ditiadiazol-5-olato S N S N C 0]
1,3,2,4-ditiadiazol-5-aminidas S N S N C NR

b Residuo carbanion estavel, onde os substituintes X e Y incluem CO2 Et, CN ou um residuo de
fluorenilida.
FONTE: NEWTON & RAMSDEN, 1982; OLLIS & RAMSDEN, 1976.
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TABELA 2 — HETEROCICLICOS MESOIONICOS DO TIPO B

2/b —a 1
2¢ el_¢l
d

1
SISTEMA ATOMOS ou GRUPOS

a b C d € f
Oxazoéis
1,2-Oxazol-4-olatos CR O NR CR C O
1,2-Oxazol-4-aminidas CR O NR CR C NR
Diazoéis
1,2-Diazol-4-olatos CR NR NR CR C O
1,2-Diazol-4-aminidas CR NR NR CR C NR
Tiazois
1,3-Tiazol-4-olatos CR S NR CR C O
1,3-Tiazol-4-aminidas CR S NR CR C NR
Ditiois
1,2-Ditiol-4-olatos CR S S CR C O
1,2-Ditiol-4-tiolatos CR S S CR C S
Tiadiazois
1,2,5-Tiadiazol-3-olatos N S NR CR C O
Tetrazois
1,2,3,4-Tetrazol-5-olatos N NR NR N C 0]
1,2,3,4-Tetrazol-5-aminidas N NR NR N C NR
1,2,3,4-Tetrazol-5-tiolatos N NR NR N C S
1,2,3,4-Tetrazol-5-metilidas N NR NR N C CXY,
b Residuo carbanion estavel, onde os substituintes X e Y incluem CO2 Et, CN ou um residuo de
fluorenilida.

FONTE: NEWTON & RAMSDEN, 1982; OLLIS & RAMSDEN, 1976.

Viérios compostos mesoidnicos citados nas tabelas 1 e 2 foram sintetizados e,
dentre estes, também muitos apresentaram atividade biologica comprovada, o que
levou, em alguns casos, ao registro de patente (OLLIS & RAMSDEN, 1976). Em
relacdo a atividade bioldgica, quatro classes de compostos mesoidnicos tém sido
destacadas na literatura: sidnonas (1,2,3-oxadiazdlio-5-olatos), sidnoniminas (1,2,3-
oxadiazdlio-5-aminidas), os oxatriazéis e os 1,3,4-tiadiazéis mesoidnicos, cuja
estruturas estdo representadas na figura 4 (KIER &. ROCHE, 1967). Estes compostos
apresentam caracteristicas em comum que podem justificar sua aplicacdo terapéutica,
como uma estrutura relativamente pequena e carater aromatico planar que permitem

melhor interacdo do sistema m com macromoléculas bioldgicas. A variacdo da
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densidade eletronica em torno do anel e a presenca de regides distintamente
carregadas, as quais conferem a estrutura um alto momento de dipolo, possibilitam
interacOes eletrostiticas com biomoléculas como o DNA e proteinas. Outro aspecto
fisico-quimico importante para sua fun¢do € o carater global neutro destas estruturas o
que permite que estes compostos atravessem membranas bioldgicas in vivo (KIER &.

ROCHE, 1967; OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982).

FIGURA 4-  ESTRUTURAS REPRESENTATIVAS DE COMPOSTOS MESOIONICOS COM
DESTACADA ATIVIDADE BIOLOGICA.

N=0 N=Q
(D) , )
R!— \@/c—o Rl — @C—N'R-"
¢ v
|
A. R2 B. R2
R2
“c—s
N=0 =
/ \ _ / \ -
R— @C—o RI—N@C—S
N N
C. D.

A. sidnonas (1,2,3-oxadiazélio-5-olato); B. sidnoniminas (1,2,3-oxadiaz6lio-5-aminida); C.
oxatriazois (1,2,3,4 oxatriazdlio-5-olato) e D. 1,3,4-tiadiaz6is mesoidnicos (1,3,4-tiadiazélio-2-
tiolato).

FONTE: KIER & ROCHE, 1967.
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2.3 Atividade Biologica dos Compostos Mesoionicos

2.3.1 Sidnonas (1,2,3-oxadiazolio-5-olatos)

As sidnonas (figura 4 A), primeira classe de compostos mesoidnicos sintetizada,
também é a mais estudada até a atualidade (EARL & MACKNEY, 1935). A sua
atividade bioldgica € comprovada por vasta literatura. O primeiro relato de atividade
bioldgica data de 1959 quando, DAVIS et al., demonstraram que a 3-fenilsidnona foi
capaz de inibir, in vivo, o estabelecimento infeccioso da Puccinia rubigo-vera e
Uromyces phaseoli causadores da ferrugem do trigo e feijao, respectivamente. Este
composto, quando testado in vitro, mostrou-se pouco ativo contra o fungo causador da
doenga, desta forma, os autores sugeriram que a 3-fenilsidnona aumenta a resisténcia
da planta a doenga pela alteracio do metabolismo do hospedeiro impedindo a
proliferacdo do fungo.

Em 1962, GRECO et al. testaram varios derivados de sidnonas e mostraram que
0 3-(p-metoxibenzil)-sidnona possuia atividade contra carcinoma 755 em
camundongos, entretanto este composto mostrou-se inativo contra sarcoma-180 e
células leucémicas L.1210. Tendo conhecimento da atividade antitumoral apresentada
pelo 3-(p-metoxibenzil)-sidnona, NYBERG & CHENG (1965), sintetizaram o andlogo
a esta 3-piperonilsidnona e o testaram frente ao agente causador da maldria, o
Plasmodium berghei, em camundongos. Este composto mostrou-se ativo quando
administrado oral ou subcutaneamente a uma dose de 10 mg/kg, sendo que nenhuma
toxicidade foi observada até a dose de 500 mg/kg. O seu mecanismo de acdo nao foi
esclarecido, porém os compostos gerados pela hidrélise &cida ou bdsica,
piperonilhidrizina e N-nitroso-N-piperonilglicina, respectivamente, ndo apresentaram
atividade antimalarial, sugerindo que a integridade do anel mesoidnico era essencial
para seu efeito.

Em estudos sobre a atividade bioldgica de derivados 3-aminoalquil-sidnona
BRUZZESE et al. (1965 a) também evidenciaram a importincia da integridade do anel
mesoidnico destes compostos ao avaliar os efeitos bioldgicos dos derivados e seus

respectivos produtos de hidrélise em ratos. Os autores sintetizaram quatorze derivados
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e dentre estes alguns compostos apresentaram acdo analgésica, antiinflamatéria e
hipoglicemiante, além de agirem sobre o sistema nervoso central de forma excitante ou
depressiva (BRUZZESE et al., 1965 b).

Posteriormente, em 1992, MOUSTAFA & EISA determinaram a sensibilidade
dos microorganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans a
doze derivados de N-(3 ou 4-acetilfenil)-sidnona através da técnica de difusdo em
agar. Todos os compostos testados exibiram alta atividade contra S. aureus. Somente
0s compostos com substituintes nitro € bromo mostraram baixa atividade contra E. coli
e nenhum composto mostrou inibicdo significante para a C. albicans. Entretanto,
nenhum dos compostos testados mostrou atividade superior a estreptomicina, utilizada
como referéncia.

Neste mesmo ano, GRYNBERG et al. (1992) avaliaram a atividade antitumoral
de aril-sidnonas contra sarcoma-180, carcinoma de Ehrlich, histiocitoma fibroso
(induzido por 20-metil-clorantreno em camundongos B10A (B10MCII)) e células
leucémicas L1210. Foram testados quatro compostos 3-[4-X-3-nitrofenil]-1,2,3-
oxadiazolio-5-olatos (figura 5), onde X foi substituido por Cl, anel pirrolidino,
piperidino e morfolino. O efeito inibitdrio do crescimento de células tumorais in vitro
foi mais evidente para o composto com Cl como substituinte. Este composto também
mostrou uma pronunciada atividade antitumoral in vivo contra sarcoma-180,
carcinoma de Ehrlich e histiocitoma fibroso. O composto substituido por anel
pirrolidino foi eficaz para todos os tumores testados, sendo que os outros dois
compostos ndo apresentaram atividade antitumoral significativa. Nenhuma mudanca
hematoldgica digna de nota foi encontrada para os camundongos tratados em relagdo
aos controles (nao tratados).

Seguindo esta linha de pesquisa, DUNKLEY & THOMAN (2003) sintetizaram
e avaliaram a atividade antitumoral de seis compostos para-substituidos, andlogos as
moléculas sintetizadas por GRYNBERG et al. (1992) (figura 5), em tr€s linhagens de
células: MCF7 (mama), NCI-H460 (pulmao) e SF-268 (sistema nervoso central). Dos
compostos testados, somente aqueles onde X foi substituido por flior ou cloro

apresentaram atividade antitumoral significativa, sendo que o composto fluorado
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apresentou-se mais efetivo. De conhecimento que o fldor provoca um efeito indutivo
mais acentuado que o cloro na molécula, os autores sugeriram que este aspecto fisico-
quimico seja responsavel pelo pronunciado efeito antitumoral do composto fluorado
em relacdo ao clorado. Entretanto, ambos os compostos apresentaram reducdo do

crescimento de, pelo menos, uma linhagem celular em no minimo 32%.

FIGURA 5- ESTRUTURA QUIMICA DO 3-[4-X-3-NITROFENIL]-1,2,3-OXADIAZOLIO-5
-OLATO

X

S ©

FONTE: GRYNBERG et al., 1992.

Recentemente, HALILA (2005) avaliou os efeitos do SYD-1 (3-[4-cloro-3-
nitrofenil]-1,2,3-oxadiazdlio-5-olato (figura 5, onde X = Cl) sobre o metabolismo
energético mitocondrial. O composto foi capaz de reduzir a eficiéncia da fosforilacdao
oxidativa ao diminuir a velocidade do estado 3 e ao aumentar a velocidade do estado 4.
Andlises dos complexos da cadeia respiratéria sugeriram que o alvo de inibi¢do do
composto situa-se além do complexo I da cadeia respiratoria, incluindo os complexos
III e IV. O SYD-1 também foi capaz de estimular a atividade do complexo FF,
ATPase em mitocOndrias intactas e inibir a formagcdo do potencial de membrana
(AY,,). Segundo resultados de ensaios de inchamento mitocondrial, a permeabilidade
da membrana mitocondrial foi afetada pelo SYD-1. Segundo o autor, o efeito
principal desta sidnona € a inibi¢do que causa sobre o transporte de elétrons na cadeia
respiratdria, sendo considerado como secundario o efeito desacoplador. O autor sugere
ainda que tais efeitos sobre a bioenergética mitocondrial podem estar relacionados a
atividade antitumoral descrita anteriormente por GRYNBERG et al. (1992).

Em 1995, SATYANARAYANA & RAO demonstraram que as sidnonas

apresentam atividade antiinflamatéria, analgésica e antipirética. Os autores
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sintetizaram e avaliaram duas séries de compostos, sendo que a série I compreende
compostos 4-[1-oxo-3-(aril substituido)-2-profenil]-3-fenilsidnonas (figura 6 A) e a
série 11 compostos 3-[4-[3-(aril substituido)-1o0xo-2-profenil]fenil] sidnonas (figura 6
B). Com a administracdo de uma dose de 100 mg/kg, os compostos foram capazes de
inibir a formacdo de edema induzido por carragenana em ratos mostrando, desta
forma, sua atividade antiinflamatéria. Na mesma dose, estes compostos foram capazes
de diminuir o nimero de contor¢des induzidas por dcido acético e confirmar, portanto,

sua atividade analgésica. Nenhum dos compostos apresentou atividade antipirética.

FIGURA 6- ESTRUTURA QUIMICA DE SIDNONAS DAS SERIES 1 E II
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A.SERIEI: 4-[1-ox0-3-(arilsubstituido)-2-profenil]-3-fenilsidnonas;
B. SERIE 1II: 3-[4-[3-(aril substituido)-1-oxo-2-profenil]fenil] sidnonas

FONTE: SATYANARAYANA & RAO, 1995.

2.3.2 Sidnoniminas (1,2,3-oxadiazolio-5-aminidas)

A classe das sidnoniminas (figura 4 B), embora menos estudada que a das
sidnonas, incluem derivados que exercem efeitos bioldgicos importantes. Um derivado
desta classe com destacada atividade bioldgica é o molsidomina (N-etoxicarbonil)-3-
morfolinosidnonimina (figura 7), utilizada no tratamento de pacientes com Angina de
Peito (MAIJID et al., 1980). Seu efeito antianginal se deve aos seus dois metabolitos:
SIN-1 (3-morfolinosidnonimima) e SIN-1A (N-nitroso-N-morfolino-acetonitrito),

ambos representados na figura 7. O efeito vascular da molsidomina € similar ao da



19

nitroglicerina, porém, o composto farmacologicamente ativo resulta de sua
metabolizacdo, promovendo um efeito mais lento, entretanto, prolongado.

Em 1993, REHSE et al. demonstraram o efeito antitrombdtico e vasodilatador
da classe 3-arilalquil-N-X-5-sidnoniminas (figura 8). O composto onde X correspondia
ao grupamento N-NO e R;, Ry, R;3 e R4 ao dtomo de hidrogénio, apresentou o melhor
resultado, sendo este capaz de inibir a agregacdo de plaquetas humanas, induzida por
coldgeno, com Clsy de 0,7 umol.L™'. Segundo os autores, este efeito in vitro era
mediado pela liberacdo de um metabdlito ativo resultante de uma reacdao fotoquimica
no agregdmetro pertencente as denominadas “espécies ligadas ao NO”. A atividade
antitrombdtica em ratos foi quantificada com uma dose de 60 mg/kg do composto via
oral. A formac¢do de trombos, induzida por laser, foi inibida em 28% em vénulas e
48% em arteriolas, sugerindo que o metabdlito ativo também € formado in vivo

(REHSE et al., 1993 a).

FIGURA 7- ESTRUTURA QUIMICA DA MOLSIDOMINA, SIN-1 E SIN-1A
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bN\ﬁ N N>¥ 0
N~o

Molsidomina
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1 D NHHC 111\ N
SIN-1 SIN-1A
Molsidomina = n-etoxicarbonil-3-morfo-linosidnonimina; SIN-1 = 3-morfolinosidnonimima e

SIN-1A = n-nitroso-n-morfolino-acetonitrito

FONTE: KANKAANRANTA et al., 1996.
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Seguindo esta linha de pesquisa, REHSE et al. (1993 b) avaliaram a atividade
antitrombdtica e vasodilatadora para derivados 3-alquil-N-X-5-sidnoniminas (figura
9). Os melhores resultados na inibicdo da agregacdo de plaquetas, induzida por
colageno, foram mostrados por derivados com grupos lipofilicos como hexil e
ciclohexil na posicdo R e N-NO substituindo X. Segundo os autores estes grupos
lipofilicos sdo capazes de interagir com a membrana plaquetaria e, desta forma, se
acumulam podendo atravessar a membrana e/ou facilitar a liberagdo de oxido nitrico
de sua estrutura. O 6xido nitrico (NO") liberado, devido a féacil clivagem da ligacdao que
o prende a estrutura (=N-NO), promove o relaxamento da musculatura vascular pela
acdo estimuladora da enzima guanilato ciclase que é responsdvel pela catdlise da
sintese de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) (MONCADA et al., 1991). Em
trabalhos posteriores, REHSE et al. (1993 c e 1995) avaliaram vérios outros
compostos, modificando seus substituintes, confirmando que a atividade demonstrada
por estes compostos estd relacionada a capacidade de ligagdo com a membrana
plaquetéria e liberacdao de NO' da estrutura.

Recentemente, CAI et al. (2005), com o objetivo de aumentar a estabilidade do
composto SIN-1 em solucdo aquosa, adicionaram através de reacdes especificas, uma
molécula de carboidrato a estrutura da sidnonimina. Ao SIN-1 (figura 7) foi
covalentemente ligado a glucose ou galactose gerando compostos (figura 10)
relativamente estdveis sob condi¢des fisiologicas, sem a presenca das respectivas
glicosidases. Desta forma, o radical NO', responsdvel pelos efeitos terapéuticos do
SIN-1, somente seria liberado na presenca da enzima responsavel pela degradagdo do
glicosideo. Assim, segundo os autores, todos os compostos sintetizados ligados a
carboidratos apresentaram maior estabilidade em condi¢des fisiologicas do que o

SIN-1 isoladamente.



FIGURA 8- ESTRUTURA QUIMICA DAS 3-ARILALQUIL-N-X-5-SIDNONIMINAS
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FONTE: REHSE et al., 1993 a.

FIGURA 9- ESTRUTURA QUIMICA DAS 3-ALQUIL-N-X-5-SIDNONIMINAS
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FONTE: REHSE et al., 1993 b.

FIGURA 10- ESTRUTURA DO SIN-1 LIGADO A GLUCOSE OU GALACTOSE
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Glucose (Ri=H, R,=0H e R = H) e Galactose (Ri=0OH, R, =He R =H)

FONTE: CAl et al., 2005.
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2.3.3 Oxatriazois Mesoionicos

Um dos primeiros relatos sobre a atividade bioldgica destes compostos foi
publicado na década de 60, no qual KIER et al. (1966) sintetizaram e avaliaram a
atividade bioldgica de derivados w-oxatriazéis (figura 11). Os compostos foram
substituidos em R por radicais hidrocarbonetos e todos produziram efeito hipotensivo
quando administrado via intravenosa, em cdes anestesiados, a uma dose de 5 mg/kg.
Os autores sugeriram que alguns efeitos hipotensivos observados para estes compostos
sejam devido a competi¢cao com a norepinefrina por receptores adrenérgicos.

A atividade bioldgica dos oxatriaz6is mesoidnicos (figura 4C), assim como para
as sidnoniminas, esta diretamente relacionada com a habilidade em liberar NO" de sua
estrutura. Desta forma, muitos efeitos observados para as sidnoniminas também sio
observados para os derivados oxatriazois. Derivados oxatriazéis denominados
compostos GEA (derivados 3-aril substituidos oxatriazdis-5-imina) (CORELL et al.,
1994) mostraram-se como potentes agentes anti agregantes plaquetdrios, fibrinoliticos,
tromboliticos e broncoliticos, in vivo e in vitro. Os autores classificaram estes
compostos como ‘“doadores de NO” devido a liberacdo desta substincia a partir de
suas estruturas em solugdo aquosa, cuja velocidade dependia da concentragio,
temperatura, pH e, principalmente, da estrutura quimica do composto. Para os
derivados amida, sulfonamida e urea foram observados os melhores resultados, sendo

que nenhum deles apresentou reacdes adversas.

FIGURA 11- ESTRUTURA QUiMICA DOS DERIVADOS W-OXATRIAZOIS.
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FONTE: KIER et al., 1966.



23

Com esta mesma subclasse de derivados oxatriazois, KANKAARANTA et al.
(1996) realizaram um estudo comparativo entre dois outros derivados 3-aril
substituidos oxatriaz6is-5-imina: GEA 3162 e GEA 3175 (figura 12) e um conhecido
composto doador de NO': 0 3-morfolino-sidnonimina (SIN-1) (figura 7). O GEA 3162
e GEA 3175 apresentaram um efeito de inibi¢cao da agregacdo de plaquetas humanas,
induzida por adenosina difosfato, maior que o observado para o SIN-1. Todos os
compostos induziram, de forma dose-dependente, a produ¢do de GMPc em plaquetas
com aumento maior que 4 vezes e, também, a conversdo de oxihemoglobina em
metahemoglobina formando um complexo entre o0 NO' e a hemoglobina. Tanto GEA
3162 e SIN-1 liberaram nitrato e nitrito em tampao fosfato, sendo o nitrito em maior
quantidade, entretanto GEA 3175 ndo liberou quantidades mensurdveis destas
substancias. Na presenca de plasma humano a liberagdao de NO' e NO, por GEA 3175
e GEA 3162 foi consideravelmente aumentada, sugerindo a necessidade da degradacado
enzimdtica ou a presenca de tidis para liberacdo de NO'. Os autores sugeriram,
também, que GEA 3175 e GEA 3162, tdo bem como SIN-1, liberam NO' o qual
explicaria sua atividade bioldgica.

Recentemente, ELMEDAL et al. (2005) relataram a atividade vaso e
bronquiodilatadora do GEA 3175 (figura 12) em estudo sobre o mecanismo de acdo
deste composto em segmentos de artérias pulmonares e bronquiolos humanos isolados.
O composto testado induziu dilatacdo de forma dose-dependente tanto em bronquiolos
quanto em artérias pulmonares, sendo neste ultimo observado um efeito mais
pronunciado. O efeito dilatador produzido pelo GEA 3175, em ambos os seguimentos,
foi reduzido na presenca de 1H-[1,2,4]Joxadiozolo[4,3,-a]quinoxalin-1-one (ODQ) e
iberiotoxina, um bloqueador da enzima guanilil ciclase e dos canais de potassio de alta
condutancia ativados por célcio, respectivamente, sendo que a combinacao de ambos
ndo produziu inibicdo adicional. Segundo os autores, a lenta liberagdo de NO' da
estrutura do GEA 3175 induz a uma potente dilatacdo das artérias pulmonares e
bronquiolos, sendo este efeito mediado por um mecanismo dependente de GMPc

seguida pela ativacdo dos canais de potdssio de alta condutancia ativados por célcio.
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FIGURA 12- ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS 3-ARIL SUBSTITUIDOS
OXATRIAZOIS-5-IMINA: GEA 3162 E GEA 3175
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FONTE: KANKAANRANTA et al., 1996.

2.3.4 Compostos 1,3,4-Tiadiazéis Mesoionicos

Os derivados mesoidnicos 1,3,4-tiadiazdis, representados na figura 4D, também
possuem importante atividade biolégica. O primeiro relato data de 1965, quanto
STEWART e KIER descreveram a sintese e avaliaram a atividade in vitro da série de
derivados do  4-fenil-5-X-1,3,4-tiadiazélio mesoidnico (figura 13) contra
Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae e Escherichia coli. A sensibilidade
destes microorganismos frente aos compostos mesoidnicos foi medida através da zona
de inibi¢do de crescimento em torno do disco de dgar. Os compostos que apresentavam
em X substituintes alquil de cadeia curta como o metil, etil e isopropil, foram os que
apresentaram maior atividade bactericida. Por outro lado, derivados com substituintes
alquil de cadeias longas e volumosas eram inativos.

Sob outro enfoque, GLENNON et al (1981) relataram a atividade inibitéria de
derivados mesoidnicos 1,3,4-tiadiazois [3,2-a] pirimidinas (figura 14) sobre a enzima
adenosina 3’,5’— monofosfato fosfodiesterase em comparacdo a inibidores conhecidos
desta enzima como a teofilina e 1-metil-3-isobutilxantina. Os autores observaram que
a presenca de substituintes maiores e mais hidrofébicos como o fenil e o benzil na
posicdo R¢ aumentavam a acdo inibitéria dos compostos. Por outro lado, compostos

onde a posicdo R foi substituida por grupos alquil pequenos e menos hidrofébicos ndo
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apresentaram a inibicdo. Segundo os autores, este efeito foi devido a similaridade
estrutural dos compostos mesoidnicos testados com as xantinas naturais como a

teofilina.

FIGURA 13- ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS 4-FENIL-5-X-1,3,4-TIADIAZOIS
MESOIONICOS

X/ﬁ@i\s'

FONTE: STEWART & KIER, 1965.

Posteriormente, GLENNON et al (1984) estudaram a acdo de derivados
mesoidnicos 1,3,4-tiadiazdis[3,2-a] pirimidinas (figura 14) como antagonistas dos
receptores de adenosina A; e A,. Neste estudo foi testado, in vitro, a acdo inibidora
(receptor de adenosina A;) e/ou ativadora (receptor de adenosina A,,) da enzima
adenilato ciclase por compostos mesoiOnicos semelhantes as xantinas. Muitos
tiadiazéis mesoiOnicos foram mais seletivos ao receptor de adenosina A; e ndo
mostraram atividade frente ao receptor A,. Porém, a maioria dos compostos
mesoionicos testados foram menos potentes que a teofilina como antagonistas de
receptores de adenosina.

LIMA et al. (1986) descreveram a atividade biolégica para o 4,5-difenil-2-
tiolato-1,3,4-tiadiazolio (figura 15). Demonstraram sua atividade antibacteriana e
antifungica in vitro contra as bactérias: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus faecalis, Streptomyces albus, Streptomyces griseus € 0s seguintes
fungos:  Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhodotorula  sp.,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum, Penicillium sp., Paracoccidioides

brasiliensis e Sporothrix schenckii. Os ensaios foram realizados em meio liquido e
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solido, indicando que a dose ideal para inibicdo do crescimento de todos os

microorganismos testados foi de 400 pg/mL.

FIGURA 14. ESTRUTURA QUIMICA DO 1,3,4-TIADIAZOIS|3,2,-a]PIRIMIDINA.
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FONTE: GLENNON et al., 1981.

FIGURA 15- ESTRUTURA QUIMICA DO 4,5-DIFENIL-2-TIOLATO-1,3,4-TIADIAZOLIO
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FONTE: LIMA et al, 1986.

Posteriormente em 1992, MONTANARI et al., testaram a sensibilidade da
levedura Saccharomyces cerevisiae frente a compostos mesoidnicos do tipo 1,3,4-
tiadiazolio utilizando a técnica de microcalorimetria. Neste estudo foi observado uma
pequena atividade antifungica quando o grupo metéxido (OCH3) ou nitro (NO,) foram
usados como substituinte em X, porém somente o 1,3,4-tiadiaz6lio-2-aminida (figura
16) apresentou atividade antiftingica significativa com valor de aproximadamente
17%. Os autores sugeriram que estes compostos agem como fungistaticos. Em estudos

posteriores  MONTANARI et al. (1997) relataram a sintese e a atividade
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antimicrobiana de alguns derivados 1,3,4-tiadiaz6is-2-aminida contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epdermidis e Bacillus cereus, que foram avaliados tanto a
forma de acidos conjugados como de bases livres (figura 17), sendo que os &acido
conjugados apresentaram maior atividade que as bases livres. Entre os &4cidos
conjugados avaliados, aqueles em que X foi substituido por Br, Cl ou NO,
apresentaram maior atividade contra Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. Neste
mesmo ano, HOWE descreveu a sintese e a atividade antibacteriana do cloreto de (2,3-
difenil-1,3,4-tiadiazdlio-5-tiolato-S,,,) de ouro (I). Entre os microorganismos testados
o composto apresentou razodvel atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus

e Enterococcus faecalis, sendo pouco ativo contra bactérias Gram negativas e fungos.

FIGURA 16- ESTRUTURA DO COMPOSTO MESOIONICO 1,3,4-TIADIAZOLIO-2-AMINIDA
ATIVO CONTRA Saccharomyces cerevisiae

O,N

FONTE: MONTANARI et al., 1992.

No sentido de avaliar a atividade antitumoral GRYNBERG et al. (1997)
sintetizaram quatro derivados do cloreto de 4-fenil-5-(4-X-cinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-
2-fenilamina e testaram estes compostos contra Sarcoma 180 (S180) e carcinoma de
Ehrlich em camundongos. Os autores observaram que quando o anel cinamoil era
substituido por grupos mais polares, como NO, (MI-D) e OH (MI-J) (figura 18 A e B),
estes apresentavam atividade contra carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180 e, por outro
lado com substituintes menos polares como X=H (MI-A) e X=0OCH; (MI-C) néo
apresentavam atividade antitumoral significativa. O MI-D (figura 18 B) apresentou a

melhor atividade antitumoral para ambos os tumores testados. A toxicidade
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hematolégica também foi avaliada e ndo foram observadas mudangas significativas
entre os animais tratados e controles em comparagdo com os valores normais para
dados hematolégicos obtidos na literatura.

A importante atividade antitumoral do MI-D motivou a realizacdo de uma série
de estudos subseqiientes, nos quais os diferentes efeitos do composto foram
investigados. CADENA et al. (1998, 2002) avaliaram os efeitos do MI-D sob o
metabolismo energético mitocondrial e observaram que este reduziu a eficiéncia da
fosforilagdo oxidativa em mitocOndrias isoladas de figado de rato causando uma
acentuada diminui¢do do coeficiente de controle respiratério e razdo ADP/O. As
andlises dos complexos da cadeia respiratdria sugeriram que os sitios de inibi¢do do
MI-D situam-se apds o complexo I e entre os complexos II e III. Também de forma
dose dependente o MI-D colapsou o potencial elétrico transmembrana (Ay,). A
atividade da ATPase foi drasticamente aumentada em mitocOndrias intactas, mas
inibida em  mitocondrias  desacopladas  por  carbonil  cianeto  p-
trifluormetoxifenilhidrazona (FCCP). De acordo com estes resultados, os autores
classificaram o MI-D como um agente desacoplador inibitério (CADENA et al.,

1998).

FIGURA 17- ESTRUTURA QUIMICA DOS DERIVADOS 1,3,4-TIADIAZOIS-2-AMINIDA:
A. COMO ACIDOS CONJUGADOS E B. COMO BASES LIVRES
X

X
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FONTE: MONTANARI et al., 1997.
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FIGURA 18- ESTRUTURAS QUIMICAS DE DERIVADOS 1,3,4-TIADIAZOIS

A. cloreto de 4-fenil-5-[4-hidroxi-cinamoil] -1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (MI-J); B. cloreto de 4-
fenil-5-[4-nitrocinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-D); C. cloreto de 4-fenil-5-[4-
fluorcinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-4F) e D. cloreto de 4-fenil-5-[2,4-difluorcinamoil]-
1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (MI-2,4diF).

*(Qs circulos destacam os substituintes do anel cinamoil
FONTE: GRYNBERG et al. 1997; DOS SANTOS & ECHEVARRIA, 2001.
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Em estudos posteriores, CADENA et al. (2002) verificaram que o MI-D alterou
a fluidez e a elasticidade da membrana mitocondrial através de estudos de inchamento
mitocondrial induzido por valinomicina mais K* e nigericina mais K* e polariza¢do de
fluorescéncia das sondas DPH e DPH-PA em vesiculas multilamelares sintéticas
(DMPC) e mitocondriais. Os autores sugeriram, ainda que os efeitos provocados na
membrana mitocondrial e na transdug¢do de energia poderiam estar envolvidos no
mecanismo pelo qual o MI-D induz a morte em células tumorais como relatado
anteriormente por GRYNBERG et al. (1997).

Os efeitos do MI-D também foram avaliados sobre células HelLa e células
leucémicas da linhagem L1210. Em ambos os modelos, o MI-D estimulou o consumo
de oxigénio do estado 4 induzido por oligomicina, e em células L1210, o composto
mesoionico estimulou a produgdo de lactato. O tratamento de monocamadas de células
HeLa com MI-D provocou alteragcdes morfologicas como: formacao de “blebs” na
membrana plasmdtica, condensacdo da cromatina e fragmentacdo do nucleo,
caracteristicas do processo de morte celular por apoptose. Ensaios utilizando o método
TUNEL indicaram também o MI-D como indutor da morte celular por apoptose sendo
que, segundo o autor, tal mecanismo poderia ser responsdvel pelo efeito antitumoral
deste composto (CADENA, 1999).

Sob outro enfoque, DA SILVA et al. (2002) demonstraram que o MI-D foi
ativo contra Leishmania amazonensis ao avaliar a atividade de varios derivados da
classe 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida contra este parasita em seus dois estagios
evolutivos: promastigotas e amastigotas. O MI-D apresentou atividade contra as duas
formas evolutivas, sendo que a forma promastigota apresentou maior sensibilidade que
a amastigota com DLso de 1,0 pmol.L™ e 52,92 umol.L™", respectivamente. Os autores
sugerem que a diferenca de sensibilidade entre as forma evolutivas se deve ao pH da
solucdo, sendo que no meio de cultura da forma promastigota (pH 7,0) os derivados
mesoidnicos se encontram na forma desprotonada, enquanto para a forma amastigota
(pH 5.,5) estes compostos se mantem em sua forma hidroclorada como cations

heterociclicos.
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CARDOSO et al. (2004) demonstraram ainda que o MI-D afeta o metabolismo
hepatico estimulando a glicogendlise em 95% e inibindo o consumo de oxigénio em
37% em figado de rato perfundido. O composto foi também capaz de reduzir em até
95% a producao de anion superoxido (O,) por macréfagos estimulados por 12-
meristato 13-acetato forbol éster (PMA) da cavidade peritoneal de camundongos. O
MI-D apresentou, também, acdo analgésica, antipirética e antiinflamatoria in vivo, nas
doses de 8mg/Kg, 1mg/Kg e 8mg/Kg, respectivamente. Segundo os autores, estes
efeitos foram decorrentes da diminuicdo dos niveis de prostaglandina E, (PGE,)
indicando a inibic¢ao da ciclooxigenase 2 (COX-2).

Em adi¢do aos estudos de GRYNBERG et al. (1997) o efeito antitumoral do
MI-D foi também demonstrado contra células de melanoma murino B16-F10 in vivo e
in vitro (SENFF-RIBEIRO et al., 2003). Utilizando a dacarbazina e fotemustina,
agentes antineopldsicos de uso corrente, como parametros de efici€ncia, os autores
demonstraram que o MI-D exerce efeito citotoxico contra células de melanoma murino
de forma dose e tempo dependente. A dose 18 pmol.L"' de MI-D foi capaz de
promover um efeito citotéxico com redugdo de 50% da viabilidade das células em 24
horas, mostrando-se mais eficaz que a fotemustina (257 pmol.L™). J4 em 72 horas, a
dose 10 pmol.L"' foi capaz de inibir completamente a proliferacio de células de
melanoma. A atividade antitumoral do MI-D foi avaliada também in vivo em
camundongos C57BL/6 portadores de melanoma subcutineo (B16-F10). Os animais
foram tratados com MI-D por via intraperitoneal (i.p.) utilizando uma unica dose de
57 umolkg”, 24 h apés a inoculacdo das células. Nestas condicdes o MI-D inibiu o
crescimento tumoral em 85%, um efeito antitumoral mais eficaz do que o observado
para a fotemustina (50%) e dacarbazina (27%). Em tumores ja desenvolvidos (8 dias)
o MI-D também foi capaz de inibir o crescimento em aproximadamente 64%.

Em estudos posteriores SENFF-RIBEIRO et al (2004 b) avaliaram os efeitos do
composto MI-D em diferentes linhagens de melanoma humano. Para uma dose de
10 pmol.L"' de MI-D, em 48 horas de incubagdo, a viabilidade celular para as
linhagens MEL-85, SK-MEL, A2058 e MEWO foi reduzida em, aproximadamente,

20, 30, 20 e 13%, respectivamente. O MI-D também diminuiu a proliferacdo destas
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células, mostrando uma elevada atividade citotoxica. A adesdao das células MEL-85 a
laminina, fibronectina e matrigel, componentes da matriz extracelular, foi reduzida
pelo MI-D. A morfologia e a organizacdao do citoesqueleto das células MEL-85,
também foram modificadas pelo tratamento com MI-D. Com base nos resultados
obtidos nos estudos anteriores SENFF-RIBEIRO et al. (2004 b) apontaram o MI-D
como uma droga bastante promissora contra o melanoma, o que motivou o registro de
patente desta atividade (P10402854-6).

Com o objetivo de estabelecer a relacdo entre estrutura quimica e atividade
antitumoral, SENFF-RIBEIRO et al. (2004 a) avaliaram os efeitos dos derivados
mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina em células de melanoma murino
B16-F10 in vitro e em tumores resultantes da implantacdo subcutanea das células B16-
F10 em camundongos C57BL/6. Os compostos mesoionicos da classe 1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina testados diferiam apenas no substituinte do anel cinamoil,
sendo as substituicdes na posicao 4’ por: OH = MI-J; F = MI-4F; NO, = MI-D e
substituicoes em 2’ e 4’ por F = MI-2,4diF (Figura 18). Nas andlises in vitro e in vivo,
o MI-D foi o derivado que apresentou maior eficiéncia. In vitro o composto
monofluorado foi mais efetivo contra as células B16-F10 que o MI-2,4diF, entretanto,
nas andlise in vivo o MI-4F apresentou valor estatisticamente ndo significativo. O
composto MI-J nao apresentou efeito significativo para as analises in vitro € in vivo. O
MI-2,4diF e o MI-D foram capazes de inibir o crescimento tumoral em 55 e 77%,

respectivamente na concentracdo de 57umol.kg ™.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Segundo os estudos de SENFF-RIBEIRO et al. (2004b) os efeitos dos derivados
1,3,4-tiadiaz6is sobre melanoma claramente indicam que o MI-D € o mais efetivo
contra este tumor. Em adicdo, os estudos realizados em mitocOndrias isoladas
(CADENA et al., 1998, 2002) evidenciaram significativos efeitos deste composto
sobre as fungdes desta organela, que sabidamente estd envolvida na manutencio da
vida e/ou morte celular. Portanto, € importante esclarecer os efeitos dos demais
compostos 1,3.4-tiadiaz6is (MI-J, MI-F e MI-2,4diF — Figura 18 A, C e D) sobre a
bioenergética mitocondrial. As informagdes obtidas permitirdo estabelecer uma
possivel correlacdo entre os efeitos sobre a bioenergética mitocondrial e atividade
antimelanoma j4 observada e, ainda, estimar qual a contribuicdo desta organela nesta
atividade. Comparando os efeitos dos demais substituintes 1,3,4-tiadiazdis aos ja
demonstrados para o MI-D sobre as funcdes mitocondriais, serd ainda possivel
estabelecer a importancia do anel mesoidnico e de seus substituintes na acdo destes
compostos. Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia dos
substituintes do anel cinamoil de derivados 1,3,4 — tiadiaz6is sobre a bioenergética
mitocondrial. Para tanto foram utilizados os seguintes derivados 4-fenil-5-[2’-Y, 4’-X
ou 4’-X-cinamoil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina: MI-J, X = OH; MI-4F, X = F; MI-
2,4diF, X =Y =F - Figura 18 A, C, D) e foram avaliados seus efeitos em mitocondrias
isoladas de figado de rato sobre:

a) o consumo de oxigénio durante os estados 3 e 4 da respiracdo, sendo
determinados os valores de Coeficiente de Controle Respiratério (CCR) e razdo
ADP/O;

b) a atividade dos complexos enziméticos da cadeia respiratéria e ATPase;

¢) o inchamento mitocondrial na presenca de valinomicina mais K*.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes

Os reagentes DMSO, D-manitol, Hepes, EGTA, EDTA, BSA, rotenona, acido
glutamico, ADP, ATP, NADH, citocromo c¢ (tipo IV - coracio de boi),
fosfoenolpiruvato, piruvato quinase (tipo I — 100 U.mg' de proteina), lactato
desidrogenase (tipo I — 60 U.mg' de proteina), FCCP, sulfato de magnésio,
valinomicina, oligomicina, antimicina A foram obtidos do laboratério Sigma Chemical
Co.

Os seguintes reagentes foram adquiridos dos laboratdrios indicados: ferricianeto
de potéssio — Riedel; cianeto de sdédio — Baker; DCPIP — Eastman; fosfato de potassio
monobdsico - Synth e acido succinico - Aldrich Chemical. O cloreto de potassio,
sacarose, Tris e TCA, juntamente com os demais reagentes com alto grau de pureza,
foram adquiridos do laboratério Merck.

Os derivados 4-fenil-5-[2’-Y, 4’-X ou 4’-X-cinamoil]-1,3,4-tiadiaz6lio-2-
fenilamina: MI-J, X = OH; MI-4F, X = F; MI-2,4diFF, X =Y =F - Figura 18 A, Ce
D) foram sintetizados e gentilmente doados pela Prof*. Dr". Aurea Echevarria do
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. As estruturas dos compostos foram anteriormente
confirmadas por RMN 'H e BC e espectroscopia de massas (DOS SANTOS &
ECHEVARRIA, 2001). Os valores de pKa dos derivados variam de 3 a 4
(ECHEVARRIA, comunicagado pessoal).

4.2  Preparo das solucoes dos derivados mesoionicos

Foram preparadas solucdes estoque em DMSO dos trés derivados em estudo,
sendo que para o MI-J e MI-2,4diF a concentracdo final desta solugcdo foi de
6,5 mmol.L" e para o MI-4F de 5,2 mmol.L". Estas soluc¢des estoque foram mantidas
congeladas a -18°C e utilizadas por, no maximo, um més apds o preparo. Segundo

Echevarria (comunicagio pessoal), as andlises de RMN de 'H e "°C e espectroscopia
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de massa confirmam que estes derivados mantém suas caracteristicas estruturais se
armazenados nestas condicOes. Para a utilizacdo nos ensaios, as solugdes estoque
foram diluidas em meio de reacdo para obter a concentracdo final desejada em cada
situacdo experimental, sendo utilizadas quatro diferentes concentragdes dos derivados
mesoidnicos: 6,5; 32,5; 65 ¢ 130 nmol.mg™' de proteina mitocondrial. Em todos os
ensaios os derivados foram previamente incubados durante 2 minutos com as
preparacdes mitocondriais. Para cada experimento realizado foi feito também um
ensaio controle contendo a mesma quantidade do solvente (DMSO) nas mesmas
condi¢cdes experimentais. Em nenhum dos ensaios executados foram observados
efeitos significativos do DMSO sobre as prepara¢des mitocondriais.

Para avaliar se a mudanca de solvente poderia causar alteracdo estrutural dos
derivados, foram realizados espectros de absorcdo UV-visivel. Os trés derivados foram
dissolvidos em DMSO ou em tampdo fosfato 50 mmol.L'l, pH 7,4, ambos na
concentracdo de 22 pmol.L™". Estas solucdes foram analisadas em espectrofotdmetro
Shimadzu, modelo UV - 2450 UV/VIS equipado com impressora HP Deskjet D1360 e
banho termostatizado EYELA, no intervalo de comprimento de onda de 300 nm a
500 nm. Os espectros de absorcdo dos derivados dissolvidos em DMSO e tampao
fosfato, estdo representados nas figuras 19 A e 19 B, respectivamente. Observa-se um
pequeno deslocamento hipsocromico para todos os derivados quando dissolvidos em
solucdo aquosa tamponada em comparacdo a dissolu¢do em DMSO, um solvente
organico. Como os valores de pKa para os derivados variam de 3 a 4, em solucio
aquosa com pH 7.4, estes estdo em sua forma desprotonada (figura 25), o que justifica
o aumento de energia observado nos espectros (deslocamento hipsocrémico).

Entretanto, ndo se observa variacdes que indiquem mudanga de estrutura.
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FIGURA 19. ESPECTRO DE ABSORCAO UV-VIS DOS DERIVADOS MESOIONICOS
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A. Espectro de absorcio UV-VIS dos derivados mesionicos na concentragio de 22 umolL"' em
DMSO. B. E Espectro de absor¢io UV-VIS dos derivados mesidnicos na concentragio de 22 pymol.L™!
em tampdo fosfato 50 mmol.L"', pH 7,4.
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4.3. Animais

Para o isolamento de mitocondrias de figado de rato, foram utilizados ratos
machos albinos Wistar, com peso variando entre 180 - 220 g, mantidos no biotério do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os animais foram alimentados com dieta
balanceada Purina® e dgua a vontade e, para o isolamento das mitocondrias, foram
submetidos a um jejum prévio de 12 horas permitindo-se dgua a vontade. Todos os
procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comissio de Etica em

Experimentagdo Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

4.4 Efeitos dos derivados mesoionicos sobre o metabolismo energético
mitocondrial

Os efeitos dos derivados mesoiOnicos sobre o metabolismo energético
mitocondrial foram determinados avaliando os seguintes parametros: consumo de
oxigénio durante os estados 3 e 4 da respiracdo, atividade enzimatica dos complexos

da cadeia respiratoria, atividade ATPésica e inchamento mitocondrial (swelling).

4.4.1 Isolamento de mitocondrias de figado de rato

4.4.1.1 Isolamento de mitocondrias para determinacao do consumo de oxigénio e
atividade ATPasica .

Mitocondrias de figado de rato foram isoladas como descrito por VOSS et al.
(1961), com algumas modifica¢des, utilizando-se como meio de extragdo: D-Manitol
250 mmol.L'l, tampao Hepes 10 mmol.L'l, pH 7,2, EGTA Immol.L"! e BSA 0,1 g%.
Para a obtencdo das mitocondrias, os animais foram sacrificados por decapitagdo. O
figado foi imediatamente retirado e imerso em meio de extragdo gelado. Apds lavado,
o 6rgdo foi picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador van Potter
Elvehjen, usando-se sucessivamente pistilo frouxo e normal. O homogeneizado obtido
foi centrifugado a 3200 x g a 4°C em centrifuga Hitachi, modelo himac CR-21E,

durante 5 minutos, para eliminacdo de restos de células intactas, membranas e nucleos.
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O sedimento foi desprezado e o sobrenadante centrifugado a 12.600 x g, durante 10
minutos, a 4°C. O precipitado obtido, constituido de mitocOndrias intactas, foi
ressuspenso, lavado duas vezes em meio de extracdo por centrifugacdo a 8.100 x g,
durante 10 minutos, a 4°C. As mitocOndrias assim obtidas, foram ressuspensas em

meio de extracdo A concentragdo aproximada de 50 mg.mL™".

4.4.1.2 Isolamento de mitocondrias para determinacdo do grau de inchamento
mitocondrial.

Para os experimentos de inchamento mitocondrial, a técnica de isolamento foi a
mesma descrita no item anterior, utilizando-se, porém, o meio de extracdo constituido
de: sacarose 330 mmol.L", Tris-HCI 1,0 mmol.L", pH 7,5 ¢ EDTA 1,0 mmol.L"
(MUSTAFA et al. 1966). Na tultima lavagem foi omitido o EDTA. A concentracio
final de proteina mitocondrial foi ajustada para 50 mg.mL, utilizando-se meio de

extracdo sem EDTA.

4.4.1.3 Obtencao de mitocondrias rompidas para avaliacdo da atividade dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria

Mitocondrias de figado de rato, isoladas como descrito no item 4.4.1.1, foram
congeladas em nitrogénio liquido até sua utilizagdo, quando foram rompidas por 3
ciclos de congelamento e descongelamento. Os fragmentos de membrana obtidos,
cujos componentes da cadeia respiratoria apresentaram atividade satisfatéria, foram
utilizados para a avaliacdo da atividade enzimdtica dos complexos da cadeia

respiratoria e ATPésica.

4.5 Métodos analiticos envolvendo as preparac¢oes mitocondriais

4.5.1 Determinacdo do consumo de O,, calculo do coeficiente de controle
respiratorio (CCR) e razao ADP/O.

O consumo de oxigénio por mitocOndrias intactas foi monitorado

polarograficamente com eletrodo de oxigénio tipo Clark, em oxigrafo Gilson. Os
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experimentos foram realizados em volume final de 1,3 mL, sob agitacdo, em camara
fechada termostatizada, a temperatura de 28°C (VOSS et al., 1963).

O sistema de reagio, constituido de: D-Manitol 125 mmol.L", tampdo Hepes
10 mmol.L'l, pH 7,2, KCI1 65 mmol.L.' e BSA 0,1g%, foi suplementado com succinato
de sodio 2,5 mmol.L'l, rotenona 1 umol.L'l, K,HPO, 1,0 mmol. L' e ADP
0,1 mmol.L'l, ou com glutamato de s6dio 5 mmol.L!' e malato de sédio 0,5 mmol.L'l,
K,HPO, 2,0 mmol.L"' e ADP 0,2 mmol.L", na auséncia de rotenona. A quantidade
de mitocOndrias utilizada em cada experimento expressa com relagdo a concentracao
de proteinas, foi de 1,0 mg, quando o substrato utilizado foi o succinato de sédio e, de
2,0 mg, quando o glutamato e malato de sédio foram os substratos oxidaveis
utilizados.

As velocidades respiratorias foram expressas em nmol de O, consumidos.
min"'.mg" de proteina, considerando-se que a solubilidade do O, na dgua, a 28°C e
1 atm é de 235 pmol.L"' (ESTABROOK, 1967). A razio ADP/O foi determinada
como descrito por CHANCE & WILLIAMS (1955), a qual foi obtida da razdo entre
quantidade de ADP adicionado no sistema em nmol e a quantidade de oxigénio
consumido, em natomos, durante a respiracdo na presenca de ADP (estado 3). O
coeficiente de controle respiratério (CCR) foi obtido da razdo entre a velocidade
respiratoria na presenca de ADP (estado 3) e a velocidade ap6s o consumo de ADP

(estado 4).

4.5.2 Determinacdo da atividade dos complexos enzimaticos da cadeia
respiratoria

A determinacdo das atividades das enzimas ligadas a cadeia respiratoria foi
realizada em preparagdes de mitocondrias rompidas como descrito no item 4.4.1.3. Os
métodos espectrofotométricos foram desenvolvidos em espectrofotdmetro Hitachi,
modelo U - 2001 UV/VIS equipado com impressora Epson Action Printer 2000. Em
alguns casos a atividade foi determinada polarograficamente através da determinacdo

do consumo de O,, com eletrodo especifico, em oxigrafo Gilson.
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4.5.2.1 NADH oxidase (NADH: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade do complexo NADH Oxidase foi determinada polarograficamente
como recomendado por SINGER (1974). O sistema de reagdo, a temperatura de 28° C,
foi constituido de: tampao fosfato 80 mmol.L'l, pH 7.4, EDTA 50 umol.L'l, NADH
0,2 mmolL" e 1 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos foram realizados em
volume final de 1,3 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de NADH, e acompanhada
pelo consumo de oxigé€nio. Os resultados foram expressos em nmol de oxigénio
consumido.min”.mg" de proteina mitocondrial considerando a solubilidade do O, na

4gua, a 28°C e 1 atm é de 235 umol.L”"' (ESTABROOK, 1967).

4.5.2.2 NADH-Desidrogenase (NADH: Ferricianeto Oxido-Redutase EC 1.6.5.3)

A atividade do complexo NADH-Desidrogenase foi determinada pelo método
espectrofotométrico descrito por SINGER (1974). A reacdo ocorreu a 28°C, em
sistema de reacdo constituido de: tampdo fosfato 50 mmol.L', pH 7.4, EDTA
2 mmol.L'l, NADH 0,2 mmoL.L'l, ferricianeto de potéssio 0,6 mmol.L'l, rotenona
1 umol.L" e 0,1 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos foram realizados em
volume final de 1,0 mL. A reacdo foi monitorada a 420 nm e os resultados expressos
em micromol de ferricianeto reduzido. min"'. mg "' de proteina, considerando o
coeficiente de extingdo molar do ferricianeto de 1.040 mol.L". cm ' (CREUTZ &

SUTIN, 1973).

4.5.2.3 NADH citocromo ¢ redutase (NADH: Citocromo ¢ Oxido Redutase EC
1.6.99.3)

A atividade do NADH citocromo ¢ redutase foi avaliada pelo método descrito
por SOMLO (1965). O sistema de reacdao foi constituido de tampao fosfato
50 mmol.L™", pH 7,4, EDTA 2 mmol.L", NADH 50 umol.L™, citocromo ¢ (oxidado)
40 umol.L™!, NaCN Immol.L" e 0,1 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos

foram realizados em volume final de 1,0 mL. A reac¢do ocorreu a 28° C e foi iniciada
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pela adicao de NADH. A velocidade de reducao do citocromo ¢ foi acompanhada a
550 nm e o resultado expresso em nmol de citocromo ¢ reduzido. min™. mg " de
proteina mitocondrial, considerando-se a diferenca no coeficiente de extingdo do
citocromo ¢ (red-ox) a 550 nm de 19.000 mol.L"'. cm™ (KEYHANI & KEYHANI,
1975).

4.5.2.4 Succinato Oxidase (Succinato: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade do complexo Succinato Oxidase foi determinada através do
registro polarogrifico do consumo de O, pelo método de SINGER (1974). O sistema
de reacio foi constituido de tampdo fosfato 80 mmol.L™", pH 7,4, succinato de sédio
10 mmol.L" ¢ 0,5 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos foram realizados em
volume final de 1,3 mL. A reag¢do ocorreu a 28° C e foi iniciada pela adi¢do do
substrato. Os resultados foram expressos em nanomol de oxigénio consumido.
min".mg" de proteina mitocondrial, considerando a solubilidade do O, na 4gua, a

28°C e 1 atm é de 235 umol.L"' (ESTABROOK, 1967).

4.5.2.5 Desidrogenase succinica (Succinato: Fenazina Metasulfato Oxido
Redutase EC 1.3.5.1)

A atividade da desidrogenase succinica foi determinada pelo método de
SINGER (1974), utilizando-se 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) e fenazina
metassulfato (PMS) como aceptores artificiais de elétrons. O sistema de reacdo foi
constituido de tampdo fosfato de sédio 50 mmol.L”, pH 7.4, succinato de sédio
20 mmol.L!, NaCN 1 mmol.L"!, EDTA 2 mmol.L'l, rotenona 1 umol.L'1 e 0,1 mg de
proteina mitocondrial. Os experimentos foram realizados em volume final de 1,0 mL.
A mistura foi incubada por 10 minutos a 28°C, sendo iniciada a reacdo pela adi¢ao de
DCPIP 60 umol.L' ¢ PMS 1 mmolL'. A velocidade de reducio do DCPIP foi
monitorada a 600 nm e os resultados foram expressos em nanomol de DCPIP
reduzidos.min™.mg™" de proteina mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de extin¢io

molar de 19.100 mol.L ' .cm™ para o DCPIP reduzido (SINGER, 1974).
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4.5.2.6 Succinato citocromo ¢ redutase (Succinato: Ferrocitocromo c Oxido-
redutase EC 1.3.99.1)

A atividade da succinato citocromo ¢ redutase foi determinada pelo método de
SOMLO (1965), medindo-se a redugcdo do citocromo c. A cadeia respiratdria foi
bloqueada com NaCN e rotenona. O sistema de reacdo foi constituido de: tampao
fosfato 50 mmol.L'l, pH 7,4, EDTA 2 mmol.L'l, NaCN 1 mmol.L'l, succinato de sodio
5 mmol.L™", rotenona 2 umol.L™' ¢ 0,1 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos
foram realizados em volume final de 1,0 mL. Os reagentes presentes no sistema foram
incubados por 10 minutos a 28° C e a reacdo iniciada pela adi¢do de 40 pmol.L™" do
citocromo c. A reducdo do citocromo ¢ foi acompanhada a 550 nm e a atividade
enzimética expressa em nmol de citocromo ¢ reduzido.min.mg”' de proteina
mitocondrial, considerando-se a diferenca do coeficiente de extin¢do do citocromo ¢

(red-0x) a 550 nm de 19.000 mol.L"'.cm™ (KEYHANI & KEYHANI, 1975).

4.5.2.7 Citocromo c¢ oxidase (Ferrocitocromo c: Oxigénio Oxido-redutase EC
1.9.3.1)

4.5.2.7.1 Obtencao do ferrocitocromo c.

Para a obtencdo da forma reduzida do citocromo c¢ utilizou-se o ditionito de
s6dio (Na,S,0g) como agente redutor. O ferrocitocromo c¢ foi separado do excesso de
ditionito por cromatografia em coluna de Sephadex G-25 (YONETANI & RAY,
1965). A concentragdo de citocromo c¢ reduzido foi determinada utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 27.700 mol.L'.cm™ a 550 nm (MARGOLIASH,
1954). O ferrocitocromo preparado através deste procedimento contém menos de 5%

da proteina oxidada e se mantém reduzida durante 24 horas.

4.5.2.7.2 Determinacao da atividade do complexo citocromo ¢ oxidase

A atividade do complexo citocromo ¢ oxidase foi determinada

espectrofotometricamente segundo MASON et al. (1973). O sistema de reacdo foi
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constituido de: tampao fosfato 50 mmol.L! pH 7.4, EDTA 2 mmol.L'l, ferrocitocromo
¢ 30 umol.L™" ¢ 0,1 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos foram realizados a
28°C em volume final de 1,0 mL. A atividade foi expressa em nmol de citocromo ¢
oxidado.min’.mg"' de proteina mitocondrial, considerando-se a diferenca no
coeficiente de extingdo molar do citocromo ¢ (red-ox) a 550 nm como descrito no item

4.5.2.6.

4.5.2.8 Determinacao da atividade da F,F, ATPase

4.5.2.8.1 Determinacao da atividade da F;F, ATPase em mitocondrias rompidas

A atividade da ATPase (ATP fosfohidrolase) foi determinada medindo-se a
liberagdo de fosfato inorganico decorrente da hidrdlise do ATP, na presenca de um
sistema regenerador de ATP, de acordo com o descrito por PULMANN et al. (1960),
com algumas modificagdes. O ensaio foi realizado a 37°C, em sistema de reacdo
constituido de sacarose 50 mmol.L'l, Tris-acetato 50 mmol.L'l, pH 7,4 , acetato de
magnésio 3 mmol.L™, acetato de potdssio 30 mmol.L", fosfoenolpiruvato (PEP)
1 mmol.L", piruvato quinase 4 unidades, lactato desidrogenase 3 unidades, NADH
0,2 mmol.L”", ATP 3 mmol.L" e 0,1 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos
foram realizados em volume final de 1,0 mL. A rea¢do foi iniciada com a adi¢do de
ATP e os resultados expressos em nmol de fosfato liberado min'.mg" de proteina
mitocondrial, considerando que 1 nmol de NADH oxidado corresponde a 1 nmol de

fosfato liberado.

4.5.2.8.2 Determinacao da atividade da F;Fy ATPase em mitocondrias intactas

A atividade da F;Fy ATPase em mitocondrias intactas foi determinada através
do método de PULLMAN et al. (1960), com algumas modificacdes. O sistema de
reacdo foi constituido de: sacarose 50 mmol.L™', tampdo Tris - HCl 12 mmol.L", pH
7,4, KCl 50 mmol.L" e 2 mg de proteina mitocondrial. Os experimentos foram

realizados em volume final de 1,0 mL mantendo a temperatura de reagdo em 30° C.
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A reacdo foi iniciada com a adi¢io de ATP 3 mmol.L" e mantida sob agitacio
constante. Apds 10 minutos foi adicionado TCA, em concentracdo final de 5% (m/v),
com o objetivo de finalizar a reacdo. Em seguida, o material foi centrifugado a 7.800 x
g por 1 min, sendo o fosfato inorganico presente no sobrenadante dosado segundo o
método de SUMNER (1944). Os resultados foram expressos em nanomol de fosfato

liberado.min".mg™" de proteina mitocondrial.

4.5.3 Determinacio do inchamento (Swelling) em mitocondrias desenergizadas
na presenca de valinomicina e K*

Os experimentos de inchamento mitocondrial foram desenvolvidos em
espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV - 2450 UV/VIS equipado com impressora
HP Deskjet D1360 e banho termostatizado EYELA, no comprimento de onda de 546
nm.

O inchamento mitocondrial decorrente da entrada de K* na matriz, mediada
pelo ionéforo valinomicina, foi determinado como descrito por MORENO &
MADEIRA (1990). O meio de reacdo, mantido a 28°C, foi constituido de KNOj;
135 mmol.L'l, tampao Hepes 5 mmol.L'l, pH 7.4, EDTA 0,1 mmol.L'l, rotenona
1 umol.L”', antimicina A 2 pg, valinomicina 4 pug e 0,3 mg de proteina mitocondrial
por mililitro de solucdo. E os experimentos foram realizados em volume final de 3,0

mL.

4.6 Determinacio da concentracio de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de LOWRY et al.
(1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrdo. As leituras foram
realizadas a 700 nm em espectrofotdmetro Hitachi, modelo U - 2001 UV/VIS

equipado com impressora Epson Action Printer 2000.
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4.7 Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdao (média + dp), e
foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey, para a comparacido das
médias. Foram considerados estatisticamente significativos os valores comparados ao

nivel de significancia de P < 0,05.



4.8 Estratégia Experimental

Ratos Wistar

Isolamento de mitocondrias do figado
por centrifugacdo diferencial
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos dos derivados 1,3,4-tiadiazois mesoionicos sobre o consumo de
oxigénio e parametros relacionados.

No sentido de avaliar os efeitos dos compostos MI-J, MI-4F e MI-2,4 diF
(figura 18 A, C e D) sobre a bioenergética mitocondrial, optou-se pelo uso de
mitocondrias isoladas de figado de rato como modelo experimental. Os experimentos
de consumo de oxigénio foram desenvolvidos utilizando-se como substratos oxiddveis
o glutamato e malato de s6dio ou succinato de sddio, sendo analisados os seguintes
paramentros: velocidade do consumo de oxigénio durante os estados 3 e 4 da
respiracdo; coeficiente de controle respiratério (CCR) e a razao ADP/O.

Os resultados obtidos nestes experimentos quando os substratos oxiddveis
foram glutamato e malato de s6dio estdo mostrados nas tabelas 3 — 5. Na tabela 3
observa-se que o MI-J promoveu um decréscimo na velocidade respiratéria
mitocondrial durante o estado 3 (em presenca de ADP). Uma inibicdo de
aproximadamente 18% ocorreu ja em presenca da menor concentracio do composto
(6,5 nmol.mg™" de proteina). Na concentracio seguinte de 32,5 nmol.mg” de proteina
(cinco vezes maior) ndo foi observada alteragdo no valor da inibicdo que permaneceu
em cerca de 20%. Porém, para as duas ultimas concentragdes referentes a dez
(65 nmol.mg™' de proteina) e vinte vezes (130 nmol.mg™' de proteina) a concentragio
inicial (6,5 nmol.mg™' de proteina) a inibicdo foi mais acentuada, alcangando um valor
de aproximadamente 37% e 59%, respectivamente. J4 o composto mono fluorado, MI-
4F (tabela 4), promoveu um efeito mais pronunciado que o MI-J. Mesmo causando
uma diminui¢do da velocidade do estado 3 de apenas ~ 10% na menor concentracao
(6,5 nmol.mg™ de proteina), na maior dose observou-se inibi¢io total do consumo de
oxigénio. Nas concentracdes intermedidrias a inibi¢do foi dose dependente de ~14%

(32,5 nmol.mg™' de proteina) e ~ 33 % (65 nmol.mg™' de proteina).
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TABELA 3-  EFEITOS DO MI-J SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO — UTILIZANDO COMO
SUBSTRATOS GLUTAMATO E MALATO

MI-J % Controle
(nmol.mg™' prot.) Estado 3 Estado 4 CCR ADP/O
0 (controle) 100 100 100 100
6,5 82,6 £7,8% 123,1 £16,9* 59,1 +12,6*  91,3+7,7*
32,5 80,6 + 10,8%* _ _ _
65 63,7 £5,9% _ _ _
130 40,8 £9,3*

As condigdes experimentais estdo descritas no item 4.5.1 de materiais e métodos. Sistema de reagao:
D-Manitol 125 mmol.L, tampdo Hepes 10 mmol.L!, KCI 65 mmol.L"' e BSA 0,1g%, pH 7,2, foi
suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L" e malato de sédio 0,5 mmol.L", K,HPO, 2,0
mmol.L"' e ADP 0,2 mmol.L " e 2,0 mg de proteina mitocondrial. Estado 3- 100% corresponde a 79,73
+ 10,96 nmol O, consumidos.min'l.mg de protel’na'l. Estado 4- 100% corresponde a 9,33 + 1,95 nmol
0, consumidos.min'.mg de proteina. Coeficiente de controle respiratério (CCR)- 100% corresponde
a 8,76 = 2,69. ADP/O (nmol ADP/ndtomos de oxigénio consumidos)- 100% correspondem a 2,70 +
0,59. Os resultados representam a média + desvio padrao (dp) de 6 experimentos independentes. *
Valores estatisticamente diferentes do controle (P < 0,05).

TABELA 4- EFEITOS DO MI-4F SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO - UTILIZANDO
COMO SUBSTRATOS GLUTAMATO E MALATO.

MI-4F % Controle
(nmol.mg™ prot.) Estado 3 Estado 4 CCR ADP/O
0 (controle) 100 100 100 100
6,5 90,9 £+ 3,7* 240,1 £ 21,5% 37,1 £3,2% 80,8 £ 6,6%*
32,5 86,8 £ 5,6%* _ _ _
65 67,0£9,1%* _ _ _
130

As condigdes experimentais estdo descritas no item 4.5.1 de materiais e métodos. Sistema de reagao:
D-Manitol 125 mmol.L, tampdo Hepes 10 mmol.L!, KCI 65 mmol.L"' e BSA 0,1g%, pH 7,2, foi
suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L" e malato de sédio 0,5 mmol.L", K,HPO, 2,0
mmol.L"' e ADP 0,2 mmol.L" e 2,0 mg de proteina mitocondrial. Estado 3- 100% corresponde a 67,10
+ 6,72 nmol O, consumidos.min'l.mg de protel’na'l. Estado 4- 100% corresponde a 7,19 £ 2,09 nmol
0, consumidos.min'.mg de proteina. Coeficiente de controle respiratério (CCR)- 100% corresponde
a 9,95 + 2,73. ADP/O (nmol ADP/ndtomos de oxigénio consumidos)- 100% correspondem a 2,70 +
0,40. Os resultados representam a média + dp de 6 experimentos independentes. * Valores
estatisticamente diferentes do controle (P < 0,05).
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Comportamento semelhante também foi observado para o MI-2,4 diF (tabela 5),
sendo ainda mais drdstico que o observado para o MI-4F e MI-J nas maiores
concentracdes, com inibicio de ~74% para a concentragio de 65 nmol.mg' de
proteina, sendo que na maior concentracdo a inibi¢do foi total. Estes resultados podem
ser comparados aos obtidos por CADENA et al. (1998) para o MI-D, outro derivado
1,3,4—tiadiaz6lio mesoidnico cujo substituinte do anel cinamoil € o NO, (figura 18 B).
Na concentracdo de 65 nmol.mg™' de proteina aquele composto diminuiu a velocidade
respiratoria do estado 3 em ~ 22%, ou seja, uma inibi¢do compardvel a exercida pelo
MI-4F (~ 33 %) e MI-J (~ 37%), mas inferior a observada para o MI-2,4 diF (~ 74%).
Entretanto, € importante ressaltar que o substrato utilizado pelos autores para gerar
NADH foi o glutamato e neste estudo utilizamos com a mesma finalidade, glutamato e
malato. Portanto, no presente estudo os efeitos dos derivados sobre o consumo de
oxigénio podem estar relacionados a agdo dos compostos sobre duas desidrogenases,
glutamato e malato desidrogenases, bem como sobre os mecanismos de transporte para

os dois substratos.

TABELA 5-  EFEITOS DO MI-2,4DIF SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO — UTILIZANDO
COMO SUBSTRATOS GLUTAMATO E MALATO.

MI-2,4diF % Controle
(nmol.mg™ prot.) Estado 3 Estado 4 CCR ADP/O
0 (controle) 100 100 100 100
6,5 91,8 £6,2% 172,2 + 17,5% 51,7+2,4% 92,0 £2,4%
32,5 94,5 +£4,0%* _ _ _
65 26,0 £ 8,9% _ _ _
130

As condigdes experimentais estdo descritas no item 4.5.1 de materiais e métodos. Sistema de reagao:
D-Manitol 125 mmol.L"', tampdo Hepes 10 mmol.L", KCl 65 mmol.L"' ¢ BSA 0,1g%, pH 7.2, foi
suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L" e malato de sédio 0,5 mmol.L", K,HPO, 2,0
mmol.L"' e ADP 0,2 mmol.L" e 2,0 mg de proteina mitocondrial. Estado 3- 100% corresponde a 61,69
+ 6,02 nmol O, consumidos.min'l.mg de protel’na'l. Estado 4- 100% corresponde a 9,01 £ 1,72 nmol
0, consumidos.min'.mg de proteina. Coeficiente de controle respiratério (CCR)- 100% corresponde
a 7,04 £ 1,30. ADP/O (nmol ADP/niatomos de oxigénio consumidos)- 100% correspondem a 2,62 +
0,41. Os resultados representam a média + dp de 6 experimentos independentes. * Valores
estatisticamente diferentes do controle (P < 0,05).
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Neste sentido, sabe-se que o transporte de metabodlitos através da membrana
mitocondrial interna é predominantemente anidnico e varia de tecido para tecido. Em
mitocondrias de figado dois caminhos de transporte do glutamato citosélico para a
matriz mitocondrial podem ser encontrados. O primeiro ocorre através do antiporter
glutamato/OH™ e o segundo pela troca com o aspartato intramitocondrial com a
participacao do carreador glutamato-aspartato, sendo ambos dependentes do ApH. Ja
no caso do malato existem trés tipos de transporte: antiporte malato/fosfato e malato/a-
cetoglutarato através de carreadores de dicarboxilatos e malato/citrato pelo carreador
de tricarboxilatos. Quando malato e glutamato estdo presentes na preparacao
mitocondrial a entrada destes compostos na matriz pode ocorrer através da lancadeira
malato aspartato, que inclue o transporte acoplado destes substratos pelos carreadores
glutamato/aspartato e malato/a-cetoglutarato (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS &
FERGUSON, 2002). Desta forma ndo pode ser descartada a interferéncia dos
derivados sobre os carreadores dos substratos para a matriz mitocondrial, o que
poderia justificar, a0 menos em parte, a pronunciada diminui¢do da velocidade de

consumo de oxigénio observada (tabelas 3 — 5).

Em relacdo ao estado 4, caracterizado pela auséncia de ADP devido a sua
fosforilacdo a ATP, observa-se na tabela 3 que o MI-J em menor concentracdo
(6,5 nmol.mg™ de proteina) promoveu um pequeno aumento de ~ 23% na velocidade
do consumo de oxigénio. Porém, nas maiores concentragdes o estimulo foi tamanho
que a velocidade do consumo de oxigénio se igualou ao do estado 3, caracterizando o
efeito desacoplador do composto. Por sua vez, os efeitos dos derivados MI-4F e MI-
2,4diF foram mais pronunciados. J4 na menor concentracio (6,5 nmol.mg"' de
proteina) o estimulo foi de 140% e 72% para MI-4F e MI-2,4 diF, respectivamente
(tabelas 4 e 5). Estimulo no estado 4 e efeito desacoplador foram também
evidenciados por CADENA et al. (1998) para o MI-D. Para a concentracdo de
65 nmol.mg”' de proteina o derivado nitro estimulou em 175% este estado da
respiracdo em comparacao ao total desacoplamento observado para os derivados deste

estudo nesta mesma concentracao.
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Em virtude do acentuado estimulo do estado 4, os valores de CCR e razao
ADP/O puderam ser determinados apenas para a menor concentragdo dos derivados
(6,5 nmol.mg™' de proteina). Nesta concentracdo os valores destes parimetros foram
diminuidos pelos trés compostos. A inibicdo observada sobre o estado 3 (tabelas 3-5)
também se refletiu nos valores do CCR que sofreram um decréscimo de
aproximadamente 41% e 49% para o MI-J e MI-2,4diF, respectivamente, sendo ainda
mais pronunciado para o MI-4F com valor de ~ 63%. Em relacdo a razao ADP/O, o
MI-J e o MI-2,4diF promoveram uma discreta diminui¢do (~ 9%), ja para o composto
monofluorado (MI-4F) esta diminui¢cdo foi maior, cerca de 20% em relacdo ao
controle. Segundo CADENA et al. (1998), o MI-D promoveu uma diminuicdo de
aproximadamente 65% no coeficiente de controle respiratorio e de ~ 45% para a razao
ADP/O na concentracio de 65 nmol.mg" de proteina. Como descrito anteriormente
nesta mesma concentracdo, estes parametros nao puderam ser calculados para os trés

compostos em estudo devido ao pronunciado estimulo do estado 4.

Os trés derivados mesoidnicos estudados promoveram um acentuado estimulo
do estado 4 (tabelas 3 — 5), uma caracteristica de agentes desacopladores da
fosforilacdo oxidativa. No sentido de comprovar este efeito, foram realizados
experimentos de consumo de oxigénio na presenca de oligomicina (figura 20). A
oligomicina é um antibidtico que se liga a subunidade F, (componente sensivel a
oligomicina) do complexo F|F, ATPsintase (ATPase). E considerado um inibidor da
fosforilacdo oxidativa, pois bloqueia a condutincia de prétons pela F, impedindo a
utilizacdo da energia para sintese de ATP (TZAGOLOFF, 1982). Quando adicionada a
mitocOndrias em presenca de substrato oxiddvel e ADP (estado 3 da respiracdo) ela
impede o retorno de prétons a matriz mitocondrial, simulando o estado 4 da
respiracdo. Compostos que alteram a permeabilidade da membrana mitocondrial
interna, de forma a permitir a entrada de prétons na matriz mitocondrial, sdo capazes
de restabelecer o fluxo de elétrons através da cadeia respiratoria e conseqiiéntemente,

aumentar o consumo de oxigénio (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).
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A figura 20 mostra os efeitos provocados pela adicdo dos derivados
mesoidnicos em comparacdo ao FCCP, um agente desacoplador classico (HEYTLER
& PRICHARD, 1962; SKULACHEV, 1998) sobre o consumo de oxigénio durante o
estado 4 induzido por oligomicina. O FCCP, um translocador de prétons muito
utilizado experimentalmente, apresenta em sua estrutura prétons dissocidveis e
permeia a membrana mitocondrial interna tanto em sua forma de 4cido protonado
quanto de base conjugada. Esta permeabilidade se deve a sua estrutura possuir um
extenso sistema de orbitais—m, o qual deslocaliza a carga de forma a manter sua
solubilidade na bicamada lipidica. Quando estabelecida uma for¢a préton-motriz (Ap)
o FCCP catalisa, por meio de um processo de cicliza¢do, o uniporter de prétons para a
matriz mitocondrial que € mais alcalina. Este aumento da condutancia de prétons
através da membrana pode extinguir o A¥Y,, e o ApH (NICHOLLS & FERGUSON,
2002).

Nos resultados mostrados na figura 20 observa-se que os trés compostos, na
concentracio de 32,5 nmol.mg” de proteina mitocondrial, promoveram o aumento do
consumo de oxigénio de forma semelhante ao FCCP, porém, com intensidades
diferentes. O composto MI-2,4diF apresentou um efeito mais pronunciado, seguido do
MI4F e MI-J. O composto difluorado apresentou aproximadamente 88% da
velocidade de consumo de oxigénio em relagdo ao consumo de oxigénio na presenca
de FCCP. Ja os compostos MI-4F e MI-J, foram menos efetivos, apresentando 55% e
40% de consumo de oxigénio, respectivamente, em relacdo a adicdo de FCCP. Este
efeito sugere que os derivados mesoidonicos interferem na permealibidade da
membrana mitocondrial interna aumentando sua condutidncia a prétons, efeito

caracteristico de agentes desacopladores (TZAGOLOFF, 1982).
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FIGURA 20. EFEITOS DOS DERIVADOS 1,3,4-TIADIAZOIS SOBRE O CONSUMO DE
OXIGENIO POR MITOCONDRIAS EM PRESENCA DE OLIGOMICINA.
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As condi¢des experimentais estdo descritas na secdo de Materiais € Métodos no item 4.5.1.

A. Experimento representativo do consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas de figado de rato e
os valores representam as velocidades de consumo de oxigénio por minuto por miligrama de proteina
mitocondrial. CCR — coeficiente de controle respiratério.

B. Experimento representativo do consumo de oxigénio em presenca de oligomicina (3,4 umol.L™): a.
FCCP 1,0 umol.L™" (86,26 n mol de O, consumido.min™.mg™' de proteina mitocondrial); b. MI-2,4diF
32,5 nmol.mg”' de proteina mitocondrial (75,48 nmol O, consumido.min™. mg"' de proteina
mitocondrial); ¢. MI-4F 32,5 nmol.mg'1 de proteina mitocondrial (47,44 nmol O, consumido.min™.
mg"' de protefna mitocondrial) e d. MI-J 32,5 nmol.mg"' de protefna mitocondrial (34,50 nmol O,
consumido.min”.mg" de protefna mitocondrial). Adicdes: Pi — fosfato inorganico (2,0 mmol.L™);
Mito. — 2,0 mg de proteina mitocondrial; Glu. — glutamato de sédio (5,0 mmol.L'l); Mal. — malato de
sédio (0,5 mmol. L"); ADP — adenosina difosfato (0,2 mmol.L™"); Olig. — oligomicina (3,4 umol.L'™").
Os tracados sdo representativos triplicatas de quatro experimentos independentes.
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Neste estudo também foram avaliados os efeitos dos derivados mesoidnicos
sobre o consumo de oxigénio resultante do transporte de elétrons gerados pela
oxidagdo do succinato no complexo II da cadeia respiratéria. Os efeitos foram mais
discretos em relacdo aos observados quando utilizados glutamato e malato de sédio.
Estes resultados estdo mostrados nas tabelas 6 - 8. Na tabela 6 observa-se que o MI-J
promoveu um decréscimo de ~33% na velocidade respiratoria durante o estado 3,
somente na maior concentracio (130 nmol.mg' de proteina). Embora ndo
significativo, foi observado um pequeno estimulo (~20%) deste estado para a

concentragio de 32,5 nmol.mg™' de proteina.

A velocidade de consumo de oxigénio durante o estado 4 da respiracdo
mitocondrial aumentou na presenca do composto MI-J. Na tabela 6 observa-se um
estimulo do estado 4 da respiracio de ~30% para a menor concentragio (6,5 nmol.mg™
de proteina). Como conseqiiéncia deste efeito, foi observada a diminui¢ao do valor do
coeficiente de controle respiratorio e razao ADP/O em 27% e 12%, respectivamente,
para esta concentracdo. E importante destacar que, como observado quando o substrato
era o glutamato e malato, devido ao acentuado estimulo, foi possivel determinar a
velocidade do estado 4 apenas na menor concentragio dos compostos (6,5 nmol.mg™

de proteina).

Nas tabelas 7 e 8, pode-se notar que os compostos fluorados exercem seu efeito
sobre o consumo de oxigénio de forma semelhante. Para ambos os compostos o estado
3 da respiracdo foi inibido de forma dose dependente, comportamento diferente ao
observado para o composto MI-J, uma vez que este ultimo promoveu a inibicdo do
estado 3 apenas na maior concentracdo. Diferentemente do observado quando o
substrato oxidavel era glutamato e malato (tabelas 3-5), na ultima concentragio
(130 nmol.mg™" de proteina) ainda foi possivel observar as velocidades do consumo de
oxigénio durante o estado 3 para os compostos fluorados, com inibicdo de
aproximadamente 72% em relagdo aos controles (ensaios de consumo de oxigénio na
auséncia dos compostos mesoidonicos). Entretanto, apesar dos valores de inibi¢do do

estado 3 encontrados para os compostos MI-4F e MI-2,4diF (tabelas 7 e 8) serem
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semelhantes, o composto difluorado mostrou-se mais efetivo em concentragcoes
-1 z ~
menores (6,5 e 32,5 nmol.mg de proteina) em comparagdio ao composto

monofluorado.

Em relacdo ao estado 4 da respiracdo, o comportamento dos derivados MI-4F e
MI-2,4diF parece, também, ser semelhante quando o substrato usado é o succinato.
Ambos os compostos causaram um estimulo de aproximadamente 42% para o estado 4
da respiracao, 50% de diminui¢do do coeficiente de controle respiratério (CCR) e 13%
de diminuicdo do valor da razio ADP/O para a concentracio de 6,5 nmol.mg™ de
proteina. Para as concentracdes de 32,5, 65 ¢ 130 nmol.mg™' de proteina a velocidade
de consumo de oxigénio durante o estado 4 (na auséncia de ADP) igualou-se a
velocidade observada para o estado 3 (na presenca de ADP), caracterizando o efeito
desacoplador destes compostos. Desta forma, ndo foi possivel o célculo do coeficiente

de controle respiratdrio e razao ADP/O para estas concentragoes.

TABELA 6-  EFEITOS DO MI-J SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO — UTILIZANDO COMO

SUBSTRATO SUCCINATO
MI-J % Controle
(nmol.mg™ prot.) Estado 3 Estado 4 CCR ADP/O
0 (controle) 100 100 100 100
6,5 96,0 £ 6,4 129,7 + 6,3* 72,9 £ 4.,4% 88,0 £7,5%
32,5 121,5+ 18,5 _ _
65 96,0 £ 10,2 _ _ _
130 67,1 £9,2%

As condigdes experimentais estdo descritas no item 4.5.1 de materiais e métodos. Sistema de reagao:
D-Manitol 125 mmol.L, tampdo Hepes 10 mmol.L!, KCl 65 mmol.L"' e BSA 0,1g%, pH 7,2, foi
suplementado com succinato de sédio 2,5 mmol.L!, rotenona 1 umol.L'l, K,HPO, 1,0 mmol.L"!, ADP
0,1 mmol.L'e 1,0 mg de proteina mitocondrial. Estado 3- 100% corresponde a 55,63 + 5,90 nmol O,
consumidos.min’.mg de proteina’. Estado 4- 100% corresponde a 12,83 + 1,90 nmol O,
consumidos.min.mg de proteina”. Coeficiente de controle respiratério (CCR)- 100% corresponde a
4,36 + 0,34. ADP/O (nmol ADP/niatomos de oxigénio consumidos)- 100% correspondem a 1,41 +
0,11. Os resultados representam a média + dp de 6 experimentos independentes. * Valores
estatisticamente diferentes do controle (P < 0,05).
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TABELA 7- EFEITOS DO MI-4F SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO - UTILIZANDO
COMO SUBSTRATO SUCCINATO

MI-4F % Controle
(nmol.mg™ prot.) Estado 3 Estado 4 CCR ADP/O
0 (controle) 100 100 100 100
6,5 83,5+ 11,2% 142,1 + 12,2%* 55,4 £ 6,0% 86,4 £ 3,7*
32,5 73,2 £10,8* _ _ _
65 46,7 £5,7*% _ _ _
130 28,3 £1,9%

As condigdes experimentais estdo descritas no item 4.5.1 de materiais e métodos. Sistema de reagdo:
D-Manitol 125 mmol.L"!, tampdo Hepes 10 mmol.L", KCI 65 mmol.L"' ¢ BSA 0,1g%, pH 7.2, foi
suplementado com succinato de sédio 2,5 mmol.L!, rotenona 1 umol.L'l, K,HPO, 1,0 mmol.L"!, ADP
0,1 mmol.L'e 1,0 mg de proteina mitocondrial. Estado 3- 100% corresponde a 48,84 + 5,56 nmol O,
consumidos.min'.mg de proteina’. Estado 4- 100% corresponde a 1121 #+ 1,50 nmol O,
consumidos.min.mg de proteina”. Coeficiente de controle respiratério (CCR)- 100% corresponde a
4,38 + 0,43. ADP/O (nmol ADP/niatomos de oxigénio consumidos)- 100% correspondem a 1,44 +
0,11. Os resultados representam a média + dp de 6 experimentos independentes. * Valores
estatisticamente diferentes do controle (P < 0,05).

TABELA 8-  EFEITOS DO MI-2,4DIF SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO — UTILIZANDO
COMO SUBSTRATO SUCCINATO

MI-2,4diF % Controle
(nmol.mg™ prot.) Estado 3 Estado 4 CCR ADP/O
0 (controle) 100 100 100 100
6,5 72,0 £ 5,6* 141,5 + 12,6* 50,6 £ 3,7* 87,1 £4,1*
32,5 48,8 + 1,9* _ _ _
65 47,0 +3,1* _ _ _
130 27,3 £2,8%

As condi¢Oes experimentais estdo descritas no item 4.5.1 de materiais e métodos. Sistema de reacdo:
D-Manitol 125 mmol.L"', tampdo Hepes 10 mmol.L", KCI 65 mmol.L"' e BSA 0,1g%, pH 7.2, foi
suplementado com succinato de sédio 2,5 mmol.L", rotenona 1 umol.L'l, K,HPO, 1,0 mmol.L"', ADP
0,1 mmol.L'e 1,0 mg de proteina mitocondrial. Estado 3- 100% corresponde a 54,12 + 5,17 nmol O,
consumidos.min'l.mg de protel’na'l. Estado 4- 100% corresponde a 12,89 + 1,99 nmol O,
consumidos.min”.mg de protefna”. Coeficiente de controle respiratério (CCR)- 100% corresponde a
4,25 £+ 0,54. ADP/O (nmol ADP/ndtomos de oxigénio consumidos)- 100% correspondem a 1,40 +
0,11. Os resultados representam a média + dp de 6 experimentos independentes. * Valores
estatisticamente diferentes do controle (P < 0,05).
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Segundo CADENA et al. (1998), o MI-D apresentou para este substrato
oxiddvel, na concentracdo de 65 nmol.mg" de proteina, aproximadamente 36% de
inibicdo sobre o estado 3 da respiracdo, sendo este valor inferior ao observado para os
dois compostos fluorados (~53%). O MI-D também estimulou em ~160% o estado 4,
diminuiu em ~ 72% e ~ 50% o coeficiente de controle respiratério e razao ADP/O,
respectivamente, sendo que, como ja mencionado estes parametros nao puderam ser
mensurados neste estudo devido ao acentuado estimulo do estado 4, observado desde a

segunda concentracdo (32,5 nmol.mg™' de proteina) dos compostos.

Como demonstrado nas tabelas 6 — 8, os trés derivados testados inibiram de
forma pronunciada o estado 3 da respiracdo. No sentido de esclarecer esse efeito,
foram realizados ensaios de consumo de oxigénio em presenca de FCCP. Devido ao
efeito desacoplador do FCCP, nestes ensaios o transporte de elétrons ocorre em
velocidade méxima, portanto, pode-se observar a acdo dos derivados sobre o
transporte de elétrons descartando a interferéncia de eventos relacionados a sintese de
ATP. A figura 21 mostra um tracado representativo destes experimentos. Observa-se
que todos os compostos, na concentracdo de 65 nmol.mg™' de proteina mitocondrial,
causaram uma diminui¢ido da velocidade respiratéria, sendo o MI-J o menos efetivo
diminuindo a velocidade de consumo de oxigénio em 26%, resultados compativeis aos
observados nos experimentos de consumo de oxigénio (tabela 6). Entretanto, a
inibi¢do do estado 3 da respiracdo pelo MI-J em mitocondrias acopladas (tabela 6) foi
significativa somente para a concentracio de 130 nmol.mg™' de proteina mitocondrial,
enquanto que em mitocOondrias desacopladas por FCCP foi observada ja na
concentragio de 65 nmol.mg™' de proteina mitocondrial. Como igualmente observado
para os experimentos de consumo de oxigénio em mitocondrias na auséncia de FCCP
utilizando succinato como substrato (tabela 7 e 8), os compostos fluorados parecem ter
efeitos semelhantes sobre o transporte de elétrons também em mitocOndrias
desacopladas. O MI-4F diminuiu o consumo de oxigénio em 47% e o MI-2,4diF em
45% em relag@o ao ensaio controle (na auséncia dos derivados). Ambos os resultados
sdo proximos ao valor encontrado para a velocidade de consumo de oxigénio durante o

estado 3 para os compostos fluorados que foi de aproximadamente 53% (tabelas 7 e 8).
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Estes resultados sugerem que os derivados testados neste estudo comprometem o
transporte de elétrons através da cadeia respiratéria sendo este efeito mais pronunciado

para os compostos fluorados.

Segundo CADENA (1999), o MI-D foi capaz de diminuir a velocidade de
consumo de oxigénio em mitocOndrias desacopladas com FCCP de forma dose
dependente. Na concentracio de 50 nmol.mg™ de proteina mitocondrial o MI-D foi

capaz de inibir em 62% a velocidade de consumo de oxigénio em relacio ao controle.

FIGURA 21.  EFEITOS DOS DERIVADOS 1,3,4-TIADIAZOIS SOBRE O CONSUMO DE
OXIGENIO POR MITOCONDRIAS DESACOPLADAS COM FCCP
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As condi¢des experimentais estdo descritas na secdo de Materiais € Métodos no item 4.5.1.

A. Experimento representativo do consumo de oxigénio por mitocdndrias isoladas de figado de rato e
os valores representam as velocidades de consumo de oxigénio por minuto por miligrama de proteina
mitocondrial. CCR — coeficiente de controle respiratério. B. Experimento representativo do consumo
de oxigénio em presenca de FCCP (1,0 umol.L'l): a. FCCP 1.0 umol.L'1 (48,72 n mol de O,
consumido.min".mg" de protefna mitocondrial); b. MI-J 65 nmol.mg" de protefna mitocondrial
(36,05 nmol O, consumido.min™'. mg™"' de proteina mitocondrial); ¢. MI-4F e MI-2,4diF 65 nmol.mg™
de proteina mitocondrial (22,9 e 21,94 nmol O, consumido.min™. mg'l de proteina mitocondrial,
respectivamente). Adicdes: Pi — fosfato inorganico (1,0 mmol.L'); Mito. — 1 mg de proteina
mitocondrial; Suec. — succinato de sédio (2,5 mmol.L™"); Ret. - rotenona (1 pmol.L'l); ADP - (0,1
mmol.L'l); Derivado — MI-J, MI-4F ou MI-2,4diF. Os tracados sdo representativos de trés
experimentos independentes.
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5.2 Efeitos dos derivados 1,3,4-tiadiazois mesoionicos sobre a atividade dos
Complexos Enzimaticos da Cadeia Respiratoria

Com a finalidade de determinar possiveis sitios de inibi¢do que justificassem as
significativas diminui¢des nas velocidades respiratorias do estado 3, foram avaliados
os efeitos dos derivados 1,3,4-tiadiazéis sobre os complexos enzimdticos da cadeia
respiratoria. Para estes experimentos foram utilizadas preparacdoes de mitocOndrias
rompidas, que possibilitam avaliar o efeito dos derivados diretamente sobre os
complexos da cadeia respiratoria, minimizando a interferéncia da membrana
mitocondrial. Nestes ensaios avaliaram-se as atividades dos complexos: NADH
desidrogenase (I), succinato desidrogenase (II) e citocromo c¢ oxidase (IV); e dos
segmentos: NADH oxidase (I — IV), NADH citocromo ¢ redutase (I — III), succinato

oxidase (II —IV) e succinato citocromo c¢ redutase (II — III).

Na tabela 9 estdo mostrados os resultados referentes aos efeitos do MI-J sobre
os complexos da cadeia respiratéria. Pode-se observar que o composto causou inibicao
do segmento NADH oxidase que compreende o trajeto de transferéncia dos elétrons do
NADH até o oxigénio. Esta inibi¢do dose dependente foi observada desde a primeira
concentragio utilizada (6,5 nmol.mg"' de proteina mitocondrial) chegando a um valor
maximo de 56% em relacdo ao controle na maior concentragdo (130 nmol.mg™' de
proteina mitocondrial). Este valor é semelhante ao encontrado para a oxidacdo do
NADH proveniente da desidrogenacdo dos substratos glutamato e malato (59% -
tabela 3) durante o estado 3 da respiracdo, descartando assim possiveis efeitos do MI-J

sobre as desidrogenases e/ou mecanismos de transporte dos substratos.

O MI-J também promoveu uma discreta inibicdo do complexo NADH
desidrogenase em 12% na maior concentracio (130 nmol.mg™' de proteina), mostrando
que parte da inibicdo observada no segmento da NADH oxidase estd localizado no
complexo I da cadeia respiratéria. O segmento NADH citocromo ¢ redutase, que
compreende o trajeto de transferéncia de elétrons do NADH até o citocromo ¢, foi
inibido em 18% na maior concentragdo. Este valor (~18%) embora nado significativo

estatisticamente, parece resultar da inibicao do complexo I (~ 12%).



63

TABELA 9.  EFEITOS DO MI-J SOBRE OS COMPLEXOS E SEGMENTOS ENZIMATICOS
DA CADEIA RESPIRATORIA
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Todavia, a inibi¢ado que o MI-J promove no segmento NADH oxidase (~56%) é
superior ao efeito observado para a NADH desidrogenase (~12%), sugerindo que outro
complexo da cadeia respiratdria, o citocromo ¢ oxidase (complexo IV), também possa
ser alvo de inibicdo deste derivado. Esta hipotese foi confirmada pelos resultados
mostrados na tabela 9. O complexo citocromo ¢ oxidase foi inibido ja na menor
concentracio (6,5 nmol.mg' de proteina) em aproximadamente 20%, alcancando esta

inibicdo um valor de 25% na maior concentragio (130 nmol.mg™" de proteina).

O trajeto dos elétrons provenientes da oxidacdo do succinato até oxigénio, ou
seja, o segmento succinato oxidase também foi significativamente inibido pelo MI-J.
Este efeito mostrou-se significativo a partir da concentracdo de 32,5 nmol.mg"' de
proteina mitocondrial com valor de 16% e chegando a 40% para a concentracao de 130
nmol.mg” de proteina mitocondrial. Este valor esti de acordo com a inibi¢do
observada para a velocidade de consumo de oxigénio durante o estado 3 da respiracdao
quando o doador de elétrons foi succinato (33% - tabela 6). O MI-J ndo exerceu efeito
significativo sobre o complexo succinato desidrogenase (complexo II) e o segmento
succinato citocromo c¢ redutase (compreende os complexos II e III). Portanto, estes
resultados sugerem que os sitos de inibicao do MI-J estdo localizados nos complexos I

e IV da cadeia respiratoria.

Os efeitos do MI-4F sobre os complexos da cadeia respiratdria estio mostrados
na tabela 10. O MI-4F inibiu significativamente o segmento NADH oxidase de forma
dose dependente desde a menor concentracao até um valor mdximo de ~83% na maior
concentracdo. Nos experimentos de consumo de oxigénio em mitocOndrias intactas
utilizando glutamato e malato como substratos a inibi¢do do estado 3 da respiragao foi
mdxima (100% - tabela 4) para a concentracio de 130 nmol.mg™' de proteina, valor
superior ao observado para o segmento NADH oxidase (~83%). Esta diferenca nos
valores de inibicdo pode resultar da interacdo do composto com a membrana

mitocondrial interna no sentido de dificultar o transporte de elétrons.
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TABELA 10.  EFEITOS DO MI-4F SOBRE OS COMPLEXOS E SEGMENTOS ENZIMATICOS
DA CADEIA RESPIRATORIA
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Outra possibilidade que ndo pode ser descartada € a de sua agcdo sobre os
mecanismos de transporte dos substratos glutamato e malato e/ou de seu efeito direto
sobre desidrogenases destes substratos. No entanto, considerando a magnitude desta
diferenca de apenas ~16%, € possivel afirmar que o efeito principal do derivado é

sobre o transporte de elétrons ao longo da cadeia respiratoria.

O MI-4F inibiu o complexo NADH desidrogenase assim como o segmento
NADH citocromo c¢ redutase somente na maior concentragdo com valores de ~9% e
26%, respectivamente. O segmento citocromo ¢ oxidase também foi
significativamente inibido desde a primeira concentracdo de forma dose dependente. O

valor mdximo de inibicdo para este segmento foi de 56% para a dltima concentracao.

Para o segmento succinato oxidase o MI-4F promoveu inibi¢ao significativa a
partir da concentracdo 32,5 nmol.mg™' de proteina e, de forma dose dependente, inibiu
cerca de 70% na maior dose (130 nmol.mg"' de proteina). Este valor de inibicdo é
muito proximo ao observado para a velocidade do estado 3 da respiracdo nos ensaios
de consumo de oxigénio utilizando succinato como substrato (72% - tabela 7).
Entretanto, o complexo succinato desidrogenase e o segmento succinato citocromo ¢
redutase ndo sofreram inibicdo significativa. Neste caso, o efeito observado para o
segmento NADH citocromo ¢ redutase se deve apenas a inibicao do complexo I, caso
contrdrio este efeito também seria observado para o segmento succinato citocromo ¢
redutase, assim, os resultados destes experimentos sugerem que os sitios de inibi¢do do
MI-4F incluem os complexos I e IV, sendo o efeito inibitorio sobre o complexo IV o

mais pronunciado.

Na tabela 11 estdo mostrados os resultados referentes a andlise dos efeitos do
MI-2,4diF sobre as enzimas da cadeia respiratoria. Observa-se que os valores sdo
similares aos apresentados na tabela anterior (tabelas 10) para o composto
monofluorado. O primeiro segmento analisado, o NADH oxidase, foi inibido de forma
dose dependente desde a menor concentracio (~26% - 6,5 nmol.mg™' de proteina) até

alcancar o valor de 86% na maior concentracdo (130 nmol.mg™' de proteina).
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TABELA 11. EFEITOS DO MI-2,4diF SOBRE OS COMPLEXOS E SEGMENTOS
ENZIMATICOS DA CADEIA RESPIRATORIA
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Este valor foi inferior ao observado para a oxidacdo do glutamato mais malato
durante o estado 3 da respiracdo (100% - tabela 5) como também observado para o
derivado monofluorado. Como no caso do MI-4F esta diferenca pode ser decorrente
da interacdo do composto com a membrana mitocondrial interna contribuindo para a
ineficiéncia do transporte de elétrons ou da agdo do composto sobre o transporte e/ou
as desidrogenases dos substratos. Porém, esta diferenca (~14%) € pequena se
consideradas as diferencas metodoldgicas. Sendo assim, o efeito principal do derivado
€ sobre o transporte de elétrons ao longo da cadeia respiratoria.

O complexo NADH desidrogenase e o segmento NADH citocromo c¢ redutase
foram significativamente inibidos nas maiores concentracdes, com valores de ~10% e
~22% para a concentracio de 130 nmol.mg’' de proteina. Como, nesta mesma
concentracdo, o segmento NADH oxidase foi inibido em ~86% e somente 22% se
deve ao trajeto do complexo I até o III, a maior contribui¢ao para este efeito deve-se a
inibicdo promovida pelo composto sobre o complexo IV. De fato, o complexo
citocromo ¢ oxidase foi significativamente inibido desde a menor concentracdo
empregada (6,5 nmol.mg™" de proteina mitocondrial), obtendo-se um valor de inibicdo
de aproximadamente 46% para a maior concentracdo (130 nmol.mg’ de proteina
mitocondrial).

O segmento succinato oxidase também foi inibido de forma dose dependente,
porém, somente a partir da concentracio de 32,5 nmol.mg" de proteina. O valor
maximo de inibi¢do para este segmento foi de 62% para a maior concentracao (130
nmol.mg” de proteina) e foi préximo ao valor encontrado para a diminuicio da
velocidade de consumo de oxigénio durante o estado 3 da respiracdo (73%) quando
utilizado succinato como substrato (tabela 8). O complexo succinato desidrogenase e 0
segmento succinato citocromo c¢ redutase ndo apresentaram inibi¢Oes significativas.
Assim como para o MI-4F, o efeito observado para o segmento NADH citocromo ¢
redutase se deve apenas a inibicdo do complexo I, pois ndo se observa inibi¢do do
segmento succinato citocromo ¢ redutase. Portanto, estes resultados sugerem que os
sitios de inibicdo do MI-2,4diF estdo localizados nos complexos I e IV, sendo este

ultimo mais susceptivel a acdo do composto.
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Para o MI-D (CADENA, et al.,1998), na concentracdao de 65 nmol.mg'1 de
proteina, a inibi¢do do segmento NADH oxidase foi de ~ 26% em relagdo ao controle,
valor significativamente menor que o observado para os outros derivados testados
neste estudo, nesta mesma concentracdo. Ao contrario do observado para o MI-J, MI-
4F e MI-2,4diF, o complexo NADH desidrogenase e citocromo c¢ oxidase nao foram
inibidos e o segmento NADH citocromo ¢ redutase sofreu inibicdo de 12% nesta
concentracdo. Diferente do observado nos ensaios do presente estudo, o MI-D
promoveu uma maior inibi¢do quando o substrato utilizado foi o succinato, com
inibicdo de 42% para o segmento succinato citocromo c¢ redutase. O complexo
succinato desidrogenase nao foi inibido. Os resultados descritos pelos autores situam
os sitios de inibicdo do composto apds o complexo I e entre os complexos II e IIT da
cadeia respiratéria. Desta forma, o MI-D atua sobre os complexos da cadeia
respiratoria de forma diferente da observada para os outros derivados estudados neste
trabalho, sugerindo que em funcio dos substituintes presentes na estrutura, diferentes
mecanismos de acdo estdo envolvidos nos efeitos promovidos pelos derivados 1,3,4-

tiadiazdis mesoidnicos sobre a bioenergética mitocondrial.

5.3 Efeitos dos derivados 1,3,4—-tiadiazdis mesoionicos sobre a atividade do
Complexo Enzimatico FF, ATPase

Visto que os derivados em estudo apresentaram efeito desacoplador,
caracterizado pelo acentuado estimulo do estado 4 (tabelas 3-8) foi avaliado o efeito

destes compostos sobre a atividade do complexo F,F, ATPase (ATPsintase).

A ATPsintase mitocondrial € uma ATPase do tipo F responsével pela sintese do
ATP a partir de ADP e fosfato inorgéanico (P1) a favor de um gradiente eletroquimico.
Este complexo enzimdtico € constituido de dois componentes: F;, uma proteina
periférica de membrana solivel e F,, uma proteina integral de membrana de carater
hidrofébico. O componente F;, responsavel pela sintese de ATP, apresenta cinco

diferentes polipeptidios em sua estrutura denominados a_f, vy, 6 € €, na estequiometria
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a3P3y0e. O componente F, é constituido de trés diferentes polipeptidios hidrofébicos
denominados a (também chamado de Fe), b e ¢ (também chamado de Fy) na seguinte
estequiometria ab,co.12. F, se encontra inserido na membrana mitocondrial interna e
constitui o canal de passagem de protons. Estes dois componentes, F; e F,, estdo
ligados através de uma proteina que confere sensibilidade a oligomocina (OSCP,
equivalente a 6 bacterial) (TZAGOLOFF, 1982). Segundo a teoria quimiosmética de
MITCHELL (1961), durante o processo de oxidagdo de um substrato, os prétons da
matriz mitocondrial sdo bombeados para o espaco intermembranas com a
concomitante transferéncia de elétrons através da cadeia respiratéria e a reducdo do
oxigénio a 4gua. A diferenca de concentracio de prétons entre o espago
intermembranas e a matriz gera a for¢a proton-motriz (Ap) e esta promove o retorno
dos prétons para a matriz mitocondrial através do canal formado pelo fator F,
impulsionando a sintese de ATP por F; (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).
Compostos desacopladores que dissipam a forca préton-motriz a0 promoverem a
entrada de protons na matriz mitocondrial, fazem com que o componente F; passe a
hidrolisar o ATP com a extrusdo de prétons para o espaco intermembranas, na
tentativa de restabelecer o gradiente eletroquimico de H™ (Apy,). Desta forma a
atividade ATPésica é muito baixa em mitocondrias acopladas e aumenta na presenga

de desacopladores cldssicos como o FCCP.

Os resultados dos efeitos dos derivados MI-J, MI-4F e MI-2,4diF sobre o
complexo F|F, ATPase em mitocOndrias intactas e rompidas estio mostrados nas
figuras 22 e 23, respectivamente. Os compostos estudados apresentaram
comportamentos semelhantes, porém com importantes diferencas quanto a
concentracdo e ao efeito. Os trés estimularam a atividade do complexo a partir da
concentracio de 32,5 nmol.mg"' de proteina quando foram utilizadas mitocondrias
intactas (figura 22). Nesta concentracdo, o MI-J, MI-4F e o MI-2,4diF promoveram
um estimulo de aproximadamente 160%, 207% e 261%, respectivamente. Para o MI-
2,4diF este efeito estimulatério também foi observado na concentracdo de 65 nmol.
mg' de protefna (~292%) e diminuido na concentracio seguinte (~38% na

concentracdo de 130 nmol.mg" de proteina). J4 o MI-4F, nas concentracdes de 65 e
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130 nmol.mg™' de proteina nio estimulou de forma significativa a enzima em relacio
ao controle. O MI-J apresentou comportamento similar ao MI-2,4diF, com um
estimulo mdximo na concentracdo de 65 nmol.mg™' de proteina de aproximadamente
370% que foi diminuido (~227%) para a concentracio seguinte (130 nmol.mg™ de
proteina). O perfil observado para os trés derivados avaliados mostram um
pronunciado estimulo na atividade hidrolitica da ATPase em baixas concentragdes
(32,5 nmol.mg” de proteina). Porém, chama a atencdo o fato de que na maior
concentracio (130 nmol.mg™ de proteina) ocorre uma diminui¢io deste estimulo para
o MI-J, uma auséncia de estimulo para o MI-2,4diF e MI-4F, sendo que para o ultimo
observa-se uma tendéncia a inibicdo do complexo enzimdtico. Como se observou em
todas as tabelas de 3 a 8, o MI-4F parece exercer efeito desacoplador mais
pronunciado que o MI-J e MI-2,4diF j4 que na menor concentra¢io de 6,5 nmol.mg™"
de proteina apresentou um estimulo do estado 4 maior que os outros dois derivados.
Neste sentido, sabe-se que agentes desacopladores cldssicos como o FCCP quando em
concentracdes superiores aquelas capazes de provocar o efeito desacoplador inibem a
atividade ATPasica (VAN DAM, 1967). Sendo assim, este estimulo do estado 4
(tabelas 4 e 7), sugerem que o MI-4F exerce efeito desacoplador mais pronunciado em

relacdo aos demais derivados analisados.

No sentido de avaliar o efeito dos derivados mesoionicos diretamente sobre o
complexo enziméatico F\F, ATPase foram utilizadas mitocondrias rompidas. Estes
resultados estdo mostrados na figura 23. Pode-se observar que, com excecdo do
composto MI-J que promoveu um pequeno estimulo de aproximadamente 20%
(6,5 nmol.mg™' de proteina mitocondrial) na atividade da ATPase, os derivados ndo
exerceram efeito sobre este complexo. Este resultado também exclui que a inibicdo do
estado 3 (tabelas 3 -8) seja decorrente da acdo inibitéria dos derivados sobre esta

enzima.
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FIGURA 22. EFEITOS DOS DERIVADOS 1,3,4-TIADIAZOIS SOBRE A ATIVIDADE DA F,F,
ATPase - MITOCONDRIAS INTACTAS
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Sistema de reacdo: sacarose 50 mmol.L, tampao Tris - HCI 12 mmol.L™, pH 7,4, KCI 50 mmol.L",
foi suplementado com 3 mg de proteina mitocondrial, ATP 3 mmol.L" e TCA 5%.

100 % correspondem a 20,10 + 2,61 nmol de fosfato inorganico (Pi).min'.mg"' de proteina
mitocondrial. Os dados representam a média + dp de 10 experimentos independentes. * Valores
estatisticamente diferentes do controle (p<0,05).
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FIGURA 23.  EFEITOS DOS DERIVADOS 1,3,4-TIADIAZOIS SOBRE A ATIVIDADE DA F,F,
ATPase — MITOCONDRIAS ROMPIDAS
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Sistema de reagdo: Sacarose 50 mmol.L"", Tris-HCI 50 mmol.L", pH 7.4, acetato de magnésio 3
mmol.L", acetato de potdssio 30 mmol.L", fosfoenolpiruvato (PEP) 1 mmol.L"', piruvato quinase
(PK) 4 unidades, lactato desidrogenase (LLD) 3 unidades, NADH 0,2 mmol.L"' ¢ ATP 3 mmol.L", 0,1
mg de proteina mitocondrial.

100% correspondem a 1,96 + 0,14 umol de Pi liberado.min".mg" de proteina mitocondrial. Os dados
representam a média + dp de 4 experimentos independentes. * Valores estatisticamente diferentes do
controle (p<0,05).
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Em resultados mostrados por CADENA et al. (1998) para ensaios de atividade
enzimética com mitocondrias intactas, na concentragio de 65 nmol.mg™' de proteina, o
MI-D apresentou um estimulo de 60% na atividade do complexo F,F, ATPase, muito
inferior ao observado para os derivados deste estudo (figura 22). Na concentracdo de
160 nmol.mg™' de proteina o MI-D estimulou em 300% a atividade ATP4sica, porém,
numa concentracio maior de 240 nmol.mg”' de proteina o composto promoveu a
inibicdo do complexo F,F, ATPase. Desta forma, observa-se que o perfil € similar aos
demais derivados, entretanto, as concentracdes sdo diferentes, o que reflete também
em diferenca na intensidade do efeito desacoplador, que parece ser menor para o MI-
D. Os autores verificaram também que o MI-D, como os derivados aqui estudados, ndo
exerceu qualquer efeito sobre a F;F, ATPase em mitocondrias rompidas, excluindo a

possibilidade de acao inibitdria sobre a enzima.

5.4 Efeitos dos derivados 1,3,4-tiadiazois mesoionicos sobre o inchamento
mitocondrial

Suspensdes mitocondriais dispersam a luz devido a diferenca do indice de
refracdo entre a matriz e o meio e, qualquer processo que diminua esta diferenca
reduzird o espalhamento de luz. Quando a membrana mitocondrial interna € danificada
ou um iondforo se insere nesta estrutura, ocorre o aumento da permeabilidade a fons e,
como conseqiiéncia deste efeito, ocorre a entrada de d4gua na matriz promovendo um
aumento do volume da organela. Neste processo o acimulo de dgua na matriz diminui
a concentracdo dos compostos que refratam a luz e, conseqiientemente, ocorre a
diminui¢do da dispercdo de luz, ou seja, diminuicdo da absorbancia da preparacdo
mitocondrial. Este efeito s6 é possivel devido ao desdobramento das cristas da
membrana mitocondrial interna que confere elasticidade a esta estrutura. Experimentos
de inchamento mitocondrial também chamado de “swelling” mitocondrial, analisam o
movimento de ions através da membrana mitocondrial interna e, de forma indireta, a
interacdo de compostos com a mesma, pois ambos os efeitos podem interferir na

integridade da membrana mitocondrial interna (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).
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Os efeitos promovidos pelos derivados mesoidnicos sobre o transporte de
elétrons na cadeia respiratéria e sintese de ATP sugerem que estes compostos
interajem com a membrana mitocondrial. Para avaliar esta possibilidade foram
realizados ensaios de inchamento mitocondrial na presenga de valinomicina e nitrato
de potdssio em mitocoOndrias desenergizadas, ou seja, na auséncia de substrato
oxidavel. Estes ensaios possibilitam observar de forma indireta a interacdo do
composto com a membrana mitocondrial descartando seus efeitos sobre alvos
enzimdticos da cadeia respiratoria, o que poderia restringir o inchamento. A membrana
mitocondrial € pouco permedvel a fons e para promover o swelling foi utilizado o
ion6foro valinomicina. A valinomicina € um carreador mével de cargas que catalisa o
uniporter de fons monovalentes, porém apresenta especificidade pelo fon potéssio (K*)
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Sua neutralidade possibilita a sua passagem
através da membrana mitocondrial e, desta forma, transporta fons K a favor do
gradiente de concentragdo. A membrana mitocondrial € permedvel ao fon nitrato
(NO;3"), porém € pouco permedvel ao K*. Quando ocorre a entrada de nitrato e de
potassio mediado pela valinomicina na matriz o sal formado € hidratado e, assim,
aumenta o volume de dgua na matriz diminuindo o espalhamento de luz. Desta forma,
a velocidade e a amplitude deste inchamento indicam a velocidade de transporte do ion
potdssio através da membrana mitocondrial interna. Para eliminar uma eventual
interferéncia de Apyy,, gerado pela oxidacdo de substrato endégeno, foram incluidos
neste experimento os inibidores do transporte de elétrons na cadeia respiratdria,

rotenona € antimicina A.

Na figura 24 estdo mostrados os efeitos dos derivados mesoidnicos nas
concentra¢des 65 e 130 nmol.mg™ de proteina mitocondrial, respectivamente sobre o
swelling mitocondrial. Observa-se que todos os derivados avaliados foram capazes de
diminuir a amplitude do swelling de forma dose dependente. O composto MI-J, na
concentracio de 65 nmol.mg"' de proteina mitocondrial (figura 24 A) foi o menos
efetivo provocando uma diminuicdo de 18% em relagdo ao controle (experimento

realizado na auséncia do derivado).
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FIGURA 24.  EFEITO DOS DERIVADOS 1,3,4-TIADIAZOIS SOBRE O INCHAMENTO DE
MITOCONDRIAS DESENERGIZADAS
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As condi¢des experimentais estdo descritas no item 4.5.3 da secdo de Materiais e Métodos.

A. Derivados mesoi6nicos estdo presentes na concentragio de 65 nmol.mg™ de proteina mitocondrial.
B. Derivados mesoidnicos estio presentes na concentracio de 130 nmol.mg™' de protefna mitocondrial.
Ensaio controle — auséncia dos derivados. Tracado representativo da média de triplicatas de

quatro experimentos independentes.
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Nesta mesma concentragio (65 nmol.mg™ de proteina mitocondrial — figura 24
A) os compostos fluorados, MI-4F e MI-2,4diF, promoveram uma diminui¢do mais
acentuada na amplitude do inchamento de aproximadamente 32% e 43%,
respectivamente. Para a maior concentracio (130 nmol.mg™' de proteina mitocondrial)
observa-se na figura 24 B um efeito semelhante dos derivados sobre o inchamento
mitocondrial, sendo que o composto MI-J promoveu uma diminui¢do menos
pronunciada (~50%) em comparacdo aos derivados fluorados. Porém, o composto
monofluorado, nesta concentracdo, parece comprometer mais a integridade da
membrana mitocondrial interna em relagdo ao difluorado, uma vez que o MI-4F
diminui a amplitude do swelling em 67% em comparacdo ao composto MI-2,4diF que

reduziu o inchamento em 56%.

A fluidez da membrana mitocondrial tem papel fundamental no transito da
valinomicina e, portanto, na entrada de K" na matriz mitocondrial. Todos os derivados
avaliados diminuiram a amplitude do swelling de forma dose dependente. Desta forma,
os resultados sugerem que os derivados mesoidnicos afetam a fluidez da membrana
mitocondrial devido a sua inser¢do ou interacdo com a mesma, sendo este efeito
dependente da concentragdo. A partir destes resultados € possivel ainda sugerir que os
compostos fluorados comprometem de forma mais pronunciada a integridade da
membrana mitocondrial interna. Sendo o monofluorado mais efetivo na maior

concentracio (130 nmol.mg ™' de proteina mitocondrial).

Segundo CADENA et al. (2002), o MI-D causou uma reducdo de 30% na
amplitude do swelling em mitocondrias desenergizadas, porém este efeito foi
independente da concentracio empregada (15 — 80 nmol.mg' de proteina
mitocondrial). Os autores sugeriram que o composto interfere no transito do ion6foro
através da membrana, impossibilitando o acesso dos fons K" & matriz mitocondrial.
Esta possivel inser¢do do MI-D na membrana mitocondrial foi comprovada através de
experimentos de polarizacdo de fluorescéncia utilizando as sondas DPH e DPH-PA
(CADENA et al., 2002). Nestes experimentos foi observado que o MI-D aumentou

em 1,5°C a temperatura média de transicao de fase em lipossomas multilamelares de
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dimiristoil-fosfatidilcolina na concentracdo de 15 pmol.L", aumentando o valor da
polarizacdo de fluorescéncia para ambas as sondas. Em membranas naturais,
preparadas a partir de mitocOndrias isoladas, o MI-D também apresentou um efeito
condensante da bicamada, porém na concentracio de 25 pumol.L™". Desta forma, os
autores concluiram que aquele composto poderia interagir tanto com as regioes mais

hidrofébicas quanto com as mais hidrofilicas da membrana mitocondrial interna.

Em comparacdo aos derivados estudados neste trabalho, o MI-D apresenta um
comportamento similar por diminuir a amplitude do swelling mitocondrial, porém seu
efeito sobre o inchamento ndo foi dose dependente como observado para os demais
derivados aqui estudados, sugerindo que os substituintes no anel cinamoil podem

determinar diferentes modelos de interacdo com a membrana mitocondrial.

Notavelmente a hidrofobicidade dos substituintes dos derivados estudados
apresentam uma ordem muito semelhante a ordem de atividade em que os derivados
provocaram a diminui¢do do inchamento mitocondrial. Este efeito pode ser devido a
facilidade com que permeiam a membrana mitocondrial e se alojam na regido de
hidrobicidade compativel, dificultando o transito da valinomicina. E importante
ressaltar que neste experimento, quanto mais hidrofébico for o derivado maior serd a
sua interacdo com a membrana e, conseqiiéntemente, menor serd o inchamento

mitocondrial.
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DISCUSSAO FINAL
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6. Discussao Final

Os derivados mesoidnicos mostraram importantes efeitos sobre a bioenergética
mitocondrial. Todos os derivados estudados promoveram o desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa, inibi¢do do transporte de elétrons e alteraram a permeabilidade
da membrana mitocondrial interna. Entretanto, estes efeitos tiveram intensidades
diferentes para cada derivado. O MI-4F provocou um efeito desacoplador da cadeia
respiratoria mais intenso que o MI-2,4diF e MI-J. Entretanto, a inibi¢do do transporte
de elétrons foi mais pronunciada quando as preparagdes mitocondriais foram tratadas
com MI-2,4diF. Em altas concentracdes o MI-4F promoveu uma diminui¢do do
inchamento mitocondrial mais acentuada que o MI-2,4diF, que se mostrou mais
efetivo para impedir o inchamento mitocondrial em concentracdes intermedidrias. O
composto MI-J foi o derivado menos efetivo em todos os ensaios de forma

independente da concentracao empregada.

Considerando os resultados obtidos torna-se evidente a importancia dos
substituintes na intensidade dos efeitos promovidos pelos derivados 1,3,4-tiadiazdis
sobre a bioenergética mitocondrial. Em estudo anterior, SENFF-RIBEIRO et al. (2004
a) também buscaram estabelecer uma relagdo entre a estrutura quimica e efeitos
bioldgicos, avaliando a atividade antimelanoma destes mesmos derivados. Os autores
estabeleceram a seguinte ordem de atividade antitumoral: MI-D>MI-2,4diF>MI-4F,
sendo que o MI-J ndo apresentou efeito significativo. No entanto, o presente estudo
mostrou uma ordem diferente da descrita por SENFF-RIBEIRO et al.(2004 a) para os
efeitos destes derivados sobre a bioenergética mitocondrial. Os compostos MI-4F e
MI-2,4diF promoveram efeitos mais pronunciados em relagdo aos ja descritos para o
MI-D (CADENA et al., 1998). Apenas um aspecto foi coincidente nos dois estudos, o

MI-J foi o composto menos efetivo.

Quando se pretende estabelecer uma relag@o entre estrutura quimica e atividade
bioldgica para um determinado composto, varios aspectos fisico-quimicos devem ser
considerados. Dentre estes, destacam-se a hidrofobicidade e os efeitos eletronicos e

estéricos decorrentes de caracteristicas estruturais. Alteracdes na hidrofobicidade de



81

um composto devido a presenca de diferentes substituintes na estrutura podem ser
expressas qualitativamente através da constante de Hansh (m) a qual compara a
hidrofobicidade do anel benzé€nico substituido em comparagdo ao benzeno
(PATRICK, 1995). Valores positivos desta constante indicam que o anel benzénico
substituido € mais hidrofébico que o benzeno e valores negativos o contrdrio. De
forma semelhante, pode-se expressar os efeitos eletronicos de diferentes substituintes
no anel benzénico através da constante de Hammet (o). Quanto maior for seu valor
mais elétron-atrator € o substituinte e quanto menor, mais elétron-doador € o

substituinte (PATRICK, 1995).

Os valores destas constantes foram determinados para os substituintes dos
derivados neste estudo (SENFF-RIBEIRO et al., 2004c) e a seguinte ordem foi

observada:

Hidrofobicidade (constante de Hansh - r)
MI-2.4diF (n = 0,28) > MI-4F (n = 0,14) > MI-D (n = -0,28) > MI-J (n = -0,67)

Efeitos Eletronicos (constante de Hammet - o)

MI-D (¢ =0,78) > MI-2,4diF (¢ = 0,40) > MI-4F (6 = 0,10) > MI-J (6 =-0,37)

Nota-se que a ordem de hidrofobicidade difere da ordem das constantes de
efeito eletronico. Nota-se, ainda, que a ordem das constantes de hidrofobicidade ¢é
muito semelhante a ordem de atividade, dos derivados estudados, sobre a
bioenergética mitocondrial. Esta correlagdo € significativa, uma vez que parte dos
efeitos dos derivados possivelmente resulta de sua interacdo com a membrana
mitocondrial interna, sendo a hidrofobicidade uma caracteristica determinante desta
interacdo (PATRICK, 1995). Por outro lado, a mesma correlacdo nio pode ser feita
para as constantes que refletem os efeitos eletronicos, o que sugere que a
hidrofobicidade é a caracteristica mais importante quando se trata da acdo dos
derivados sobre as funcdes mitocondriais. Ja para a atividade antimelanoma os efeitos
eletronicos parecem ser mais importantes do que a hidrofobicidade, uma vez que as

constantes de Hammet (o) se relacionam a ordem de atividade antitumoral descrita por
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SENFF-RIBEIRO et al. (2004a). Neste sentido, a presenca de substituintes mais
elétron-atratores ligados ao anel cinamoil intensifica a carga positiva do anel
mesoidnico devido a retirada de elétrons, o que supostamente facilitaria a interagdo
com biomoléculas. De fato, o MI-D, que apresenta NO, como grupo ligado ao anel
cinamoil, € o composto com o efeito mais pronunciado no estudo SENFF-RIBEIRO et
al. (2004 a) e € o que tem o grupo mais elétron-atrator (¢ = 0,78). Os compostos MI-
2,4diF e MI-4F apresentam o fluoreto como grupo ligado ao anel cinamoil, e este € um
grupo atrator de elétrons de menor intensidade que o nitro (NO,) devido ao seu
tamanho. O MI-2,4diF (c = 0,40), com dois substituintes fluoreto, um em orto e outro
em para, permite que ocorra a ressonancia dos elétrons do anel mesoidnico entre os
dois 4dtomos, aumentando o efeito eletronico promovido na estrutura em relacdo ao
monofluorado (¢ = 0,10) (figura 25). Entretanto, devido a instabilidade das estruturas
de ressonancia, o efeito eletrOnico predominante para os derivados fluorados é o
indutivo, no sentido de deslocar a nuvem eletronica em dire¢cdo aos substituintes do

anel cinamoil.

Os efeitos promovidos pelo MI-J em comparacdo aos do MI-D (CADENA et
al., 1998) também sao indicativos de que a hidrofobicidade e os efeitos eletronicos sdao
mais significativos quando se trata da acdo dos derivados 1,3,4 tiadiaz6is mesoidnicos
sobre as funcdes mitocondriais e a atividade antimelanoma, respectivamente. Os
substituintes dos dois derivados (MI-J — OH e MI-D — NO,) possuem hidrofobicidade
semelhante e de fato promovem efeitos de intensidade similar sobre a bioenergética
mitocondrial. No entanto, quanto ao efeito eletronico, os dois compostos tém valores
muito distintos. O substituinte do MI-J (o = -0,37) promove um efeito injetor de
elétrons na estrutura de forma a neutralizar a carga positiva do anel mesoidnico,
enquanto que o substituinte do MI-D (¢ = 0,87) promove um pronunciado efeito
elétron-atrator retirando elétrons da estrutura e ativando com mais eficiéncia o anel
mesoidnico (figura 25). Desta forma, estes valores relacionam a importante atividade

antimelanoma do MI-D em comparagao a ineficicia do MI-J.
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Dentre os diferentes aspectos fisico-quimicos que devem ser considerados
quando se busca justificar a atividade biolégica de um composto, o efeito estérico é o
mais dificil de ser mensurado. Para os derivados deste estudo supde-se que este efeito
seja minimo devido aos pequenos e aproximados tamanhos dos substituintes.
Entretanto, deve-se considerar a hipdtese de que a acdo antitumoral possa estar
relacionada com a interacdo dos derivados com receptores celulares e/ou enzimas que
regulam o ciclo celular, sendo que para estas possibilidades o efeito estérico é
importante. O tamoxifeno, uma droga anti-estrogeno, € um exemplo de composto que
atua através deste mecanismo. Como descrito anteriormente 0 mecanismo de acdo do
tamoxifeno ndo estd totalmente definido, porém, sua acdo antitumoral inclue efeitos
sobre a bioenergética mitocondrial (CUSTODIO et al., 1998; TUQUET et al., 2000;
CARDOSO et al., 2001) e também sua funcio anti-estrogeno (IKEDA & INOUE,
2004). Em tumores dependentes de receptores de estrogeno o tamoxifeno mimetiza o
hormoénio estrégeno e, desta forma, se liga aos receptores provocando a perda da sua

funcdo.

Desta forma, considerando todos os aspectos discutidos, conclui-se que nao é
possivel estabelecer uma correlagdo absoluta entre os efeitos promovidos sobre a
bioenergética mitocondrial, evidenciados no presente estudo, e a atividade
antimelanoma destes derivados descrita por SENFF-RIBEIRO et al. (2004a). No
entanto, € possivel sugerir que a atividade antitumoral destes compostos seja
decorrente de diferentes mecanismos nos quais disfun¢gdes mitocondriais ndo sejam o
fator determinante da morte celular. Em relacdo ao MI-D, CARDOSO et al. (2004)
demonstraram que as ag¢des analgésica, antipirética e antiinflamatoéria in vivo do MI-D,
resultam da diminui¢do dos nives de PGE,, sugerindo que o composto possa exercer
uma acao inibitoria sobre a ciclooxigenase-2. Sabe-se que esta enzima € expressa
constitutivamente em melanomas humanos e que tal expressao parece estar envolvida
na regulacdo da invasividade do melanoma (DENKERT et al., 2001, KAKIUCHI et
al., 2002). Portanto a possibilidade de que o efeito antimelanoma deste derivado

envolva a inibicdo desta enzima, nao pode ser descartada.
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Assim como a inibicdo da COX-2, outros diferentes mecanismos de acdo sao
conhecidos para os agentes antitumorais. Muitas destas drogas atuam interferindo na
angiogénese, por exemplo, essencial para o crescimento € metdstase do tumor. O
termo angiogénese se refere ao desenvolvimento de novos vasos a partir de um pré-
existente. Este processo ¢ comum durante a gravidez e cicatriza¢do. Entretanto, em
condi¢des patoldgicas tais como inflamagdo, crescimento e metdstase tumoral,
frequentemente ocorre uma cronica angiogénese desregulada de forma a intensificar a
condicao patolégica (BISACCHI et al., 2003). A inibi¢do da vasculariza¢do do turmor
significa diminuir suas possibilidades de crescimento devido a falta de nutrientes e
oxigénio para as células. Esta é a estratégia de acdo da genisteina, um flavondide
natural encontrado na soja. Além de outros efeitos supressores, este composto reduz os
niveis tumorais do fator de crescimento endotelial (VEGF) e do fator de crescimento e
transformagdo B1 (TGF-B1) necessarios para o crescimento de novos vasos (SHAO et
al., 1998). Algumas drogas antitumorais exercem também sua toxicidade interferindo
em mecanismos que controlam o processo de replicacio do DNA. Durante este
processo qualquer erro como dele¢des ou trocas podem causar importantes
modificacdes para a célula gerada, dentre elas a imortalizagdo (SHAY et al., 1991).
Varios eventos ambientais ou endégenos podem danificar o DNA de forma a
contribuir significativamente para a imortalizacdo celular. Compostos alquilantes sdo
mutagénicos e genotoxicos e, devido a estas caracteristicas, sdo utilizados como
drogas citostéticas. Estas drogas alquilantes sdo em sua maioria agentes metilantes ou
cloroetilantes como a fotemustina (DRABL@S et al., 2004). Este composto € utilizado
no tratamento de melanoma (AVRIL et al., 2004) e seu mecanismo antitumoral inclue
a reacdo cruzada entre guanina e citosina mediada por uma cloroetilacdo no dtomo de
oxigénio 6 do nucleotideo guanina, causando modificagdes irrepardveis nos
nucleotideos do DNA de forma a provocar a apoptose nestas células (DRABL@S et
al., 2004).

Além destas, existem muitas outras vias pelas quais um composto pode exercer

um efeito antitumoral. Portanto, a continuidade deste estudo com certeza incluira
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etapas que busquem esclarecer os mecanismos envolvidos na a¢do antitumoral destes

derivados.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

1) Os trés derivados 1,3,4-tiadiazéis mesoidonicos, MI-J, MI-4F e MI-2 4diF
diminuiram de forma significativa a velocidade do transporte de elétrons através da
cadeia respiratoria mitocondrial, tendo como principal alvo de inibicdo o complexo
Citocromo c¢ oxidase ( Complexo IV) podendo afetar o complexo NADH
desidrogenase (complexo I) dependendo da dose utilizada. Dentre os trés derivados, os
compostos fluorados exerceram efeito mais acentuado, sendo o MI-2,4diF o mais

efetivo;

2) MI-J, MI-4F e MI-2,4diF possuem importante efeito desacoplador,
comprometendo a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa. O composto monofluorado

(MI-4F) exerceu tal efeito de forma mais intensa do que os outros dois derivados;

3) Os efeitos dos derivados MI-J, MI-4F e MI-2,4diF sobre a bioenergética
mitocondrial parecem estar relacionados a interacdo destes compostos com a

membrana mitocondrial interna;

4) Comparagdes dos resultados obtidos neste estudo aos ja descritos para o
derivado 1,3,4-tiadiaz6lio MI-D (substituinte -NO,), indicam que os compostos
fluorados comprometem de forma mais significativa as fungdes mitocondriais ligadas
a provisao de energia e, ainda, que os efeitos produzidos pelo composto MI-J
(substituinte -OH) sdo os que mais se assemelham aos descritos para o MI-D. Desta
forma, as caracteristicas quimicas dos substituintes do anel cinamoil parecem ser mais
importantes do que o anel mesoidnico como determinantes da acdo destes derivados

sobre a bioenergética mitocondrial.



89

Portanto, €é possivel sugerir que a atividade antimelanoma descrita
anteriormente para estes compostos apontando o MI-D como derivado mais efetivo,
em comparacdo aos derivados fluorados MI-4F e MI-2,4diF, nao decorre
exclusivamente dos efeitos destes compostos sobre as func¢des mitocondriais
relacionados a provisdo de energia, mas envolvem outros mecanismos que exigem

futuras investigacoes.
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