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RESUMO

Os compostos mesoidnicos, devido as suas propriedades quimicas, constituem
uma classe especial de compostos heterociclicos com potencial aplicac@o terapéutica.
Possuindo regides bem separadas de cargas positiva e negativa, em adi¢do ao seu
carater globalmente neutro, sdo capazes de interagir com biomoléculas e atravessar
membranas bioldgicas. Os primeiros compostos mesoidnicos sintetizados foram as
sidnonas (1,2,3-oxadiazdlio-5-olato) para as quais t€ém sido descritas importantes
atividades biologicas. Para a sidnona SYD-1 (3-[4-cloro-3-nitrofenil]-1,2,3-
oxadiazolio-5-olato) foi demonstrado um importante efeito antitumoral em
camundongos portadores de carcinoma de Ehrlich e sarcoma 180 (GRYNBERG et al.,
1992). O SYD-1 foi capaz de promover o aumento da sobrevida dos animais,
impedindo o crescimento do tumor. Considerando a escassez de informacdes na
literatura sobre os mecanismos de agdo das sidnonas e a importante atividade
antitumoral descrita para o SYD-1, neste estudo sdo investigados os efeitos deste
composto sobre o metabolismo energético em mitocondrias isoladas de figado de rato.
De maneira dose-dependente, o SYD-1 (1,5 umol.mg™ de proteina) inibiu a velocidade
respiratéria do estado 3 em 65% e 42% quando utilizados como substratos glutamato e
succinato de sédio, respectivamente. Verificou-se que SYD-1 reduziu a eficiéncia da
fosforilagdo oxidativa, como evidenciado pelo estimulo do estado 4 da respiracdo, o
qual foi mais acentuado para o glutamato (190%) em relacdo ao succinato (43%), na
presenca de 1,5 pmol de SYD-1.mg" de proteina. Como conseqiiéncia dos efeitos
sobre os estados 3 e 4 da respiracdo, os valores do coeficiente de controle respiratério
(CCR) e a razdo ADP/O foram diminuidos em presenca de SYD-1, para ambos os
substratos, sendo tal efeito mais pronunciado para o glutamato. Andlises dos
segmentos da cadeia respiratoria sugerem que o alvo de inibi¢do do composto situa-se
além do complexo I da cadeia respiratéria, incluindo os complexos III e IV. Em
ensaios de atividade da enzima glutamato desidrogenase observou-se que o SYD-1
(1,5 umol mg™" de proteina) inibe a enzima em 20%. A atividade do complexo F,F,
ATPase em mitocOndrias intactas foi acentuadamente estimulada (474%) em presenca
do SYD-1 (1,5 pmol. mg'1 de proteina). O composto (1,5 pumol. mg'1 de proteina)
inibiu a formag¢ao do potencial de membrana (48%) e promoveu o colapso do potencial
formado na concentragdo de 0,75 pmol mg'1 proteina. A permeabilidade da membrana
¢ afetada pelo SYD-1, como observado nos ensaios de inchamento mitocondrial em
presenga de acetato de sédio e de K* mais valinomicina. MitocOndrias energizadas
com glutamato, em presenca de acetato de sddio, tiveram seu inchamento
completamente inibido com a utilizacdo da concentragdo médxima do composto (1,5
pmol. mg'1 proteina), sendo esta mesma concentragdo responsavel pela inibi¢cdo de
90% em mitocOndrias energizadas com succinato. O inchamento de mitocOndrias
desenergizadas induzido por K* e valinomicina foi inibido em 20%, para todas as
concentracdes testadas. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o SYD-1
(0,25-1,5 umol. mg” proteina) reduz a eficiéncia do transporte de elétrons e da
fosforilagdo oxidativa e sugerem, ainda, que estes efeitos podem estar relacionados
com sua a¢do antitumoral.



ABSTRACT

Mesoionic compounds, due to their chemical properties, are a special class of
heterocyclic compounds with potential therapeutic application. Having well separated
regions of positive and negative charge, in addition to their overall neutral character,
they are able to interact with biomolecules and cross biological membranes. Sydnones
(1,2,3-oxadiazolium-5-olate) were the first class of mesoionic compounds synthesized
for which important biological activities have been described. The sydnone SYD-1 (3-
[4-chloro-3-nitrophenyl]-1,2,3-oxadiazolium-5-olate) has been shown to have an
important antitumoral effect against Ehrlich carcinoma and Sarcoma 180 tumor-
bearing mice. SYD-1 was able to enhance the animals’ survival, preventing tumor
growth (GRYNBERG et al., 1992). Considering the insufficient information in the
literature about the mechanism of action of sydnones and the very important
antitumoral activity described for SYD-1, we now evaluate the effects of this
compound on some energy-linked functions in rat liver mitochondria. In a dose-
dependent manner, SYD-1 (1.5 pmol. mg™" protein) inhibited 65% and 42% the
respiratory rate of state 3 when the substrates were sodium glutamate and succinate,
respectively. SYD-1 depressed phosphorylation efficiency, as evidenced by
stimulation of the state 4 respiratory rate, which was more accentuated for glutamate
(190%) than for succinate (43%), with 1.5 pmol. mg'l protein of SYD-1. As a
consequence of the effects on States 3 and 4, the RCC and ADP/O ratio values were
lowered by SYD-1, with both substrates, the effect being stronger with glutamate.
Analysis of the segments of the respiratory chain suggested that the SYD-1 inhibition
site is further on than complex I and includes complexes III and IV. Glutamate
dehydrogenase was inhibited in 20% by SYD-1 (1.5 umol. mg™ protein). The activity
of the complex F,F,ATPase in intact mitochondria was greatly increased (474%) in the
presence of SYD-1 (1.5 pmol. mg' protein). This inhibited the formation of
membrane electrical potential (48%) and promoted the collapse of the resulting
membrane potential (0.75 pmol SYD-1. mg™ protein). SYD-1 interfered with the inner
mitochondrial membrane permeability, as demonstrated by assays of mitochondrial
swelling in the presence of sodium acetate and valinomycin + K. Mitochondrial
swelling in preparations energized by glutamate, in the presence of sodium acetate,
was completely inhibited by SYD-1 (1.5 pmol. mg' protein). At the same
concentration it inhibited by 90% swelling in succinate energized mitochondria.
Swelling of de-energized mitochondria induced by K" and valinomycin was inhibited
by 20%, with all concentrations of SYD-1 (0.25-1.5umol. mg™ protein). Our results
show that SYD-1 depressed the efficiency of electron transport and oxidative
phosphorylation, and suggest that these effects can be involved in its anti-tumoral
effect.



1. INTRODUCAO

As mitocOndrias sdo importantes organelas intracelulares, pois nelas € gerada
a maior parte da energia utilizada pelas células eucaridticas. Estas organelas possuem
duas membranas: a membrana externa, onde se encontram proteinas denominadas
porinas - que atuam como poros ndo especificos, permitindo a passagem de moléculas
de peso molecular de até 10kDa - e a interna que é impermedvel a maioria das
moléculas pequenas e fons, incluindo prétons (H"). Estas caracteristicas sdo de
fundamental importancia para a integridade morfolégica e funcional da organela.
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

A membrana interna contém enzimas e cofatores que participam do transporte
de elétrons e geracdo de energia. Os transportadores de elétrons estdo organizados,
seqiiencialmente, em quatro complexos supramoleculares inseridos na membrana:
complexo I: NADH - ubiquinona oxidorredutase; complexo II: succinato
desidrogenase; complexo III: ubiquinona — citocromo ¢ oxidorredutase e complexo IV:
citocromo c¢ oxidase (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

A transferéncia de elétrons, provenientes da oxidacdo de um substrato até o
oxigénio, ocorre através dos complexos constituintes da cadeia transportadora de
elétrons - também denominada cadeia respiratéria - e estd acoplada ao bombeamento
de H' para o espaco intermembranas. Este processo gera a forga préton motriz (Ap),
formada por dois componentes: o ApH, resultante da diferenca de concentracdo de
prétons através da membrana mitocondrial e o AY (potencial de membrana),
decorrente da diferenca do potencial elétrico entre as duas fases aquosas separadas
pela membrana. Nas mitocOndrias, a forca préton motriz (Ap) direciona a sintese de
ATP, a partir de ADP e fosfato inorgénico, através da ATP sintase. Assim, com a
utilizagdo do substrato, o oxigénio é consumido na medida em que € reduzido a H,O e,
de forma acoplada, o ATP ¢ sintetizado (MORELAND, 1994; NICHOLLS &
FERGUSON, 2002).

Diversos compostos presentes em nosso cotidiano podem afetar a

bioenergética mitocondrial, o que significa um grande risco para a sobrevivéncia



celular. Tais substincias podem provocar alteracdes na permeabilidade da membrana
mitocondrial interna e/ou na velocidade do transporte de elétrons através da cadeia
respiratéria (MORELAND, 1994).

Os compostos conhecidos como desacopladores promovem o aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna a prétons. Desta forma, ocorre a
transferéncia de elétrons, mas niao ha formacdo do gradiente eletroquimico de prétons
(AH~H+) e, conseqiientemente, ndo ocorre sintese de ATP (TZAGOLOFF, 1982;
MORELAND, 1994). Entre os compostos que agem como desacopladores estdo
alguns antiinflamatérios com grupos ionizaveis, incluindo os agentes nio esteroidais:
diclofenaco, piroxicam, meloxicam, aspirina, indometacina e nimesulide (MAHMUD
et al., 1996). A acdo desacopladora destes compostos foi observada em mitocondrias
isoladas e em figado de rato perfundido, em concentragdes que correspondem as doses
utilizadas na terapéutica (PETRESCU & TARBA, 1997; MORENO-SANCHEZ et al.,
1999). Outros compostos que também tiveram seu efeito desacoplador demonstrado
foram alguns antipsicéticos, antidepressivos, drogas antitumorais, antimicéticos, anti-
helminticos, herbicidas e inseticidas (WALLACE & STARKOV, 2000).

Por sua vez, os inibidores do transporte de elétrons sdo caracterizados por
interferirem no fluxo de elétrons, sendo tal efeito resultante da insercio na membrana
interna e/ou da interagdo direta destes compostos com transportadores de elétrons da
cadeia respiratoria (MORELAND, 1994). Experimentalmente, a acdo inibitéria de um
composto sobre o transporte de elétrons é sugerida pela diminui¢io do consumo de
oxigénio em presenca de ADP (estado 3 da respiragdo) por mitocondrias acopladas. Os
inibidores do transporte de elétrons incluem, entre outros: alguns fungicidas como
fenfuram, neurolépticos, antihistaminicos, drogas antiangina, anti-sépticos,
antibidticos, inseticidas, etc (WALLACE & STARKOV, 2000).

Sob outro aspecto, t€ém-se atribuido as mitocondrias um papel decisivo no
processo da apoptose (SKULACHEV, 1996; SUSIN et al., 1998), fendmeno definido
como um sistema suicida da célula, observado durante a morfogénese normal dos
organismos ou em resposta a infeccdes patoldgicas ou ainda a outros danos

irrepardveis a célula (RAFF, 1992; PARONE et al., 2002; REGULA et al., 2003).



Portanto, as mitocondrias possuem um duplo papel, atuando tanto no metabolismo
energético quanto na morte celular (REGULA et al., 2003). Os mecanismos
envolvidos na apoptose estido sujeitos a uma rigorosa regulacio, envolvendo diversas
vias sinalizadoras. Neste sentido, as mitocondrias desempenham um papel central,
sendo conhecidas por controlar a apoptose através da liberacdo de proteinas
apoptogénicas (PARONE et al., 2002). Uma variedade de fatores que estimulam a
morte celular € transmitida para a mitocondria, por meio de proteinas translocadoras,
resultando numa resposta mitocondrial apoptética. Esta resposta ocorre por meio da
liberacdo de proteinas como: citocromo ¢, que promove a ativagdo de caspases no
citosol; Smac/Diablo que impedem a a¢do de inibidores da apoptose (IAPs); fatores
indutores da apoptose (AIF) e endonuclease G que induzem a fragmentacdo do DNA e
pré-caspases inativas que sdo ativadas apds a liberacdo no citosol (PARONE et al.,
2002).

Considerando a participacdo das mitocOndrias na apoptose, 0s eventos
ocorridos durante este processo podem ser agrupados em trés fases distintas: 1) fase
pré-mitocondrial — fase de inducdo, em que diversos estimulos ativariam o processo
apoptético; 2) fase mitocondrial — em que a integridade da membrana mitocondrial é
perdida e 3) fase pdés-mitocondrial — ocorre a liberacdo de fatores soliveis pela
mitocondria envolvidos na ativacdo de caspases e endonucleases (SUSIN et al., 1998).

Sabe-se que alguns xenobidticos sdo capazes de induzir a apoptose, por
inibirem o transporte de elétrons, atuando, desta forma, como fator desencadeante do
processo na fase pré-mitocondrial. Tal inibi¢do favoreceria a produgdo de espécies
reativas de oxigénio que parecem estar envolvidas na abertura de megacanais na
membrana mitocondrial, denominados poros de transicdo de permeabilidade (PTP)
(SKULACHEYV, 1996; SUSIN et al., 1998). Foi proposto que a abertura destes poros
provocaria, por sua vez, maxima estimulacdo no consumo de oxigénio e completa
dissipacdo do potencial de membrana com a conseqiiente eliminacdo das espécies
reativas de oxigénio. Neste caso, ocorreria o fechamento do poro e a respiragdo normal
da mitocondria seria restabelecida (SKULACHEV, 1996). No entanto, se as espécies

reativas de oxigénio continuassem se acumulando, a permanéncia do poro



comprometeria a integridade da membrana interna (fase mitocondrial da apoptose)
assim como provocaria a ruptura da membrana externa, acarretando na liberacdo de
proteinas como citocromo c e outros fatores relacionados a apoptose (HALESTRAP et
al., 2004), constituindo a fase pos-mitocondrial da apoptose (SUSIN et al., 1998).

Ainda neste contexto, sabe-se que agentes desacopladores, responsdveis pela
dissipacdo do potencial de membrana (desacoplamento da fosforilacdo oxidativa) s@o
usados na terapia do cancer e outras doencas degenerativas (NEWELL & TANNOCK,
1989; DECAUDIN et al., 1997). Desta forma, a acdo desacopladora de algumas
substancias pode explicar seu efeito terapéutico (SKULACHEV, 1998), sugerindo que
a mitocondria possa ser um potencial alvo intracelular para o tratamento de diferentes
doencgas (DALEY et al., 2005).

Neste aspecto, DALEY et al., 2005 demonstraram o envolvimento das
mitocOndrias nos efeitos promovidos pela cloroimipramina, a qual pertence a classe
dos antidepressivos triciclicos. Embora esta droga seja utilizada como antidepressivo,
os autores sugerem que a mesma exerca efeitos antitumorais por atuar em nivel
mitocondrial, desencadeando a morte celular por apoptose. Em adicdo, a
cloroimipramina também apresenta uma alta seletividade para células tumorais.
Utilizando mitocondrias isoladas de figado, coracdo, cérebro e rins de rato, os autores
verificaram que a droga inibe especificamente a atividade enzimética do complexo III
da cadeia respiratdria, o que ocasiona o decréscimo do potencial elétrico de membrana
e aumento da produgcdo de Aanion superdxido. Inchamento e vacuolizagdo da
mitocondria também foram observados com a utilizacdo da droga, a qual provocou
também a liberacdo de substancias pré-apoptéticas que levaram as células tumorais a
morte por apoptose.

Portanto, o papel central das mitocOndrias na provisdo de energia e seu
envolvimento na apoptose, tornam esta organela um excelente modelo experimental
para avaliar a toxicidade de um composto ou até mesmo esclarecer seu mecanismo de
acdo. Na verdade, mitocOndrias isoladas dos mais diferentes tecidos t€ém sido
vastamente utilizadas com tal objetivo. Neste estudo, mitocondrias isoladas de figado

de rato foram utilizadas como modelo experimental para avaliar os efeitos do



composto mesoidnico SYD-1 (3-[4-cloro-3-nitrofenil]-1,2,3-oxadiazélio-5-olato),
pertencente a classe das sidnonas, sobre o metabolismo energético. A escolha do SYD-
1 como objeto deste estudo foi motivada por sua importante atividade antitumoral
contra carcinoma de Ehrlich e sarcoma 180 em camundongos, como demonstrado por

GRYNBERG et al (1992).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostos mesoionicos

Os compostos heterociclicos estdo envolvidos em diversos tipos de reacdes
quimicas. Sua importancia estd relacionada a possibilidade da introdu¢do de
heterodtomos no anel, o que lhes confere diferentes propriedades quimicas e
biolégicas. Algumas das reagdes envolvendo compostos heterociclicos referem-se
aquelas fundamentais a manutencdo da vida, como a provisio de energia, a
transmissdo de impulsos nervosos, metabolismo e transferéncia de informacgdo
hereditaria (POZHARKU et al, 1997).

Dentre os compostos heterociclicos, destacam-se por sua possivel aplicacao
terapéutica, os chamados compostos mesoidnicos. O termo mesoionico foi sugerido
pela primeira vez por SIMPSON em 1946 para descrever moléculas cuja representacao
por estrutura covalente ou polar ndo é possivel.

O potencial valor dos compostos mesoidnicos como substancias biologicamente
ativas € encontrado no seu cardter aromdtico planar, seu tamanho relativamente
pequeno e a variagdo da densidade eletronica ao redor do anel. Embora as moléculas
sejam carregadas internamente e possuam alto momento dipolar, elas sdo globalmente
neutras, o que lhes confere in vivo a capacidade de atravessar barreiras lipidicas e
interagir com macromoléculas (KIER & ROCHE, 1967).

BAKER & OLLIS em 1955 definiram como mesoidnicos os compostos que
apresentassem, em sua estrutura, as seguintes caracteristicas:

a) um anel aromatico heterociclico com cinco ou seis elementos, incapaz de
ser representado por estrutura covalente;

b) todos os atomos compartilhando um sexteto de elétrons m, apresentando
considerdvel energia de ressonancia;

c) carga positiva no anel heterociclico, balanceada por uma carga negativa em
atomo ou grupo exociclico;

d) estrutura planar, ou préxima a isto.



12

Em 1976 foi proposta por OLLIS & RAMSDEN uma modificagdo nesta
definicdo. O termo “mesoionico” ficaria restrito a anéis heterociclicos com cinco
membros: “um composto pode ser apropriadamente classificado como mesoidnico
quando for constituido por um anel heterociclico de cinco membros, o qual ndo pode
ser representado satisfatoriamente por uma estrutura covalente ou polar, e que possua
um sexteto de elétrons r associados aos cinco dtomos que formam o anel”.

Assim, de acordo com esta defini¢do, moléculas que exibem um alto grau de
fixacdo de cargas positiva e negativa sobre dtomos especificos, como as betainas

(figura 1), ndo podem ser classificadas como mesoidnicas.

FIGURA 1. ESTRUTURA QUIMICA DAS BETAINAS.

FONTE: KIER & ROCHE, 1967.

Na figura 2, estd representada a estrutura quimica genérica de um composto
mesoidnico onde a, b, ¢, d, e, f podem ser: carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre
com seus respectivos substituintes (OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON &
RAMSDEN, 1982). Estes anéis podem ser classificados em A e B, de acordo com o
tipo de dtomos que compdem o anel e com a origem dos elétrons . Na figura 3, estio
demonstradas as férmulas genéricas e exemplos das duas classes (A e B), onde os
nimeros sobrescritos indicam a origem dos elétrons 7. As tabelas 1 e 2 apresentam a

relacdo dos compostos que fazem parte destas classes.
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FIGURA 2. REPRESENTACAO GENERICA DE UM COMPOSTO MESOIONICO.

b—a

S

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

FIGURA 3. REPRESENTACAO E EXEMPLOS DOS COMPOSTOS MESOIONICOS
DOS TIPOS A E B.

1 2 2 1
b—a b—a
2 / \ 1 1 5 / \ 1 1
c e f c 1 e f
AN
d d
Tipo A Tipo B
N—N N—N
N/ \C B / \ 7
—S N C—s
1,2,3,4-tetrazolio-5-tiolato Dihidroditizona
(Tipo A) (Tipo B)

0 1,2,3,4-tetrazdlio-5-tiolato € um exemplo de composto mesdionico do tipo A e seu isdmero
dehidroditizona, do tipo B.
FONTE: OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982.



TABELA 1 - HETEROCICLICOS MESOIONICOS DO TIPO A
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1 2
b—a
2/ \ 1 1
¢ 1° f
d
SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS
Oxazois a b c d e f
1,3-Oxazol-4-olatos NR CR O CR C @]
1,3-Oxazol-5-olatos O CR NR CR C @]
1,3-Oxazol-5-aminidas @] CR NR CR C NR
1,3-Oxazol-4-aminidas NR CR O CR C NR
Dioxois
1,3-Dioxol-4-olatos @] CR O CR C @]
Diazois
1,3-Diazol-4-olatos NR CR NR CR C @]
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 CXYyp
Tiazois
1,3-Tiazol-5-olatos S CR NR CR C 0]
1,3-Tiazol-4-olatos NR CR S CR C 0]
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 NR
Ditiois
1,3-Ditiol-4-olatos S CR S CR C 0]
1,3-Ditiol-4-aminidas S CR S CR C NR
Oxadiazois
1,3,4-Oxadiazol-2-olatos (@] CR NR N C @]
1,3,4-Oxadiazol-2-aminidas @] CR NR N C NR
1,3,4-Oxadiazol-2-tiolatos @] CR NR N C S
1,3,4-Oxadiazol--metilidas @] CR NR N C cxXyPb
1,2,3-Oxadiazol-5-olatos(sidnonas) @] N NR CR C @]
1,2,3-Oxadiazol-5-aminidas(sidnoniminas) @] N NR CR C NR
1,2,3-Oxadiazol-5-tiolatos @] N NR CR C S
Oxatiazois
1,3,2-Oxatiazol-5-olatos 0] N S CR C 0]
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 CXY,



TABELA 1 - HETEROCICLICOS MESOIONICOS DO TIPO A
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1 2
b —a
2/ \ 1 1
c. 1 F® f
d
continuacao
SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS
Tiadiazois a b c d e f
1,3,4-Tiadiazol-2-olatos S CR NR N C 0]
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 CXYy
1,2,3-Tiadiazol-4-olatos NR N S CR C 0]
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 CXYyp
1,2,4-Tiadiazol-3-olatos NR CR S N C @]
1,2,4-Tiadiazol-3-aminidas NR CR S N C NR
Oxatriazois
1,2,3,4-Oxatriazol-5-olatos (0] N NR N C 0]
1,2,3,4-Oxatriazol-5-aminidas O N NR N C NR
1,2,3,4-Oxatriazol-5-tiolatos 0] N NR N C S
Tetrazois
1,2,3,4-Tetrazol-5-olatos NR N NR N C (0]
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 CXYy
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 @]
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 CXYy
Oxatiois
1,3-Oxatiol-4-olatos S CR (0] CR C 0]
1,3-Oxatiol-5-olatos 0] CR S CR C 0]
Selenazois
1,3-Selenazol-4-olatos NR CR Se CR C 0]
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

pNestes compostos o grupo f estabilizado € um residuo carbanion estavel. Os substituintes X e Y

incluem CO, Et, CN ou um residuo fluorenilida.
FONTE: OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982
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SISTEMAS ATOMOS ou GRUPOS

a b c d e f
Oxazois
1,2-Oxazol-4-olatos CR O NR CR C O
1,2-Oxazol-4-aminidas CR O NR CR C NR
Diazois
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 (0]
1,3-Tiazol-4-aminidas CR S NR CR C NR
Ditiois
1,2-Ditiol-4-olatos CR S S CR C (0]
1,2-Ditiol-4-tiolatos CR S S CR C S
Tiadiazois
1,2,5-tiadiazol-3-olatos N S NR CR C (0]
Tetrazois
1,2,3,4-Tetrazol-5-olatos N NR NR N C O
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 CXYy

p Nestes compostos o grupo f estabilizado € um residuo carbanion estdvel. Os substituintes X e Y

incluem CO; Et, CN ou um residuo fluorenilida.
FONTE: OLLIS & RAMSDEN, 1976; NEWTON & RAMSDEN, 1982
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A atividade bioldgica de alguns compostos mesoidnicos das classes A e B é
comprovada por uma vasta literatura, sendo muitos destes compostos patenteados
(OLLIS & RAMSDEN, 1976). Entretanto, com relagdo a composi¢do do anel
mesoidnico, os que apresentam destacada atividade bioldgica, pertencem as seguintes
classes: sidnonas, sidnoniminas, oxatriazdis e 1,3,4-tiadiazéis mesoidnicos (figura 4)

(KIER & ROCHE, 1967).

FIGURA 4. ESTRUTURAS REPRESENTATIVAS DE COMPOSTOS MESOIONICOS
COM DESTACADA ATIVIDADE BIOLOGICA.
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A. sidnonas (1,2,3-oxadiazolio-5-olato); B. sidnoniminas (1,2,3-oxadiazdlio-5-aminida); C.
oxatriazdis (1,2,3,4 oxatriazdlio-5-olato) e D. 1,3,4-tiadiaz6is mesoionios (1,3,4-tiadiazélio-2-
tiolato).

FONTE: KIER & ROCHE, 1967.
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2.2. Atividades Biolégicas dos Compostos Mesoionicos

2.2.1. Sidnonas (1,2,3-oxadiazolio-5-olatos)

As primeiras sidnonas foram sintetizadas em 1935 por EARL & MACKNEY,
sendo que o método original de sintese ndo sofreu modificacdo significativa até os dias
atuais. Representadas na figura 4 A, as sidnonas constituem uma classe bem definida
de compostos anidro, obtidos pela adicdo de certos agentes desidratantes como
anidrido acético, a derivados N-nitroso de o aminoacidos N-substituidos (STEWART,
1964).

Por sua vez, as primeiras consideracdes sobre uma possivel atividade
bioldgica das sidnonas foram feitas por BROOKES & WALKER em 1957 quando
estes autores sintetizaram derivados 3-metil-4-alquil sidnonas. Estes compostos
tiveram seu efeito avaliado contra microorganismos incluindo Streptococcus
haemolyticus, Staphylococcus aureus e Leuconostoc mesenteroides, porém ndo foi
observada nenhuma atividade.

Em 1962, GRECO et al. confirmaram a atividade do composto 3-(p-
metoxibenzil)-sidnona contra carcinoma 755 em camundongos, sendo, por outro lado,
inativo contra sarcoma-180 e L1210. A partir deste mesmo composto, NYBERG &
CHENG (1965) sintetizaram um andlogo estrutural, denominado 3-piperonilsidnona,
que por sua vez, teve sua atividade testada contra o agente causador da maléria,
Plasmodium berghei, em ratos. A droga demonstrou-se ativa tanto quando
administrada por via oral ou subcutinea, na dose de 10 mg/kg, ndo sendo observada
toxicidade mesmo com a dose de 500 mg/kg. Embora os autores ndo tivessem
determinado o mecanismo de acdo desta sidnona, sugeriram que o mesmo ¢
dependente da integridade do anel mesoidnico, uma vez que derivados obtidos a partir
de hidrdlises 4cida e bdsica, respectivamente a piperonilhidrazina e N-Nitroso-N-
piperonilglicina, ndo apresentaram atividade antimaldrica.

Ainda no ano de 1965, BRUZZESE et al., (1965 a), sintetizaram quatorze

derivados de 3-aminoalquil-sidnonas os quais foram submetidos a ensaios para
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determinacdo de atividade bioldgica em ratos. Alguns destes compostos apresentaram
as atividades analgésica, hipoglicemiante e antiinflamatéria. Com relagdo a ac¢ao sobre
o sistema nervoso central, alguns demonstraram efeitos depressivos e outros
excitantes. E importante ressaltar, que também neste caso, a integridade do anel foi
essencial para a atividade dos compostos, uma vez que apds serem submetidos a
reacOes de hidrélise dcida os mesmos perderam a atividade observada anteriormente
(BRUZZESE et al., 1965 b).

Posteriormente, BADACHIKAR et al. (1986) sintetizaram os compostos 3-[p-
(N-metil/etil-N-fenilcarbamoil)]fenilsidnonas, bem como seus derivados pirazdis, que
foram testados contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
pyvocynea e Proteus vulgaris. Todos os compostos, utilizados nas doses de 25 a 100ug,
foram efetivos contra estes microorganismos.

MOUSTAFA & EISA, em 1992, também avaliando a atividade
antimicrobiana, testaram os efeitos de doze derivados de sidnonas 3-fenil substituidas;
0s microorganismos eram Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans. Todos os compostos testados exibiram atividade contra S. aureus.
Compostos com substituintes nitro e bromo foram fracamente ativos contra bactérias
gram negativas (E. coli), enquanto que nao foi observada atividade contra C. albicans.

Derivados fenil-sidnonas também foram avaliados quanto as atividades
antiinflamatoria e analgésica. SATYANARAYANA & RAO, 1995, testaram os efeitos
de duas séries de compostos derivados de 3-fenil-sidnonas: os da série I eram 4-[1-
0x0-3-(aril substituido)-2 propenil]-3-fenilsidnonas e os da série II eram 3-[4-[3-(aril
substituido)-1-oxo-2-propenil]fenil]sidnonas (figuras 5 A e B). Os compostos da série
I foram mais eficazes, tanto em sua atividade antiinflamatdria - como evidenciado pela
inibicdo da formacdo do edema induzido por carragenina — quanto em sua agdo
analgésica, como demonstrado pela diminui¢do do nimero de contor¢des induzidas

por acido acético. A dose utilizada foi de 100mg/kg.
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FIGURA 5 A. ESTRUTURA QUIMICA DO 4-[1-OXO-3-(ARIL SUBSTITUIDO)-2-
PROPENIL]-3-FENILSIDNONAS (SERIE I).
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FONTE: SATYANARAYANA & RAO, 1995.

FIGURA 5 B. ESTRUTURA QUIMICA DO 3-[4-[3-(ARIL SUBSTITUIDO)-1-0X0-2-
PROPENIL]FENIL] SIDNONAS (SERIE II) .

0
- o I H
R—Ar—CH—CH C N
MO
o ©

FONTE: SATYANARYANA & RAO, 1995.

A atividade antineopldsica das sidnonas, ja demonstrada por GRECO et al.
(1962), foi posteriormente evidenciada por GRYNBERG et al. (1992) para aril
sidnonas contra sarcoma 180, carcinoma de Ehrlich, histiocitoma fibroso — induzido
por 20 metil clorantreno em camundongos B10A (B10MCII) e células leucémicas
L1210. Os compostos testados foram 3-(4-X-3-nitrofenil)-1,2,3-oxadiaz6lio-5-olatos
(figura 6), onde X correspondia aos substituintes Cl (SYD-1), anel pirrolidino (SYD-
2), piperidino (SYD-3) ou morfolino (SYD-4). De acordo com os resultados obtidos,
os compostos que apresentavam o Cl (SYD-1) ou o anel pirrolidino (SYD-2) como

substituintes, exerciam uma importante atividade antitumoral, aumentando o tempo de
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sobrevida de animais com sarcoma 180, carcinoma de Ehrlich e de BIOMCII. Os
compostos em que os substituintes eram o anel piperidino ou morfolino ndo
apresentaram atividade antitumoral. E importante ressaltar que o composto SYD-1
(figura 6, onde X= Cl) foi o mais citotéxico contra todas as células tumorais testadas in

Vivo.

FIGURA 6. ESTRUTURA QUIMICA DO 3-(4-X-3-NITROFENIL)-1,2,3-OXADIAZOLIO-
5-OLATO.
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FONTE: GRYNBERG et al., 1992.

Mais recentemente, DUNKLEY & THOMAN (2003) sintetizaram e
demonstraram a atividade bioldgica de seis compostos para-substituidos, andlogos as
moléculas sintetizados por GRYNBERG et al. (1992). Em tais compostos, (figura 6) X
correspondia aos substituintes: Cl (3 a), F (3 b), dietilamino (4 a), azetidino (4 b),
indolino (4 ¢) e isoindolino (4 d). Os compostos foram testados em tré€s linhagens
celulares: MCF7 (mama), NCI-H460 (pulmao) e SF-268 (SNC). Os resultados foram
expressos em porcentagem de crescimento de células tratadas em relagdo as células
ndo tratadas. Como demonstrado anteriormente por GRYNBERG et al. (1992), o
composto apresentando o atomo de Cl como substituinte exerceu uma importante agao
antitumoral. Desta forma, DUNKLEY & THOMAN (2003), em seu estudo, testaram
novamente o mesmo composto de Grynberg, em comparacdo aquele contendo F como
substituinte visando esclarecer qual seria o fator responsdvel pela atividade

antitumoral, se o efeito indutivo ou o tamanho do substituinte. Os compostos 3a (Cl) e
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3b (F) inibiram o crescimento de pelo menos uma das linhagens (aproximadamente
32%). No entanto, o derivado 4’-fluorsidnona (composto 3b com substituicdo em 4°)
provou ser mais ativo contra as células testadas, sugerindo portanto, que o efeito
indutivo seria o responsdvel pela importante atividade bioldgica. Entretanto, os

compostos 4 a-d ndo apresentaram atividade.

2.2.2. Sidnoniminas (1,2,3-oxadiazolio-5-aminidas)

BROOKES & WALKER, em 1957, relataram a sintese das sidnoniminas
(figura 4B) através de uma reacdo entre um N-metil-N-nitroso-a-amino nitrilo com
dcido nitrico, neste caso com a formacao de uma nitrato de sidnonimina.

Importantes estudos sobre as sidnoniminas tiveram inicio na década de 80,
principalmente com relacdo a capacidade de atuarem como doadores de 6xido nitrico
(NO), uma molécula efetora comumente envolvida na regulacdo de madltiplas fun¢des
celulares, como a ativagdo da enzima guanilato ciclase solivel (sGC). Esta enzima
catalisa a sintese de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), que por sua vez, tem
seus niveis aumentados (MONCADA et al., 1991). Como resultado, ocorre o
relaxamento da musculatura vascular, o que justifica a importante acdo das
sidnoniminas no sistema cardiovascular (MAJID et al., 1980).

No final da década de 70, foi sintetizada a sidnonimina N-etoxicarbonil-3-
morfolinosidnonimina, denominada de molsidomina que passou a ser utilizada para o
tratamento da angina de peito. MAJID et al. (1980) realizaram estudos com
molsidomina buscando avaliar sua efetividade teraputica em comparagdo com
nitratos de uso corrente. Os resultados destes estudos sugeriram que a molsidomina
atuaria de maneira similar a nitroglicerina, sendo efetiva na prevencdo da angina de
peito, contribuindo, desta forma, para a atenuacdo do processo doloroso (MAJID et al.,
1980; RUDOLPH & DIRSHINGER, 1991). Entretanto, algumas diferencas
importantes entre molsidomina e nitratos foram observadas, como por exemplo, com
relacdo ao tempo necessdrio para a observagdo dos efeitos apds a administragdo, bem

como a duragdo dos mesmos. Os nitratos atuam rapidamente apds a administracdo e
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causam efeitos de curta duracdo. Os efeitos da molsidomina demoram mais para serem
observados, mas, por outro lado, sdo mais duradouros. Tais diferencas entre estes dois
compostos justificam-se porque a molsidomina, para ser farmacologicamente ativa,
precisa ser metabolizada no figado pela acdo de esterases, originando o metabdlito 3-
morfolinosidnonimina (SIN-1) que, por sua vez, ¢ metabolizado no sangue a N-
nitroso-N-morfolino-acetonotrito (SIN-1 A), sendo este ultimo processo nao
enzimdtico (figura 7).

SIN-1 lentamente decompde-se para liberar NO e anion superéxido (O;), que
reagem para formar espécies potencialmente téxicas de peroxinitrito (ONOQ"). Este
ultimo é um poderoso agente oxidante ao qual t€m-se atribuido as agdes tdxicas
causadas pelo NO (BLOUGH & ZAFIRIOU, 1985; FEELISCH et al., 1989). A acao
deletéria do anion superdxido, produzido pela metabolizacdo do SIN-1, pode ser
amenizada pela acdo da enzima superéxido dismutase (SOD). Esta enzima € capaz de
dismutar O, em perdéxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio molecular (O,). Embora
SOD possa proteger as células de possiveis lesdes ou danos oxidativos causados pelo
O, a formagdao de H,0O, pode originar outra espécie reativa de oxigénio, os radicais
hidroxil (OH") que também podem promover danos celulares. Por sua vez, o peréxido
de hidrogénio pode ser decomposto pela acdo da enzima catalase, em dgua e oxigénio
molecular.

Neste contexto, MORO et al, 1998, estudaram o papel da SOD e ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazol[4,3-a]quinoxalin-1-one, inibidor da sGC) na morte celular induzida
por SIN-1 em cultura primdria de neur6nios de ratos. Os resultados do estudo
sugeriram que a enzima SOD potencializaria a morte neuronal induzida por SIN-1,
devido a geracdo de H,0O, a partir do O, proveniente da sidnonimina. Por outro lado, o
NO também gerado a partir de SIN-1, promoveria a elevacdo nos niveis de GMPc, o
qual, por sua vez, exerceria um efeito protetor contra a morte neuronal por estar
envolvido na regulacdo dos niveis de calcio intracelulares. (BARGER et al, 1995;
WANG & ROBINSON, 1997). Portanto, os autores concluiram que o H,O, gerado a
partir de SIN-1 era o agente responsdvel pela morte celular e, ainda, que a presencga de

ODQ, por inibir a sGC e anular o estimulo promovido pelo NO também gerado a partir
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do SIN-1, aumentaria a neurotoxicidade causada pela sidnonimina em presenca de
SOD.

Outra importante sidnonimina utilizada na prética clinica é o Sydnocarb, [3-
(B-fenilisopropil)-N-fenilcarbamoilsidnonimina]. =~ Sendo  utilizado como um
psicoestimulante na terapia de desordens psiquidtricas, incluindo esquizofrenia e
depressdo, o Sydnocarb parece ndo causar efeitos toxicos significativos nem mesmo
dependéncia comportamental ou fisica (ANDERZHANOVA et al. 2001). Os
pesquisadores estudaram os efeitos do Sydnocarb sobre os niveis extracelulares de
glutamato e de outros aminodcidos neuroativos em comparacdo com aqueles
provocados pela D-anfetamina, um cldssico estimulante psicomotor. A administragdo
das drogas em ratos, via intraperitoneal, foi feita de maneira aguda e subcronica
(quatro vezes com intervalos de 2 horas). De acordo com os resultados obtidos, a
administracio de 5 mg/kg de anfetamina produziu acimulo extracelular moderado dos
niveis dos aminodcidos glutamato e aspartato, enquanto que uma dose equimolar de
Sydnocarb (23,8 mg/kg) provocou aumento extracelular de glutamato e alanina. Por
sua vez, a administragdo subcronica de D-anfetamina causou um aumento gradual de
cinco vezes nos niveis de glutamato e aumento moderado do aspartato e alanina. O
composto mesoidnico provocou um marcado aumento nos niveis de aspartato e
pequeno aumento nos niveis de glutamato. A partir destes dados, os autores
concluiram que o modo de acdo das duas drogas € diferente e que o Sydnocarb parece
ser menos neurotoxico do que a D-anfetamina, uma vez que provoca menos alteracdes
nos niveis extracelulares de glutamato (ANDERZHANOVA et al. 2001).

Este mesmo composto teve seus efeitos psicoestimulantes avaliados também
em comparacdo com a metanfetamina (WITKIN et al., 1999). Sydnocarb foi capaz de
bloquear os efeitos depressivos do haloperidol sobre o sistema locomotor. Os efeitos
convulsivos da cocaina foram significantemente aumentados pela co-administracdo de
doses ndo toxicas de metanfetamina, mas ndo de Sydnocarb. Este mesoidnico
aumentou a atividade locomotora em ratos, mas com poténcia e eficicia reduzidas em

comparacio com a metanfetamina.



FIGURA 7. ESTRUTURA QUIMICA
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FONTE: RHESE et al., 1995; KANTAANRANTA et al., 1996.
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2.2.3. Oxatriazois Mesoionicos

Assim como demonstrado para as sidnoniminas, a atividade bioldgica dos
oxatriazéis mesoidnicos (figura 4C), relaciona-se a liberacdo de 6xido nitrico. Neste
sentido, KARUP et al. (1994) realizaram estudos com o objetivo de desenvolver um
novo grupo de compostos doadores de 6xido nitrico, que atuariam como possiveis
drogas para o tratamento de isquemia, desordens tromboéticas e asmadticas. Estes
pesquisadores procuravam também eliminar alguns efeitos indesejdveis observados
quando utilizados outros doadores de NO, como por exemplo, o desenvolvimento de
tolerancia. Assim, foram sintetizados os derivados 3-aril-1,2,3,4-oxatriaz6is-5-imina,
0s quais eram estruturalmente relacionados com as sidnoniminas € com 0s compostos
3-aril-1,2,3,4-oxatriazdis-5-oxidos, para os quais havia sido relatada a atividade
hipotensiva (KIER et al., 1966; MASUDA et al., 1970). Estes compostos mesoidnicos
foram denominados GEA. Os resultados mostraram que eles eram todos, em maior ou
menor grau, doadores de NO.

Em 1996, KANKAANRANTA et al., avaliaram a liberacdo de NO de dois
outros compostos derivados GEA, nomeadamente, GEA 3162 e GEA 3175 (figura 8),
em comparacdo com doadores de NO conhecidos: 3-morfolino-sidnonimina (SIN-1) e
S-nitroso-N-acetil penicilamina (SNAP). Os resultados evidenciaram que estes
derivados GEA liberavam NO a partir do anel mesoidnico.

Também neste contexto, REHSE & KONIG (1995) sintetizaram e testaram as
atividades antiplaquetdria e antitrombdtica dos compostos mesoidnicos 1,2,3,4-
oxatriazoliminas e os correspondentes oxatriazolonas. O composto cloreto de 5-amino-
3-fenil-1,2,3,4-oxatriazolimina, na concentracdo de 50 nmol/L, promoveu inibi¢do de
agregacdo plaquetdria em 50%, em experimentos realizados in vitro. J4 o derivado N-
etoxicarbonil inibiu em 48% a formagdo de trombo em arteriolas de ratos. Os autores
sugeriram que tais efeitos estariam relacionados a formacdo imediata de derivados

nitroso hidrazinas.
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FIGURA 8. ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS MESOIONICOS 3-ARIL
SUBSTITUIDOS OXATRIAZOIS-5-IMINAS, GEA 3162, GEA 3175
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FONTE: KANKAANRANTA et al., 1996.
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2.2.4. Compostos 1,3,4- Tiadiazois Mesoionicos

Os 1,3,4-tiadiaz6is mesoidnicos (figura 4D), representam uma outra classe de
compostos mesoidnicos com importante atividade bioldgica. Seus efeitos foram
avaliados pela primeira vez por STEWART & KIER em 1965. Derivados 4-fenil-5-X-
tiadiazdlio mesoidnicos (figura 9) foram testados contra Staphylococcus aureus,
Diplococcus pneumoniae e Escherichia coli. A atividade foi observada para os
compostos onde X correspondia aos radicais metil, etil, propil e isopropil. Derivados
com substituintes volumosos ou de cadeias longas foram menos ativos.

Sob outro aspecto, GLENNON et al. (1981 a e b), testaram os efeitos dos
compostos 1,3,4-tiadiazdis [3,2-a] pirimidinas (figura 10) frente a enzima adenosina
3’,5’-monofosfato fosfodiesterase. Foi demonstrada a inibi¢do da enzima, dependente
da presenca de certos substituintes na estrutura mesoidnica (R,, R¢ e Rg). Radicais
alquilas de cadeia curta ndo tinham efeito inibitério, enquanto que os substituintes
hidrofébicos fenil e benzil aumentavam a inibicdo observada. Os autores sugeriram
que esta acdo inibitéria € decorrente da analogia estrutural dos compostos com
xantinas naturais, como a teofilina que € um inibidor conhecido da fosfodiesterase
(GLENNON et al., 1981 b).

Em continuidade ao trabalho anterior, GLENNON et al. (1984) analisaram
uma variedade de compostos mesoidnicos andlogos as xantinas - incluindo tiazdis
[3,2-a] pirimidinas, benzotiaz6is pirimidinas e 1,3,4-tiadiazéis [3,2-a] pirimidinas -
quanto a atividade sobre receptores de adenosina A; e A, . respectivamente
relacionados com a inibi¢do e ativacdo da adenilato ciclase. Os compostos 1,3,4-
tiadiazdis [3,2-a] pirimidinas (figura 10) foram antagonistas somente aos receptores
A, embora tal efeito tenha sido menos pronunciado do que o observado para teofilina.
A presencga do substituinte fenil no anel mesoidnico ndo aumentou a intensidade do
efeito, ao contrdrio do que era observado para teofilina. Na verdade, os diferentes
substituintes pareciam nao influenciar na intensidade dos efeitos dos compostos

mesoionicos.



FIGURA 9. ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS
TIADIAZOIS MESOIONICOS

FONTE: STEWART & KIER, 1965.
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LIMA et al. (1986) sintetizaram e testaram o derivado mesoidnico 4,5-difenil-
2-tiolato-1,3,4-tiadiazélio em ensaios microbiolégicos realizados in vitro frente as
bactérias Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Streptomyces albus, Streptomyces
griseus, e os fungos Candida Albicans, Cryptococcus neoformans, Rhodotorula sp.,
Penicillium sp., Paracoccidioides brasiliensis e Sporothrix schenckii. Os resultados
evidenciaram a acdo antibacteriana do composto, sendo a concentragdo de 400 pg/mL
efetiva para a inibicao do crescimento dos microorganismos testados.

A sensibilidade de Saccharomyces cerevisae frente aos compostos
mesoidnicos 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminida e 1,3,4-triazdlio-2-tiolato foi determinda in
vitro, através de técnicas microcalorimetria (MONTANARI et al., 1992). Os
resultados foram comparados com os obtidos através do método de difusdo em 4gar.
Apenas o composto 1,3,4-tiadiazélio-2-aminida (figura 11), em que X representa o
grupamento NO,, apresentou atividade antifliingica significativa.

Em 1999, ATHAYDE-FILHO et al., descreveram a sintese e a caracterizacao
de dez compostos mesoidnicos, avaliando também, sua atividade antimicrobiana. Trés
destes compostos eram derivados 1,3,4-tiadiazdlio-2-tiolatos e sete derivavam dos
1,3,4-triazélio-2-tiolatos hidroclorados. Os compostos foram dissolvidos em DMSO a
uma concentragdo de 15 mg/mL para a realizacdo dos experimentos. Os resultados
obtidos sugeriram que os compostos eram ativos contra bactérias Gram-positivas e
dlcool-4cido resistentes; apresentavam atividade moderada contra leveduras e pouca
atividade contra outros fungos e foram inativos contra as bactérias Gram-negativas

estudadas.
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FIGURA 11. ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO MESOIONICO 1,34-
TIADIAZOLIO-2-AMINIDA  ATIVO CONTRA SACCHAROMYCES
CEREVISAE.

FONTE: MONTANARI et al., 1992.

Os compostos mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiazéis, também foram testados
quanto a atividade contra as formas promastigota e amastigota de Leishmania
amazonensis (DA SILVA et al., 2002). O objetivo dos autores era testar diferentes
derivados destes compostos (cloreto de 4-fenil-5-(4’-X- ou 3’-Y-cinamoil)-1,3,4-
tiadiazdlio-2-fenilamina) a fim de obter um composto com alta atividade e baixa
toxicidade. Os resultados demonstraram que os compostos mais ativos foram o 4’- e
3’-metoxi derivados contra as formas promastigotas, enquanto que a maior atividade
contra as formas amastigotas foi obtida com os derivados 4’-fldor e 3’-bromo.

Quanto a atividade antitumoral, GRYNBERG et al. (1997) demonstraram a
atividade do cloreto de 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI-
D - figura 12), contra carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180. O composto, sintetizado
pelos autores, preveniu o crescimento destas linhagens tumorais sem provocar
alteracdes significativas nos parametros hematoldgicos dos animais testados. SENFF-

RIBEIRO et al. (2003) avaliaram a atividade do MI-D contra melanoma B16-F10 em
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camundongos. Ensaios in vitro demonstraram que o MI-D interfere na viabilidade e na
proliferacdo destas células. A viabilidade celular foi reduzida em 80%, apds 24 horas,
com a utilizacdo de 25 uM de MI-D. A taxa de proliferacdo foi avaliada num periodo
de 72 horas utilizando diversas concentragdes (2,5 — 25 uM) e sofreu em decréscimo
de maneira dose dependente. In vivo, 0 MI-D, na concentragio de 57 umol.kg™, inibiu
o crescimento do tumor subcutaneo — estabelecido apds 24 horas da inoculag¢do das
células tumorais B16-F10 — em 85%. Neste contexto, os efeitos do MI-D foram
comparados com os dos antineopldsicos fotemustina e dacarbazina, cuja agdo anti
melanoma € reconhecida. O MI-D foi mais citotéxico para as células B16-F10 do que
a fotemustina, in vifro, nas mesmas condicdes experimentais (SENFF-RIBEIRO et al.,
2003).

Os mesmos autores, em estudo posterior (SENFF-RIBEIRO et al., 2004 a),
compararam a atividade observada para o MI-D com a de outros compostos que
diferiam apenas no substituinte do anel cinamoil (cloretos de 4-fenil-5-[2°-Y, 4’-X ou
4’-X-cinamoil]-1,3,4 tiadiazolio-2-fenilamina), onde MI-J, X= OH; MI-2,4diF,
X=Y=F; MI-4F, X=F. Os autores observaram maior efetividade do MI-D em relagdo
aos outros compostos, provavelmente devido ao seu grupo atrator de elétrons (NO,),
que intensifica a carga positiva do anel mesoidnico e permite uma extensiva
conjugacdo da cadeia lateral com a porcao exociclica. Isto parece ser importante para a
atividade antitumoral destes compostos contra 0 melanoma. Complementando estes
estudos, SENFF-RIBEIRO et al. (2004 b) avaliaram os efeitos do composto MI-D em
diferentes linhagens de melanoma humano. O MI-D diminuiu, in vifro, a viabilidade e
a proliferacdo das células MEL-85, SK-MEL, A2058 e MEWO, demonstrando uma
elevada atividade citotoxica. Ainda neste estudo, a adesdo das células MEL-85 a
diferentes componentes da matriz extracelular foi avaliada em presenca do MI-D,
sendo que o composto reduziu a adesdo a laminina, fibronectina e matrigel. Da mesma
forma, a morfologia e a organizagdo dos filamentos de actina do citoesqueleto foram
alteradas pelo tratamento com o composto mesoidnico.

Sob outro enfoque, CADENA et al. (1998) avaliaram os efeitos do MI-D sobre

o metabolismo energético em mitocOndrias isoladas de figado de rato. O MI-D
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promoveu inibi¢do do transporte de elétrons além do complexo I, entre os complexos
II e III da cadeia respiratéria. O composto também foi capaz de colapsar o potencial de
membrana (Ay) e estimular a atividade ATPésica em mitocOndrias intactas. Estes
resultados levaram os autores a classificar o MI-D como um agente desacoplador
inibitério (MORELAND, 1994).

Em trabalho subseqiiente, CADENA et al. (2002) demonstraram que o MI-D
altera a fluidez e a elasticidade da membrana mitocondrial interna, conforme
observado em experimentos de inchamento mitocondrial na presenca de acetato de
s6dio, de K mais valinomicina e K" mais nigericina. Ensaios de polarizacio de
fluorescéncia, em vesiculas multilamelares sintéticas e naturais, indicaram que o MI-D
se instala na membrana mitocondrial, afetando tanto os centros hidrofébicos quanto
hidrofilicos, diminuindo a fluidez da membrana. Os autores sugerem ainda que os
efeitos do MI-D sobre o metabolismo energético mitocondrial podem estar
relacionados a sua importante atividade antitumoral.

Em adicdo a atividade antitumoral, CARDOSO et al. (2004), demonstraram
que o MI-D também exerce agdes antiinflamatdria, analgésica e antipirética. O
composto (8 mg.kg™) inibiu de forma significativa a formacdo do edema induzido por
carragenina em ratos, sugerindo sua atividade antiinflamatéria. Seu efeito analgésico
(2 mgkg") foi evidenciado pela diminui¢io do ndmero de contorcdes abdominais
induzidas por 4cido acético em camundongos. Em ratos, o pré-tratamento com 1
mg.kg"' de MI-D inibiu a resposta febril induzida por LPS. O composto também foi
efetivo nos casos em que o quadro febril ja estava instalado. Ainda neste estudo, os
autores demonstraram que o MI-D estimulou a glicogendlise e inibiu o consumo de
oxigénio em figado de rato perfundido. De acordo com os resultados obtidos, os

autores sugeriram que o MI-D é um agente antiinflamatério em potencial.
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FIGURA 12. ESTRUTURA QUIMICA DO CLORETO DE 4-FENIL-5-[4-
NITROCINAMOIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-FENILAMINA (MI-D) EM
A. E DE SEU DERIVADO MESOIONICO 4-FENIL-5-[4-
NITROCINAMOIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-FENILAMINIDA EM B.
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FONTE: GRYNBERG et al., 1997
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os estudos envolvendo os compostos mesoidnicos sdo direcionados, em sua
maioria, apenas no sentido de determinar suas possiveis atividades bioldgicas. Dentre
os trabalhos que buscam esclarecer os provdveis mecanismos envolvidos nos efeitos
destes compostos em mitocondrias, os realizados por CADENA et al. (1998, 2002)
sugerem que a atividade antitumoral do composto mesoidonico MI-D (GRYNBERG et
al., 1997), estaria relacionada aos seus efeitos sobre o metabolismo energético
mitocondrial e, ainda, que a apoptose seria o processo envolvido na morte celular
promovida pelo mesmo (CADENA et al., 1998).

Para um outro composto mesoidnico, o 3-[4-cloro-3-nitrofenil]- 1,2,3-
oxadiazolio-5-olato - SYD-1 (figura 6, onde X=Cl), pertencente a classe da sidnonas,
foi demonstrada importante atividade antitumoral contra carcinoma de Erlich e
Sarcoma 180 (GRYNBERG et al.,1992).

Portanto, considerando a importante a¢do antitumoral descrita para o SYD-1, a
inexisténcia de informacdes na literatura que auxiliem no esclarecimento do
mecanismo relacionado a esta atividade e ainda, ao importante papel da mitocondria
na sobrevivéncia celular — quer no tocante a provisdo de energia como no
envolvimento da organela nos processos de morte celular — o presente estudo tem
como objetivo determinar os efeitos do SYD-1 sobre o metabolismo energético
mitocondrial visando contribuir para o esclarecimento do mecanismo de acgdo
envolvido na atividade antitumoral deste composto.

Para cumprir este objetivo foram determinados, em mitocondrias isoladas de
figado rato, os efeitos do SYD-1 sobre:

- 0 consumo de oxigénio durante os estados 3 e 4 da respiracdo;
- a atividade dos complexos enzimaticos da cadeia respiratdria;
- a atividade do complexo F,F, ATPase;
- o potencial elétrico de membrana (AW);

- o inchamento (“swelling”’) mitocondrial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

D-manitol, Hepes, EGTA, EDTA, dacido glutamico, rotenona, ADP, ATP,
NADH, NAD", citocromo ¢ (Tipo IV - cora¢io de boi), fosfoenolpiruvato, piruvato
quinase (tipo I, 100U/mg de proteina), FCCP, sulfato de magnésio, safranina O,
valinomicina, oligomicina, antimicina A, L-glutamato desidrogenase (42 U.mg'1 de
proteina) foram obtidos da Sigma Chemical Co.

Os reagentes listados a seguir foram obtidos dos laboratdrios: ferricianeto de
potassio (Riedel), cianeto de sédio (Baker), DPIP (Eastman), fosfato de potdssio
monobdsico (Synth), dcido succinico (Aldrich Chemical). Albumina de soro bovino
(BSA), cloreto de potdssio, sacarose, DMSO, Tris e os demais reagentes, também com
alto grau de pureza, foram adquiridos da Merck.

O composto mesoidnico SYD-1 (3-[4-cloro-3-nitrofenil]-1, 2,3-oxadiazélio-5-
olato) foi sintetizado e gentilmente doado pela Prof*. Dra. Aurea Echevarria do
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. O composto teve sua estrutura confirmada por RMN 'He "

C e espectroscopia de massas (GRYNBERG et al., 1992).

4.2 Preparo da Solu¢ao de SYD-1

A solucdo de SYD-1 foi preparada em DMSO a concentragdo final de
100mmol.L™".
A solugdo estoque foi mantida congelada a -18°C e utilizada no prazo méximo de 1
més. Como verificado através de RMN ' H e "> C e espectroscopia de massas, a
solucdo estoque armazenada nestas condi¢des, por dois meses, mantém suas
caracteristicas estruturais (ECHEVARRIA, Comunicacdo pessoal). Para a utilizagdo

nos ensaios, a solug¢do estoque foi diluida em meio de reacdo, a fim de obter-se a
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concentracdo final desejada para cada situacido experimental. O espectro de absorcao

do SYD-1 em DMSO estd representado na figura 13.

FIGURA 13. ESPECTRO DE ABSORCAO DO SYD-1 EM DMSO.

2,57 —o—SYD
——DMSO

2 4

1,5 +

<

1 4

0,5
0 —— T T ﬂ

200 300 400 500 600
Comprimento de onda (nm)

4.3 Animais

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar, com peso variando entre 220-
330g, mantidos no biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os animais
foram alimentados com dieta balanceada Purina® e dgua ad libitum e, para o
isolamento das mitocondrias, foram submetidos a jejum prévio de 12 horas

permitindo-se dgua ad libitum.

4.4 Efeitos do SYD-1 Sobre o Metabolismo Mitocondrial

Com o objetivo de avaliar os efeitos do SYD-1 sobre o metabolismo

energético mitocondrial foram determinados os efeitos do composto sobre os seguintes
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parametros: consumo de oxigénio durante os estados 3 e 4 da respiracdo, atividade
enzimdtica dos complexos da cadeia respiratéria e ATPsintase (ATPase), potencial
elétrico de membrana (AYW) e inchamento mitocondrial (swelling). Para tanto, foram
utilizadas as concentracdes de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5 pymol de SYD-1. mg'l de
proteina mitocondrial. Em todas as situacdes experimentais o SYD-1 foi incubado
previamente por 2 minutos com as preparacdes mitocondriais. Foram realizados,
também, experimentos controle apenas com DMSO, solvente do SYD-1, nas
concentracdes correspondentes aquelas utilizadas nos ensaios, demonstrando que o

DMSO nio exerce efeito nos experimentos realizados.

4.4.1 Isolamento de Mitocondrias de Figado de Rato

4.4.1.1 Isolamento de Mitocondrias para Determinacio do Consumo de Oxigénio,

Potencial de Membrana e Atividade ATPasica.

Mitocondrias de figado de rato foram isoladas como descrito por VOSS et al.
(1961), com algumas modificagdes, utilizando-se como meio de extragdo: D-manitol
210 mmol.L™, sacarose 70 mmol.L™"" EGTA 0,5 mmol.L", Tris-HCI 10 mmol.L"' pH
7,4 ¢ BSA 0,05 g%. Ap6s o animal ter sido decapitado, o figado foi retirado
imediatamente e imerso em meio de extracdo a 4°C. Depois de lavado, o 6rgdo foi
picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador van Potter Elvehjen,
usando-se sucessivamente pistilos frouxo e normal. O homogeneizado obtido foi
centrifugado a 320 x g a 4°C em centrifuga Hitachi, modelo himac CR21E, durante 5
minutos, para eliminacdo de restos de células intactas, membranas e nucleos.
Desprezando-se o sedimento, o sobrenadante foi centrifugado a 12.600 x g, durante 10
minutos. 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, 4°C. As mitocOndrias obtidas foram ressuspensas em meio de extragdo, a

concentracio de aproximadamente 40 mg.mL".
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4.4.1.2 Isolamento de Mitocondrias para Determinacio do Grau de Inchamento

Mitocondrial.

A técnica de isolamento de mitocondrias para os experimentos de inchamento
mitocondrial foi a mesma descrita no item anterior, porém, o meio de extracdo era
constituido de: sacarose 330 mmol.L'l, Tris-HCI 1 mmol.L'l, pH 7,5 e EDTA 1
mmol.L"' (MUSTAFA et al. 1966). Na dltima centrifugacdo ndo foi colocado EDTA.
A concentragio final de proteina mitocondrial foi ajustada para 40 mg.mL”,

utilizando-se meio de extracdo sem EDTA.

4.4.1.3 Obtencio de Mitocondrias Rompidas, para Avaliacio da Atividade

Enzimatica dos Complexos da Cadeia Respiratoria.

Mitocondrias de figado de rato, isoladas como descrito no item 4.4.1.1, foram
congeladas em nitrogénio liquido, at¢ o momento de sua utilizacdo. As organelas
foram rompidas por 3 ciclos de congelamento e descongelamento. Os fragmentos de
membrana assim obtidos foram utilizados para a avalia¢do da atividade enzimadtica dos

complexos da cadeia respiratéria e da ATP sintase (ATPase).

4.5 Métodos Analiticos Envolvendo as Preparacoes Mitocondriais

4.5.1 Determinacio 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
experimentos foram realizados em volume final de 1,3 mL, sob agitacdo, em cimara
fechada termostatizada, a temperatura de 28°C (VOSS et al., 1963).

O sistema de reagdo, constituido de: D-manitol 125 mmol.L"', tampdo Hepes

10 mmol.L", pH 7,2, KCl 65 mmol.L"', EGTA 0,1 mmol.L"' ¢ BSA 0,1g%, foi
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suplementado com succinato de sédio 2,5 mmol.L'l, rotenona 10 umol.L'l, K,HPO,
0,8 mmol.L' ¢ ADP 0,08 mmol.L'l, ou com glutamato de sédio 5 mmol.L'l, K,HPO,
1,6 mmol.L! ¢ ADP 0,16 mmol.L'l, na auséncia de rotenona. A quantidade de
mitocondrias utilizada em cada experimento, expressa com relagdo a concentracdo de
proteinas, foi de 0,5 mg, quando o substrato utilizado foi o succinato de sédio e de 2,0
mg, quando o glutamato de sédio foi o substrato oxidédvel.

As velocidades respiratdrias foram expressas em nmol de O, consumido.min®
"'mg ™ de proteina, considerando-se que a solubilidade do O, na 4gua, a 28°C e 1 atm
é de 250 pmol.L"' (ESTABROOK, 1967). A relacio ADP: O foi determinada como
descrito por CHANCE & WILLIAMS (1955), considerando a concentragao de ADP
utilizada no sistema e os dtomos-grama de oxigénio consumidos durante a respiracdo
na presenca de ADP (estado 3). O coeficiente de controle respiratério (CCR) foi obtido
da razdo entre a velocidade respiratéria na presenca de ADP (estado 3) e a velocidade

apo6s o consumo de ADP (estado 4).

4.5.2 Determinacido da Atividade Enzimitica dos Complexos Enzimaiticos da

Cadeia Respiratoria

Para determinar a atividade das enzimas ligadas a cadeia respiratéria foram
utilizadas preparagdes de mitocOndrias rompidas como descrito no item 4.4.1.3. Para
tais experimentos foi utilizado espectrofotdmetro Hitachi, modelo U — 2001 UV/VIS
equipado com impressora Epson LX 300. Em alguns casos, a atividade enzimética foi
determinada polarograficamente através do consumo de oxigénio, como descrito no

item anterior.

4.5.2.1 NADH Oxidase (NADH: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade do complexo NADH oxidase foi determinada polarograficamente

como recomendado por SINGER (1974).
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O sistema de reacdo, a temperatura de 28° C, em volume final de 1,3 mL, era
constituido de: tampao fosfato 80 mmol.L'l, pH 7,4, EDTA 50 umol.L'l, NADH 0,17
mmol.L™" e 0,5 mg de proteina mitocondrial. A reacdo foi iniciada pela adi¢io de
NADH, acompanhando-se a velocidade do consumo de oxigénio. Os resultados foram

. A . . -1 -1 , . .
expressos em nmol de oxigénio consumido.min .mg  de proteina mitocondrial.

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

A atividade do complexo NADH-desidrogenase foi determinada pelo método
espectrofotométrico descrito por SINGER (1974), que recomenda o uso do ferricianeto
como aceptor artificial de elétrons. A reacdo ocorreu a 28°C, em volume final de 1,0
mL, em sistema de reacdo constituido de: tampao fosfato 50 mmol.L'l, pH 7.4, EDTA
2 mmol.L'l, NADH 0,17 mmol.L'l, ferricianeto de potassio 0,6 mmol.L'l, rotenona 1
umol.L™' e 100 ug de proteina mitocondrial. A reagio, iniciada pela adi¢io de NADH,
foi monitorada a 420 nm e os resultados expressos em micromol de ferricianeto
reduzido. min"'. mg™” de proteina, considerando-se 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)

A atividade do complexo NADH: citocromo ¢ redutase foi avaliada pelo
método descrito por SOMLO (1965), em sistema de reacdo constituido de: tampao
fosfato 50 mmol.L'l, pH 7.4, EDTA 2 mmol.L'l, NADH 50 umol.L'l, citocromo ¢
(oxidado) 40 umol.L™", NaCN 1 mmol.L"' e 100 pg proteina mitocondrial. A reacdo
ocorreu a 28° C, em volume final de 1 mL e foi iniciada pela adicgio de NADH. A
velocidade de reducdo do citocromo c¢ 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 c (red-ox) a 550

nm de 19.000 mol. L. cm™ (KEYHANI & KEYHANI, 1975).
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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, segundo método descrito por SINGER (1974). O
sistema de reacdo, em volume final de 1,3 mL, foi constituido de tampao fosfato 80
mmol.L'l, pH 7.4, rotenona 10 umol.L'l, succinato de s6dio 10 mmol.L! e 1 mg de
proteina mitocondrial. A reagdo ocorreu a 28° C e foi iniciada pela adi¢do do substrato
oxidavel. Os resultados foram expressos em nmol de oxigénio consumido.min™.mg’'
de proteina mitocondrial, considerando-se a solubilidade do O, em 4gua e 1 atm de

250 umol.L™" a 28°C (ESTABROOK, 1967).

4.5.2.5 Desidrogenase Succinica (Succinato: Fenazina Metasulfato Oxido

Redutase)

A atividade da desidrogenase succinica foi determinada pelo método de Singer
(1974), utilizando-se DPIP e PMS como aceptores artificiais de elétrons. O sistema de
reacdo em volume final de 1 mL continha tampdo fosfato de sédio 50 mmol.L", pH
7,4, succinato de sodio 20 mmol.L'l, NaCN 1 mmol.L'l, EDTA 2 mmol.L! e 100 ug
de proteina mitocondrial. A mistura foi incubada por 10 minutos a 28°C, iniciando a
reacdo pela adi¢do de DPIP 300 umol.L™' e PMS 1 mmol.L"'. A velocidade de reducio
do DPIP foi monitorada a 600 nm e os resultados foram expressos em nmol de DPIP
reduzido.min™.mg " de proteina mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de extingio

molar de 19.100 mol.L™". cm™ para o DPIP reduzido (SINGER, 1974).

4.5.2.6 Succinato Citocromo ¢ Redutase (Succinato: Ferrocitocromo ¢ Oxido-

redutase)

A atividade da succinato citocromo c redutase foi determinada pelo método de
SOMLO (1965), determinando-se a reducdo do citocromo c. A condi¢do experimental

incluiu o bloqueio da cadeia respiratéria com NaCN e rotenona.
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O sistema de reacdo em volume final de 1 mL foi constituido de: tampdo
fosfato 50 mmol.L™", pH 7,4, EDTA 2 mmol.L", NaCN 1 mmol.L", succinato de sédio
5 mmol.L", rotenona 2 umol.L"' e 100 pg de proteina mitocondrial. Os reagentes
presentes no sistema foram incubados por 10 minutos a 28° C e a reagdo iniciada pela
adicdo de 40 umol.L™"' do citocromo c. A reducdo do citocromo ¢ foi acompanhada a
550 nm e a atividade enzimatica foi expressa em nmol de citocromo ¢ reduzido.min’
"' mg"' de proteina mitocondrial, considerando-se a diferenca do coeficiente de extin¢do
do citocromo ¢ (red-ox) a 550 nm de 19.000.mol.L". cm™ (KEYHANI & KEYHANI,
1975).

4.5.2.7 Citocromo ¢ Oxidase (Ferrocitocromo c: Oxigénio Oxido-redutase)
4.5.2.7.1 Obtencao do Ferrocitocromo ¢

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

da proteina na forma oxidada e se mantém reduzido durante 24 horas.
4.5.2.7.2 Determinaciao da Atividade do Complexo Citocromo ¢ Oxidase

A atividade do complexo citocromo ¢ oxidase foi determinada
espectrofotometricamente segundo MASON et al. (1973). O sistema de reacdo era
constituido de: tampao fosfato 50 mmol.L! pH 7.4, EDTA 2 mmol.L"!, ferrocitocromo
¢ 30 pmol.L™' e 100 pg proteina mitocondrial. A atividade foi expressa em nmol de

. . .-l -1 , . . . .
citocromo ¢ oxidado.min .mg~ de proteina mitocondrial, considerando-se a diferenca
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no coeficiente de extingdo molar do citocromo c (red-ox) a 550 nm como descrito no

item anterior.

4.5.2.8 Determinac¢ao da Atividade da F1Fy ATPase

4.5.2.8.1 Determinacio da Atividade da F{Fy ATPase em Mitocondrias Rompida

A atividade da ATPase (ATP fosfohidrolase) foi determinada medindo-se a
liberacdo de fosfato inorganico decorrente da hidrélise do ATP, na presenca de um
sistema regenerador de ATP, de acordo com o descrito por PULMANN et al. (1960),
com algumas modificacdes.

O ensaio foi realizado a 28°C, em sistema de reag¢do constituido de Tris-HCI
50 mmol.L'l, pH 8,4, sulfato de magnésio 3 mmol.L'l, PEP 2,5 mmol.L'l, piruvato
quinase 10 unidades, ATP 4 mmol.L™' e 100 pg de proteina mitocondrial. A reacio em
volume final de 1,0 mL foi iniciada com a adi¢do de ATP e mantida sob agita¢do
constante. Apés 10 minutos foi adicionado TCA 5%, para finalizar a reag¢do. A seguir,
foi feita a centrifuga¢do do material a 7.800 x g por 1 min, sendo o fosfato inorganico
presente no sobrenadante dosado segundo o método de SUMNER (1944), a partir de
uma solucdo dcida contendo principalmente heptamolibdato de amoénio e sulfato
férrico. Os resultados foram expressos em nmol de fosfato liberado.min™.mg” de

proteina mitocondrial.

4.5.2.8.2 Determinacio da Atividade da F;Fg ATPase em Mitocondrias Intactas

A atividade da F,F, ATPase em mitocOndrias intactas foi determinada na
auséncia ou presenca de 1 umol.L'1 de FCCP, através do método de PULLMAN et al.
(1960), com algumas modificacdes. O sistema de reagdo era constituido de: sacarose
50 mmol.L'l, tampao Tris - HCI 12 mmol.L'l, pH 7.4, KCI 50 mmol. L' e 3 mg de
proteina mitocondrial. O volume de reagio foi de ImL e a temperatura de 30° C.

A reacdo foi iniciada com a adicdo de ATP 3 mmol.L"' e mantida sob agitacio

constante. Apés 10 minutos foi adicionado TCA, em concentragdo final de 5%, com o
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objetivo de finalizar a reacdo. Em seguida, foi feita a centrifugacdo do material 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 nmol de fosfato

liberado.min.mg™' de proteina mitocondrial.

4.5.3. Determinacio da Atividade da Glutamato Desidrogenase

A atividade da L-glutamato desidrogenase foi determinada de acordo com
STRECKER, 1955. O sistema de reacdo, ajustado para o volume final de 0,2 mL, era
constituido de: tampdo fosfato 50 mmol.L™', a-cetoglutarato 30 mmol.L"', sulfato de
amonio 60 mmol.L", NADH 0,15 mmolL"' e 1,84 U de enzima (42U. mg"' de
proteina). A reacdo, iniciada pela adi¢do de a-cetoglutarato, foi acompanhada em 340
nm e os resultados foram expressos em nmoles de NADH oxidado .min'l.mg'1 de
proteina mitocondrial. O aparelho utilizado para este experimento foi leitor de

microplaca Benchmark, Bio-Rad.

4.5.4 Determinacio do Potencial de Membrana (AW).

O potencial elétrico de membrana foi estimado em espectrofluorimetro RF-
5031PC (Shimadzu Scientific Instruments, Inc.) através da variagdo da fluorescéncia
emitida pela safranina O em mitocOndrias energizadas com succinato de sédio. Os
comprimentos de onda de excitagdo e emissao foram 495 e 586 nm, respectivamente
(WEICKOWSKI &WOITCZAK, 1998). As fendas (slit) de excitagdo e emissao foram
selecionadas em 3 nm. O sistema de incubacdo, em volume final de 2 mL, mantido a
28°C era constituido de: sacarose 250 mmol.L'l, MOPS 20 mmol.L'l, pH 7,2,
NaH,PO, 1mmol.L", safranina O 5 umol.L'l, succinato de sédio 2 mmol.L!, rotenona
5 umol.L'1 e 1 mg de proteina mitocondrial.

Para determinar o AY em cada caso experimental, foram previamente
elaboradas curvas de calibragcdo, conforme ilustrado na figura 14, onde foi medido o

potencial de membrana desenvolvido pela difusdo de K* na presenca de valinomicina
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(0,1 mmol.L'l), de acordo com a metodologia descrita por AKERMAN &
WIKSTRON (1976). O potencial foi calculado utilizando-se a equag¢do de Nernst
(equagdo 1), considerando a concentra¢io de K* intra-mitocondrial (K*(in)) como

sendo de 120 mmol.L", conforme ROSSI & AZZONE (1969).

FIGURA 14. CURVA DE CALIBRACAO PARA CALCULO DO POTENCIAL DE
MEMBRANA (A¥)

26

AF
24 A ¢ Equacio de Nernst: (equacdo 1)

227 . Ay = 60 log K* (in), onde K* (in) = 120mmol.L"

20 L/
0 K" (out), onde K" (out) = K" adicionado

18
16

14 T T T
0 50 100 150 200

A¥ (mV)

Substrato: Succinato de s6dio. As variacdes de fluorescéncia da Safranina O, expressas como
AF, estdo relacionadas ao potencial de difusdo de K™ (mV).
Coeficiente de correlacdo da curva de 0,96.

4.5.5 Determinacio do Inchamento Mitocondrial (Swelling)

Os experimentos visando determinar o inchamento mitocondrial foram
realizados em espectrofotometro Hitachi, modelo U - 2001 UV/VIS equipado com

impressora Epson LX 300, no comprimento de onda de 546 nm.
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4.5.5.1 Determinac¢io do Inchamento em Mitocondrias Energizadas

O inchamento mitocondrial, decorrente da entrada de fons s6dio na matriz, foi
monitorado pelo método descrito por SEPPALA et al. (1973). O meio de reacdo em
volume final de 3mL, mantido a 28°C, foi constituido de sacarose 100 mmol.L'l,
tampao Hepes 30 mmol.L'l, pH 7,5, EDTA 0,5 mmol.L'l, acetato de sodio 50 mmol.L"
"¢ 1 mg de proteina mitocondrial. A reacdo foi iniciada pela adicdo de glutamato de
s6dio na concentracdo de 15 mmol.L™ Depois de atingido o novo ponto de equilibrio,
o meio de reacdo foi suplementado com 4 umol.L™" de rotenona para observagdo da
contra¢do da organela.

Também foram realizados experimentos utilizando succinato de sédio 5
mmol.L"' como substrato oxiddvel. Neste caso o sistema de reacio foi o mesmo
descrito anteriormente para o glutamato de sodio, acrescentando-se apenas rotenona na
concentracio de 4 umol. L. A reacio foi iniciada pela adi¢do de succinato de sédio e,
atingido o equilibrio a contracdo da organela foi observada apds adi¢do de 6 ug de

antimicina A.

4.5.5.2 Determinac¢io do Inchamento em Mitocondria Desenergizadas na

Presenca de Valinomicina

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 reagdo, mantido a 28°C, em volume final de 3,0 mL,
continha KNO; 135 mmol.L"', tampdo Hepes 5 mmol.L", pH 7,4, EDTA 0,1
mmol.L"!, rotenona 4 pwmol.L", antimicina A 2 pg, valinomicina 4 ug e 1 mg de

proteina mitocondrial.
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4.6 Determinaciao da Concentracao de Proteinas

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

com impressora Epson LX 300.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média *+ desvio padrao (média *+ dp),
submetendo-se a andlise de varidncia (fator duplo) e teste de Tukey, para a
comparacao das médias. Foram considerados estatisticamente significativos os valores

comparados ao nivel de significancia de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos do SYD-1 sobre e consumo de oxigénio e parametros relacionados

Com o objetivo de determinar os efeitos do composto mesoidnico SYD-1
sobre o0 metabolismo energético foram realizados experimentos utilizando
mitocOndrias isoladas de figado de rato como modelo experimental, sendo avaliados,
os seguintes parametros: consumo de oxigénio em presenca de ADP (estado 3 da
respiracdo), consumo de oxigénio apds a exaustdo de ADP (estado 4 da respiracdo),
coeficiente de controle respiratério (CCR) e a razdo ADP/O. Estes parametros foram
determinados em resposta a presenca de glutamato ou succinato de sédio como
substratos oxidaveis.

Na figura 15 A estdo representados os efeitos do SYD-1 sobre o consumo de
oxigénio durante o estado 3 da respiracdo. Pode-se observar que o composto
mesoidnico, j4 em baixa concentragdo (0,5 pmol. mg' proteina), promoveu uma
inibicdo de 60% na velocidade respiratdria quando utilizado como substrato oxidavel o
glutamato de sédio. Tal efeito foi dependente da concentracdo até essa dose, porém
ndo houve diferenca estatistica entre os valores das inibi¢des observadas nas maiores
concentracdes de SYD-1, permanecendo a inibicdo em torno de 65%. Diferentemente
do observado para o glutamato, quando utilizado o succinato de sédio como substrato,
o composto provocou efeitos discretos sobre a velocidade respiratéria do estado 3. Em
baixas concentragdes (0,25 e 0,5 pmol .mg"' proteina) o SYD-1 promoveu uma
inibicdo de 16%, chegando a aproximadamente 25% nas concentracdes intermedidrias
(0,75 - 1,25 pmol .mg™" proteina). Quando a maior concentracdo (1,5 pmol de SYD-1 .
mg”' proteina) foi utilizada, observa-se na figura 15A uma inibicdo de 42% na
velocidade respiratéria do estado 3. Com base nestes resultados € possivel concluir que
o efeito inibitério provocado pelo SYD-1, sobre a velocidade do estado 3 da
respiracdo, foi mais pronunciado quando o substrato oxiddvel utilizado era o glutamato

de sodio.
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A inibicdo na velocidade respiratéria durante o estado 3, promovida pelo
SYD-1, pode ser justificada por quaisquer das seguintes possibilidades: a) inibi¢do de
um ou mais complexos da cadeia respiratdria; b) inibicdo das desidrogenases dos
substratos utilizados; c) inibicdo do translocador de nucleotideos de adenina; d)
inibicdo da ATPsintase e e) inibi¢do dos transportadores dos substratos.

Com relacdo aos efeitos do SYD-1 sobre a velocidade respiratéria apds a
exaustdo de ADP (estado 4 da respiracdo), verifica-se na figura 15B que o composto
mesoidnico promoveu um estimulo no consumo de oxigénio de modo dose
dependente. Durante a oxidacdo do glutamato, tal estimulo foi de 27% para a menor
concentragio de SYD-1 (0,25 umol .mg" proteina), chegando a 190% com a maior
concentracao (1,5 pmol .mg'1 proteina). No entanto, como também observado para o
estado 3 da respiracdo (figura 15 A), quando o succinato foi o substrato oxidével, os
efeitos promovidos pelo SYD-1 sobre o estado 4 foram mais discretos. O estimulo da
velocidade respiratéria foi estatisticamente significativo somente a partir da
concentracdo de 1,0 pmol.mg™ proteina mitocondrial (30% de estimulo), chegando a
apenas 43% com a concentra¢io maxima (1,5 pmol .mg" protefna), em contraste ao
estimulo de 190% observado quando o glutamato foi utilizado como substrato, sendo
que nao houve diferenca significativa entre os efeitos promovidos pelas trés dltimas
concentracdes. Portanto, é possivel concluir, como também demonstrado para o estado
3 da respiragdo (figura 15 A), que os efeitos do SYD-1 sobre o consumo de oxigénio
durante o estado 4 foram mais pronunciados quando o glutamato de sédio era o
substrato oxiddvel. E importante ressaltar, ainda, que os efeitos do SYD-1 sobre o

estado 4 sugerem que o composto mesoidnico exerca uma acao desacopladora.

As figuras 16A e B mostram, respectivamente, os valores de CCR e da razao
ADP/O. Verifica-se uma dréstica diminuicdo destes parametros quando o glutamato
foi o substrato, certamente como conseqiiéncia dos efeitos exercidos pelo SYD-1 sobre
a velocidade do consumo de oxigénio (inibicdo do estado 3 e estimulo do estado 4).
Com a oxidagdo do glutamato, o CCR sofreu uma diminui¢do de 86% (1,25 pumol de

SYD-1 .mg'1 proteina mitocondrial) em rela¢io ao controle, enquanto que a
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FIGURA 15. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM
MITOCONDRIAS ISOLADAS DE FIGADO DE RATO.
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As condicdes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e Métodos, no item 4.5.1.
Sistema de Reacdo: D-manitol 125 mmol.L'l, tampao Hepes 10 mmol.L'l, pH 7,2, KCI 65
mmol.L'l, EGTA 0,1 mmol.L! ¢ BSA 0,1 g%. Suplementado com glutamato de sédio 5
mmol.L'l, K>,HPO, 1,6 mmol.L! ¢ ADP 0,16 mmol.L'l, ou com succinato de soédio 2,5
mmol.L", rotenona 10 pmol.L", K;HPO, 0,8 mmol.L™" ¢ ADP 0,08 mmol.L™".

A. Estado 3, consumo de oxigénio na presenca de ADP e substrato. 100% corresponde a
31,25 £ 2,25 e 61,86 £ 6,55 nmol de oxigénio consumido por minuto por miligrama de
proteina mitocondrial para o glutamato e succinato de sdédio, respectivamente.

B. Estado 4, consumo de oxigénio mitocondrial apds a exaustdo de ADP. 100% corresponde a
4,59 + 0,47 e 14,02 £ 0,71 nmol de oxigénio consumidos por minuto por miligrama de
proteina mitocondrial para o glutamato e succinato, respectivamente.

Cada valor representa a média + dp de seis experimentos independentes.
*Valores estatisticamente diferentes do controle (p<0,05).
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FIGURA 16. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O CCR E RAZAO ADP/O EM
MITOCONDRIAS ISOLADAS DE FIGADO DE RATO.
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As condicdes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e Métodos, no item 4.5.1.
Sistema de Reagdo: D-manitol 125 mmol.L™”, tampao Hepes 10 mmol.L™”, pH 7,2, KCI 65
mmol.L", EGTA 0,1 mmol.L" e BSA 0,1 g%. Suplementado com glutamato de sédio 5
mmol.L", KoHPO; 1,6 mmol.L' e ADP 0,16 mmol.L"', ou com succinato de sédio 2,5
mmol.L™, rotenona 10 pmol.L'l, K,HPO,4 0,8 mmol.L"' ¢ ADP 0,08 mmol.L".

A. CCR, coeficiente de controle respiratério. 100% corresponde a 7,03 £+ 0,19 e 4,46 + 0,40
para glutamato e succinato, respectivamente.

B. ADP/O, concentragdo de ADP/consumo de oxigénio. 100% corresponde a 2,64 + 0,25 e
1,82 £ 0,21 para glutamato e succinato, respectivamente.

Cada valor representa a média + dp de seis experimentos independentes.
* Valores estatisticamente diferentes do controle (p<0,05).
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diminuicdo da razio ADP/O foi de 44% (1,25 umol de SYD-1 .mg 'proteina).

Como conseqiiéncia dos efeitos mais discretos causados pelo SYD-1, quando
o succinato foi utilizado como substrato oxiddvel (figuras 15A e B), menores
alteracdes nos pardmetros CCR e ADP/O foram observadas. A diminuicdo do CCR
(figura 16 A) foi de 57% com a maior concentracio de SYD-1 (1,5 pmol.mg”
proteina), sendo a maior diminuicio da ADP/O, de 27%, observada para a

concentracio de 1,25 pmol de SYD-1 . mg™' proteina mitocondrial (Figura 16 B).

Com o objetivo de comprovar o efeito desacoplador do SYD-1, como sugerido
pelo acentuado estimulo da velocidade respiratéria do estado 4 (figura 15 B), foram
realizados experimentos de consumo de oxigé€nio em presenca oligomicina (figura 17).
A oligomicina se liga a subunidade F,da F,F, ATPase, impedindo o retorno de prétons
a matriz mitocondrial, promovendo conseqiientemente, a diminui¢do do transporte de
elétrons através da cadeia respiratdria. Desta forma, a adicdo de oligomicina durante o
estado 3 da respiracdo, impede a sintese de ATP induzindo um estado 4 da respiracao
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Na figura 17 observa-se que a adi¢do de SYD-1
sobre o estado 4, induzido pela oligomicina, promove o aumento na velocidade do
consumo de oxigénio como conseqiiéncia do aumento no fluxo de elétrons através da
cadeia respiratdria, efeito este independente da ATPsintase. Desta forma, conclui-se
que o maior fluxo de elétrons, promovido pelo SYD-1, é decorrente do aumento na
condutincia a prétons através da membrana mitocondrial, ou seja, o composto
mesoidnico € capaz de colapsar o potencial de membrana. Tal efeito, que foi

dependente da concentracdo, € caracteristico dos agentes desacopladores, como FCCP

e dinitrofenol (MORELAND, 1994; SKULACHEYV, 1998).
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FIGURA 17. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM
MITOCONDRIAS COM ATP SINTASE INIBIDA POR OLIGOMICINA.
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As condicdes experimentais estdo descritas na se¢do de Materiais e Métodos, no item 4.5.1.
Sistema de Reagdo: D-manitol 125 mmol.L™”, tampao Hepes 10 mmol.L™”, pH 7,2, KCI 65
mmol.L", EGTA 0,1 mmol.L" e BSA 0,1 g%. Suplementado com glutamato de sédio 5
mmol.L"', K.HPO; 1,6 mmol.L' e ADP 0,16 mmol.L"', ou com succinato de sédio 2,5
mmol.L™, rotenona 10 umol.L'l, K,HPO,4 0,8 mmol.L"' ¢ ADP 0,08 mmol.L".

A. Ensaio controle realizado na auséncia de oligomicina, SYD-1 e FCCP; CCR - coeficiente
de controle respiratdrio.

B. Consumo de oxigé€nio na presenca de oligomicina, com a adicdo de SYD-1 (---) nas
concentracdes de a. 0,125; b. 0,5 e ¢. 1.5 umol.mg'1 de proteina mitocondrial e a adi¢do de
FCCP ( — ) na concentragdo de d. 1,0 umol.L'l. Adigdes Mito. — mitocondrias; Glu —
glutamato de s6dio 5 mmol. L Oligo — oligomicina 3,4 umol.L'l. Os tracados sdo
representativos de trés experimentos independentes. As velocidades respiratérias estdo
expressas em nmol de O, consumido. min™. mg'1 de proteina mitocondrial.
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5.2 Efeitos do SYD-1 sobre a Atividade dos Complexos Enzimaticos da Cadeia

Respiratoria e sobre a Glutamato Desidrogenase

Com base no importante efeito inibitério da sidnona SYD-1 sobre a
velocidade respiratéria do estado 3 e considerando ainda, que tal efeito poderia resultar
da acdo direta do composto mesoidnico sobre os complexos da cadeia respiratdria,
foram realizados experimentos para avaliar esta possibilidade. Para tanto, foram
utilizadas preparacdes de mitocondrias rompidas (obtidas conforme o item 4.4.1.3) nas
quais minimiza-se a barreira representada pela membrana mitocondrial interna e
permitem, ainda, avaliar o efeito do composto apenas sobre transporte de elétrons,
independentemente da fosforilagio oxidativa.

Na tabela 3 estdo demonstrados os efeitos do SYD-1 sobre os complexos
enzimaticos da cadeia respiratdria e sobre a enzima glutamato desidrogenase. Verifica-
se que o segmento da NADH oxidase, que inclui o transporte de elétrons do NADH até
o oxigénio, € inibido pelo SYD-1. Tal inibicdo foi significativa para todas as
concentracdes utilizadas e atinge um valor mdximo de 76% em relagdao a média dos
controles realizados na auséncia do composto mesoidnico. Este valor de 76% ¢
superior aquele observado quando da oxidacdo do glutamato durante o estado 3 da
respiragdo (65% - figura 15 A), em presenca da mesma concentragdo de SYD-1 (1,5
umol . mg™ proteina). Porém, deve-se observar ainda na tabela 3, que o SYD-1
promove a inibicdo da enzima glutamato desidrogenase chegando a 20% para a maior
concentracio (1,5 umol.mg' proteina). Desta forma, o efeito sobre a glutamato
desidrogenase — restringindo parcialmente o fluxo de elétrons para a cadeia
respiratdria — contribui para a inibi¢ao causada pelo SYD-1 sobre o estado 3. Portanto,
a diferenca na magnitude das inibicdes observada nos ensaios realizados com
mitocondrias rompidas e intactas chega a 30%, diferenca significativa para ser
atribuida apenas as caracteristicas da preparacdo e/ou a maior exposi¢do e, portanto, a
maior susceptibilidade dos complexos enzimadticos aos efeitos do SYD-1. Sendo assim,

o envolvimento de outros fatores ndo pode ser descartado.
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O SYD-1 poderia estar retirando elétrons da cadeia respiratéria e sofrendo
reducdo, sendo que para esclarecer esta hipdtese seriam necessarios experimentos de
voltametria ciclica, uma técnica capaz de verificar o comportamento redox de um
composto sobre uma ampla faixa de potencial (KISSINGER & HEINEMAN, 1983).
Através do valor do potencial de reducdo padrio (E”’) do SYD-1, seria possivel avaliar
a capacidade eletroatrativa da droga, descartando ou ndo a possibilidade de desvio de
elétrons da cadeia respiratéria diretamente. Uma outra possibilidade que deve ser
considerada € a liberacdo de NO da prépria estrutura do SYD-1, uma vez que vdrios
compostos mesoidnicos sao conhecidos como liberadores de NO (KARUP et al., 1994;
KANKAANRANTA et al., 1996; MORO et al., 1998). Sabe-se que este, por sua vez,
promove inibi¢do no transporte de elétrons, principalmente ao nivel do complexo IV
(citocromo oxidase) da cadeia respiratéria (SARTI et al., 2000; BROOKES et al.,
2003), em um efeito competitivo com relacdo ao oxigénio (KOIVISTO et al., 1997).
Desta forma, seria possivel sugerir que a maior inibicdo da NADH oxidase (76%)
ocasido da oxidagdo do glutamato, descartado o efeito sobre a glutamato desidrogenase
-, seja decorrente do efeito inibitério do NO, potencializado em preparacdes de
mitocondrias rompidas utilizadas nos ensaios de atividade enzimdtica. Porém, a
confirmacdo desta hipétese requer futuras investigacoes.

Na tentativa de localizar os segmentos nos quais o SYD-1 poderia estar
exercendo o efeito inibitério de 76% (1,5 pmol de SYD-1. mg" proteina) sobre a
NADH Oxidase, foram avaliadas as atividades dos seguintes complexos enziméticos:
NADH desidrogenase (NADH: Ferricianeto ()xido—redutase), NADH citocromo ¢
redutase (NADH: Citocromo ¢ Oxido—redutase) e Citocromo ¢ Oxidase
(Ferrocitocromo c: Oxigénio Oxido-redutase). Na tabela 3 observa-se que a atividade
da NADH desidrogenase ndo sofreu alteracio com a presenca de SYD-1, indicando
que o efeito inibitério observado ndo ocorre ao nivel do complexo I. J4 sobre o trecho
da NADH citocromo ¢ redutase, que compreende os complexos I a IIl da cadeia
respiratéria, o composto mesoiénico promoveu inibicio de 23% (1,25 pmol.mg’

proteina). Ensaios avaliando o efeito do SYD-1 sobre a atividade da Citocromo ¢
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TABELA 3. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE OS COMPLEXOS ENZIMATICOS DA
CADEIA RESPIRATORIA E SOBRE A GLUTAMATO DESIDROGENASE.

Enzimas % do controle (média = dp)

SYD-1 (p,mol.mg'lprot.)

0
NADH oxidase 100
NADH desidrogenase 100
NADH citocromo ¢ redutase 100
Succinato oxidase 100
Citocromo c oxidase 100
Succinato desidrogenase 100
Succinato citocromo ¢ redutase 100
Glutamato desidrogenase 100

0,25

65+6 *
97+4
99+7
868 *
93+4
1009
81+9*
97+2%

0,5

4546 *
9445
10146
81+4 *
979
9745
81+6%*
94+ 2%

0,75

3143 *
9645
9248

6746 *

9245 *
10343
TTE5*

91+ 2%

1,0

3244 %
97+6
85+7 *
5246 *
8545 *
969
74+6%*
86+ 2*

1,25

26£3 *
9545
TT45 *
4743 *
87+6 *
95+6
76£3%*
86+ 2%

As condicdes experimentais estdo descritas no item 4.5.2 da secdo de Materiais e Métodos

100% corresponde a atividade dos controles: NADH oxidase - 43,18 + 5,82 nmol de oxigénio consun
min".mg" de proteina. NADH desidrogenase - 2.8 + 0,3 pmol de ferricianeto reduzido.min™.mg"' de pro
. NADH citocromo c¢ redutase - 257 + 27 nmol de citocromo ¢ reduzido.min'l'mg'1 de proteina. Succi
oxidase - 59 + 6,20 nmol de oxigé€nio consumido.min'l.mg'1 de proteina. Succinato desidrogenase —
nmol DcPIP reduzido.min™.mg" proteina. Succinato citocromo ¢ redutase - 360 nmol de ferricitocros
reduzido.min'l.mg'1 de proteina. Citocromo ¢ oxidase - 370 nmol de citocromo ¢ oxidado.min'l.mg'
proteina. Glutamato desidrogenase — 374 nmol de NADH oxidado.min'l.mg'1 de proteina. Cada
representa a média + dp de quatro experimentos independentes. * Valores estatisticamente diferente

controle (p<0,05).
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Oxidase demonstraram que o composto promoveu inibi¢io do complexo enzimatico,
sendo tal efeito significativo a partir da concentracio de 1,0 pmol.mg’ proteina,
atingindo 18% com a concentragio mdxima de 1,5 pmol .mg"' proteina (tabela 3).
Estes resultados sdo intrigantes no sentido de que a somatoéria das inibi¢cdes causadas
pelo SYD-1 (em torno de 40% para as concentra¢des de 1,0; 1,25 e 1,5 pmol.mg™
proteina) nos diferentes segmentos avaliados separadamente, ndo reflete a inibicdo de
76% observada para a NADH oxidase que envolve, com exce¢do do complexo II
(succinato desidrogenase), todos os demais complexos da cadeia respiratéria. Outro
fato que chama a atencdo € o de que a diferenca entre a inibicdo da NADH oxidase e a
somatéria dos segmentos NADH desidrogenase, NADH citocromo c¢ redutase e
citocromo c oxidase para as concentragdes de 1,0; 1,25 e 1,5 pumol .mg'1 proteina
permanece no valor constante de 38% (tabela 3). Portanto, esta inibi¢ao reproduzivel
(de 38%) que ndo estd representada nos segmentos, constitui, possivelmente, outra
acdo do SYD-1 que ndo ocorre ou que nio pode ser determinada quando os complexos
sdo avaliados separadamente. Portanto, os resultados dos efeitos do SYD-1, sobre os
complexos enzimdticos que envolvem a oxidagdo do NADH, sugerem que a mdxima
efetividade do composto mesoidnico, no que concerne a inibi¢do do transporte de
elétrons, requer que os elétrons provenientes da oxidacdo da coenzima percorram
todos os complexos da cadeia respiratdria de forma seqiiencial. A explicacdo para este
fato ndo foi alcancada neste estudo e pode estar relacionada a provavel liberacdo de
NO da estrutura do SYD-1 e/ou a sua possivel interferéncia nas metodologias
utilizadas na determinacdo da atividade dos complexos I e III da cadeia respiratoria.
Com relagdo ao segmento da Succinato oxidase, que abrange os complexos
envolvidos no transporte de elétrons desde o succinato até o oxigénio, o SYD-1, em
todas as concentracdes utilizadas, também promoveu inibicdo no transporte de
elétrons, como demonstrado na tabela 3. Neste caso a inibicdo de 53% (1,25 pmol.mg’'
proteina mitocondrial) foi 11% maior do que a observada durante a oxidacdo do
succinato em mitocondrias intactas (42% de inibicdo do estado 3 - figura 15 A).
Portanto, ao contrario do observado para a NADH oxidase, seria pertinente considerar

que esta diferenca seja decorrente do fato de que para o ensaio enzimético utilizam-se
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mitocondrias rompidas, facilitando o acesso do SYD-1 o que, conseqiientemente,
resultaria na maior intensidade de seus efeitos. O que causa surpresa € a auséncia de
maior inibicdo para a oxidagdo do succinato no ensaio enzimdtico como observado
para a NADH oxidase, admitindo-se que no ultimo caso a maior inibi¢do poderia ser
justificada pela possivel liberacio de NO da estrutura do SYD-1 e pela maior
intensidade de seus efeitos nestas preparacdes. Sendo assim, por que isto ndo estaria
ocorrendo também durante a oxidacdo do succinato, uma vez que as duas
metodologias utilizam mitocondrias rompidas? Neste contexto, BORUTAITE &
BROWN (1996), em estudos desenvolvidos em mitocondrias isoladas de coracdo de
rato e particulas submitocondriais, observaram que os efeitos do NO sdo mais
pronunciados quando sdo utilizados substratos para o complexo I da cadeia
respiratéria, como o glutamato, em compara¢do ao succinato, substrato para o
complexo IL

Com a finalidade de localizar os segmentos que sofreriam inibi¢do durante o
transporte de elétrons provenientes da oxidacdo do succinato, os efeitos do SYD-1
foram também determinados sobre os trechos: Succinato desidrogenase (Succinato:
Fenazina Metassulfato Oxido-redutase) e Succinato citocromo ¢ redutase (Succinato:
Ferrocitocromo ¢ Oxido-redutase). O SYD-1 ndo promoveu inibicdo do complexo
Succinato desidrogenase, sugerindo que a inibi¢do observada na Succinato oxidase nao
ocorre ao nivel do complexo II (tabela 3). A enzima Succinato citocromo c redutase,
que abrange os complexos II e III, sofreu inibicdo de 34% na sua atividade (1,5 pmol .
mg”' proteina), a qual foi estatisticamente significativa a partir da menor concentragio
utilizada de 0,25 pumol.mg’ proteina. Esta inibicio de 34% sobre a Succinato
citocromo c¢ redutase, quando comparada aos 23% de inibicdo sobre a NADH
citocromo ¢ redutase promovida pelo SYD-1 na concentracio de 1,25 pmol .mg’
proteina, sugere que o composto exerca um efeito de inibi¢do sobre os centros Ferro-
Enxofre constituintes do complexo II. Neste contexto, é sabido que o NO promove
inibi¢do dos centros Ferro-Enxofre (NATHAN, 1992) afetando a fun¢do mitocondrial,
o que reforca a hipétese de que o NO seja liberado da estrutura do SYD-1. Ao

contrario do observado para a NADH oxidase, para a Succinato oxidase a somatdria
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das inibi¢des (em torno de 52%) de todos os complexos envolvidos no transporte de
elétrons provenientes da oxidacdo do succinato (Succinato desidrogenase, Succinato
citocromo c redutase e Citocromo ¢ oxidase), para a maior concentracdo utilizada (1,5
umol . mg™' proteina) foi a mesma daquela observada para todo o segmento (em torno
de 53%).

Portanto, os resultados descritos permitem sugerir que dentre as possiveis
causas da inibi¢do, promovida pelo SYD-1, sobre a velocidade respiratéria do estado
3, nomeadas anteriormente, duas sdo pertinentes: a) inibicdo de um ou mais complexos
da cadeia respiratdria e b) inibi¢do das desidrogenases dos substratos.

O SYD-1 parece inibir o transporte de elétrons além do complexo I da cadeia
respiratéria, envolvendo os demais complexos. Observou-se também que a inibi¢ao da
glutamato desidrogenase é responsavel por 20% dos 65% correspondentes a inibicao
da velocidade respiratéria do estado 3 durante a oxidacdo do glutamato, o que também
¢ indicativo de que a inibicdo do transporte de elétrons durante o estado 3, em
mitocondrias intactas, ¢ da mesma magnitude para os dois substratos (de 45% para o
glutamato e 42% para o succinato). Desta forma, exclui-se também a acdo direta do
SYD-1 sobre os mecanismos de transporte dos substratos a matriz mitocondrial, que
embora ocorram de diferentes formas - o transporte do glutamato depende da diferenca
de pH (ApH) através da membrana mitocondrial interna, enquanto que o do succinato

depende de carreadores de dicarboxilatos -, ndo parece ser afetado pelo composto.

5.3 Efeitos do SYD-1 sobre o Complexo F,F, ATPase

Como descrito anteriormente, os efeitos inibitérios do SYD-1 sobre a
velocidade respiratéria do estado 3 (figura 15 A), podem ser decorrentes da possivel
acdo do composto sobre mecanismos relacionados a sintese de ATP, que poderia
envolver desde a inibicdo direta da enzima responsével pela sintese do nucleotideo, a
ATP sintase, e/ou o translocador de nucleotideos de adenina. Por sua vez, o efeito
desacoplador do SYD-1 sugerido pelo estimulo do estado 4 da respiracdo (figura 15

B), poderia ser também evidenciado pela maior atividade ATPésica do complexo
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enzimatico F;F, ATPase (ATPsintase). Desta forma, dando continuidade as
investigacdes quanto as acdes do SYD-1 sobre as funcgdes ligadas a energia, foram
determinados os efeitos do composto mesoidnico sobre o complexo F,F, ATPase
(ATP sintase). A ATP sintase mitocondrial, também chamada de complexo V, é uma
ATPase do tipo F, que catalisa a formacdo e liberacdo de ATP a partir de ADP e
fosfato inorganico, bem como promove o fluxo de prétons do espaco intermembranas
para a matriz mitocondrial. Este complexo enzimdtico € formado por duas regides
distintas: o fator F, - soldvel, localizado na matriz - e o fator F,, hidrofébico, que esta
inserido na membrana mitocondrial interna. O fator F; contém os sitios ativos para a
reacdo entre ADP e Pi e é composto por cinco tipos de subunidades: 3a, 33, 1y, 15 e
le. As trés ultimas estdo envolvidas na interacdo entre F; e F, sendo os trés sitios
ativos formados por aminodcidos pertencentes as subunidades o e . O fator F,
constitui o canal para a passagem de prétons e € composto por trés tipos de
subunidades (a, b e ¢). O componente F; apresenta uma subunidade, OSCP,
fundamental para a sensibilidade do complexo FF,a oligimocina, mais precisamente,
a por¢io F, (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS & FERGUSON, 2002). A medida que
os prétons sdo bombeados para o espaco intermembranas, devido a transferéncia de
elétrons através da cadeia respiratoria, € gerada a forca préton-motriz (Ap), a qual, por
sua vez, promove o retorno destes prétons a matriz mitocondrial por meio do
componente F, da ATP sintase. Desta forma, a medida que os prétons fluem através do
componente F, ocorre a sintese e liberacdo de ATP em F;, de tal forma que os
processos de transferéncia de elétrons com o bombeamento dos prétons e a
fosforilagdo oxidativa sdo acoplados.

Os compostos chamados de desacopladores impedem a utilizacdo da energia
quimica derivada do transporte de elétrons para a sintese de ATP (HEYTLER, 1997;
SKULACHEYV, 1998). Os proton6foros, como € o caso do FCCP, impedem a
fosforilagdo por promoverem a dissipacdo da for¢a préton motriz. Neste caso, os
prétons bombeados para o espaco intermembranas retornam a matriz mitocondrial,
sem passar pelo canal F, da ATP sintase, etapa essencial para a fosforilacdo do ADP e

liberacdo do ATP. Operacionalmente, isto se traduz no decréscimo do ndmero de
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moléculas de fosfato inorgadnico convertidos para a forma ligada organicamente por
atomo de oxigénio consumido, isto €, a razdo P/O tende a zero na presenga de
substrato, enquanto a respiracdo continua (HEYTLER, 1997). Portanto, em presenca
de agentes desacopladores, o complexo enzimdtico atua de maneira contrdria no
sentido de hidrolisar o ATP, liberando ADP e Pi, promovendo a saida de prétons da
matriz mitocondrial, na tentativa de restabelecer a forca préton motriz. Embora a ATP
sintase possa atuar no sentido de hidrélise do ATP, em condi¢des celulares, o
complexo enzimatico catalisa a sintese do nucleotideo, devido a continua regeneracao
da forca préton-motriz e ao uso de ATP pela célula (NICHOLLS & FERGUSON,
2002). Desta maneira, a atividade ATP4sica é muito baixa em mitocondrias acopladas
e aumenta na presenca de desacopladores como o FCCP.

Atuando de forma distinta, algumas drogas como a oligomicina, venturicidina
e aurovertina, ja algum tempo conhecidas como inibidoras da fosforilacdo oxidativa,
podem causar inibi¢io do complexo ATP sintase, impedindo a sintese de ATP
(MORELAND, 1994; NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Tal efeito pode ser
observado em concentracdes extremamente baixas de algumas destas drogas, como
evindenciado para a diciclohexilcarbodiimida (DCCD), que se liga especificamente a
subunidade ¢ pertencente ao fator F, da ATP sintase mitocondrial. Assim como a
oligomicina, o DCCD bloqueia a entrada de prétons através da porcao F, (NICHOLLS
& FERGUSON, 2002).

Com o objetivo de avaliar os efeitos do SYD-1 sobre o complexo F,F, ATPase
foram utilizados trés tipos de preparagdes: mitocOndrias rompidas, mitocondrias
intactas e, ainda, mitocOndrias intactas desacopladas por FCCP. Na figura 18 verifica-
se que o composto mesoidnico ndo exerceu efeito sobre o complexo FF, ATPase em
mitocondrias rompidas, ndo havendo, portanto, efeito direto do SYD-1 sobre o
complexo enzimdtico. Desta maneira, pode-se descartar a possibilidade de que uma
possivel inibicdo da ATPsintase estaria envolvida na inibi¢do observada para o estado

3 da respiracdo mitocondrial (figura 15 A).

Em preparacdes utilizando mitocOndrias intactas observa-se que o SYD-1

promoveu um estimulo bastante significativo na atividade ATP4sica, desde as
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concentracdes mais baixas (figura 18). Com 0,25 umol de SYD-1. mg"' de proteina
mitocondrial, o estimulo verificado foi de 144%, atingindo 474% com a utilizacdo da
concentracio méxima (1,5 pmol . mg' de proteina). O aumento na atividade
hidrolitica da ATPase promovida pelo SYD-1 é semelhante ao efeito provocado por
desacopladores cldssicos, como o FCCP, que estimulam o complexo F,F, ATPase a

hidrolisar ATP liberando ADP e Pi.

Sabe-se que o excesso ou a combinagdo simultinea de agentes desacopladores
pode resultar em velocidades submédximas de alguns pardmetros mitocondriais, como €
o caso da velocidade de hidrélise de ATP (KRAAYENHOLF & VAN DAM, 1969).
Por este motivo, foram realizados ensaios para avaliar a interferéncia do composto
SYD-1 em mitocondrias desacopladas por FCCP. Como se pode observar na figura 18,
o SYD-1 ndo exerceu qualquer efeito neste tipo de preparagdo, indicando a auséncia de
efeitos aditivos aos do FCCP. Destaca-se que os efeitos desacopladores do SYD-1
ocorrem em concentragdes micromolares enquanto que o FCCP atua em concentragdes
namolares (HEYTLER & PRICHARD, 1962). Segundo HEYTLER (1997) a
comparacdo da poténcia dos diferentes desacopladores € melhor visualizada quando se
considera a concentragdo capaz de promover 50% deste efeito. Estas concentracdes
sd0 mais convenientemente expressas como plsy (-log de Iy, onde Isy é expressa em
mol. L'l). Para o SYD-1, o valor de plsy variou entre 3,12 e 3,24 em funcdo das
condi¢des experimentais. Estes valores sdo inferiores aqueles descritos para os

desacopladores cldssicos, como por exemplo, 5,1 para o DNP e 7,4 para o FCCP.
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FIGURA 18. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O COMPLEXO F;Fo ATPASE DE

% do controle

650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

MITOCONDRIAS ISOLADAS DE FIGADO DE RATO.

—e—rompida

k]

—8—intacta

—O—desacoplada

0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5
SYD-1 (umol.mg 'prot.)

As condicdes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e Métodos, no item 4.5.2.8.

Sistema de Reacgdo: mitocondrias rompidas — Tris-HCl 50 mmol.L'l, pH 8,4, sulfato de
magnésio 3 mmol.L'l, PEP 2,5 mmol.L'l, piruvatoquinase 10 unidades, ATP 4 mmol.L! e
100 pg de proteina mitocondrial. MitocOndrias intactas — sacarose 50 mmol.L", tris-HCI 12
mmol.L'l, pH 7,4, KCI1 50 mmol.L" e 3 mg de proteina mitocondrial.

(®) Mitocondrias rompidas. 100% corresponde a 1091 + 10 nmol de Pi liberado .min"'.mg™" de
proteina mitocondrial. (m) MitocOndrias intactas. 100% corresponde a 31 + 2,5 nmol de Pi
liberado.min™.mg" de proteina mitocondrial. (o) Mitocondrias intactas desacopladas por
FCCP. 100% corresponde a 173 + 12 nmol de Pi liberado.min'l.mg'1 de proteina mitocondrial.
Os dados representam a média + dp de quatro experimentos independentes.

* Valores estatisticamente diferentes do controle (p<0,05).
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5.4 Efeitos do SYD-1 sobre o Potencial Elétrico de Membrana (AY)

A transferéncia de elétrons através da cadeia respiratdria induz a um fluxo de
protons da matriz mitocondrial para o espago intermembranas, desequilibrando a
concentracdo do fon entre os dois espagcos. A energia eletroquimica, inerente a
diferenca na concentracdo de prétons e separacdo de cargas, constitui a chamada forca
préton-motriz (Ap), que apresenta dois componentes: a energia potencial quimica
decorrente da diferenga na concentracdo de prétons (ApH) através da membrana
mitocondrial e a energia potencial elétrica (AW) resultante da separacdo de cargas entre
as duas fases aquosas separadas pela membrana, sendo este ultimo componente
responsdvel por cerca de 90% da forca préton-motriz (NICHOLLS & FERGUSON,
2002). Assim, a energia eletroquimica do gradiente de H', principalmente o AW,
direciona a sintese de ATP, a partir de ADP e fosfato inorganico, através da ATP
sintase (MORELAND, 1994; NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Desta forma,
considerando que o composto mesoidnico SYD-1 promoveu acentuada redugdo na
capacidade da mitocondria em sintetizar ATP (figura 15 A) tornou-se necessrio
avaliar o efeito da droga sobre o AY.

Os efeitos do SYD-1 sobre o potencial elétrico de membrana (AY) foram
avaliados em mitocondrias isoladas de figado de rato, utilizando o corante safranina O,
de acordo com AKERMAN & WIKSTROM (1976). O valor do potencial foi estimado
a partir da distribui¢io de fons K' através da membrana mitocondrial interna na
presenca do ion6foro valinomicina. Em mitocondrias ndo energizadas, a safranina, que
possui carga positiva, distribui-se nos dois lados da membrana. Com a formacio do
potencial de membrana (AY), este corante desloca-se do espaco intermembranas
preferencialmente para a matriz mitocondrial, interagindo com sitios anidnicos,
formando palicadas. Este fendmeno pode ser acompanhado pela diminui¢do da
fluorescéncia emitida pela safranina O, permitindo estabelecer uma relagdo linear entre
o valor de AY, resultante da energizagdo da membrana, e a variacdo da fluorescéncia,
resultante da ligacdo das moléculas de safranina no interior da mitocondria (ZANOTTI

& AZZONE, 1980).
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Foram utilizadas duas estratégias experimentais para determinar os efeitos do
SYD-1 sobre AY: 1) incubacdo do composto mesoidnico com as preparacdes
mitocondriais, antes da formagdo do potencial de membrana e 2) adicdo do SYD-1 as
preparacdes mitocondriais apos estabelecido o potencial de membrana.

Na primeira situagcdo, o SYD-1 foi incubado por dois minutos em um sistema
contendo meio de reacdo, mitocOndrias e safranina O. Decorrido o tempo de
incubagdo, o potencial elétrico de membrana foi estabelecido pela adi¢do de succinato
de sédio como substrato oxiddvel. Os tracados da figura 19 s@o representativos dos
efeitos do SYD-1 sobre o AY. Observa-se que o composto mesoidnico reduziu
progressivamente a formacdo do potencial de membrana (AY) em mitocdndrias
energizadas com succinato de sédio, em func¢do da concentracdo de SYD-1. Com 0,5
umol.mg™ proteina a reducdo foi de 14%, chegando a 48% com a utilizagdo da dose

mdaxima (1,5 prnol.mg'1 proteina).

Os tracados da figura 20 sdo representativos dos efeitos do SYD-1 sobre
mitocondrias em que o potencial elétrico ja havia sido formado através da adicdo de
succinato de sédio, em presenca de safranina O. No ensaio, acompanhado durante dois
minutos apds a adicdo de SYD-1 (tempo de incubacdo do experimento anterior),
observa-se que nas doses mais baixas (0,25 ¢ 0,5 umol.mg™' proteina) o composto
mesoidnico nao exerceu efeito. Por outro lado, a concentracio de 0,75 pmol de SYD-

1.mg'1 de proteina promoveu o colapso do potencial apés um minuto de incubagio.

O colapso do AY pode decorrer tanto de uma restricdo no fluxo de elétrons,
quanto de um efeito desacoplador (NICHOLLS & FERGUSON, 2002). Neste estudo
foram utilizadas duas estratégias experimentais com a finalidade de avaliar estas
possibilidades. Na primeira situacdo experimental, em que o SYD-1 foi incubado antes
da formac¢do do potencial, seu efeito inibidor sobre o transporte de elétrons na cadeia
respiratdria (figura 15A) €, provavelmente, mais pronunciado do que o seu efeito
desacoplador. Isto parece ser verdadeiro, uma vez que a diminui¢do do AY em 48%
(1,5 pmol.mg™" proteina) é coincidente com os 42% de inibicdo sobre a velocidade
respiratdria do estado 3, durante a oxidacdo do succinato de s6dio, observada para a

mesma concentracdo do composto (figura 19). E importante ainda ressaltar que o
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SYD-1 possui uma estrutura hidrofébica, sendo assim, sua inserc@o e distribuicdo ao
longo da membrana mitocondrial interna € possivel. Desta forma, considerando que,
antes da adi¢do do substrato, as preparagdes mitocondriais ficaram dois minutos em
contato com o SYD-1, talvez neste intervalo de tempo o composto tenha se alojado na
membrana mitocondrial e/ou tenha, at€é mesmo, alcancado a matriz mitocondrial. Vale
destacar, porém, que tanto a inibi¢do do transporte de elétrons quanto o efeito
desacoplador ocorrem na mesma faixa de concentracdo e o potencial ndo se forma
pelas duas razdes: restricdo parcial do fluxo de elétrons e o ciclo fitil gerado pelo
desacoplamento.

Por sua vez, na segunda situacdo experimental (figura 20), quando o SYD-1
foi adicionado apds a formacgdo do potencial de membrana (AW), é possivel considerar
que o efeito desacoplador seja mais pronunciado, quando comparado a inibicdo do
transporte de elétrons, em relacdo a situagdo anterior. Isto porque as possiveis
alteracdes na permeabilidade da membrana mitocondrial, causadas pela adicdo do

SYD-1, poderiam ser mais significativas do que as causadas na situacio anterior, uma

vez que o AW j4 estava estabelecido.
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FIGURA 19. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE A FORMACAO DO POTENCIAL DE
MEMBRANA (AY) DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO.

210 T
180 —— a
b
C
150 —— d
€
f
AW 120 -1
(mv) £
90 T
60 Suc
30 T )
1 min
(——

As condi¢des experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e Métodos, item 4.5.4.
Sistema de Reacao: sacarose 250 mmol.L", MOPS 20 mmol.L", pH 7,2, NaH,PO,4 1 mmol.L
! safranina O 5 pmol.L'l, succinato de sédio 2 mmol.L™”, rotenona 5 umol.L'1 e 1 mg de
proteina mitocondrial.

Concentragdes de SYD-1 utilizadas: a. 0; b. 0,25; ¢. 0,5; d. 0,75; e. 1,0; f. 1,25; g. 1,5 pmol.
mg'1 de proteina mitocondrial. Os tracados sdo representativos de trés experimentos
independentes.
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FIGURA 20. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA (AY) DE
MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO.
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As condicdes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e Métodos, item 4.5.4.
Sistema de Reacdo: sacarose 250 mmol.L'l, MOPS 20 mmol.L'l, pH 7,2, NaH,PO4 1 mmol.L"
1, safranina O 5 pmol.L'l, succinato de sédio 2 mmol.L'l, rotenona 5 pmol.L'1 e 1 mg de
proteina mitocondrial.

Adigdes: suc - succinato de sodio; concentragdes de SYD-1 a.0,25; b. 0,5; ¢. 0,75; d. 1,0; e
1,25 pmolmg' de proteina; f. FCCP 1uM. Os tracados sdo representativos de trés
experimentos independentes.
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Por outro lado, este fato ndo exclui os efeitos inibitérios do composto sobre o
transporte de elétrons, mas sim, sugere que os dois efeitos somados sdo capazes de
promover o colapso total do potencial de membrana, o que também ndo ocorreu na
primeira situagdo experimental. Esta hipétese é reforcada pelo fato de que apenas o
efeito desacoplador, sugerido pelo estimulo do estado 4 em 43% para o succinato de
sodio (figura 15 B), seria insuficiente para promover o colapso total do potencial de

~ -1 .
membrana, como observado para a concentracao de 0,75 pmol.mg " proteina.

5.5 Efeitos do SYD-1 sobre o Inchamento Mitocondrial

Ensaios de inchamento (swelling) mitocondrial t€ém sido muito utilizados ndo
apenas para a determinacdo de vias e mecanismos de transporte de fons através da
membrana mitocondrial interna, como também para esclarecer a interacdo de
diferentes compostos com a mesma. Para que ocorra o inchamento mitocondrial em
meio idnico, tanto o cition quanto o anion do principal componente osmético devem
ser permedveis a membrana interna, sendo que o balanco global das cargas através da
membrana deve ser respeitado. O “swelling” somente é possivel devido a elasticidade
da membrana mitocondrial interna, que permite o desdobramento das cristas a medida
que ocorre o aumento do volume da matriz, em geral sem que haja o rompimento da
organela. (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

Em mitocondrias energizadas pela oxidacdo de substratos, um potencial de
membrana (AY) correspondente a 150 mV poderia, teoricamente, levar a um aciumulo
de fons, como Na* e K", resultando numa “explosdo osmética”. Na verdade, isto ndo
ocorre porque existem mecanismos que se opdem a isto. As mitocOndrias possuem
transportadores capazes de trocar K'ou Na* por H', sendo a troca Na'/H" muito mais
ativa que a troca K'/H", o que se reflete na menor permeabilidade do K™ em relagio ao
Na" (MITCHELL & MOYLE, 1969).

Na verdade, a permeabilidade extremamente pequena das membranas a ions €
conseqiiéncia da alta energia de ativacdo requerida para inserir uma espécie carregada

numa regido hidrofébica. Portanto, para que um fon consiga atravessar a membrana
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por outro meio que ndo por transportadores especificos, sua carga deve ser “protegida”
durante seu trajeto através da membrana. Isto € conseguido, utilizando-se uma
variedade de substincias - incluindo alguns antibidticos sintetizados por
microorganismos € outros compostos sintéticos - chamadas de iondforos. Estes
possuem grupamentos hidrofébicos em seu exterior, que os tornam lipossoldveis, e
grupos hidrofilicos em seu interior, onde se ligam os fons. Os ionéforos atuam como
carreadores mdveis ou formadores de canais que t€ém a capacidade de complexar
cations especificos, facilitando seu transporte (PRESSMAN et al., 1967; PRESSMAN,
1976; NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e capazes de dispersar luz, devido a
diferencga no indice de refragdo entre os conteidos da matriz e do meio. O aumento no
volume da matriz, devido a entrada de solutos permedveis, resulta em decréscimo na
dispersdo da luz, uma vez que o indice de refracdo da matriz se aproxima do indice do
meio (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS & FERGUSON, 2002). A extensdo do
“swelling” mitocondrial pode ser acompanhada em espectrofotometro, pela
diminuicdo da absorbancia. Esta técnica fornece informacgdes sobre o funcionamento
da cadeia respiratdria, processos envolvidos na fosforilacdo oxidativa e também sobre
a elasticidade e permeabilidade da membrana mitocondrial interna (NICHOLLS &
FERGUSON, 2002).

Considerando que os resultados dos experimentos anteriores sugerem uma
provavel interacio do SYD-1 com a membrana mitocondrial interna e, ainda, a
efetividade da técnica de inchamento mitocondrial para evidenciar possiveis
modificagdes na elasticidade e permeabilidade da membrana, decorrentes desta
interacdo, foram realizados experimentos de swelling mitocondrial, utilizando-se

mitocOndrias energizadas, por oxidagdo de substratos e mitocondrias ndo energizadas.
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5.5.1 Efeitos do SYD-1 sobre o Inchamento Dependente de Respiracio de

Mitocondrias Energizadas

O grau de inchamento mitocondrial em presenca de acetato de sédio foi
determinado segundo MUSTAFA et al. (1966), utilizando como substratos oxiddveis
glutamato e succinato de sddio, e foi verificada a influéncia do SYD-1 neste
fendmeno. O potencial eletroquimico de prétons (Apy,) gerado pelo transporte de
elétrons ao longo da cadeia respiratdria possibilita a entrada de cétions - neste caso o
Na'- e também é responsdvel pela redistribuicdo de 4cidos fracos, neste caso o 4cido
acético. Assim, a concentracdo do fon acetato nos espagos intra e extra mitocondrial
depende da diferenca de pH nos dois compartimentos, enquanto que a forma protonada
por ser neutra, distribui-se igualmente nos dois espacos (KLINGENBERG &
ROTTENBERG, 1977). Devido a forma protonada ser a permeante, o influxo de
acetato é sempre acompanhado de um aumento na concentragdo de prétons no interior
da mitocondria. Desta forma, a presenca de ions sddio e acetato na matriz mitocondrial
levam a alteracdes osmdticas e ao conseqiiente inchamento da organela (MUSTAFA et
al., 1966). A reversdo do “swelling” mitocondrial, em que se observa a contracio da
organela, pode ser alcangada utilizando-se inibidores da transferéncia de elétrons ou da
F|F, ATPase. Com a inibi¢cdo da cadeia respiratéria o inchamento mitocondrial é
revertido, uma vez que este processo depende do funcionamento da cadeia.

Na figura 21, observa-se o efeito do composto SYD-1 sobre o inchamento de
mitocondrias energizadas com glutamato de sédio. As mitocondrias, incubadas em
meio contendo acetato de sddio, foram energizadas com o substrato e o inchamento da
organela foi acompanhado pela redu¢do na absorbancia. A reversdo do “swelling” e a
conseqiiente contracdo da organela foram evidenciadas pelo aumento da absorbancia
ap6és a adicdo de rotenona, responsidvel pela inibicio do complexo NADH
desidrogenase (Complexo I). Verifica-se que tanto a amplitude quanto a velocidade do
“swelling” foram reduzidos de forma significativa e dose-dependente pelo SYD-I,
efeito observado j4 nas menores concentragdes do composto. Com relagdo a

amplitude, para a concentracdo de 0,25 pmol de SYD-1. mg-' de proteina a inibicdo do
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foi de 33%, chegando a 90% com a dose de 1,25 pmol de SYD-1.mg-' de proteina.
Chama atencdo o fato de que a maior concentracdo do SYD-1 (1,5 pumol.mg-' de
proteina) promoveu a completa inibi¢cdo do inchamento. Os efeitos sobre a velocidade
do “swelling” foram correspondentes aos observados para a amplitude, ocorrendo uma
diminui¢io de 50% até 78% para as concentracdes de 0,25 — 0,75 pmol.mg’ de
proteina.

Ainda na figura 21, podemos observar que o SYD-1 também diminui a
velocidade da contracdo da organela, induzida pela adicdo de rotenona. Esta
diminuic@o pode ser determinada apenas para as concentracdes de 0, 25 e 0,5 pumol de
SYD-1.mg"' de proteina, uma vez que, como ji mencionado, as maiores concentra¢des
inibiram o “swelling” quase completamente.

Na figura 22, estdo representados os efeitos do composto mesoidnico sobre o
inchamento em mitocOondrias energizadas com succinato de sédio, sendo utilizado o
mesmo sistema de incubacdo, neste caso em presenga de rotenona. Como observado
para o glutamato de sddio, também neste caso o SYD-1 afetou, de forma dose-
dependente, a amplitude e a velocidade do inchamento, embora seus efeitos tenham
sido menos pronunciados com relagdo ao primeiro substrato. A concentragdo de SYD-
1 (0,5 umol.mg-' de proteina) promoveu uma reducio no inchamento mitocondrial,
chegando a 90% com a utiliza¢do da maior concentracio do composto (1,5 pmol.mg™!
de proteina). Neste experimento, a reversao do inchamento mitocondrial foi alcancada
pela adicdo de antimicina A, um conhecido inibidor do complexo III da cadeia
respiratoria.

Com relagdo a contracdo da organela induzida pela adi¢cdo de antimicina,
pode-se observar na figura 22, que o SYD-1 também promove uma diminui¢cdo na
velocidade, de forma dose-dependente, porém menos pronunciada do que a observada
para o glutamato de sédio (figura 21). Neste caso, as inibicdes foram de
aproximadamente 40 % para as concentragdes de 0,5 e 0,75 pumol.mg-' de proteina,
respectivamente.

Estes resultados sugerem que o composto SYD-1 interfere na permeabilidade

da membrana interna, por reduzir a velocidade e a amplitude do inchamento
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mitocondrial, comprometendo ainda a velocidade de contracio da organela.
Considerando que a amplitude do “swelling” € determinada pelo potencial
eletroquimico de prétons; que a velocidade do inchamento resulta da permeabilidade
da membrana mitocondrial e que a velocidade da contracdo reflete a velocidade de
redu¢do do potencial eletroquimico, é possivel concluir que estes resultados sdo
compativeis com os anteriormente descritos para o SYD-1, principalmente com
relacdo a inibi¢do da velocidade respiratéria do estado 3, que estaria refletida na
diminui¢do da amplitude do inchamento observada para os dois substratos. Por sua
vez, um possivel efeito desacoplador do SYD-1, relacionado a sua interacdo com a
membrana mitocondrial, é sugerido pela diminui¢do na velocidade do inchamento e

contracao.
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FIGURA 21. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O INCHAMENTO DE MITOCONDRIAS DE
FIGADO DE RATO, ENERGIZADAS COM GLUTAMATO, EM
PRESENCA DE ACETATO DE SODIO.
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As condigOes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e Métodos, item 4.5.5.1.
Sistema de Reacdo: sacarose 100 mmol.L'l, Hepes 30 mmol.L'l, pH 7,5, EDTA 0,5 mmol.L'l,
acetato de sédio 50 mmol.L™" e 1 mg de proteina mitocondrial.

SYD-1 estava presente no sistema de incubacdo nas concentracdes indicadas. As setas
indicam as adi¢des de glutamato de so6dio 15 mM, para desencadear o inchamento, e
rotenona 4uM, para promover a contragao da organela. Controle - auséncia de SYD-1.

Os valores representam o perfil de quatro experimentos independentes.
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FIGURA 22. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O INCHAMENTO DE MITOCONDRIAS DE
FIGADO DE RATO, ENERGIZADAS COM SUCCINATO, EM PRESENCA
DE ACETATO DE SODIO.
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As condi¢Oes experimentais estdo descritas na secdo de Materiais e Métodos, item 4.5.5.1.
Sistema de Reacdo: sacarose 100 mmol.L”, Hepes 30 mmol.L", pH 7,5, EDTA 0,5 mmol.L",
acetato de s6dio 50 mmol.L" e 1 mg de proteina mitocondrial.

SYD-1 estava presente no sistema de incubacdo nas concentracdes indicadas. As setas
indicam as adicdes de succinato de sédio 5 mM, para desencadear o inchamento, e
antimicina 6 ug, para promover a contracdo da organela. Controle - auséncia de SYD-1.

Os valores representam o perfil de quatro experimentos independentes.
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5.5.2 Efeitos do SYD-1 sobre o Inchamento de Mitocondrias Desenergizadas

Mitocondrias intactas, e na auséncia de substrato oxiddvel, sdo pouco
permeédveis ao K'. A valinomicina é um ionéforo capaz de aumentar esta
permeabilidade. Caracterizada por sua estrutura hidrofébica e auséncia de grupos
carregados, a valinomicina € capaz de promover a passagem de determinados cdtions
através de membranas fosfolipidicas sintéticas e membranas bioldgicas, uma vez que é
capaz de atravessar estas barreiras (TZAGOLOFF, 1982). A por¢do interna deste
peptideo tem natureza polar, permitindo assim, a ligacdo de metais alcalinos como K",
Rb*, Cs*, Na*, Li‘e também NH," (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS & FERGUSON,
2002). Por ndo ser carregado, este ionéforo adquire a carga do fon complexado, sendo
tanto a forma complexada quanto a ndo complexada capazes de atravessar membranas.
Desta forma, a valinomicina € utilizada em mitocondrias desenergizadas para que o K*
tenha sua permeabilidade aumentada. Deve-se considerar, ainda, que a passagem da
valinomicina depende diretamente da fluidez da membrana, sendo assim, drogas que
afetem esta fluidez conseqiientemente interferem na passagem do ionéforo.

Para verificar se os resultados observados anteriormente para o SYD-1 seriam
decorrentes de sua inser¢do ou interacdo com a membrana mitocondrial interna, foram
realizados experimentos de inchamento mitocondrial utilizando mitocondrias intactas
desenergizadas, isto €, na auséncia de substrato oxiddvel. Inibidores da cadeia
respiratdria, rotenona e antimicina A, foram utilizados para descartar qualquer possivel
interferéncia do potencial eletroquimico de prétons, caso houvesse algum substrato
enddgeno. Para promover o “swelling” mitocondrial, utilizou-se nitrato de potdssio
juntamente com o valinomicina, garantindo a entrada do cétion e anion na matriz da
organela.

A figura 23 demonstra que o SYD-1 promoveu uma inibicdio de
aproximadamente 20% (0,25 — 1,5 pumol. mg' de proteina) no inchamento de
mitocondrias desenergizadas, e que este efeito ndo € dependente da concentragcdo
utilizada. Uma vez que a velocidade e a amplitude deste intumescimento refletem a

velocidade do transporte de K , este resultado sugere que o composto mesoidnico



81

afeta a fluidez da membrana mitocondrial por interferir no transito da valinomicina e,
conseqiientemente, na entrada de K na matriz. Pode-se concluir também que os
efeitos anteriormente observados para o SYD-1, sobre os demais parametros avaliados,
estejam estreitamente relacionados a sua interagdo com a membrana mitocondrial

interna.
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FIGURA 23. EFEITOS DO SYD-1 SOBRE O INCHAMENTO INDUZIDO POR
VALINOMICINA, NA PRESENCA DE NITRATO DE POTASSIO, EM
MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO DESENERGIZADAS.
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As condicdes experimentais estdo descritas na se¢do de Materiais e Métodos, item 4.5.5.2.
Sistema de Reacdo: KNO;3 135 mmol.L”, Hepes 5 mmol.L", pH 7.4, EDTA 0,1 mmol.L",
rotenona 4 umol. L™, antimicina A 2 pg, valinomicina 4 ug e 1 mg de proteina mitocondrial.
SYD-1 estava presente no sistema de incubag@o nas concentragdes indicadas. A seta indica a
adicdo de valinomicina. Ensaio controle - auséncia de SYD-1.

Os valores representam o perfil de quatro experimentos independentes.
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6. DISCUSSAO FINAL

Estudos visando determinar os efeitos de compostos mesoidnicos sobre o metabolismo
energético mitocondrial foram realizados anteriormente por CADENA et al. (1998;
2002), utilizando o MI-D (cloreto de 4-fenil-5-(4-nitocinamoil)-1,3,4-tiadiazélio-2-
fenilamina), pertencente a classe dos 1,3,4- tiadiaz6is mesoidnicos. Uma vez que o0s
autores utilizaram o mesmo modelo experimental, torna-se interessante estabelecer
uma comparagdo entre os efeitos promovidos pelo MI-D e SYD-1, na tentativa de
melhor esclarecer a acdo do SYD-1 sobre o metabolismo energético mitocondrial. O
MI-D, assim como o SYD-1, foi capaz de inibir — porém, em menor magnitude - a
velocidade respiratdria do estado 3 e estimular — em maior magnitude - o estado 4 da
respiracdo. Como conseqiiéncia, os parametros CCR e ADP/O sofreram diminuicao,
sugerindo que o MI-D compromete a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa, da mesma
forma como observado para o SYD-1. Entretanto, os sitios de inibi¢do na cadeia
respiratdria diferem para os dois compostos. CADENA et al. (1998) sugeriram que o
alvo de inibicdo do MI-D estaria situado entre os complexos II e III, enquanto que
neste estudo, os resultados apontam para os complexos III e IV como sendo os
principais sitios de inibicdo do SYD-1, além disso, a sidnona inibe também a enzima
glutamato desidrogenase. Embora o MI-D, da mesma forma que o SYD-1, tenha
estimulado a atividade hidrolitica da ATPase somente em mitocOndrias intactas,
também foi capaz de inibir o complexo enzimatico em mitocondrias descopladas por
FCCP, efeito nao observado para o SYD-1. Este resultado € significativo pois indica
que os dois compostos atuam de formas distintas. No caso do MI-D, a acdo
desacopladora parece prevalecer sobre a inibi¢do do transporte de elétrons, ja para o
SYD-1 observa-se o contrario. Portanto, os resultados dos ensaios da ATPase, em
mitocondrias desacopladas, vém de encontro a esta sugestdo, uma vez que a
combinacdo simultanea de agentes desacopladores — no caso o MI-D mais o FCCP -
resulta em velocidades subméximas da hidrolise de ATP (KRAAYENHOF & VAN
DAM, 1969). Os efeitos mais pronunciados do MI-D sobre o potencial de membrana

(AY) (CADENA et al., 1998) também sao indicativos da diferenca do mecanismo de
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acdo para os dois compostos. CADENA et al. (2002) demonstraram também que o MI-
D altera a fluidez e a elasticidade da membrana mitocondrial interna. Em ensaios de
inchamento mitocondrial, em presenca de acetato de sddio, o MI-D foi capaz de
induzir o “swelling” mesmo na auséncia de substrato oxiddvel, indicando o
comprometimento das propriedades da membrana interna. Neste estudo, o SYD-1
utilizado em ensaios de inchamento realizados de acordo com a mesma metodologia,
foi capaz de inibir totalmente o “swelling”, efeito estreitamente relacionado a
acentuada inibi¢ao do estado 3, causada pelo composto mesoidnico.

A elasticidade da membrana mitocondrial interna, avaliada durante a
contragdo da organela também foi muito mais afetada pelo MI-D do que pelo SYD-1.
Por fim, a comparacdo dos resultados demonstrados por CADENA et al. (1998; 2002)
para o MI-D, com os obtidos neste estudo para o SYD-1, sugere que embora os dois
compostos exercam acdo antitumoral (GRYNBERG et al, 1997; 1992,
respectivamente), os mecanismos de acdo envolvidos nesta atividade, no que se refere
a participa¢do mitocondrial ndo sdo necessariamente 0s mesmos.

Com relacdo a diferenca entre os efeitos promovidos pelo MI-D e SYD-1
sobre o metabolismo energético mitocondrial deve-se considerar que: a) 0s compostos
possuem estrutura quimica distinta, pertencendo a diferentes classes, o MI-D a dos
1,3,4-tiadiazdis e o SYD-1 a classe das sidnonas; b) o MI-D néo € sintetizado em sua
forma mesoibnica e passa a apresentar tal forma a partir do pH 4,0, enquanto que o
SYD-1 é sintetizado em sua forma mesoidnica; ¢c) o MI-D exerce seus efeitos em
diferente faixa de concentracdo (nmol .mg-1 proteina mitocondrial); d) a liberagdo de
NO a partir da estrutura do SYD-1 € possivel o qual, por sua vez, poderia estar
envolvido nos efeitos causados pelo composto. Com relacdo ao dltimo item, seria
interessante a realizacdo de ensaios que pudessem esclarecer a provavel liberacdo de
NO pelo SYD-1, considerando os intrigantes efeitos do composto sobre a atividade das
enzimas da cadeia respiratéria e a comprovada liberacdo de NO para algumas classes
de compostos mesoidnicos relacionados as sidnonas, como as sidnoniminas (MORO et
al., 1998) e os oxatriazéis (KARUP et al., 1994). Ainda no sentido de esclarecer os

efeitos do SYD-1 sobre o metabolismo energético mitocondrial, informagdes valiosas
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seriam obtidas de experimentos de polarizacdo de fluorescéncia. A realizacdo destes
experimentos se justificaria pela provdvel interacdo do SYD-1 com a membrana
interna, como demonstrado nos experimentos de inchamento mitocondrial. Utilizando
sondas fluorescentes de localizacdo definida na membrana, em modelos de vesiculas
multilamelares sintéticas e membranas naturais, seria possivel estabelecer qual regido
estaria sendo afetada pela presenca do composto mesoidnico e quais seriam as
conseqiiéncias desta interacdo sobre a fluidez da membrana.

Sob outro enfoque, seria interessante também avaliar os efeitos do SYD-1 em
nivel celular, uma vez que o composto compromete as funcdes energéticas. Neste
sentido, SENFF-RIBEIRO et al., 2004, estudaram a atividade antimelanoma de
compostos mesoidnicos que diferiam em apenas um substituinte, comparando os
resultados obtidos com antineopldsicos cldssicos. Neste caso, o composto MI-D, cujos
efeitos sobre o metabolismo energético ja haviam sido descritos por CADENA et al.
(1998, 2002), demonstrou-se o mais efetivo contra as células testadas, apresentando
resultados bastante expressivos quanto a poténcia de seu efeito.

Por fim, embora a realizacdo de experimentos futuros com o SYD-1 seja uma
hipdtese atrativa, os importantes resultados obtidos no presente estudo permitem
concluir que o SYD-1 afeta de maneira significativa o metabolismo energético
mitocondrial e ainda sugerir que os efeitos observados podem estar relacionados a

acdo antitumoral da sidnona, descrita por GRYNBERG et al., 1992.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o SYD-1:
1) Inibe o transporte de elétrons através da cadeia respiratéria ao nivel dos
complexos Il e IV;

2) Inibe a enzima glutamato desidrogenase;
3) Reduz a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa;

4) Tem seus efeitos relacionados a sua possivel interacio com a membrana

mitocondrial interna.

Portanto, o SYD-1 afeta de forma significativa o metabolismo mitocondrial,
promovendo como efeito principal a inibi¢do do transporte de elétrons e como efeito
secundério o desacoplador. Tendo em vista a estrutura hidrofébica do SYD-1, ¢
possivel sugerir também que tais efeitos sdo resultantes de alteragdes na
permeabilidade da membrana mitocondrial interna causadas pelo composto

mesoidnico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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