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INTRODUCAO

As fenotiazinas sdo farmacos pertencentes da classe de agentes antipsicoticos
desenvolvidos em 1883. Inicialmente seu uso clinico era aplicado em casos
antissépticos, anti-helminticos e antimalaricos, no entantodescobriu-se outras
aplicacdes. Atualmente esta sendo profusamente empregado no tratamento de
esquizofrenia, no controle de desordens psicoldgicas, no tratamento de mania, ansiedade
e agitacio psicomotora. (LOPEZ-MUNOZ, 2005; LEHMANN & BAN, 1997).
Publicacfes anteriores deste grupo comprovam que as ac¢Oes das fenotiazinas sdo
capazes de induzir a transicdo de permeabilidade mitocondrial, estando assim
relacionada a liberagdo de citocromo ¢ pelas mitocondrias, evento o qual mostra o
disparo de apoptose (CRUZ et al., 2010).

OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo estudar o efeito da prometazina como possivel indutor
da transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM). Foram entdo utilizadas
mitocdndrias isoladas de figado de rato como modelo experimental, e os resultados
obtidos auxiliardo na compreensdo dos mecanismos de citotoxicidade exibidos por este
composto.

METODOLOGIA

A solucdo estoque da prometazina foi preparada em agua deionizada ultrapura. Ratos
Wistar machos de até 200g foram sacrificados e o figado alcancado por incisdo na
cavidade abdominal. Apds sua remocdo, o 6rgao foi cortado em pequenos fragmentos
em meio de homogeneizacdo contendo sacarose 250 mmol/L, EGTA 1 mmol/L, e
HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,4, a 4°C, lavados no mesmo meio e homogeneizado em
Potter-Elvehjen (1 ciclo com 3 passagens do pistilo) e sua suspensdo obtido através de
centrifugacdes e quantificada por proteinas através do método de Biureto(CAIN &
SKILLETER, 1987). O potencial de membrana foi avaliado espectrofotometricamente
usando os comprimentos de onda de 505 e 535 nm, excitacdo e emissdo,
respectivamente. As células leucémicas K562 foram cultivadas em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal



(Gibco), penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 pg/mL, mantidas em estufa com
5% de CO2 a 37°C. Os repiques realizados a cada 72 horas e a viabilidade celular
determinada utilizando o corante de exclusdo azul de tripan conforme descrito no item
3.3. (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, 2009).

RESULTADOS/DISCUSSAO
Avaliando a viabilidade celular da K562 em conjunto da prometazina e utilizacdo do
método de reducdo de MTT, observou-se apds a incubagdo de 24 horas com a droga em
diferentes concentragdes (1; 5; 7,5; 10; 25; 37,5; 50; 75; 100; 125; 150 e 200 uM). A
prometazina interferiu na viabilidade celular causando diminuicdo de 50% a partir da
concentragdo de 25 pM (Figl).
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Figura 1. Citotoxicidade da prometazina em células leucémicas K562. Células K562 (1x10%/mL)
foram incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera de CO, 5% com diferentes concentracdes de
prometazina. A porcentagem de células viaveis foi calculada em relagdo ao controle, considerado como
100% feito na auséncia da droga.

Como ja descrito, inicialmente era pressuposto a abertura do poro de transicdo de
permeabilidade mitcondiral. Através do ensaio de potencial de membrana, a
prometazina submetida em conjunto da mitocondria isolada demonstrou néo ser capaz
de dissipar este potencial (Fig. 2). Sendo assim constatado que diferente de outros
derivados fenotiazinicos ja estudados ela ndo ¢é capaz de dissipar o potencial, portanto
novos experimentos devem ser feitos para a constatacao de tal resultado.
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Figura 2. Padronizacgdo da analise de mitocdndrias isoladas por citometria de fluxo

As mitocondrias foram isoladas em meio padrdo, incubadas a 30° adicionada a rotenona(l umol/L), Ca;
(10 pmol/L), rodamina, (2 pmol/L) e succinato de potassio (20mmol/L) em diferentes momentos de
adicéo, e induzido o méximo de dissipacéo atraves da Ultima adicdo com CCCP. (A figura representa 3
experimentos com diferentes preparagdes de mitocondrias.)

CONCLUSOES

Aprometazinade monstrou ndo ser capaz de induzir a dissipacdo do potencial de
membrana mitocondrial quando analisadas espectofluorimetricamente. Diferentemente
do principio inicial que tinha como suposicdo causar dissipagdo por ser um derivado
fenotiazinico. Toda via foi capaz de causar diminuicdo na viabilidade de células
leucémicas K562, visto isto este resultado demonstra que a droga possui efeito
citotoxico in vitro contra células tumorais, apresentando um potencial para utilizacdo
em terapias antitumorais.
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