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RESUMO: A obesidade, definida como indice de massa corporal maior que 30 kg/m? é provavelmente a
enfermidade metabdlica mais antiga que se conhece. O tratamento farmacolog|co tem sido indicado quando
o individuo possui um indice de massa corporal maior que 30 kg/m®. Tem sido demonstrado que a
sibutramina produz reducao de peso em pacientes obesos de forma dose-dependente e atualmente tem sido
usada no tratamento desta desordem. Os relatos de alteragdes no metabolismo basal de animais sugerem
que o farmaco possa atuar de forma direta ou indireta no metabolismo energético celular. A possibilidade da
sibutramina exercer uma acdo direta sobre o metabolismo energético pode ser investigada
experimentalmente em mitocéndrias isoladas. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos
diretos da sibutramina sobre varios processos mitocondriais, incluindo parametros de atividade respiratéria e
fosforilacdo oxidativa, a atividade de complexos enzimaticos da cadeia respiratéria e a atividade do
complexo ATPasico. As mitocondrias foram isoladas de figado de ratos albinos da linhagem Wistar pesando
entre 220 a 250g. Os resultados observados nos experimentos com sibutramina indicam que esta droga age
predominantemente como desacopladora da fosforilagdo oxidativa. Também exerce efeitos inibitorios sobre
os complexos | e lll da cadeia transportadora de elétrons. A sibutramina causou inibicdo dose-dependente
da atividade ATPasica. O grau de inibigao exercido pela sibutramina foi maior em mitocdndrias
desacopladas do que em rompidas, um forte indicio de que a sibutramina exerce, simultaneamente, efeito
inibidor sobre o carreador de adenina nucleotideos.
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1 INTRODUCAO

A obesidade, definida como indice de massa corporal maior que 30 kg/m?, é
provavelmente a enfermidade metabdlica mais antiga que se conhece. E vista como uma
doenca que pode se desenvolver a partir de fatores genéticos, metabdlicos, ambientais
(comportamentais, sociais e culturais) ou da interagdo desses fatores. A obesidade se
caracteriza pelo acumulo excessivo de gordura corporal, que traz prejuizos a saude. Esta
doenca estd intimamente relacionada a um aumento na incidéncia de doencas
cardiovasculares, hiperlipemia, hipertensao arterial sistémica, diabetes, entre outras.
(CRONFLI, 2002).
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O tratamento da obesidade exige identificacdo e mudancas de componentes
inadequados de estilo de vida do individuo, incluindo mudancas na alimentagcdo e na
pratica de atividade fisica (SILVA, 2006). Por outro lado, o tratamento farmacol6gico tem
sido indicado quando o individuo possui um indice de massa corporal maior que 30 kg/m?.
A sibutramina foi inicialmente avaliada na década de 1980 como um antidepressivo
potencial, por causa do seu provavel mecanismo de acdo similar aos antidepressivos
triciclicos, como a amitriptilina (LUQUE; REY, 2002). A descoberta da sibutramina como
um agente terapéutico conduziu a sua possivel aplicacdo na perda de peso corporal pela
observacao da perda de peso durante o tratamento de depressao, mais notavelmente em
pacientes obesos deprimidos. Tem sido demonstrado que a sibutramina produz reducéo
de peso em pacientes obesos de forma dose-dependente e atualmente tem sido usada no
tratamento desta desordem.

Acredita-se que a sibutramina induz perda de peso em humanos e em ratos, pelo
aumento da saciedade, ou seja, reduzindo a ingestdo de alimentos, mas existem também
evidéncias de que a redugdo do peso corpéreo esta ligada ao aumento do gasto
energético em mamiferos. De fato, foi demonstrado que o tratamento agudo com este
farmaco produz um aumento no consumo de oxigénio, no metabolismo basal e também na
temperatura corporal de ratos (CONNOLEY et al., 1999). Apesar do reconhecimento de
suas propriedades farmacolégicas no tratamento da obesidade, nem todas as acbes
biol6gicas da sibutramina sao conhecidas. Os relatos de alteragdes no metabolismo basal
de animais sugerem que o farmaco possa atuar de forma direta ou indireta no
metabolismo energético celular.

A principio um aumento no consumo de oxigénio do animal pode estar associado a
um estado de hipercatabolismo, o que poderia também contribuir para a perda de peso
corpéreo. As mitocéndrias sdo as organelas responsaveis pela respiracao celular, um
processo acoplado a fosforilacdo do ADP e que requer a oxidacdo dos nutrientes
celulares, como a glicose, os acidos graxos e os aminoacidos. A possibilidade da
sibutramina exercer uma acéao direta sobre o metabolismo energético pode ser investigada
experimentalmente em mitocéndrias isoladas. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar os efeitos diretos da sibutramina sobre varias fungées mitocondriais, incluindo
parametros de atividade respiratoria e fosforilacdo oxidativa, a atividade de complexos
enzimaticos da cadeia respiratéria e atividade do complexo ATPasico. As mitocéndrias
foram isoladas de figado de ratos, 6rgao responsavel pela metabolizagdo da sibutramina.

2 MATERIAIS E METODOS

A Sibutramina foi adquirida em farméacia de manipulacao local, com receituario
médico. As coenzimas NADH, ADP e ATP foram de procedéncia da Sigma Chemical. Os
demais reagentes, sais, tampdes e substratos, foram os de melhor grau de pureza.

Os animais utilizados nos experimentos com mitocdndrias isoladas foram ratos
albinos da linhagem Wistar, machos, pesando entre 220 a 2509, alimentados com racao
balanceada e agua ad libitum. As mitocdndrias de figado de rato foram isoladas de acordo
com o método descrito por (BRACHT; ISHII-IWAMOTO; SALGUEIRO-PAGADIGORRIA,
2003).

Mitocondrias intactas, obtidas pelo método descrito acima foram rompidas para
avaliar a acao da droga sobre pontos especificos da cadeia transportadora de elétrons.
Sendo utilizadas para medidas das atividades da NADH-oxidade, succinato-oxidase,
TMPD-ascorbato e ATPase.

O consumo de oxigénio por mitocbndrias intactas e rompidas foi determinado
segundo método descrito por Voss et al. (1961). O consumo de oxigénio foi registrado por
meio de um registrador acoplado a um polarografo. Os seguintes substratos foram
adicionados ao meio de reagdao quando requeridos nos experimentos com mitocéndrias
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intactas: a-cetoglutarato 10 mM, succinato 10 mM e ADP 0,125 mM. Para atividades da
NADH-oxidase, succinato-oxidase e TMPD-ascorbato foram utilizadas como fontes de
enzimas, mitocondrias rompidas por congelamento. A atividade ATPasica em mitocéndrias
intactas, acopladas e desacopladas, ou rompidas por congelamento, foi determinada
dosando-se o fosfato liberado no meio de reacdo, segundo o método descrito por
(PULLMAN et al., 1960).

O conteudo protéico das suspensbées mitocondriais utilizadas em todos os
experimentos foi determinado, por meio do método de dosagem segundo Lowry et al
(1951), utilizando-se albumina bovina como padrdo (20 mg%), sendo as leituras de
absorbancia feitas em espectrofotdmetro a 700 nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1A mostra o efeito da sibutramina sobre a velocidade respiratoria, medida
durante a oxidacao do a-cetoglutarato. Concentragdes crescentes da droga (25 uM, 50
puM, 100 uM e 200 uM) inibiram progressivamente a velocidade da respiragcao no estado 3.
Observou-se neste experimento que houve diminuigdo na razdo de RC e na razao ADP/O,
mostrados na tabela 1. No estado 4 , houve estimulo nas concentracdes de 25, 50 e 100
UM e, na concentracéo de 200 uM, ocorreu inibicao. Quando o succinato foi utilizado como
substrato alimentador da cadeia respiratoria (figura 1B), verificou-se um efeito inibitério no
estado 3 com todas as concentracdes da droga e, no estado 4, um leve estimulo. Houve
diminuicao na razao de RC e na razao ADP/O (tabela 1).

A figura 2 mostra os efeitos da sibutramina sobre as atividades da NADH-oxidase
(complexo |), succinato-oxidase (complexo Ill) e TMPD-ascorbato (complexo [V).
Observou-se que houve inibicdo do complexo |, nas diferentes concentracées da droga.
No complexo lll, ndo exerceu efeito significativo, exceto na concentracdo de 200 uM de
sibutramina e, no complexo IV, ndo houve inibicdo nem estimulacdo sobre as atividades
destas enzimas.

A figura 3 mostra os efeitos da sibutramina sobre a atividade ATPasica em
mitocéndrias intactas, desacopladas com 2,4 DNP ou rompidas por congelamento. Em
mitocéndrias intactas, a sibutramina causou estimulacao da enzima e uma leve inibicdo
com a concentracao maior. Em mitocéndrias desacopladas com 2,4 DNP, concentracoes
crescentes de sibutramina (25 pM, 50 uM, 100 uM e 200 pM) causaram crescentes efeitos
inibidores sobre a velocidade de hidrélise do ATP. Em mitocbndrias rompidas por
congelamento, a sibutramina produziu um leve efeito inibitdério sobre a atividade
enzimatica, sendo significativo na concentragao maior.

Tabela 1. Efeitos da sibutramina sobre a razdo ADP/O e o coeficiente de controle respiratorio (RC)

em mitocondrias intactas de figado de rato, na presenca dos substratos a-cetoglutarato (10 mM) e

succinato (10 mM).
Concentracao da

a-cetoglutarato (n=3) Succinato (n=4)

sibutramina (uM) RC ADP/O RC ADP/O
0 3,13+0,43 2,76+0,46 3,72+0,29 1,60+0,18
25 2,20+0,20* 2,29+0,31 2,61+0,08* 1,36+0,13
50 1,81+0,20* 2,09+0,28 2,11+0,15* 1,13+0,06*
100 1,11+0,11* 0,76+0,00* 1,00+0,00* 0,00+0,00*
200 0,00+0,00* 0,00+0,00* 1,00+0,00* 0,00+0,00*

Os dados sao as médias * erro padrao de 3 (a-cetoglutarato) ou 4 (succinato) preparacdes
mitocondriais independentes. (*) valores que diferem estatisticamente dos valores dos controles,
identificados mediante andlise de variancia com teste Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 1. Efeitos da sibutramina sobre a velocidade do consumo de oxigénio em mitocéndrias
intactas isoladas de figado de rato, durante a oxidagao do a-cetoglutarato (A) e succinato (B). Os
dados sdo as médias * erro padrao de 3 (a-cetoglutarato) ou 4 (succinato) preparagdes
mitocondriais independentes. (*) valores que diferem estatisticamente dos valores dos controles,
identificados por meio de andlise de variancia com teste Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 2. Efeitos da sibutramina sobre as atividades da NADH-oxidase, succinato-oxidase e
TMPD-ascorbato, utilizando mitocondrias de figado de rato rompidas por congelamento e
descongelamento. Os dados sdo as médias * erro padrdo de 3 preparagdes mitocondriais

independentes. (*) valores que diferem estatisticamente dos valores dos controles, identificados
mediante de analise de variancia com teste Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 3. Efeitos da sibutramina sobre a atividade ATPase de mitocondrias intactas, desacopladas
com 2,4-DNP e rompidas por congelamento. Os dados sao as médias + erro padrao de (3-4)
preparacdes mitocondriais independentes. (*) valores que diferem estatisticamente dos valores
dos controles, identificados por meio de andlise de variancia com teste Newman-Keuls (p<0,05).
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos experimentos realizados neste trabalho permitem
concluir que a sibutramina reduz a eficiéncia da transducao de energia na mitocéndria
mediante uma atividade desacopladora. Em doses terapéuticas, a sibutramina nao
apresentou até o presente, efeitos pronunciados como desacoplador, entretanto, em casos
de overdose, a toxicidade desta droga poderia ser explicada, pelo menos em parte, pelo
seu efeito sobre o metabolismo energético mitocondrial.
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