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Resumo

Sintese de biguanidas e avaliacdo da sua atividade biolégica em linhas de

células tumorais

As biguanidas sdo um grupo de compostos com diversas atividades bioldgicas.
Recentemente, esta familia de compostos tem sido estudada nédo s6 pela sua atividade

hipoglicemiante, mas também pela sua atividade anti-proliferativa.

Um dos objetivos deste estudo foi a sintese de biguanidas, com cadeias laterais
com diferentes estruturas e grupos funcionais. O trabalho desenvolvido permitiu a

sintese de diversas biguanidas, tendo sido isolados quatro compostos.

Outro dos objetivos deste estudo foi avaliar a atividade anti-proliferativa de
biguanidas, na linha celular MDST8. Para esse efeito, foi desenvolvido inicialmente um
método de quantificacdo celular com base na atividade ATPasica, testado nas linhas
celulares MDST8, MCF7 e BRIN-BD11, tendo sido utilizado como referéncia a
quantificacdo pelo método das desidrogenases.

Os compostos estudados com melhor atividade anti-proliferativa apresentaram
IC50 da ordem de 2,5 — 2,9 x103 M. Estes valores foram observados em biguanidas
cujos grupos substituintes possuiam cadeias hidrocarbonadas ciclicas, alifaticas ou

aromaticas p-substituidas, na sua estrutura.

Palavras-chave: biguanidas, sintese, atividade bioldgica, atividade anti-proliferativa.
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Abstract

Synthesis of biguanides and evaluation of their biologic activity in tumor cell
lines

Biguanides are a group of compounds which have diverse biological activities.
Recently, this family of compounds has been studied not only for its hypoglycemic
activity, but also for its anti-proliferative activity.

One purpose of this study was the synthesis of biguanides, with side chains with
different structures and functional groups. The work led to the synthesis of several
biguanides, with the isolation of four compounds.

Another objective of this study was the evaluation of the anti-proliferative activity
of biguanides, in the cell line MDST8. To this aim, it was initially developed a cell
guantification method based on the ATPase activity, tested in MDST8, MCF7 and BRIN-
BD11 cell lines, with the dehydrogenases method used as reference.

The studied compounds with better anti-proliferative activity had IC50 in the range
from 2.5 to 2.9 x103 M for biguanides whose substituent groups had cyclic hydrocarbon,

aliphatic or p-substituted aromatic chains in their structure.

Keywords: biguanide, synthesis, biological activity, anti-proliferative activity.
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1. Introducéao

As biguanidas sao um grupo de compostos com diversas atividades bioldgicas.
A aplicagdo terapéutica mais conhecida das biguanidas € no tratamento da diabetes de
tipo 2, embora possam apresentar ainda a¢ao contra outras doengas, como a malaria.
Mais recentemente, as biguanidas tém ganho relevo pela sua potencial acao anti-
tumoral (Anisimov, 2014; Lebel, Maris, Duval, & Wuest, 2005; Wang, Sauer, & Dijuric,
2009).

1.1Biguanidas

No inicio do séc. XX, a guanidina foi identificada como composto ativo de uma
planta medicinal, Galega officinalis, mais conhecida como arruda capréria (Figura 1),
frequentemente utilizada na Europa medieval no tratamento de polilria nos pacientes
diabéticos (Duque, L6pez, & Cruz, 2010; Faure, 2011; Krentz & Bailey, 2005).

Figura 1 - Galega officinalis (“Medicinal Plants,” n.d.)

Na segunda década do séc. XX, descobriram-se as biguanidas antidiabéticas.
No entanto, com a descoberta da insulina em 1921, o seu estudo perdeu interesse

1



cientifico e s6 30 anos mais tarde se sintetizaram as primeiras biguanidas com
aplicacbes terapéuticas: 1-feniletilbiguanida ou fenformina (Figura 2 - B), 1-
butilbiguanida cloro-hidratada ou buformina (Figura 2 — C) e N,N-dimetilbiguanida ou
metformina (Figura 2 — D) (Anisimov, 2014; Nangia-Makker et al., 2014; Narise, Okuda,
Enomoto, Hirayama, & Nagasawa, 2014).

5

R NH  NH X

~| P

RL)\ R HNT NHONH T
L)
R R

A

NH NH
HN NH  _NH CH | ‘
= ST )\ J’\ /CHa
HaN “NH N
NH,  NH |

CHj

c D

Figura 2 - Estruturas quimicas das guanidinas (A), da fenformina (B), da buformina (C) e da
metformina (D)

A metformina foi clinicamente desenvolvida em 1957 pelo médico francés
Jean Sterne (Figura 3), que Ihe deu o seu primeiro nome comercial, Glucophage
("captador de glucose") (Anisimov, 2014; Bailey & Day, 2004).

Figura 3 - Jean Sterne (1909-1997) (adaptado de Marita & Patade, 2014)

Em 1971, Dilman levantou a hipétese de que as biguanidas antidiabéticas
poderiam ser ainda promissoras enquanto anti-cancerigenos (Anisimov, 2014). Em
diversos estudos realizados a partir do meio de 1970, foi demonstrado que as
biguanidas anti-diabéticas fenformina e buformina adiavam ou suprimiam o

desenvolvimento de tumores espontaneos (Dil'man, Bershtein, Zabezhinskil, &

2



Aleksandrov, 1974). Essa hipotese foi também estudada por Kundu (1967), Lugaro
(1968), Ghosh (1998) e Saczewski (2000).

Na década de 1960, a fenformina era bastante popular, no entanto foi retirada
no inicio da década de 1970, uma vez que causava acidose lactica frequente e o
consequentemente aumento da mortalidade por problemas cardiacos. A metformina,
uma biguanida menos lipofilica, provou ser mais segura e suplantou a fenformina.
Depois de 20 anos de uso na Europa, a metformina foi aprovada para uso nos EUA, em
1995. Em 2002, a metformina tornou-se disponivel como medicamento, tornando-se um

dos tratamentos mais acessivel para a diabetes (Bailey & Day, 2004).

A funcionalidade das biguanidas tem sido encontrada em muitos produtos
naturais e moléculas medicinalmente interessantes devido, principalmente, as suas

propriedades biolégicas (Wang et al., 2009).

1.1.1. Estrutura e principais vias de sintese das biguanidas

Na literatura, as estruturas de biguanidas continuam a ser descritas como
mostrado na Figura 4- A, o que conduz a uma percecdo enganadora. De acordo com
estudos de analise cristalografica de raios X, espectroscopia de RMN de azoto-15,
modelacdo molecular e estabilidade dos tautdmeros, confirma-se que as biguanidas
devem ser representadas como na Figura 4 - B, onde ha a presenca da ponte de
hidrogénio no azoto (Katritzky, Tala, & Singh, 2010).
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Figura 4 — Estruturas de biguanidas

Além da estrutura convencional, as biguanidas podem ocorrer sob a forma de
tautomeros (Figura 5 - 1A, IB e IC), devido a prototrofia. A estrutura I, por exemplo,
fornece possibilidades de sete modificacbes diferentes por ressonancia. Além disso, a

molécula pode ainda ser modificada por ligacdo de hidrogénio, dando origem a



estruturas ciclicas, e outras biguanidas substituidas, que provavelmente, vao influenciar
as suas propriedades quimicas (Ray, 1961).
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Figura 5 — Tautdbmeros de biguanidas

A sintese mais comumente utilizada para guanidinas substituidas é a reacao de

sais de aminas primarias com cianoguanidina (Figura 6) (Katritzky et al., 2010).

H® H
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Figura 6 — Esquema geral de sintese de biguanidas

Neelakantan (Neelakantan, 1957) sintetizou as biguanidas 1,5-diarilo, utilizando
um procedimento de um so6 recipiente, a partir de derivados de anilina e cianoguanidina
a 100°C (Figura 6) (Katritzky et al., 2010).

Hechenbleikner descreveu outro método de sintese de biguanidas através do
tratamento de dialquilcianamida (A) com cloreto de hidrogénio a 60°C e com
aquecimento até 150°C, originando cloridratos de alquilguanilcloroformamidina (B). Esta
reacdo com amonia aquosa ou aminas formou as biguanidas correspondentes a C
(Figura 7) (Hechenbleikner & Donald W, 1955; Katritzky et al., 2010).
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Figura 7 — Sintese alternativa de biguanidas

1.1.2. Propriedades quimicas das biguanidas

As biguanidas sdo bases fortes (pKa > 11) e, também, precursores valiosos para

a sintese de uma ampla gama de compostos heterociclicos (Lebel et al., 2005).

As aminotriazinas, sdo derivadas de uma classe de compostos heterociclicos, as

triazinas, contendo azoto, contudo, devido a sua sintese utilizando dicianodiamida

(Chapman, 1933), tém um especial interesse entre os derivados heterociclicos de

biguanidas, uma vez que as aminotriazinas sao elas prdoprias uma familia extremamente

atil de compostos (Lebel et al., 2005). Estes compostos sao, por exemplo, amplamente

usados em gquimica supramolecular, uma vez que integram um padrdo caracteristico de

multiplos locais que podem doar ou aceitar pontes de hidrogénio, orientando deste modo

0 reconhecimento e associacdo molecular (Lebel et al., 2005).

1.1.3. Acéo biologica

As biguanidas tém aplicacdo em varias areas terapéuticas, com atividades anti-

malarica, antimicrobiana, antiviral, antisséptica, espasmolitica ja descritas e, mais

recentemente, tem ganho relevo a sua potencial acdo anti-tumoral (Lebel et al., 2005;

Marita & Patade, 2014; Wang et al., 2009).



A malaria € uma doenca infeciosa que causa enormes problemas de saude
publica. A doenca € causada por parasitas protozodarios do género Plasmodium. A
biguanida, (N-(4-clorofenil)-N'-isopropilcarbamidoil)guanidina (proguanil - Figura 8)
possui atividade anti-malarica, tendo sido utilizada com esta finalidade terapéutica
(Katritzky et al., 2010; Marita & Patade, 2014).

Cl
NH> NH- CHS

Ay Lo

Figura 8 — Estrutura de proguanil

Diamond e o seu grupo de trabalho descobriram que biguanidas substituidas
com o grupo fenilo no N1, (Figura 9) possuem acdo espasmolitica e anti-secretora
gastrica (Katritzky et al., 2010). Estes autores realizaram varios testes “in vivo” em
modelos animais tendo em vista a possivel aplicacdo posterior em humanos,
nomeadamente em ratos Wistar e cdes, para estudarem a acgdo fisiologica das
biguanidas sintetizadas. Ap6s estes estudos, as fenilbiguanidas 1-substituidas
apresentaram uma atividade marcada, quer para o seu efeito espasmolitico quer para
determinar a sua toxicidade. O procedimento utilizado foi descrito no artigo Effect of
Drugs on Gastric Emptying in Rats de Brodie e Kundrats (1965) (Diamond, Douglas, &
Burns, 1973).

Eﬁf | NH, NH
)Ef""‘ H){"“MJ\MH2

R = grupo alquilo, X = halogéneo

Figura 9 — Estrutura das biguanidas substituidas com o grupo fenilo substituido, na posigéo 1

Tsubouchi, Ohguro, Yasumura, Ishikawa, & Kikuchi, em 1997, sintetizaram
biguanidas 1,5-dissubstituidas (Figura 10), em que a atividade bactericida dos derivados

de 3,4-diclorobenzilo foi elevada (Katritzky et al., 2010). Para esta conclusdo, Tsubouchi
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et al. realizaram vérios testes em microplacas, utilizando varias estirpes de bactérias,
tanto estripes Gram + como Gram -, e os diferentes compostos sintetizados (Tsubouchi
et al., 1997).
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Figura 10 — Estrutura de biguanida com atividade antibacteriana

Zhang (Zhang, Jiang, & Chen, 1999) sintetizou o cloridrato de poli-
hexametilenobiguanidina soltvel em agua (PHBGC) e o estearato de poli-hexametileno
biguanida lipofilico (PHBGS) (Figura 11), e testou a sua atividade antimicrobiana. Esses
testes mostraram que as biguanidas poliméricas sao eficazes no controlo de bactérias
e fungos (Katritzky et al., 2010). Zhang utilizou como agentes microbiolégicos as
seguintes estirpes: Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Diplococci pneumomiae,
Escherchia coli, Pseudomonas aeruginose, Rhizopus niger, Aspergillus niger,

Saccharomyces cerivisiae e Candida albicans (Zhang et al., 1999).
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Figura 11 — Estrutura de biguanidas poliméricas, em que A é PHBGC e B é PHBGS

A atividade anti-tumoral de biguanidas foi mencionada com frequéncia desde os
relatorios preliminares por Kundu et al. de 1967, relativamente a diguanidinas pirimidino

como farmacos anti-cancerigenos (Katritzky et al., 2010).



Lugaro e colaboradores descobriram que mono- e di-biguanidinas substituidas
exibiram atividade anti-tumoral (Corbellini, Lugaro, Giannattasio, & Torti, n.d.; Lugaro &
Giannattasio, 1968; Lugaro, Giannattasio, Torti, & Perani, 1967). Estes sintetizaram
biguanidas derivadas da estrutura geral (Figura 4) em que 0s seus grupos substituintes
eram derivados dos grupos alquilo, arilo e alifaticos ciclicos. Estas biguanidas foram
testadas em ratos com carcinoma de Ehrlich e como método de controlo foram utilizadas

células hepéticas (Lugaro & Giannattasio, 1968).

Saczewski e colaboradores utilizaram biguanidas de derivados de triazinas, que
mostraram uma atividade de inibicdo de crescimento em vérias linhas de células
tumorais na gama de concentragfes entre 0,148 e 56,2 uM (Brzozowski, Saczewski, &
Gdaniec, 2000; Katritzky et al., 2010). Saczewski utilizou véarias biguanidas, derivadas
de 2,4-diamino-1,3,5-triazina, onde a avaliagdo da atividade tumoral foi feita in vivo, num
painel de 62 linhas de células tumorais derivadas de 9 tipos de cancro, tais como
leucemia, cancro do célon e cancro da mama, entre outros, seguindo um protocolo
padrdo. Estes concluiram que existe uma maior atividade antineoplasica para

biguanidas derivadas de 2-clorometilo (Brzozowski et al., 2000).

Ghosh e colegas relataram propriedades anti-tumorais de biguanidas
sintetizadas utilizando complexos de boro com hidroxibiguanidinas, como
hidroxibiguanido monohidratado, di-hidroxioxibiguanido de boro(lll) monohidratado e
hidroxosalicil-hidroxamato de boro(lll), em ratos com carcinoma de Ehrlich (Ghosh, Bag,
Sur, & Sur, 1998; Katritzky et al., 2010).

1.1.3.1. Acéo hipoglicemiante

A Diabetis mellitus € um dos mais graves problemas de saude publica,
especialmente no Ocidente, com um enorme peso econémico no mundo industrializado.
As biguanidas, como por exemplo, a metformina, e a fenformina, sdo amplamente
utilizadas para o tratamento de diabetis mellitus tipo 2, uma vez que induzem uma
reducdo dos niveis de glucose sanguineos, sem causar hipoglicémia excessiva
(Katritzky et al., 2010; Viollet et al., 2012) (ver Figura 2, B e D).

O mecanismo de acao da metformina ndo esta completamente esclarecido. Este
farmaco € descrito como um sensibilizador do efeito da insulina, reduzindo a
insulinorresisténcia e, consequentemente, reduzindo os niveis de glucose no plasma

sanguineo (Viollet et al., 2012). No entanto, diversos estudos clinicos e em modelos



animais sugerem que a principal via de acdo da metformina é a diminuicéo da producéo

de glucose ao nivel hepético, por inibicdo da gluconeogénese (Viollet et al., 2012).

Estdo descritos, além dos beneficios decorrentes da normalizacdo dos niveis
plasméticos de glucose, outros beneficios do tratamento com metformina,

nomeadamente ao nivel cardiovascular (Hundal & Inzucchi, 2003; Katritzky et al., 2010).

A metformina, em tecido hepdtico, ativa uma cinase dependente de AMP (AMPK)
muito importante no controlo de vérias vias metabdlicas. Esta cinase € constituinte de
um sistema enzimatico que induz uma cascata de eventos intracelulares em resposta a
alteracdo da carga energética celular (Janior, Ugolini, Santomauro, & Souto, 2008;
Rose, Dobson, El-masry, Brown, & Dobson, 2015), permitindo a manutencdo da
homeostasia energética ao nivel celular e de todo o organismo, especialmente em
condicbes de stresse energético decorrente de deplecdo energética (Fullerton,
Steinberg, & Schertzer, 2013; Hardie, Ross, & Hawley, 2012). A AMPK ¢é ativada pelo
stresse metabdlico ou por compostos xenobiéticos que causem um desequilibrio
energético ao nivel celular, que conduzam a um aumento da razdo ADP/ATP e
AMP/ATP (Hardie et al., 2012).

O principal alvo da metformina em células intactas é o complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial, que é inibido por esta. Decresce entdo a producdo de ATP e,
consequentemente, 0 sensor energético AMPK ¢é ativado, de forma que as vias que
consomem ATP sejam atenuadas ou desligadas e as que geram ATP sejam ativadas

ou amplificadas (Viollet et al., 2012).

1.1.3.2. Acéo anti-proliferativa

Em células normais, a AMPK promove a conservagao da energia, promovendo
a sobrevivéncia celular durante o stresse metabdlico. Em células tumorais, que
necessitam de um consumo energético mais amplo, a ativagdo da AMPK limita a
utilizacdo da energia disponivel podendo mesmo impedir a sua capacidade proliferativa
(Orecchioni et al., 2015; Quinn, Kitagawa, Memmott, Gills, & Dennis, 2013; Rose et al.,
2015).

Como referido anteriormente, a metformina € um farmaco anti-diabético com
potencial anti-tumoral. Este novo potencial € utilizado na gestéo e quimioprevencao do

cancro (Duque et al.,, 2010). Este medicamento combina favoravelmente com a



gquimioterapia, uma vez que tem um beneficio terapéutico em pacientes com cancro
(Duque et al., 2010).

A Figura 12 mostra alguns dos mecanismos que podem explicar a acdo anti-
tumoral da metformina. Como acima referido, a acao inicial da metformina parece ser a
inibicdo da fosforilagdo oxidativa e, consequentemente, é ativada a AMPK, quer
diretamente por diminuicdo da razdo ATP/AMP, quer indiretamente por estimulo da
cinase a montante(LKB1). A ativacdo da AMPK parece ser determinante na

sensibilizagcdo das células tumorais, durante a quimioterapia (Duque et al., 2010).
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Figura 12 — Esquema dos modos acdo da metformina (adaptado de Duque et al., 2010).

Nao estad completamente esclarecida de que forma, apés a ativacao da AMPK,

a metformina desencadeia a a¢éo anti-tumoral.

Num estudo de Choi e Park, demonstrou-se que a metformina pode atuar como
um inibidor da proliferacdo celular dependente da dose através da regulacdo negativa
da via da mTOR/S6 cinase, em linhas celulares de cancro da mama (Choi & Park, 2013;
Krentz & Bailey, 2005).

Por outro lado, pode estar envolvida a via do p53 — sendo a produgéo de ATP

mitocondrial reduzida pela metformina, ocorre uma perda de funcéo pela via da AMPK
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ou do p53, a célula entra em insuficiéncia energética, ndo existindo reducdo
compensatdria do consumo energético, o que pode resultar numa crise energética e
morte celular, bem como a supresséo tumoral (Choi & Park, 2013; Duque et al., 2010;
Faubert, Vincent, Poffenberger, & Jones, 2015; Narise et al., 2014) (Figura 12).

1.2. Métodos de avaliacdo da acéo anti-proliferativa

O conhecimento do ciclo celular é essencial para a compreenséo das vias de
ativacao e proliferagédo das células, sendo necesséario o conhecimento das suas fases.
O ciclo celular esta compreendido entre dois periodos, a interfase, que inclui as fases
G1, S e G2, e a mitose.

Em cultura, as células possuem um padrao de crescimento representado por
uma curva sigmoide, denominada curva de crescimento (Figura 13), que contém as
fases lag, log e estacionaria. Em determinadas circunstancias, as células podem entrar
numa fase de declinio, sendo que, neste caso, a curva tem forma de sino (Alves &
Guimaraes, 2007; Sigma, 2010).

fase
estacionaria

declinio

Fasc I“ll

Nimero de célalas

Tempo (dias)

Figura 13 — Curva de crescimento celular padréo de células normais (adaptado de Alves &
Guimardes, 2007).

Os estudos de efeito anti-proliferativo devem ser realizados quando as células
se encontram na fase log, uma vez que é nesta fase que as células se mostram mais

viaveis e a proliferar ativamente (Sigma, 2010).
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Existem varios métodos para avaliar a viabilidade das células (Alves &
Guimaraes, 2007):

- Método Direto:
¢ Quantificagéo celular através da coloragdo com azul de tripano e con-

tagem em camara de Neubauer.

- Métodos Indiretos:

e Avaliacdo da atividade desidrogenase > Teste de brometo 3-[4,5-di-
metiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS).

¢ Quantificagéo de ATP por luminescéncia.

¢ Quantificagdo da atividade enzimatica Lactato desidrogenase.

1.2.1. Método de exclusao do azul de tripano e contagem em camara de

Neubauer

Este método permite avaliar a viabilidade celular com base na integridade
membranar, nada dizendo sobre o estado metabdlico das células. Para analisar a
viabilidade celular € utilizado um corante, azul de tripano, que se caracteriza por ndo
atravessar a membrana das células viaveis. Estas células sdo observadas no

hemocitémetro, também conhecido como camara de Neubauer.

A camara de Neubauer é uma lamina de vidro com divisées que auxiliam a

contagem de células, possuindo 9 quadrados que medem 1 mm? de area.

; -—
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]

Figura 14 — Camara de Neubauer.
Em A imagem da camara e em B esquema de uma das células de contagem.
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A fotografia de uma camara ao microscopio 6tico encontra-se na Figura 15.
Apenas os quatro quadrados externos sao utilizados na contagem de células animais.
Cada quadrado externo € formado por mais 16 quadrados menores que auxiliam a

contagem (Alves & Guimaraes, 2007).
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Figura 15 - Fotografia microscépica da camara de Neubauer

Assim, ao observar uma preparagdo microscopica numa camara de Neubauer,
para proceder a sua contagem, € visualmente facil distinguir as células viaveis, ja que
estas apresentam-se incolores, uma vez que a sua membrana se encontra integra e
impede a passagem do corante para o interior da célula. As células inviaveis apresentam
a coloracdo azul, uma vez que a sua membrana celular se encontra danificada, o
corante penetra a membrana e dirige-se para o interior da célula fazendo com que esta
apresente uma colorag&o azul quando € observada ao microscépio (Alves & Guimaraes,
2007).

Para a contagem é necessario colocar uma lamela de vidro sobre a camara, que
serve para conter a suspenséo celular. O espaco formado entre a lamela e a camara é
de 0,1 mm. Dessa forma, o volume determinado por cada quadrado é equivalente a 0,1
mm3. As células contadas num quadrado contidas em 1 mL equivalem ao valor de
células contado multiplicado por 10* (fator de correcdo da camara) (Alves & Guimaraes,
2007).

O numero de células por mL de uma suspensao quando contado em camara de

Neubauer € obtido pela equagéo:

Q1+ Q2+ Q3 + Q4
4

X 107* X fator de diluicdo = n° de células/mL

Para ndo ocorrer a contagem de uma célula mais de uma vez, efetua-se uma
marcacao em forma de L nos quadrados, para que, ao aparecerem células em cima das
linhas, se contem apenas as que estiverem sobre a marcacdo (Alves & Guimaraes,
2007).
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1.2.2. Método de avaliacao da atividade de desidrogenases

O teste do MTT ou brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio baseia-
se na reducéo de sais de tetrazélio amarelos através das desidrogenases mitocondriais

celulares metabolicamente ativas (Alves & Guimaraes, 2007).

O teste de MTS € um ensaio colorimétrico que envolve a reducdo de células
vidveis através do composto MTS ou 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (Dautry et al., 2013; “MTS cell proliferation protocol,” 2015;
Riss, 2016).

O reagente do ensaio é constituido por MTS e um agente acoplador de eletrdes,
0o metassulfato de fenazina (FMS). O formazano, produto da redugdo com MTS, é
solavel em meio de cultura. Esta reacdo s6 ocorre quando a atividade enzimatica da
redutase mitocondrial esta ativa e, em consequéncia, a conversao pode ser diretamente
relacionada com a viabilidade metabdlica das células em cultura (Dautry et al., 2013;
“MTS cell proliferation protocol,” 2015; Riss, 2016).

O reagente MTS funciona apenas numa baixa gama de absorvancias, na
auséncia de células (Dautry et al., 2013; “MTS cell proliferation protocol,” 2015; Riss,
2016). O ensaio pode ser utilizado para a medicdo da proliferacdo de células em
resposta a fatores de crescimento, citoquinas, agentes mitogénicos e nutrientes, entre
outros. Também pode ser utilizado para a andlise de compostos citotoxicos, como
farmacos anti-cancerigenos, diversos agentes toxicos e de compostos farmacéuticos
(Dautry et al., 2013; “MTS cell proliferation protocol,” 2015; Riss, 2016).

O Cell Couting Kit-8 (CCK-8) permite ensaios muito convenientes, utilizando o
sal de tetrazolio WST-8 (sal monossaodico de 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-dissulfofenil)-2H-tetrazdlio), altamente sollGveis em éagua (Ishiyama, Miyazono,
Shiga, & Sasamoto, 1999). Este produz um corante de formazano solavel em agua
mediante a reducdo na presenca de um transportador de eletrées, tal como mostrado
na Figura 16 (Sigma, 2006).
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Figura 16 - Estrutura de WST-8 e WST-8 formazano (adaptado de Sigma, 2006)
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O CCK-8 é comercializado como uma solugcdo, sem que seja necessaria a pré-
mistura dos componentes. O CCK-8, sendo n&o radioativo, permite ensaios
colorimétricos sensiveis para a determinagdo do numero de células viaveis em ensaios

de proliferacéo celular (Sigma, 2006).

O WST-8 é reduzido por desidrogenases em células para se obter um produto
de cor amarela (formazano), que é sollivel no meio de cultura de tecidos. A quantidade
do corante de formazano gerados pela atividade das desidrogenases em células é
diretamente proporcional ao ndmero de células vivas. A sensibilidade de detecdo de
CCK-8 é mais elevada do que outros sais de tetrazélio (Sigma, 2006).

1.2.3. Quantificacdo de ATP por luminescéncia

A quantidade de ATP nas células correlaciona-se com a viabilidade das mesmas.
Dentro de minutos apds a perda da integridade da membrana, as células perdem a
capacidade de sintetizar ATP; as ATPases enddgenas destroem o ATP restante, e 0s
niveis de ATP decaem vertiginosamente (Riss, 2005).

A detecdo é baseada na utilizacdo da reacdo de luciferase para medir a

quantidade de ATP a partir de células viaveis.

Apesar da adaptacdo das placas de ensaio a temperatura ambiente, é
recomendada a realizac¢ado rapida do ensaio. O sinal luminescente pode ser detetado 10
minutos logo apds a adi¢éo do reagente ou varias horas mais tarde para processamento
em lote de placas. Entre os ensaios de viabilidade celular, o ensaio de ATP é o0 mais

rapido de realizar e pode detetar um menor nimero de células (Riss, 2005).

A Unica desvantagem deste método € o preco.

1.2.4. Quantificagdo da atividade enzimética Lactato desidrogenase

As células que perderam a integridade da membrana libertam lactato

desidrogenase (LDH) no meio envolvente.

Existem métodos espectrofotométricos e fluorescentes que utiliza reacbes
enzimaticas acopladas para medir a libertacdo de LDH a partir de células danificadas

como um indicador de citotoxicidade. O ensaio é concebido para estimar o nUmero de
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células ndo viaveis presentes numa populacdo mista de células vivas e mortas. Em
alternativa, se um reagente de lise celular € utilizado, 0 mesmo ensaio quimico pode ser
utilizado para determinar o nimero total de células em uma populacéo. O reagente nao
danifica as células vivas, e 0 ensaio pode ser realizado diretamente na cultura de células

usando um método homogéneo (Riss, 2005).

Este é um ensaio rapido, necessitando apenas de um periodo de incubacgéo de
10 minutos, e é compativel com formatos de 96 a 384 pocos. A sensibilidade de detecéo
€ de algumas centenas de células, mas pode ser limitada pela atividade de LDH
presente no soro utilizado para suplementar o meio de cultura (Riss, 2005), tornando o
método pouco apropriado para estudos anti-proliferativos, que tém de ser

implementados na presenca de soro.

1.2.5. Atividade ATPésica celular

ATPases séo proteinas de membrana responsaveis por diversos processos
biolégicos e fisioldgicos, uma vez que sao capazes de fornecer a energia necessaria

para estes de realizarem.

Existem variados tipos de ATPases, como as F-ATPases, as V-ATPases, as
ABC-ATPases e as P-ATPases. No caso deste trabalho vou apenas referir as P-

ATPases, uma vez que estas se encontram na membrana celular.

As ATPases do tipo P séo transportadores reversiveis de catides. Ocorre, no
mecanismo do transporte, uma fase de fosforilagdo pelo ATP, sendo que esta
fosforilagdo causa uma mudancga conformacional na molécula que permite a passagem
dos catibes através pela membrana celular (Lutsenko & Kaplan, 1995; “Membranas -
Bioquimica,” n.d.). Existem trés tipos de P-ATPases, as ATPases de metais pesados,
como por exemplo a Cu*-ATPase, as ATPases classicas, como a Na*,K*-ATPase, e as

ATPases bacterianas, como por exemplo a K*-ATPases (Lutsenko & Kaplan, 1995).
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1.3. Modelo bioldgico utilizado

Para a realizagdo dos ensaios biologicos, neste trabalho, utilizam-se diferentes
linhas celulares.

1.3.1. Células BRIN-BD11

As células BRIN-BD11 s&o uma linha celular hibrida formada a partir de células -
pancreéticas primarias e de um insulinoma (RIN-5mF) de rato. Morfologicamente
apresentam uma forma arredondada (Figura 17) (Sigma, n.d.-a).

E uma linha estavel com resposta glicolitica semelhante a das células B-
pancreaticas, secretoras de insulina. Expressam glucocinase e, ainda, o transportador
de glucose GLUT?2.

A linha celular BRIN-BD11 tem aplicacdo no estudo da funcdo da célula B-
pancreatica (Sigma, n.d.-a).

Esta linha celular deve ser mantida em cultura em meio de cultura RPMI, com 10%
de FBS.

Figura 17 — Fotomicrografia de uma cultura de células BRI-D,com a ampliacao de 40x (England,
n.d.)
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1.3.2. Células MDST8

As células MDST8 sdo uma linha celular obtida a partir de explantes de tumores

colo-retais humanos (Figura 18) (Public Health England, n.d.-b; Sigma, n.d.-b).

0

s s &
Figura 18 - Fotomicrografia de uma cultura de células MDST8, obtidas em observagédo ao microscopio
invertido Olympus, modelo BX41 (ampliagdo 100x)

A linha celular MDST8 tem sido aplicada a terapia gendmica em estudos com
transducao adenoretroviral (Sigma, n.d.-b).

Esta linha celular deve ser mantida em cultura em meio de cultura DMEM, com 10%
de FBS.

1.3.3. Células MCF7

As células MCF7 sdo uma linha celular que foi isolada pela primeira vez em 1970 a
partir de tecido da mama de uma mulher caucasiana de 69 anos de idade.

As células MCF7 sdo aderentes e capazes de formar o epitélio, dado que estas
células crescem em monocamadas, normalmente cultivadas até apresentarem
confluéncia. Devido a esta caracteristica as células MCF7 sao Uteis para estudos in vitro
de cancro da mama, uma vez que esta linha teve a capacidade de reter caracteristicas
particulares do epitélio mamario (Figura 19) (“MCF7,” n.d.; Public Health England, n.d.-

a).
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0 A 3
Figura 19 - Fotomicrografia de uma cultura de células MCF7, obtidas em observagéo ao microscépio
invertido Olympus, modelo BX41 (ampliagdo 100x)

Esta linha celular foi geneticamente alterada, uma vez que no inicio esta linha
apresentava um cariétipo com 85 cromossomas que posteriormente foi reduzido para
69 cromossomas. Além disso, existem diferencas genéticas entre a linha de células.

O crescimento pode ser inibido através do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e
o tratamento de células MCF7 de cancro com anti-estrogénios pode modular a agéo do
fator de crescimento semelhante ao da insulina (ILF), o que acaba por ter um efeito
redutor no crescimento celular. As células MCF7 tém ainda a caracteristica de expressar
recetores de estrogénio no citoplasma, podendo ser estudado nesta linha o efeito destas
hormonas (“MCF7,” n.d.).

Esta linha celular deve ser mantida em cultura em meio de cultura EMEM, com 10%
de FBS.
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2. Problematica

As biguanidas sdo uma classe de compostos com vastas aplicacdes terapéuticas,
sendo a sua ac¢ao hipoglicemiante no tratamento da diabetes do tipo 2 a atividade mais
conhecida. Para além desta aplicacdo terapéutica, também apresentam outras ativida-
des, como atividades anti-maldrica, antimicrobiana, antiviral, antisséptica e espasmoli-

tica.

Recentemente, foi identificada outra atividade biol6gica importante, a partir de ob-
servagOes clinicas em doentes oncoldgicos, com terapéutica simultdnea com biguani-

das para a diabetes do tipo 2: estes compostos apresentam atividade anti tumoral.

O cancro é um problema de saude publica muito importante e o desenvolvimento

de novos farmacos é muito importante.

Estudos celulares efetuados posteriormente revelaram que as biguanidas apre-
sentam efeito anti-proliferativo, pois a replicacdo celular parece ser interrompida entre a
fase G1 e a fase G2, por mecanismos ainda desconhecidos. Sendo a atividade anti-
proliferativa avaliavel por métodos pouco dispendiosos e que, por isso, podem ser apli-
cados a um grande nimero de compostos, esta atividade tem sido utilizada por varios

autores como indicativa do potencial terapéutico de novos compostos.

Assim, neste trabalho pretende-se sintetizar diversas biguanidas com diferentes
cadeias laterais e grupos funcionais, e estudar a sua atividade bioldgica, utilizando a
avaliacdo do efeito anti-proliferativo como método de screening para identificagdo dos

compostos mais promissores para uma aplicacao na terapéutica antitumoral.

20



3. Objetivos

e Sintetizar e caracterizar compostos derivados de biguanidas.

o Desenvolver um método alternativo a atividade de desidrogenases utilizando ati-

vidade ATPasica, para quantificagdo do numero de células.

e Avaliar a atividade anti-proliferativa de compostos sintetizados, utilizando a ati-

vidade ATPasica.
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4. Materiais e Métodos

Os equipamentos, reagentes e consumiveis, utilizados neste trabalho para a

avaliacdo da atividade anti-proliferativa, estdo listados no Anexo | (ver pagina i).

4.1. Sintese de Biguanidas

Os compostos utilizados na sintese das diferentes biguanidas foram adquiridos

comercialmente, tendo sido utilizados sem qualquer tratamento ou purificagao.

Os compostos obtidos foram analisados por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de protédo (400 MHz) e de carbono-13 (100 MHz), num espectrémetro Bruker
Avance Il HD. Os desvios quimicos (8) estdo indicados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em hertz (Hz). A multiplicidade dos sinais estd indicada por s —
singuleto, d — dupleto, dd — duplo dupleto, t — tripleto, gt - quintupleto e m — multipleto,
seguidos da letra | quando os sinais se apresentam largos. Para a obtencdo dos
espectros dos compostos foi utilizado como solvente o dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-ds).

Na preparacdo dos compostos utilizou-se como reagente principal a

dicianodiamida ou cianoguanidina (DC).

4.1.1. Sintese de cloridrato do acido (S)-2-(3-(diaminometileno)guanidino)-
pentanodiodico (MG1)

NH COCH NH, NH COOH

P J oH HCI (1 M) /& . OH
// + H,N - H.N N N~ .HCI
Temperatura ~ 80 °C 2 H

H,N N
2 y o

Figura 20 — Sintese do composto MG1

Num balédo de fundo redondo pesou-se 0,4043 g de DC (4,8 mmol), 0,7707 g de
acido glutédmico (5,2 mmol) e adicionou-se 16 mL de solucdo aquosa de HCI 1 M. A

solucgéo resultante foi colocada em agitacdo a temperatura de = 80°C, durante 8 h 30
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min, seguida de agitacdo, a temperatura ambiente, durante 100 h. A solucéo foi levada
a secura no evaporador rotativo tendo-se obtido um éleo. Adicionou-se umas gotas de
metanol ao 6leo e a solucao foi adicionado acetato de etilo para precipitar o0 composto
pretendido. ApGs evaporacdo dos solventes, o solido obtido foi lavado com acetona
tendo-se obtido 1,1155 g (rendimento: 83%) de um soélido branco, que por andlise por
RMN mostrou ser o produto pretendido (Figura 21).

Figura 21 — Estrutura do composto MG1

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 1,98-2,05 (2H, m, H3), 2,33-2,41 (1H, m, H4),
2,47® (H4), 3,89 (1H, s |, H2), 7,23 (1H, s |, NH), 8,27 (3H, s |, NH), 8,51 (2H, s |, NH),
10,54 (1H, s I, NH); (® Sinal parcialmente sob o sinal do solvente DMSO-d).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 25,75 (C3), 29,77 (C4), 51,67 (C2), 154,94
(C1’), 156,11 (C2), 171,09 e 173,71 (COOH).

4.1.2. Sintese de cloridrato do acido (S)-2-[3-(diaminometileno)guanidino]-3-
(1H-imidazol-4-il)propandico (MG14)

NH COOH
P ) NH, NH COOH
o2z LT R A (P H
H.N N H,NT SN N
2 H _ Temperatura ~ 80 °C H
N
_ 7N
HN HNJ/
MG14

Figura 22 - Sintese do composto MG14

Num baldo de fundo redondo pesou-se 0,1693 g de DC (4,8 mmol) e 0,0696 ¢
de histidina (4,8 mmol) e colocou-se em 15 mL de solucdo aquosa de HCI 1 M. A solucdo
resultante esteve em agitagcdo a temperatura de = 80°C durante 10 h e a temperatura
ambiente durante 120 h. A solucao foi levada a secura no evaporador rotativo, e o sdlido

resultante foi lavado vérias vezes com acetona, tendo-se obtido 1,4549 g (rendimento;
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98%) de um sdlido esbranquicado, que por analise por RMN mostrou ser 0 composto
pretendido (Figura 23).

O._ _OH
NH, NH

1
/g JJ\ 2
) i, 3
4

HNT2 NN
s N
_Y

HN
o

Figura 23 — Estrutura do composto MG14

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): 5 (ppm) = 3,29 (2H, d, J=7,9, H3), 4,34 (1H, t, J=7,2, H2),
7,25 (2H, s I, NH), 7,33 (1H, s |, H2” ou H5”), 7,50 (1H, s I, H5” ou H2”), 8,29 (3H, s |,
NH), 9,10 (1H, s |, NH), 10,54 (1H, s I, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § (ppm) = 25,56 (C3), 51,54 (C2), 118,31 (C5”), 127,57
(C4”), 154,91 (C1’), 156,22 (C2’), 159,01 (C2”), 169,81 (C1).

4.1.3. Sintese de cloridrato do acido (S)-2-[3-(diaminometileno)guanidino]-5-
guanidinopentandico (MG2)

NH
COOH NH, NH COOH
N H HCI (1 M) z H
// . vy N NH, /g )L , N _NH
H-N 4 _— 1y, SN 2 Hel
HAN H ? \[N]/H Temperatura ~ 80 °C HN N ” ’
NH

Figura 24 - Sintese do composto MG2

Num balédo de fundo redondo pesou-se 0,4012 g de DC (4,8 mmol), 0,9120 g de
arginina (5,2 mmol) e adicionou-se 15 mL de solu¢do aquosa de HCI 1 M. A solugéo
resultante esteve em agitacdo a temperatura de = 80°C, durante 8 h 30 min e ficou em
agitacdo, a temperatura ambiente, durante 100 h. A solug&o foi levada a secura no
evaporador rotativo tendo-se obtido um 6leo. Adicionou-se umas gotas de metanol para
a dissolucdo do Oleo e em seguida adicionou-se acetato de etilo para precipitar o
composto. Foi necessério adicionar acetona para se obter um sélido apos evaporacao

da solugdo no evaporador rotativo. Apesar das lavagens sucessivas do sélido obtido

24



com acetona, obteve-se uma mistura do composto pretendido e da dicianodiamida

protonada.

4.1.4. Sintese de cloridrato de N-(piperidin-1-il)biguanida (MG7)

NH NH, NH
X~ o 1
H.N N + HN HoN N N . HCI
2 H Temperatura ~ 80 °C
MG7

Figura 25 - Sintese do composto MG7

Num baléo de fundo redondo pesou-se 0,4016 g de DC (4,8 mmol), e adicionou-
se 0,48 mL de piperidina (4,8 mmol) e 15 mL de solu¢do aquosa de HCI 1 M. A solugdo
resultante esteve em agitacdo a temperatura de = 80°C durante 10h e a temperatura
ambiente durante 80h. A solucéo foi levada a secura no evaporador rotativo e o solido
resultante foi analisado por RMN, mostrando que apenas existiam os compostos de
partida. A este solido foi adicionado mais 10 mL de solugdo HCI 1 M e colocado em
agitagao a temperatura = 80 °C durante 10h e a temperatura ambiente durante 96h. Esta
solucgéo foi posteriormente levada a secura e o solido resultante foi lavado com acetona
sucessivas vezes. Apos estas lavagens, obteve-se 0,7498 g (rendimento: 81%) de um

sélido branco, que, por andlise de RMN, mostrou ser o produto pretendido (Figura 26).

NH, NH
KA
H,N"2SN7 1N s

6 4
MG7

Figura 26 — Estrutura do composto MG7

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 1,54 (2H, qt, J=5,6, H4), 1,67 (4H, qt, J=5,7,
H3, H5), 2,96 (4H, qt |, J=5,0, H2,H6), 7,24 (2H, s |, NH), 8,26 (3H, s I, NH), 9,02 (1H, s
I, NH), 10,52 (1H, s I, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 22,16 (C4), 22,50 (C3, C5), 43,92 (C2, C6),
154,93 (C1’), 156,11 (C2)).
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4.1.5. Sintese de cloridrato de N-(4-nitrofenil)biguanida (MG8)

N NH,
)L /// HOL( W) HZN‘< NH HCI
+ HoN NO, N Q\/ '
Temperatura ~ 80 °C
HN NO,

MG8

Figura 27 - Sintese do composto MG8

Num balédo de fundo redondo pesou-se 0,4044 g de DC (4,8 mmol), 0,6583 g de
4-nitroanilina (4,8 mmol) e adicionou-se 16 mL de solu¢do aquosa de HCI 1 M. A solucdo
resultante esteve em agitagao a temperatura de = 80°C durante 10 h e a temperatura
ambiente durante 100 h. A solucéo foi levada a secura no evaporador rotativo, tendo-se
obtido um sdlido que foi lavado sucessivas vezes com acetona, tendo-se obtido 0,498 g
(rendimento: 42%) de um sélido amarelo muito claro, que por analise por RMN mostrou
ser o composto pretendido (Figura 28).

NH,
HoN-2 NH
1 2 3

N

6 5

MG8

Figura 28 — Estrutura do composto MG8

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): § (ppm) = 7,38 (4H, m, NH), 7,72 (2H, d, J=9,3, H2,H6),
8,25 (2H, d, J=9,2, H3,H5), 8,50 (4H, s I, NH), 10,69 (s |, NH), 11,35 (1H, s I, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): § (ppm) = 119, 28 (C2,C6), 125,60 (C3,C5), 142,94 (C4),
144,62 (C1), 151,57 (C1’), 155,40 (C2)).
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4.1.6. Tentativa de sintese de cloridrato de N-(2,4-dinitrofenil)biguanida (MG9)

N NH,
)J\ /// HCI (M) HZN« NH HCI
H.N N + HyN NO, N '
2 H Temperatura ~ 80 °C

HN NO,
O,N

MGo O:N

Figura 29 - Sintese do composto MG9

Num balédo de fundo redondo, pesou-se 0,4013 g de DC (4,8 mmol), 0,8723 g de
2,4-dinitroanilina (4,8 mmol) e adicionou-se 15 mL de solug¢do aquosa de HCI 1 M. A
solucao resultante esteve em agitacao a temperatura de = 80°C durante 9h. A solugéo
foi levada a secura no evaporador rotativo, mas o sélido obtido ndo apresentava, ap0s

andlise por RMN, o composto pretendido.

4.1.7. Sintese de cloridrato de N-(4-cianofenil)biguanida (MG6)

NH,
=N — HCI{1 M /
J‘L P G 1w . HMN—,  NH . HCI

Temperatura <~ 80 *C

il A
HN—{,  »—C=N
A\ h

i

MGG

Figura 30 - Sintese do composto MG6

Num baléo de fundo redondo pesou-se 0,4001 g de DC (4,8 mmol), 0,5630 g de
4-aminobenzonitrilo (4,8 mmol) e adicionou-se 10 mL de solugéo aquosa de HCI 1 M. A
solucdo resultante esteve em agitagdo a temperatura de = 80°C durante 10 h e a
temperatura ambiente durante 95 h. A solucdo foi levada a secura no evaporador
rotativo, tendo-se obtido um sélido que foi lavado sucessivas vezes com acetona, tendo-
se obtido 0,2411 g (rendimento de 21%) de um sélido amarelo claro, que por andlise por

RMN mostrou ser o composto pretendido (Figura 31).
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Figura 31 — Estrutura do composto MG6

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 (ppm) = 7,22 (2H, s I, NH), 7,30 (2H, m, NH), 7,61 (2H,
d |1, J=8,7, H2,H6), 7,56 (3H, s I, NH), 7,74 (2H, d, J=8,8, H3,H5), 10,41 (1H, s I, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 104,54 (C4), 119,67 (CN), 120,11(C2,C6),
133,51 (C3,C5), 144,08 (C1), 154,34 (C1’), 162,23 (C2)).

4.1.8. Sintese de cloridrato de N-(2,4-dibromofenil)biguanida (MG5)

NH ) MH,
- —_

er _.f?.-:" A HCI{ M) - HJN_&; JNH 1
PP +  HgN—i, ;?_B' W F/ .HC

HyN N R Temperatura ~ 80 °C R

/ HN sr—Br
Br W
£

MGS

Figura 32 - Sintese do composto MG5

Num baldo de fundo redondo pesou-se 0,4017 g de DC (4,8 mmol), 1,1937 g de
2,4-dibromoanilina (4,8 mmol) e adicionou-se 15 mL de solugdo aquosa de HCI 1 M. A
solugao resultante esteve em agitagao a temperatura de = 80°C durante 6 h30min e a
temperatura ambiente durante 80 h. Apesar das lavagens sucessivas do sélido obtido
com acetona, obteve-se uma mistura do composto pretendido e dos reagentes de par-

tida, embora tendo sido possivel sintetizar o composto, ndo se conseguiu purificar.
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4.1.9. Sintese de cloridrato do acido 2-[3-(diaminometileno)guanidino]
etanossulfonico (MG10)

o NH, NH o
)J\ ///N \-OH HCI (1 M) /& J\ %O e
+ /\/ \ _— /\/ N\ '
HN u HN ‘o Temperatura ~ 80 °C HN N H o]

Figura 33 - Sintese do composto MG10

Num baldo de fundo redondo pesou-se 0,4005 g de DC (4,8 mmol), 0,5953 g de
taurina (4,8 mmol) e adicionou-se 16 mL de solu¢do aquosa de HCl 1 M. A solugéo
resultante esteve em agitacdo a temperatura de = 80°C durante 8 h 20 min e a
temperatura ambiente durante 80 h. Apesar das lavagens sucessivas do sélido obtido
com acetona, obteve-se uma mistura do composto pretendido e dos reagentes de
partida.

4.1.10. Sintese de cloridrato do acido 7-[3-(diaminometileno)
guanidino]naftaleno-1,3-dissulfénico (MG11)

)k N HN HCI (1 M) \f 0=S=0
// + o . HN .HCI
A Temperatura ~ 80 °C
S o]
/7 OH /
o S
o

MG11

Figura 34 - Sintese do composto MG11

Num balédo de fundo redondo, pesou-se 0,4002 g de DC (4,8 mmol), 1,4384 g de
7-amino-1,3-naftalodissulfonato de potassio hidratado (4,8 mmol) e adicionou-se 15 mL
de solucdo aquosa de HCI 1 M. A solug&o resultante esteve em agitacéo a temperatura
de = 80°C durante 9 h e a temperatura ambiente durante 100 h. A solucéo foi levada a
secura no evaporador rotativo, tendo o solido obtido sido lavado vérias vezes com
acetona, tendo-se obtido 1,8463g (rendimento: 94%) de um soélido branco, que por

andlise por RMN mostrou ser o produto pretendido (Figura 35).
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MG11

Figura 35 — Estrutura do composto MG11

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 7,19 (3H, t, J=51,0, NH), 7,44 (1H, dd,
Jners=8,7, Jnens=2,2, H6), 8,10 (1H, d, J=8,8, H5), 8,14 (3H, s I, NH), 8,17 (1H, d,
Jnere=1,2, H2), 8,29 (1H, d, J=1,7, H4), 8,78 (1H, d, J=1,6, H8), 9,96 (1H, s I, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § (ppm) = 120,40 (C8), 121,61 (C6), 124,21 (C4), 125,85
(C2), 129,33 (C4a), 131,08 (C5), 131,37 (C8a), 131,97 (C7), 143,75 (C3), 144,55 (C1),
154,84 (C1’), 155,90 (C2)).

4.1.11. Tentativa de sintese de cloridrato do acido 4-[3-(diaminometileno)
guanidino]-1-hidroxibutano-1,1-diil]difosfonico (MG13)

NH NH, NH
N OH /&
HCI(1M OH
)J\ /// o HNT T H-( ) HoN NJ\NW -HCI
H,N H,O3P°  PO3H;  Temperatura ~ 80 °C H  H,0,,” "PO;H,

MG13

Figura 36 - Sintese do composto MG13

Num baldo de fundo redondo pesou-se 0,0977 g de DC (1,1601 mmol), 0,3772g
de acido (4-amino-1-hidroxibutano-1,1-diil)difosfénico (GABA-BP) (1,1601 mmol) e
adicionou-se 10 mL de solucdo aquosa de HCI 1 M. A solucéo resultante foi agitada a
temperatura de = 80°C durante 13 h e a temperatura ambiente durante 100 h. A solucao
foi levada a secura no evaporador rotativo e o sélido foi lavado com acetona, mas

obteve-se uma mistura de produtos e materiais de partida.
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4.2. Modelo biologico utilizado

Para a realizagdo dos ensaios bioldgicos utilizaram-se diferentes linhas celulares de
modo a otimizar o método da atividade enzimatica ATP&sica para contagem celular,
uma linha ndo tumoral (BRIN-BD11) e duas linhas tumorais (MDST8 e MCF7), de cancro

de célon e mama, respetivamente.

Para o estudo da agéo anti-proliferativa dos compostos derivados de biguanidas
sintetizados, apenas foi utilizada a linha tumoral MDST8.

4.2.1. Preparacdo dos meios de cultura

e EMEM

Para a preparagdo deste meio usa-se 9,61 g/L de meio de cultura e 2,2 g/L de
bicarbonato de sédio, dissolvidos em agua miliQ (ultrapura). Acerta-se o pH a 7,1, por
adicdo de HCI 1 M. A partir daqui todo o processo foi realizado na camara de fluxo
laminar para garantir a sua esterilidade. Todo o material ndo descartavel foi autoclavado
e, antes de entrar na camara de fluxo laminar, foi passado por etanol a 70%. Foi utilizado
um sistema de filtrag&o a vacuo com um filtro de 0,2 ym para filtrar o meio anteriormente
preparado e foram adicionados 1% de solugdo de antibidticos (penicilina e
estreptomicina) ao meio de cultura para evitar o crescimento bacteriano antes da
filtrac&o, foi também adicionado 10% de FBS para cultivar as células em condi¢bes

normais. O meio foi colocado em frascos estéreis.

e DMEM

Para a preparacdo deste meio usa-se 10 g/L de meio de cultura e 2,2 g/L de
bicarbonato de sodio, dissolvidos em &gua miliQ (ultrapura). Acerta-se o pH a 7,1, por
adicdo de HCI 1 M. Procede-se da mesma forma como anteriormente descrito para

esterilizacdo e aditivacdo de antibioticos e soro.
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e RPMI

Para a preparacdo deste meio usa-se 10,4 g/L de meio de cultura e 2,6 g/L de
bicarbonato de sodio, dissolvidos em &gua miliQ (ultrapura). Acerta-se o pH a 7,2, por
adicdo de HCI 1 M. Procede-se da mesma forma como anteriormente descrito para

esterilizacdo e aditivacdo de antibiéticos e soro.

4.3. Cultura de linhas celulares

Para o cultivo das células utilizaram-se frascos de cultura de 75 cm? com
capacidade aproximada para 20 mL de meio. Para retirar as células dos frascos, retirou-
se 0 meio de cultura por aspiracao.

Adicionou-se 2 mL de uma solugdo de versénio para lavagem, sendo também
esta solugdo retirada por aspiragéo.

Por dltimo, adicionou-se novamente solucdo de versénio (2-5 mL) e incubaram-
se as células nesta solugdo, a 37°, durante 3-5 min. Passado este tempo, as células
foram desagregadas e ressuspenderam-se mecanicamente com uma pipeta.

De seguida, a suspenséo de células foi transferida dos frascos para um tubo de
Falcon, que é centrifugado a 528 g durante 5 min, T= 20 °C. Retirou-se o sobrenadante
e o sedimento celular foi ressuspendido em 5 mL de meio de cultura (com o objetivo de

remover o EDTA).

4.3.1. Contagem celular pelo método de exclusédo do azul de tripano com

contagem em camara de Neubauer

Para a contagem celular, em condigBes estéreis, sdo retirados 20 pL de
suspensdo de células. Adicionou-se um volume equivalente de solugdo de azul de
tripano (fator de diluicdo de 2x) e misturou-se cuidadosamente com a micropipeta.

Encheu-se os dois lados da camara com suspenséo celular (aproximadamente
5-10 pL) e observou-se a preparacdo ao microscopio 6tico a uma ampliacdo de 100x.
Contou-se 0 numero de células viaveis (vistas como as células brilhantes) e as néo

viaveis (as células coradas de azul).
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4.4. Avaliacdo do efeito anti-proliferativo de compostos sintetizados

4.4.1. Esquema do ensaio

3 Aplicacdode
Plagueamento Incubacdo plicag
overnight compostos
Incubacdo
72h
Desidrogenases ATPases

Adicionar
substrato das

Lavagem dos

pocos
desidrogenases
Incubacdo Incubacdo
2h 2h
Adicionar
Leitura a 450nm substrato das
ATPases

Leitura a 655nm

Figura 37 — Esquema geral do ensaio para o estudo anti-proliferativo

4.4.2. Preparacgao de solugdes dos compostos sintetizados

Foram preparadas solu¢des, em EMEM, DMEM e RPMI, contendo 1 ou 10%
FBS, consoante as células a serem utilizadas no ensaio de concentragdo conhecida
(1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mM) para cada composto sintetizado e metformina, e com meio de
cultura contendo 1% FBS para o 5-Fluoruracilo (10°; 10%; 107; 10°¢; 10°M).
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4.4.3. Curva de calibracao para as células

As células foram plaqueadas na camara de fluxo laminar e foram incubadas
durante 12/18 h, a 37°C na presenca de CO..

Depois de realizada a contagem celular, ficou-se a saber qual a concentracdo de
células por mL e de seguida foram feitos calculos para realizar o plaqueamento de
células em meio de cultura numa microplaca de forma a conhecer o nimero de células
existente em cada poco. Foram feitos triplicados, para o método das desidrogenases e
quadruplicados para o método das ATPases de cada concentracdo celular (0; 1.250;
2.500; 5.000; 10.000; 15.000; 20.000; 30.000; 40.000; 60.000 células por pogo).

4.4.4. Avaliacao da atividade enzimatica de calibracdo para as células

Para as diferentes linhas celulares foram plaqueadas diferentes concentragtes
nos pogos da microplaca, sendo essas concentragfes 10.000, 4.000 e 5.000 para
MCF7, MDST8 e BRIN-BD11, respetivamente.

e Atividade Desidrogenases

O processo iniciou-se com o plaqueamento das células na microplaca com a
concentrac@o celular conhecida, ficando a incubar durante a noite (12h/18h). No dia
seguinte aplicou-se 0os compostos e controlos, deixando-se a incubar, a 37°C com 5%
de COy, durante 72h. ApGs este periodo mudou-se 0 meio da microplaca com as células
em cultura e aplicou-se 10 pL de substrato de desidrogenases (CCK-8) e incubou-se 2h
a 37°C com 5% de CO.. Apoés 2 h, efetuou-se a leitura a 450 nm no leitor de microplacas.

Este procedimento foi efetuado para as placas que continham os diferentes

compostos e controlos.

e Atividade ATPésica

A atividade enzimatica da ATPase é determinada diretamente nas células
aderentes (Costa, Real, Antunes, & Cruz-Morais, 2010). O ensaio permite a avaliacdo
da atividade ATP4sica total (isto €, de todas as ATPases que na presenca de ATP e dos

ibes em solugdo estdo ativas).
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A atividade ATPasica foi determinada pela quantificacdo do fosfato inorganico
formado em 120 min de reacéo a 37°C.

O processo iniciou-se, tal como no método das desidrogenases, com o0
plagueamento das células na microplaca com a concentragdo celular conhecida, ficando
a incubar durante a noite (12h/18h). No dia seguinte aplicou-se os compostos e
controlos, deixando-se a incubar, a 37°C com 5% de CO., durante 72h. ApOs este
periodo, com a retirada da microplaca com as células em cultura da incubadora de CO»
e, JA& em ambiente ndo estéril, efetuou-se uma lavagem das células com 100 pL de
tampao ATPases (ver anexo |, pagina ii) sem ATP. Em seguida, aplicou-se 100 uL de
meio reacional (tampao ATPases com ATP) e as células foram incubadas durante 120
min na incubadora de CO; a 37°C. Apés este periodo, retirou-se imediatamente 80 pL
do sobrenadante, transferindo-o para uma nova placa, onde se adicionou 40 uL de TCA
11,5%. Nessa mesma placa, preparou-se também uma curva de calibragdo para o
fosfato inorgénico (com concentragfes de KH,PO4 compreendidas entre 1,44 e 367,4
mM). Adicionou-se entdo 80 uL de reagente sulfomolibdico a cada pogo e efetuou-se
de imediato a leitura de absorvancia a 655 nm, num leitor de microplacas.

Este procedimento foi efetuado para as placas que continham os diferentes
compostos e controlos, sendo que cada microplaca continha dois compostos e uma

curva de calibracdo de fosfato inorgéanico.

4.5. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados com valores médios * erro padrdo da média
(epm). O epm foi considerado mais relevante que o desvio padrdo, uma vez que se

pretende comparar médias.

O teste multi-comparativo de Tukey-Kramer, com p<0,05, foi utilizado para
realizar a avaliacdo das diferencgas significativas entre grupos, com recurso ao programa
NCSS 2001 (Jerry Hintze, USA).

Os gréficos foram realizados nos programas Microsoft Excel (Microsoft Office) e no
programa ORIGIN Pro8 (OriginLab Corporation, USA).
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5. Resultados e discussao

5.1. Sintese de novos compostos derivados das biguanidas

Este estudo tem como objetivo inicial a sintese de biguanidas, com diferentes
grupos funcionais e avaliar a sua influéncia na atividade anti-proliferativa destes
compostos em linhas de células tumorais. Para isso, utilizaram-se diversos reagentes
com diferentes estruturas e/ou grupos funcionais, de modo a originar biguanidas com
cadeias laterais com estruturas derivadas de aminoacidos, cadeias ndo aromaticas,
cadeias aromaticas com diferentes grupos funcionais, incluindo grupos &cidos

sulfénicos.

Para a sintese de biguanidas com cadeias laterais derivadas de aminoéacidos,
utilizaram-se como reagentes os aminoacidos acido glutamico, arginina e histidina, uma
vez que estes aminoacidos também apresentam entre si diferencas na cadeia lateral,
possuindo, respetivamente, grupos acido carboxilico, guanidina e um anel imidazole
(Figura 38).

NH COOH NH, NH COOH
), HCI (1 M)
— N "y, - " .HCI
+ HzN R "
= " HNT SN N7 7R
H,N N Temperatura ~ 80 °C H
H
Acido glutamico Histidina Arginina
. “ H
R = ”«,,/\[(C)H ":,,//\/NT]/NHz
Z "N
(o] J/ NH
HN
MG1 MG14 MG2.1

Figura 38 — Esquema geral de sintese de biguanidas com aminoéacidos

No caso do &cido glutdmico, esta biguanida foi sintetizada com sucesso e com

um bom rendimento (83%). A biguanida sintetizada com cadeia lateral de arginina néo
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foi possivel purificar. A sintese da biguanida utilizando a histidina como cadeia lateral

foi realizada com sucesso e com um bom rendimento (98%).

Sintetizou-se também uma biguanida com uma cadeia hidrocarbonada ciclica
ndo aromatica, fazendo-se reagir a dicianodiamida com piperidina (Figura 25). A sintese
deste composto foi bem sucedida, tendo-se obtido a biguanida com bom rendimento
(81%).

Prepararam-se ainda biguanidas com cadeias laterais com anéis aromaticos e
com diferentes grupos funcionais (Figura 39), partindo das aminas aromaticas 4-
aminobenzonitrilo, 2,4- dibromoanilina, 4-nitroanilina, 2,4-dinitroanilina. No entanto, s6
com os derivados da 4-nitroanilina e da 4-aminobenzonitrilo foi possivel isolar os
respetivos compostos. No caso da reagdo MG9 néo se observou a formacao do produto

pretendido e também nao se conseguiu isolar o composto MG5.

NH . NH,
/ HCI (1 M) H,N NH
- 1 .HCI
H,N N H,N R . N%
H Temperatura ~ 80 °C
HN R’
RZ
RZ
R'=CN; R2=H MG6 R'= R?2= Br MG5
R'=NO, R?’=H MGS8 R'=R?=NO, MG9

Figura 39 — Esquema geral de sintese de biguanidas com anéis aroméaticos

Foi ainda sintetizada outra biguanida com uma cadeia lateral aromatica, mas
derivada do naftaleno e com dois grupos acidos sulfénicos (Figura 34). Também, se
tentou sintetizar uma biguanida derivada da taurina, que também possui um grupo acido
sulfénico, mas obteve-se pequena quantidade de produto ndo tendo sido possivel

separar a biguanida formada dos reagentes de partida presentes na mistura (Figura 33).

Por fim, tentou-se introduzir um outro grupo funcional, um &cido bisfosfénico, na
cadeia lateral da biguanida (Figura 36), utilizando-se o alendronato de sédio, o qual é
utilizado na terapéutica de patologias associadas ao metabolismo mineral do osso. O
composto utilizado como reagente foi o derivado acido bisfosfénico preparado a partir
do acido gama-aminobutirico. Mas, também neste caso, ndo se observou a formacao

da biguanida pretendida.
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De um modo geral, as sinteses foram bem sucedidas, com rendimentos
elevados. No entanto, a dificuldade e o numero significativo de operacdes de lavagem
para purificar o composto podem levar a obtencdo de pequenas quantidades de
biguanidas puras.

Para além dos compostos sintetizados, foram ainda utilizados nos estudos de
avaliacdo da atividade anti-proliferativa, os compostos da Figura 40, preparados

anteriormente pela Dra. Leticia Fialho (Fialho, 2015).
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Figura 40 — Outras biguanidas utilizadas

5.2. Otimizacao da utilizacdo da atividade enzimatica ATPasica para

guantificacéo celular

Para avaliar se 0 método das ATPases permite estimar um namero de células
equivalente ao estimado pelo método considerado padrdo, a quantificacdo celular
aferida pela atividade das desidrogenases, ambos os métodos foram aplicados a trés
diferentes linhas celulares, BRIN-BD11, MDST8 e MCF7.
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5.2.1. Estudo em BRIN-BD11

A aplicacdo do método enzimético das desidrogenases a linha BRIN-BD11
permite obter uma curva de calibracdo para o niumero de células, que tem uma zona
linear entre 1.250 e 15.000 células, perdendo a linearidade a partir desse valor, mas
mantendo atividades crescentes (aferidas indiretamente pelo aumento da absorvéncia)
até as 60.000 células (Figura 41).
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Figura 41 — Curva de calibragao relativa ao niamero de células, para a linha celular BRIN-BD11, pelo
meétodo das desidrogenases.

Em A representa-se a curva até 60.000 células e em B a porcao linear da mesma, até as 15.000 células
(y=4,4.10%+1,3.102 e R?=0,9777). Resultados representativos da média = epm de trés replicados.

A curva de calibragdo na zona linear que se obtém com este método (Figura 41
— B) apresenta um coeficiente de correlacédo préximo de 1 e um valor de p de 1,2x10*

(ver anexo, pag. iii), o que € indicativo de um bom ajuste linear.

A aplicacdo do método enzimatico das ATPases a linha BRIN-BD11 permite
obter uma curva de calibracdo para o numero de células que, de forma equivalente ao
observado para o método das desidrogenases, tem uma zona linear entre 1.250 e
15.000 células, perdendo a linearidade a partir desse valor, mas mantendo atividades

crescentes até as 60.000 células (Figura 42).
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Figura 42 - Curva de calibracéo relativa ao niumero de células, para a linha celular BRIN-BD11, pelo
método das ATPases.

Em A representa-se a curva até 60.000 células e em B a porcao linear da mesma, até as 15.000 células
(y=1,1.10°%x+7,98.10 e R?=0,9702). Resultados representativos da média + epm de oito replicados, obtidos
em duas experiéncias independentes.

A curva de calibrag@o na zona linear que se obtém com o método das ATPases
(Figura 42 — B) apresenta um coeficiente de correlagdo proximo de 1, e um valor de p
de 2,1x10*(ver anexo, pag. iii), o que é indicativo de um bom ajuste linear.

Aplicando as curvas de calibracdo aos resultados dos ensaios, de forma a
calcular o numero de células, conseguimos estudar o efeito dos compostos de controlo,
5-fluoruracilo (5-FU) e metformina (Met) (Figura 43).
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Figura 43 - Viabilidade celular dos controlos relativa ao numero de células, para a linha celular
BRIN-BD11, pelos métodos das desidrogenases e das ATPases.

Em A representa-se o controlo 5-FU e em B representa-se o controlo Met, ambos para um plagueamento
inicial de 5.000 células. Resultados representativos da média + epm (médias significativamente diferentes
sdo representadas por letras diferentes, com p<0,05, sendo utilizadas mailsculas e minUsculas para
dados relativos a desidrogenases e ATPases, respetivamente). Este estudo foi realizado com 1% de FBS.
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Para o 5-FU, no método das desidrogenases (Figura 43 — A, a azul), observamos
que para uma concentracdo de 10° M de 5-FU ndo ha alteracdes significativas do
nimero de células, relativamente ao controlo, e para concentracgdes entre 10® de 10°M
registou-se um decréscimo acentuado do numero de células, contudo s6
estatisticamente significativo a partir de 10" M. Tendo em conta que o nimero de células
aplicado foi 5.000 células/poc¢o, podemos concluir que as concentra¢des de 5-FU, neste
método, a partir de 10" M, nesta situacédo experimental (1% FBS), tém um efeito toxico.
No método das ATPases (Figura 43 - A, a laranja), observamos que para uma
concentracédo de 10°M de 5-FU ndo ha alteracGes significativas do nimero de células,
relativamente ao controlo, e para concentracdes entre 10 de 10° M registou-se um
decréscimo do nimero de células, apenas estatisticamente significativo a partir de 10
M. Também com o método das ATPases se observou que o 5-FU a partir de 107 M,

nesta situagdo experimental (1%FBS), tem um efeito toxico.

Para a metformina, no método das desidrogenases (Figura 43 — B, a azul),
observamos que para as concentracées de 6,25x10“ a 2,5x10° M ndo ha alteracdes
significativas do numero de células, relativamente ao controlo, no entanto, para
concentracdes acima de 5x10° M observamos um decréscimo no nimero de células.
Tendo em conta que o numero de células aplicado foi 5.000 células/poco, podemos
concluir que estas concentracdes de Met entre 5-20x10 M, nesta situagdo experimental
(1%FBS), tém um efeito téxico. Os resultados obtidos com o método das ATPases
(Figura 43 — B, a laranja) sdo equivalentes.

Os resultados obtidos nos ensaios permitiram obter um grafico dose-resposta
gue nos leva a determinar o valor de IC50 para cada composto (Figura 44 e Figura 45).
Como o efeito observado é a toxicidade, este valor IC50 caracteriza a concentragédo de

composto para a qual se obtém 50% de efeito téxico.

41



N° de células

N° de células

8000 4
7000
6000
5000
4000 -
3000 5

2000

1000 ~ e a

LOG [5-FU (M}]

N° de células

12000 4

10000 +

8000

6000 4

4000+

2000+

LOG [5-FU (M)]

Figura 44 — Gréficos dose-resposta para o 5-FU, em que A representa o grafico dose-resposta para
0 método das desidrogenases e B para o método das ATPases.

Para o 5-FU, para o método das desidrogenases (Figura 44 — A) obtemos um
IC50 para uma concentracdo de 4,4x10°M + 4,0x10® M e para o método das ATPases

(Figura 44 — B) obtemos um valor de IC50 para uma concentracdo de 8,9x10° M +

3,4x108 M.
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Figura 45 — Graficos dose-resposta para a Met, em que A representa o grafico dose-resposta para
0 método das desidrogenases e B para o método das ATPases.

Para a metformina, para o método das desidrogenases (Figura 45 — A) obtemos

um IC50 para uma concentragdo de 2,5x103 M + 1,6x10* M e para o método das
ATPases (Figura 45 — B) obtemos um valor de IC50 para uma concentracéo de 2,6x10
3M £ 8,6 x10*M. Quer no caso do 5-FU, quer no caso da Met, os valores de IC50 obtidos

pelos dois métodos, tendo em conta a variagdo de cada um, sdo equivalentes.
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Ao estabelecer uma correlacdo entre os dois métodos de viabilidade celular
(Figura 46), para a linha BRIN-BD11, atraves do coeficiente de correlacdo, podemos
concluir que, quer utilizando a absorvancia aferida indiretamente (Figura 46 — A), quer
pelo célculo do numero de células (Figura 46 — B) estes dois métodos apresentam uma

correlagdo muito forte.
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Figura 46 — Correlagdo relativa a absorvancia aferida indiretamente (A) e relativa ao numero de
células (B), para a linha celular BRIN-BD11.
Coeficiente de correla¢éo de 0,996 em A e coeficiente de correla¢éo de 0,920 em B.

Tomados em conjunto, estes resultados apontam para a possibilidade de utilizar

0 método das ATPase para a quantificagéo celular em células BRIN-BD11.

5.2.2. Estudo em MDSTS8

A aplicacdo do método enzimatico das desidrogenases a linha MDST8 permite
obter uma curva de calibracdo para o nimero de células que pode ser visualizada na
Figura 47 -A.
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Figura 47 — Curva de calibracéo relativa ao namero de células, para a linha celular MDSTS8, pelo
método das desidrogenases.

Em A representa-se a curva até 80.000 células e em B a porcao logaritmica da mesma, das 5.000 as 80.000
células (y=1,1.10"°x-3,86 e R?=0,9698). Resultados representativos da média + epm de seis replicados,
obtidos em duas experiéncias independentes.

Na curva da Figura 47-A poder ser identificada uma zona linear entre 0 e 20.000
células, ndo apresentada em gréafico, com equacéo de reta y=1,1.10-5x-3,86, com r? de

0,9698 e valor de p de 3,2x10-5 (ver anexo, pag. iv).

A curva de calibracdo logaritmica (Figura 47 - B) resulta do ajuste linear ao
tratamento logaritmico realizado a todo o conjunto de valores apresentados em A e
representa a atividade em fungdo do logaritmo do numero de células. Esta
representacdo permite o calculo do nimero de células no intervalo até as 80.000, o que
para ensaios de proliferacdo celular pode ser muito util. Este ajuste apresenta um

coeficiente de correlacédo préximo de 1 e um valor de p de 2,2x10%.

A aplicacdo do método enzimético das ATPases a linha MDST8 permite obter
uma curva de calibragdo para o numero de células (Figura 48 - A). A porcao linear desta

curva tem dois padrdes e ocorre no intervalo entre 0 e 2.500 células.

Também neste caso se realizou o0 ajuste linear ao tratamento logaritmico do
namero de células (Figura 48 — B). Este ajuste permite a utilizacdo da curva até as
60.000 células e apresenta um coeficiente de correlacdo préximo de 1 e um valor de p

de 3,7x10*(ver anexo, pag. iv), o que é indicativo de um bom ajuste linear.

44

5,000



A B

0,160 0,160

0,140 0,140 °
[=
£ 0,120 e 0,120 §
s 0100 3 0,100
= 0,080 Y
£ 0060 | P Oos :
W L 0,060 0. ®
goosw

0,020 0040 g

0,000 & 0,020

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 0,000
N° de Células 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000

LOG [N° de Células]

Figura 48 - Curva de calibracéo relativa ao nimero de células, para a linha celular MDST8, pelo
método das ATPases.

Em A representa-se a curva até 60.000 células e em B a porcéo logaritmica da mesma, das 1.250 as 60.000
células (y=6,4.102-0,16 e R?=0,9611). Resultados representativos da média + epm de oito replicados,
obtidos em duas experiéncias independentes.

Aplicando as curvas de calibracdo aos resultados dos ensaios, de forma a
calcular o niumero de células, conseguimos estudar o efeito dos compostos de controlo,
5-Fluoruracilo (5-FU) e Metformina (Met) (Figura 49).
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Figura 49 — Viabilidade celular dos controlos relativa ao nimero de células, para a linha celular
MDSTS8, pelos métodos das desidrogenases e das ATPases.

Em A representa-se o controlo 5-FU e em B representa-se o controlo Met, ambos para um plagueamento
inicial de 4.000 células. Resultados representativos da média + epm (médias significativamente diferentes
sdo representadas por letras diferentes, com p<0,05, sendo utilizadas mailsculas e minisculas para dados
relativos a desidrogenases e ATPases, respetivamente). Este estudo foi realizado com 1% de FBS.

Para o 5-FU, no método das desidrogenases (Figura 49- A, a azul), observamos
que para concentragdes entre 10°M e 107 M de 5-FU ndo ha alteracGes significativas
do namero de células, relativamente ao controlo, e para as concentracdes de 10°e de
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10° M registou-se um decréscimo acentuado do numero de células, contudo sé
estatisticamente significativo a partir de 10°M. Tendo em conta que o nimero de células
aplicado foi 4.000 células/poco, podemos concluir que para a concentragédo de 5-FU de
10° M, nesta situacéo experimental (10%FBS), tem um efeito téxico. Para o método das
ATPases (Figura 49- A, a laranja), observamos que para as concentracdes entre 108e
10°® M de 5-FU ndo ha alteracdes significativas do nimero de células, relativamente ao
controlo, e para a concentracdo 10° M ha um aumento do nimero de células e para a
concentracdo de 10° M. Registou-se um decréscimo do nimero de células, tendo, este
sido mais acentuado para as concentracdes ente 10° e 10° M.

Para a metformina, no método das desidrogenases (Figura 49 — B, a azul),
observamos que para concentraces entre 6,25x10* e 1x102 M ndo ha alteracées
significativas do numero de células, relativamente ao controlo, ja para a concentracao
de 2x102 M, observamos um decréscimo significativo no nimero de células. Uma vez
que o numero de células aplicado foi 4.000 células/poco, podemos concluir que esta
concentracdo de Met, nesta situacdo experimental (10%FBS), tem um efeito toxico. Para
a metformina, no método das ATPases (Figura 49 — B, a laranja), observamos que néo
h& alteracdes significativas do numero de células, relativamente ao controlo, para

nenhuma das concentragfes estudadas.

Através dos resultados obtidos nos ensaios, nao foi possivel obter um grafico

dose-resposta que nos leve a determinar, com rigor, o valor de IC50 para o 5-FU.

Para a metformina, ndo conseguindo obter um grafico dose-resposta, podemos
apenas saber que o IC50 se vai localizar entre as concentracdes de 1x102 e 2x102M,

uma vez que é onde se observa um decréscimo no numero de células.

Ao estabelecer uma correlagéo entre os dois métodos de viabilidade celular (Fi-
gura 50), para a linha MDST8, calculando o coeficiente de correlagdo, podemos concluir

gue estes dois métodos apresentam uma correlacdo muito forte.
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Figura 50 — Correlagao relativa ao numero de células, para a linha celular MDSTS8.

Verificamos um coeficiente de correlagao de 0,928.

5.2.3. Estudo em MCF7

A aplicagdo do método enzimatico das desidrogenases a linha MCF7 permite

obter uma curva de calibragdo para o numero de células, que tem valores crescentes

até as 40.000 células (Figura 51).
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Figura 51 — Curva de calibracdo relativa ao numero de células, para a linha celular MCF7, pelo

método das desidrogenases.

Em A representa-se a curva até 60.000 células e em B a por¢ao linear da mesma, até as 40.000 células
(y=2,13.10°-1,53.10"° e R?=0,9580). Resultados representativos da média + epm de trés replicados.
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E possivel realizar um ajuste linear entre as 2.500 e as 40.000 células. A curva
de calibrag&o na zona linear que se obtém com este método (Figura 51 — B) apresenta
um coeficiente de correlagdo préximo de 1 e um valor de p de 6,7x10* (ver anexo, pag.

iv).

A aplicacdo do método enzimético das ATPases a linha MCF7 permite obter uma
curva de calibracdo para o numero de células, que tem uma zona linear entre 2.500 e
5.000 células, perdendo a linearidade a partir desse valor, mas mantendo atividades
crescentes (aferidas indiretamente pelo aumento da absorvancia) até as 60.000 células
(Figura 52).
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Figura 52 - Curva de calibracédo relativa ao numero de células, paraalinha celular MCF7, pelo método
das ATPases.

Em A representa-se a curva até 60.000 células e em B a porcéo linear da mesma, até as 5.000 células
(y=6,4.102-0,16 e R?=0,9611). Resultados representativos da média + epm de quatro replicados.

A curva de calibragdo na zona linear que se obtém com este método (Figura 52
— B) apresenta um coeficiente de correlacédo préximo de 1 e um valor de p de 2,5x1072

(ver anexo, péag. v).

Aplicando as curvas de calibracdo aos resultados dos ensaios, de forma a
calcular o nimero de células, conseguimos estudar o efeito dos compostos de controlo,
5-Fluoruracilo (5-FU) e Metformina (Met) (Figura 53).
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Figura 53 — Viabilidade celular dos controlos relativa ao numero de células, para a linha celular
MCF7, pelo método das desidrogenases e das ATPases.

Em A representa-se o controlo 5-FU e em B representa-se o controlo Met, ambos para um plaqueamento
inicial de 10000 células. Resultados representativos da média + epm (médias significativamente diferentes
sdo representadas por letras diferentes dentro do mesmo grupo e por * entre grupos diferentes, com p<0,05,
sendo utilizadas mailsculas e minusculas para dados relativos a desidrogenases e ATPases,
respetivamente). Este estudo foi realizado com 1% de FBS.

Para o 5-FU, no método das desidrogenases (Figura 53 - A, a azul), observamos
que ha diferenca significativa relativamente ao controlo na concentracdo 10® M de 5-
FU, contudo, o numero de células estimado com esta concentragdo néo € diferente do
calculado para as concentracdes 10° ou 107 M, pelo que ndo deverd apresentar
significado biologico. Para o método das ATPases (Figura 53 - A, a laranja), observamos
gue nao ha diferencas significativas entre as concentracfes utilizadas, quer entre si,

quer relativamente ao controlo.

Para a metformina, no método das desidrogenases (Figura 53 — B, a azul),
observamos que para as concentracées até 5x103M ndo ha alteracdes significativas do
numero de células entre si e relativamente ao controlo. Para o0 método das ATPases
(Figura 53 — B, a laranja), observamos que até 1,25x10° M ndo ha alteracdes
significativas, relativamente ao controlo. Observamos um decréscimo no namero de
células para as concentracdes entre 2,5x10° e 1x102 M, sendo que este é mais
acentuado na ultima concentracdo. Comparando os resultados de nimero de células
estimados com os dois métodos, observamos diferengas significativas nas
concentracdes a partir de 1,25x102 M. No caso concreto deste ensaio realizado com
1% de FBS, o efeito observado com as referidas concentracdes de metformina é de
toxicidade celular, podendo observar-se que o nimero de células estimado pelo método
das ATPases é menor. Como neste método ha lavagem dos pogos, sendo retiradas
células ndo aderentes, pode ser este 0 motivo pelo qual se estima um namero de células

menor.
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Através dos resultados obtidos nos ensaios, ndo nos foi possivel determinar os
valores de IC50 para o 5-FU e Met, na linha MCF7.

Ao estabelecer uma correlacdo entre os dois métodos de viabilidade celular
(Figura 54), para a linha MCF7, através do coeficiente de correlagdo, podemos concluir

gque estes dois métodos apresentam uma correlagcdo moderada.
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Figura 54 — Correlagao relativa a absorvancia aferida indiretamente (A) e relativa ao numero de
células (B), para a linha celular MCF7.
Em A verificamos um coeficiente de correlacdo de 0,951 e em B um coeficiente de correlacdo de 0,631.

5.2.4. Consideracdes gerais

Nos estudos para a otimizagdo da utilizagdo da atividade enzimatica ATPé&sica
para quantificacdo celular utilizando as linhas celulares BRIN-BD11, MDST8 e MCF7,
observou-se, através dos testes e das correlacdes feitas para as trés linhas celulares,
podemos afirmar que os métodos das desidrogenases e das ATPases conseguem

estimar nimeros semelhantes de células.

Em todas as linhas, nas suas curvas de calibracdo, verificamos que a fracdo

linear das mesmas varia.

Como tal, para os estudos de efeito anti-proliferativo, vai ser utilizado o método

das ATPases, uma vez que é mais patico e economico.

50

10000

11000



5.3. Estudo do efeito anti-proliferativo dos compostos

5.3.1. Estudo em MDST8

Aplicando a curva de calibracdo do método das ATPases, para a linha celular
MDSTS8, aos resultados dos ensaios, de forma a calcular o nimero de células,
conseguimos estudar o efeito dos compostos sintetizados (LF5, LF7, LF10.1, LF12,
LF17, LF19, MG1.2 e MG7) nas mesmas.

53.1.1. LF5

Para o composto LF5 (Figura 55), observamos que para todas as concentragdes,
de 6,25x10“ a 2x102 M ndo ha alteracdes significativas do nimero de células entre
estas. Pode, no entanto, identificar-se diferenca estatisticamente significativa entre o
namero de células do controlo e 0 numero de células estimado na presenca de LF5 nas
concentracdes de 2,5x10°3, 5x10° e 2x102 M.
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Figura 55 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto LF5.

Resultados representativos da média + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes séo
representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.

Podemos entdo concluir que, apesar de ndo se identificar nesta gama de
concentracdes um efeito dose-resposta, ha efeito anti-proliferativo a partir de 2.5x10°3
M, que é no maximo de aproximadamente 60% (este célculo tem em conta o nimero de
células inicialmente aplicadas por poco, que foi de 4.000). Tendo em conta estes

resultados, ndo é possivel calcular para o composto LF5 um valor de IC50.
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5.3.1.2. LF7

A B
35000
b NH NH § \
30000 - JL /I{\ HCl
i HNT N7 NN
H H
25000 -
G 1 ‘ LFT
= 20000 - T T
~D
[&] .
[eb]
S 15000 - |
= i
10000 - il
i i
c 5000
a
0 T ':.I....'i.:'.:i':I.'.I..' o] T LB LR BN S B R R | —
0.0E+006,3E-04 1,3E-03 2,5E-02 5,0E-03 1.0E-02 2,0E-02 34 -32 30 -28 26 24 22 20 -1.8 -1.6
[LEZ](M) LOG [LF7 (M)]

Figura 56 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto LF7.

Em A representa-se o estudo da viabilidade celular e em B o grafico dose-resposta. Resultados
representativos da média + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes s&o
representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.

Para o composto LF7 (Figura 56 — A), observamos que para as concentracdes
de 6,25x10* e 1,25x103M néo ha alteracdes significativas do nimero de células,
relativamente ao controlo. No entanto, para concentragées acima de 2,5x107 observa-
se um decréscimo no numero de células, sendo que este € maximo para a
concentracdo 2x102M, em que o nimero de células estimado corresponde ao nimero
de células semeadas. Assim, o composto LF7 apresenta na concentragdo 2x10-2 um
efeito anti-proliferativo de 100%, sem apresentar toxicidade nesta gama de

concentragdes.

Para o LF7 obtém-se um valor de IC50 de 7,6x10°M + 2,0x10°M (Figura 56 —
B).

5.3.1.3. LF10.1

Com o composto LF10.1 (Figura 57 — A), observa-se que, para as concentracdes
entre 6,25x10* e 2,5x103M nao ha alteracdes significativas do nimero de células
relativamente ao controlo. No entanto, para concentracdes acima de 5x10° M, ob-
serva-se um decréscimo no nimero de células nos pocos. Esta reducéo é de cerca

de 90% na concentracdo 2x102 M.
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Figura 57 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto LF10.1.
Em A representa-se o estudo da viabilidade celular e em B o grafico dose-resposta. Resultados
representativos da média + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes séo

representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.
Para o composto LF10.1 obtém-se um valor de IC50 de 4,3x103M * 6,2x10* M

(Figura 57 — B).
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Figura 58 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto LF12.
Em A representa-se o estudo da viabilidade celular e em B o grafico dose-resposta. Resultados
representativos da média + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes séo

representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.
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Para o composto LF12 (Figura 58 — A), observa-se que para a concentracao
6,25x10* M ndo ha alteracdes significativas do nimero de células, relativamente ao
controlo. Para concentrages acima de 1,25x10° M observa-se um decréscimo no
nimero de células, sendo que este efeito € maximo na concentracdo 2x102 M, onde se

consegue uma reducdo na proliferacdo celular de 95%.

O valor de IC50 obtido para o composto LF12, (Figura 58 — B) é de 5,1x10°M *
3,3x10* M.

5.3.1.5. LF17

Para o composto LF17 (Figura 59 — A), observa-se que para as concentragbes
de 6,25x10* a 5x10° M ndo ha alteracdes significativas do numero de células,
relativamente ao controlo (com excecéo da concentracdo 1,25x10°M, em que se estima
um numero de células superior ao do controlo). No entanto, para concentracées acima
de 1x102 M, observa-se um decréscimo no nimero de células, sendo que este atinge
um valor absoluto de 3054+835 células (média + epm) na concentragdo 2x102M. Tendo
em conta que o numero de células aplicado foi 4.000 células/poco, podemos suspeitar

que a concentracéo de LF17 de 2x102 M possa ter ja um efeito toxico.

Para o composto LF17, (Figura 59 — B), obtém-se um valor de IC50 de 6,1x103M *
1,8x103 M.
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Figura 59 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto LF17.

Em A representa-se o estudo da viabilidade celular e em B o grafico dose-resposta. Resultados
representativos da média + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes s&o
representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.
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5.3.1.6. LF19

Para o composto LF19 (Figura 60 — A), observa-se que para as concentragdes
de 6,25x10* e 2,5x10° M ndo ha alteragbes significativas do nimero de células,
relativamente ao controlo, no entanto, para concentracdes acima de 5x10° M observa-

se efeito anti-proliferativo, com um valor maximo a 1x102M, o qual é de cerca de 100%.
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Figura 60 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto LF19.

Em A representa-se o estudo da viabilidade celular e em B o grafico dose-resposta. Resultados
representativos da meédia + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes séo
representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.

Para o composto LF19 obtém-se um valor de IC50 de 2,5x10°M #* 1,3x10* M
(Figura 60 - B).

53.1.7. MG1.2

Para o composto MG1.2 (Figura 61— A), observa-se que para as concentragdes
entre 6,25x10* e 5x10°M né&o ha alteracdes significativas do nimero de células,
relativamente ao controlo. No entanto, para concentracdes acima de 1x102 M,
observamos um decréscimo no numero de células, que é cerca de 96% para a

concentracédo 2x102 M.
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Figura 61 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto MG1.2.

Em A representa-se o estudo da viabilidade celular e em B o grafico dose-resposta. Resultados
representativos da meédia + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes séo
representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.

Para o composto MG1.2 determinou-se um valor de IC50 de 5,6x10° + 8,4x10*
M (Figura 61 — B).

5.3.1.8. MG7

Para o composto MG7 (Figura 62 — A), observa-se que para as concentragbes
entre 6,25x10“ M e 2,5x10°3 M ndo ha alteracdes significativas do nimero de células,
relativamente ao controlo. No entanto, para concentracées acima de 5x10° M observa-
se um decréscimo no numero de células, sendo que este € maximo na concentragdo
2x102M. Com esta concentracdo obtém-se um niimero de células de 3349+182, o que

sugere que, nesta concentragdo, o0 composto MG7 pode apresentar ja efeito toxico.
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Figura 62 — Estudo anti-proliferativo utilizando o composto MG?7.

Em A representa-se o estudo da viabilidade celular e em B o gréfico dose-resposta. Resultados
representativos da meédia + epm de quatro replicados (médias significativamente diferentes séo
representadas por letras diferentes, com p<0,05). Este estudo foi realizado com 10% de FBS.

O valor de IC50 que se obtém para o composto MG7 é de 2,7x103 + 6,1x10* M
(Figura 62 — B).

5.3.2. Considerag0es finais

Tendo em conta o estudo de correlagéo entre os dois métodos para quantificagdo
celular, e comparando o coeficiente de correlagédo obtido para cada uma das trés linhas
celulares utilizadas, a linha tumoral MDST8 foi a que apresentou um valor mais elevado
(0,928), pelo que foi esta a linha utilizada para os ensaios enzimaticos com 0s

compostos sintetizados.

Analisando os resultados relativos aos efeitos dos compostos sintetizados na
proliferagdo celular, cujos resultados de IC50 se encontram sistematizados na Tabela
1, verificamos que, de todos os compostos testados, apenas o LF5 ndo apresentou
atividade anti-proliferativa. Todos 0s outros compostos apresentam atividade anti-
proliferativa. Contudo, alguns dos compostos (LF17 e MG7) tém efeito toxico nas

concentragdes mais elevadas estudadas.
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Tabela 1 — Tabela resumo dos valores de IC50 dos compostos em estudo

Composto IC50 (M) Toxicidade
LF19 2,5x103 + 1,3x10* —_—
MG7 2,7x103 + 6,1x10* > 2x102M

LF10.1 4,3x10° + 6,2x10* —_—
LF12 5,1x103 + 3,3x10* —
MG1.2 5,6x103 + 8,4x10* —
LF17 6,1x103 + 1,8x10° > 2,0x10°M
LF7 7,6x103 £ 2,0x10* —
LF5 —_— —_—

Os compostos estudados que apresentaram melhor atividade anti-proliferativa
tém IC50 da ordem de 2,5 — 2,9 x 103 M. Esses compostos sdo biguanidas cujos grupos
substituintes possuem cadeias hidrocarbonadas ciclicas, alifaticas ou aromaticas p-
substituidas, na sua estrutura. Estes grupos e estruturas podem conferir a estes
compostos uma maior capacidade de penetragdo na membrana celular, por serem mais

apolares.

O composto LF19, uma bis-biguanida, foi o composto estudado que apresentou

melhor efeito anti-proliferativo.
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6. Conclusoes

O trabalho desenvolvido permitiu a sintese de diversas biguanidas com
estruturas e grupos funcionais diferentes, tendo sido isolados seis compostos. Foram
ainda sintetizados cinco compostos, mas nao foi possivel efetuar a sua purificacdo a
partir da mistura obtida, sendo que na sintese de dois deles n&o se chegou ao composto
pretendido (MG9 e MG13).

Foram efetuados estudos de proliferacdo celular nas linhas celulares BRIN-
BD11, MDST8 e MCF7, utilizando como controlos os compostos 5-fluorouracilo e
metformina, de modo a comparar 0 método das ATPases com o método das
desidrogenases, utilizado como referéncia. Os resultados obtidos mostram que existe
correlag@o entre os dois métodos em todas as linhas, permitindo estimar um ndmero
equivalente de células. No entanto, a linha MDST8 foi a que mostrou a melhor

correlagéo.

O potencial anti-proliferativo dos compostos sintetizados foi avaliado na linha celular
MDSTS8, utilizando como método de quantificacdo celular a determinagéo da atividade

ATPasica, uma vez que este é mais econémico.

O composto LF5 ndo mostra alteragdes significativas do nimero de células entre
as diferentes concentragdes, no entanto, identifica-se diferenca significativa entre o
nimero de células do controlo e das concentracdes a partir de 2.5x10 M. Concluimos

ainda que ha um efeito anti-proliferativo de aproximadamente 60%.

O composto LF7, para concentragGes acima de 2,5x103, apresenta um
decréscimo no numero de células, sendo que este € maximo para a concentracao de
2x102 M, em que o numero de células estimado corresponde ao nimero de células
semeadas. Assim temos um efeito anti-proliferativo de 100% na concentracdo 2x102 M

sem apresentar toxicidade.

O composto LF10.1 para concentragGes acima de 5x10° M, apresenta um
decréscimo no nimero de células, que representa, na concentracdo 2x10° M, uma

reducdo na proliferacdo celular de 90%.

O composto LF12, para concentracdes acima de 1,25x103 M, apresenta um
decréscimo no numero de células, sendo que este efeito € maximo na concentragédo

2x102M, onde se consegue uma reducdo na proliferacdo celular de 95%.
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O composto LF17, para concentracdes acima de 1x102 M, apresenta um
decréscimo no numero de células, sendo que este composto tem um efeito tdxico na

concentracédo 2x102 M.

O composto LF19, para concentracdes acima de 5x103 M, apresenta um efeito

anti-proliferativo, com um valor maximo a 1x102 M, que é de cerca de 100%.

O composto MG1.2, para concentracdes acima de 1x102 M, apresenta um
decréscimo no numero de células, que representa uma atividade anti-proliferativa, para

a concentragdo 2x102 M de cerca de 96%.

O composto MG7, para concentracdes acima de 5x10° M apresenta um
decréscimo no nimero de células, sendo que este € maximo na concentragédo 2x102M.

O composto MG7 pode apresentar ja efeito toxico para a concentragdo 2x102 M.

Com este método, podemos concluir, que para esta linha celular, os compostos LF7,
LF10.1, LF12, LF17, LF19, MG1.2 e MG7 apresentam efeitos anti-proliferativos, sendo
mais acentuados, principalmente a partir da concentracdo 5x10° M, exceto nos
compostos LF17 e MG1.2 que é a partir da concentragdo 1x102 M. No entanto, o
composto LF17, para concentragfes mais elevadas apresenta um efeito toxico. No caso

do composto LF5, este ndo apresentou atividade anti-proliferativa.

Os compostos estudados que apresentaram melhor atividade anti-proliferativa tém
IC50 da ordem de 2,5 — 2,9 x 10 M. Esses compostos (LF 19 e MG 7) séo biguanidas

cujos grupos substituintes possuem cadeias hidrocarbonadas ciclicas, na sua estrutura.
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Anexo |

A. Equipamento

e Camara de fluxo laminar — Nuaire Class Il

e Camara de Neubauer

¢ Centrifuga — Rotina 420R Hettich zentrifuger

o Espectrémetro de Ressonéncia Magnética Nuclear — Bruker Avance Ill HD
e Leitor de microplacas — BioRad Coda Automated EIA Analyzer

e Microscopio invertido — Olympus CKX41 equipado com camara fotogréfica

e Microscadpio 6tico — Olympus BX41 equipado com camara fotografica

B. Consumiveis

e Frascos de cultura de 25 cm? e de 75 cm?
e Microplacas de 96 pocos, estéreis

e Pipetas serolégicas estéreis de 1, 2,5 e 10 cm?®

C. Reagentes

e Etanol a 70% (v/v)

e Meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) completo (com
10% de FBS (Soro de bovino fetal) e 1% antibidticos penicilina e estreptomicina)
para as células MDST8

e Meio de cultura Eagle Minimum Essential Medium (EMEM) completo (com 10%
de FBS e 1% antibitticos penicilina e estreptomicina) para as células MCF7

e Meio de cultura RPMI-1640 Medium (RPMI) completo (com 10% de FBS e 1%
antibiéticos penicilina e estreptomicina) para as células BRIN-BD11

e Reagente desidrogenases — Cell Couting Kit-8 (CCK-8, SIGMA)

¢ Reagente sulfomolibdico (molibdato de aménio 1% e sulfato de ferro (II) 5% em
acido sulfdrico 1N)

e Solucgdo 0,4 % de azul de tripano em PBS
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Solucdo de PBS (136,9mM NaCl; 2,7mM KCI; 10,1mM Na;HPO,;, 1,8mM
KH,PO4, ajustado o pH a 7,4 com NaOH 2M).

Solugéo de Versénio (solucdo de PBS; 0,5mM EDTA, ajustado o pH a 7,3 com
NaOH 2M).

Tampdo ATPases (ATP (2mM), NaCl (100mM), KCI (5mM), MgCl> (10mM),
EGTA (ImM) e Tris-HCI (50mM); pH 7,4)
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Anexo |l

A. Parametros estatisticos

1. Regresséo linear Figura 41

Valor Erro
Oro(')er?;:ri da 0,01307 | 0,01765
Declive 4,40239E-5 | 3,51733E-6
R? 0,9777
Valor F 220,203
Prob>F 1,2008E-4
2. Regressao linear Figura 42
Valor Erro
Orogr?;:r?] da 0,00798 | 0,01386
Declive 1,1327E-5 | 2,20512E-6
R? 0,9702
Valor F 163,78269
Prob>F 2,14853E-4
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3. Regressao linear Figura 47

Valor Erro
Orog?;:; da -3,85808 | 0,20098
Declive 1,09748 0,05003
R? 0,96984
Valor F 161,76097
Prob>F 2,20148E-4
4. Regressao linear Figura 48
Valor Erro
Orc:;?;;i da :0,1649 | 0,02573
Declive 0,06376 0,00769
R? 0,9611
Valor F 124,54143
Prob>F 3,66966E-4
5. Regressao linear Figura 51
Valor Erro
Orci)erriw;;?] da l,53§08E 0,00945
Declive 2,12854E-5 | 2,22821E-6
R? 0,95801
Valor F 91,25315
Prob>F 6,70773E-4
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6. Regressao linear Figura 52

Valor Erro
Orog?;:; da 0,00313 0,00496
Declive 3,10181E-5 | 1,22379E-6
R 0,99845
Valor F 642,4161
Prob>F 0,0251
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