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Resumo

Os inibidores das a-glucosidases, entre 0s quais se enquadram os iminociclitois,
sdo agentes de elevado interesse terapéutico uma vez que podem contribuir para a
diminuicdo da absorcdo intestinal de glucose e, consequentemente, para um

desagravamento da hiperglicemia em condigdes patolégicas como a diabetes.

Neste trabalho procurou-se estudar a acdo de alguns compostos novos da familia

iminociclitol na atividade a-glucosidase de enterdcitos de mamifero.

Dos quatro compostos estudados (S,S) e (R,R) (3,4)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol
e (3R,4R)-pirrolidina-3,4-diol provocaram uma diminuicdo significativa da atividade
enzimatica a-glucosidase, sendo os ICsq inferiores a 5,8 mM. Os resultados apontam
ainda para um mecanismo de inibi¢do do tipo misto com valores e K, inferior a 1,2 mM.

Os compostos estudados revelaram ser pouco toxicos.

Os resultados sugerem que estes compostos ndo constituem farmacos
promissores enquanto inibidores de a-glucosidases, de mamifero. Contudo, dada a sua

baixa toxicidade ndo sao de excluir outras aplicagdes nomeadamente, agroindustriais.
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Abstract

“Evaluation and characterization of inhibitory action of iminociclitols on alpha-

glucosidase activity in mammal’s cells.”

Iminocyclitols as a-glucosidases inhibitors, are agents with high therapeutical
interest since they contribute to diminish intestinal glucose absorption and

consequently, to ameliorate hyperglycimia in pathological conditions such as diabetes.

The aim of this work was to study the inhibitory effect of several iminocyclitol
compounds on the a-glucosidase activity from enterocytes.

Among the compounds studied, three, (S,S) and (R,R) (3,4)-1-benzilpyrrolidine-3,4-
diol and (3R,4R)-pyrrolidine-3,4-diol had significant inhibitory action over o-
glucosidase enzymatic activity with ICso under 5,8 mM. It also show that the K; under

1,2 mM. Moreover, the compounds presented negligible toxicity effects.
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1. Intestino Delgado e Absorcado de Nutrientes

O intestino delgado é um 6rgdo do sistema digestivo, responsavel pela maioria da
digestdo e absorcdo dos nutrientes. A sua estrutura estd especialmente especializada
para as suas fungdes, como € o caso do seu comprimento e ocorréncia de vilosidades
gue aumentam drasticamente a sua superficie de contacto, perfazendo um total 200 m?

de area intestinal (Newsholme, et al., 2010, Tortora, et. al., 2009).

O intestino delgado divide-se me trés regides. O duodeno ¢ a regido mais pequena
e encontra-se abaixo do estdbmago. Nos humanos, tem cerca de 25 cm. E aqui que ocorre
a maior parte da digestdo, com libertacdo das secre¢des enziméticas provenientes do
pancreas e da vesicular biliar. O jejuno tem cerca de 3 metros de comprimento, em
humanos. E nesta regido que comeca a absorcdo dos nutrientes. O ileo é a regido mais
comprida do intestino delgado, tendo 4 metros em humanos, e é onde termina a
absorcdo. Estas trés regides apresentam estrutura semelhante, indicada na figura 1
(Newsholme, et. al., 2010, Tortora, et. al., 2009):

Serosa
U Musculo ’ m “/,5‘[\\.
o = LUMEN IQ{? | g H— Rede capilar
= el =l
:- Submucosa | Vasolinfitico || /||
1 central IQJ‘ZI !: =
Mucosa | 5/’ Il
Epitélio — h\:,'z‘i r ’
Epitélio J \: 7 Cripta de i
| ©L ||Lieberkahn || £ ||
1N
| \
Vilosidades / I | \
’ I I
LUMEN
Mucosa |
Muscular 8]
. -—_--;—‘.I —_
Muscularis mucosa e _:{
== HE =1
Musculo circular (a) (b) /
Miisculo longitudinal Artéria  Veia  Ductolinfitico

Figura 1 — Esquema representativo de estrutura do trato intestinal (a) e das vilosidades intestinais (b)
(adaptado de Newsholme, et. al,. 2010).

As vilosidades séo constituidas por varios tipos de células. Existem células
secretoras de muco, outras secretoras de hormonas, como a secretina. Mas as células
que existem em maior nimero sdo os enterdcitos, células responsaveis pela absorcéo
dos nutrientes do lumen para a corrente sanguinea. Os enterocitos sdo células epiteliais
muito polarizadas, especialmente onde a membrana luminal apresenta uma grande

2
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variedade de transportadores de membrana. Na face luminal ou apical, e no que respeita
a absorcdo de nutrientes, os enterdcitos possuem indmeros transportadores dependentes
de Na*, que permitem efetuar o transporte ativo secundario de aminoécidos e gltcidos.
Os enterocitos encontram-se justapostos e unidos por ligacdes de adesdo, as “tight
juntions”, que contribuem para manter a estrutura da mucosa e impermeabilizar o
espaco entre as células. Na face basolateral, em contacto com 0s vasos sanguineos, a
membrana possui essencialmente transportadores que permitem a passagem de
nutrientes por transporte passivo do citoplasma para o sangue, nomeadamente o GLUT-

1, uma permease da glucose (Newsholme, et. al., 2010, Tortora, et. al., 2009).

A superficie dos enterdcitos estdo enzimas digestivas de varias classes, designadas
por enzimas da brush-border. A maior parte da digestdo ocorre no limen intestinal, mas
sdo estas enzimas que catalisam os passos finais de alguns processos digestivos, por
quebra de ligacGes originando produtos menos complexos, como, por exemplo, glicidos
simples e aminoacidos. Sao estes produtos que sao absorvidos para a corrente sanguinea
(Newsholme, et. al., 2010, Tortora, et. al., 2009).

1.1 Digestéo de Glucidos

A digestdo e absorcdo dos gllcidos processam-se em varias etapas. Os glicidos
correspondem a cerca de 40% da energia presente numa refeicdo, principalmente sob a
forma de amido, sacarose e lactose, que por acdo das enzimas digestivas presentes ao
longo do tubo digestivo e principalmente as presentes no intestino, sdo degradados nos
seus constituintes mais simples, glucose, frutose e galactose. A digestdo do amido, por
exemplo, envolve a hidrélise das ligacdes entre as moléculas de glucose que o
compdem. Sdo necessarias duas classes de hidralases nesta etapa: amilases salivares e
pancreaticas e oligosscaridases. Entre estas enzimas encontra-se a a-glucosidase (E.C.
3.2.1.20), cuja funcdo é metabolizar oligossacaridos em unidades mais pequenas.
Associadas ao glicocalix, estdo oligossacaridases e dissacaridases, que ao estarem perto
dos enterdcitos, proporcionam o aumento da concentracdo de glucidos simples, o que

facilita a sua absorcdo (Smith, et. al., 2005, Newsholme, et. al. 2010).
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A a-glucosidase (EC 3.2.1.20) é uma enzima da familia das hidrolases que é
responsavel pela hidrélise do terminal ndo redutor a (1-4) em gldcidos, glicoproteinas e
glicolipidos, na presenca de H,O, com libertagdo de a-D-glucose. Também conhecida
como maltase, este enzima consegue hidrolisar oligossacaridos, mas apenas a -
glucosidase presente no intestino (mais especificamente nos enterdcitos) consegue
hidrolisar polissacaridos, assim como ligagdes o (1-6), embora mais lentamente
(Gunawan-Puteri, et. al., 2010, Voet, et. al., 2005).

Figura 2 - Estrutura da a-glucosidase (adaptado de Sim, et. al., 2007)

A o-glucosidase humana contém duas subunidades cataliticas glicosil-hidrolase
homologas da familia 31: uma subunidade de N-terminal (NtIMGAM) gue encontra-se
perto da ligacdo a membrana e uma subunidade C-terminal luminal (CtMGAM).
Estudos recentes sugerem que NtMGAM e CtMGAM diferem na sua especificidade
para o substrato, apesar da sua relacdo estrutural. Nos seres humanos é codificada pelo
gene GANC. Este gene localiza-se numa regido cromossomica (15g15) que esta

associado com a suscetibilidade a diabetes (Sim, et. al., 2007).

A a-glucosidase desempenha um papel bastante importante na digestdo de gllcidos
e, por isso, tem um contributo apreciavel na absorcdo dos glucidos ingeridos. Por
conseguinte, afeta a glicemia pds-prandial, um aspeto muito relevante em individuos
que sofrem de intolerancia a glucose e/ou diabetes. A utilizacdo de inibidores permite
diminuir a taxa de absor¢do de glucose e assim, reduzir o pico de glicemia apds uma
refeicdo, contribuindo para o controlo da doenga em individuos diabéticos (de Melo et.
al., 2006, Newsholme, et. al., 2010).
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1.2 Absorcéo de glacidos

Como dito anteriormente, os glucidos sdo absorvidos sob a forma de gldcidos
simples, moléculas estruturalmente mais simples. Desta forma, todos os glacidos
provenientes da dieta sdo transformados em monossacdridos e absorvidos
posteriormente pelos enterdcitos, deixando apenas as fibras e celulose ndo digerida
(Tortora, et. al., 2009)

Os monossacéridos sdo transportados atraves de dois sistemas de transporte: um
para a glucose e galactose (GLUT-1) e um outro que transporta a frutose (GLUT-5). A
galactose e a frutose produzidas por estas reacdes sdo absorvidas e transportadas até ao
figado, onde sdo convertidas em glucose, através da via das pentoses de fosfato
(Newsholme, et. al., 2010).

Na figura 3, esté representada a absor¢éo de glucidos. A glucose é transportada para
dentro da célula contra o gradiente de concentracdo, utilizando energia obtida no
transporte de Na" para dentro da célula. Desta forma, assegura-se que a concentragio de
glucose no enterdcito é sempre maior do que na corrente sanguinea, de modo a que a
glucose seja transportada através a membrana contralateral até ao espaco intersticial e
para o sangue, seja a favor do gradiente de concentracdo e ndo seja necessario utilizar
Na’. Por seu lado, a concentracdo de frutose no Iimen é maior do que no enterdcito,
logo o transporte para dentro do enterdcito ndo necessita de energia. O transporte dos
produtos da digestdo para 0 espaco intersticial assegura-se pelo transportador GLUT-2.
Como dito anteriormente, o gradiente de concentracdo das oses possibilita a sua

passagem sem necessitar de energia para que ocorra (Newsholme, et. al., 2010).

Veia Porta

GLUT-2
GLUT-1 \
MNa™ : - ?Naﬁ . /

T

Glucose e = Glucose e

galactose galactose

Frutose #—) Frutose
GLUT-5

GLUT-2

Figura 3 — Transporte de glucose, galactose e frutose no enterdcito, pela agdo dos transportadores GLUT-
1, GLUT-2 e GLUT-5 (adaptado de Tortora, et. al., 2009).
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2 A a-glucosidase enquanto Alvo Terapéutico

Nos anos 70, verificou-se que os inibidores da a-glucosidase retardavam os passos
da digestdo dos glucidos, o que, por conseguinte, retardava a sua absorcdo. Na década
seguinte, provou-se que esta acao podia reduzir a hiperglicemia pds-prandial na diabetes
(Holt, et. al., 2010).

A Diabetes mellitus € caracterizada por hiperglicemia crénica com distdrbios do
metabolismo dos glucidos, gorduras e proteinas que resultam da deficiente secrecdo de
insulina e/ou resisténcia a insulina. A sua patogénese é complexa e ainda ndo esta
completamente compreendida. Parece ser causada por uma interacdo entre fatores
genéticos e ambientais que levam a defeitos na secrecdo de insulina, na acdo da insulina
e na eficacia de glucose (Holt, et. al., 2010, Li, et. al., 2013).

Atualmente, existem varios farmacos utilizados na terapéutica da diabetes. Estes
podem ser divididos em varias classes, dependendo do sistema onde vdo atuar, mas a
maior parte leva a estimulagdo das células B produzirem insulina, ou a inibir a producao
endogena de glucose. No entanto, existe uma classe, os inibidores da a-glucosidase
intestinal cujo principal objetivo € contribuir para a diminuicdo da hiperglicémia pds-
prandial, constituindo-se assim um alvo terapéutico na diabetes (Ali, 2011, Holt, et. al.,
2011).

2.1 Inibidores da a-glucosidase

Os inibidores da a-glucosidase intestinal atuam ao nivel desta enzima e retardam
a digestdo do amido e de outros glucidos presentes numa refeicdo, reduzindo a sua
absorcdo e, consequentemente, diminuindo o pico de glicemia poés-prandial nos
diabéticos. A sua acdo é ao nivel do intestino, localizacdo da enzima, ligando-se a esta
de forma competitiva, e com grande afinidade. Uma vez que ha reducdo da glucose
plasmatica, os niveis de hemoglobina A1C s&o baixos. Uma vez que atuam ao nivel da
reducdo de quantidade de glucose que chega ao sangue, ndo aumentam ou imitam a
acdo da insulina, ao contrario das classes anteriormente apresentadas. E aconselhada a
combinagdo com outro antidiabético oral, mas ndo sulfunilureias ou tiazolinedionas, sob

risco de hipoglicémia (Ali, 2011, Holt, et. al., 2010, Prontuario Terapéutico, 2011).

Patricia Louro
MBQ 8792



Avaliacdo e caraterizagdo da acdo inibitdria de iminociclitois na atividade alfa-glucosidase de
celulas de mamifero

A Acarbose foi o primeiro inibidor da a-glucosidase a ser utilizado como agente
terapéutico, e o mais utilizado desta classe, sendo seguida pelo miglitol e voglibose
(Holt, et. al., 2010, Prontuario Terapéutico, 2011).

Os inibidores da a-glucosidase tem grande importancia no metabolismo e a sua
ligacdo a varios processos metabdlicos fazem destes inibidores potenciais agentes
terapéuticos no tratamento de varias patologias como diabetes, obesidade, infecGes por
HIV, tumores, entre outros (Holt, et al, 2010).

2.1.1 Acarbose

A Acarbose foi um dos primeiros compostos antidiabéticos utilizados no
tratamento de diabetes tipo 2, e foi o primeiro da classe dos inibidores da a-glucosidase.
Este composto liga-se de forma competitiva a a-glucosidase, presente nos enterdcitos.
Visto que tem grande afinidade, impede que os substratos se liguem a enzima. Isto vai

retardar a digestdo dos glucidos mais complexos em monossacaridos (Holt, et al, 2010).

OH
OH OH
HO;, CH3
0 o} o)
. OH OH OH OH
HO™ T "N o 0
OH H OH OH OH

Figura 4 — Estrutura quimica da Acarbose (www.Sigma-Aldrich.com).

A acarbose é apenas eficaz em pacientes que tenham uma dieta com maior teor
em glucidos ndo simples, uma vez que a sua acdo retarda a digestao dos glucidos. Sendo
o0 seu local de acdo o intestino, s6 € ativa se administrada por via oral e ingerida antes
das refeicdes. A acarbose é maioritariamente degradada por amilases e por bactérias
intestinais, mas cerca de 2% é absorvida juntamente com alguns produtos da digestdo e

é eliminada pela urina até 24h apos a ingestdo (Holt, et. al., 2010).
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Figura 5 — Modo de agdo da Acarbose sobre a-glucosidase, ao nivel dos enterdcitos (adaptado de Holt,
et. al., 2010).

Quando usada como monoterapia, reduz o pico pés-prandial da glucose entre 1 a
4 mmol/L. O decréscimo da hemoglobina glicada é normalmente entre 6 a 11 mmol/L, e
é bem tolerada numa grande quantidade. A utilizacdo deste composto trds algumas
vantagens, como o controlo de peso, a reducdo dos episddios de hipoglicemia
interprandial. Quando combinada com outros agentes antidiabéticos, reduz a
hipoinsulinemia pds-prandial, assim como a concentracdo plasmatica de triacilglicerdis.
Em contra partida, a utilizacdo da acarbose pode produzir pequenas alteracdes ao nivel
da absorcao intestinal de outros agentes antidiabéticos orais, embora seja recomendada a
sua utilizacdo em terapia combinada. A utilizacdo da acarbose é contraindicada a
doentes com colite ulcerosa ou Doenca de Crohn, na gravidez e aleitamento (Holt, et al,
2010, Prontuario Terapéutico, 2011).

2.1.2 1-desoxinojirimicina (DNJ)

Desde ha ja muito tempo que extratos de folhas de amoreira sdo usados, na
China e outros paises asiaticos, para tratar a diabetes. Na década de 1970, descobriu-se
que o composto 1-desoxinojirimicina (DNJ), um iminoagUcar obtido a partir de extratos
de folha de amoreira, era um potente inibidor das glucosidases intestinais, atuando
como agente anti hiperglicémico, diminuindo a taxa de degradacdo de monossacaridos.
Este atraso na absorcdo de glucose reduz significativamente os niveis de glucose pds-
prandial no sangue. Hoje, este composto possui inimeras aplicacfes terapéuticas, entre
as quais no tratamento da infe¢do por HIV, na doenga de Gaucher, e na Diabetes. No

entanto, a sua extracdo a partir das folhas da amoreira torna-se bastante dispendiosa
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devido a quantidade limitada de moléculas do composto (Li, et. al., 2013; Onose, et. al.,
2012).

CILOH

OH

OH OH

Figura 6 — Estrutura de 1- desoxinojirimicina (DNJ) (Li, et. al., 2013)

2.2 Procura de Novos Farmacos — Iminociclitéis

A constante evolucdo do conhecimento sobre 0s mecanismos subjacentes as
patologias e a continua necessidade de mais e melhores farmacos faz com que a procura
de novos principios ativos, mais vantajosos do que 0s ja existentes, seja extremamente
importante. Uma das fontes destes compostos é a propria natureza. Por exemplo, varios
estudos tém demonstrado que certos fitoquimicos provenientes de recursos naturais tém
potencial fitoterapéutico. Porém, a extracdo de principios ativos de fontes bioldgicas,
nomeadamente de plantas, é habitualmente muito limitada e requer muitos recursos
naturais. Assim, a sintese quimica, em conjunto com a engenharia quimica e varias
outras areas da ciéncia fornecem novas oportunidades, conseguindo-se adaptar 0s
compostos de modo a obter uma melhor atividade. A analise combinada, tais como
design de farmacos com base na estrutura (docking), relacdo quantitativa estrutura-
atividade (QSAR) e anélise do farmacéforo, fornecem informagfes importantes sobre as
carateristicas estruturais para a interacdo dos inibidores e d&o orientacdo para o design
de novas drogas (Li, et. al., 2013, Mehta, et. al., 1998, Moorthy, et. al., 2012).

Neste ambito, os iminociclitois, bem como funcionalizacdo dos mesmos tém
vindo a fornecer novas perspetivas e novos compostos que podem ser utilizados nestas

terapéuticas.

Os Iminociclitdis séo alcaloides polihidroxiladas com anéis de cinco a sete
membros, em que o oxigenio do anel foi substituido por azoto, que conferem uma
semelhanga & estrutura dos monossacéridos (Figura 7). Estes grupos hidroxilo, nas

posicdes 2, 3, 4 e 5 do anel, com orientacdo especifica para imitar a forma e carga do

9
Patricia Louro
MBQ 8792



Avaliacdo e caraterizagdo da acdo inibitdria de iminociclitois na atividade alfa-glucosidase de
celulas de mamifero

estado de transicdo entre a por¢do de glucidos envolvida na reacdo, demonstraram ser
potentes inibidores de enzimas intervenientes na degradagdo de glucidos. Uma vez que
um estado de transicdo de catiGes & esperado estar envolvido em ambas reacOes
glicosiltransferase e glucosidases, os iminociclitdis de cinco e seis membros podem ser
utilizados como componentes principais para o desenvolvimento de inibidores, o que 0s
torna numa familia de compostos farmacologicamente interessante, com aplicagcdes em
varios niveis. Alguns dos derivados de DNJ tém sido bastante estudados como possiveis
medicamentos antidiabéticos e também no tratamento de infecdes virais, como dengue,
hepatite B, hepatite C, entre outras (De Melo, et al., 2006, Guerreiro, et. al., 2013,
Howe, et. al., 2013, Onose, et. al., 2012, Perry, et. al., 2013, Saotome, et. al., 2001).

H H
H N
O N
Pirrolidina Piperidina Azepano

Figura 7 — Estruturas base dos iminociclitois (adaptado de Horne, et. al., 2011)

Tendo em conta que esta familia de compostos desempenha um papel relevante
no tratamento de algumas doencas, para além de serem Uteis na compreensdao dos
mecanismos enzimaticos ligados a degradacdo dos gldcidos, pelo que a sua sintese
quimica é bastante valorizada. Uma grande parte dos analogos sintéticos foi considerada

inibidora de glucosidases, embora varie o poder de inibicao.

Tem-se verificado nos ultimos anos o aparecimento de novos compostos, tendo-
se em vista sintetizar e isolar compostos com maior seletividade, de modo a ser mais
facil atuar sobre um local especifico. A relacdo estrutura-atividade ainda ndo esta bem
definida, o que torna mais dificil o design de novos compostos. No entanto, em estudos
anteriores notou-se que compostos que possuem na sua estrutura anéis de 5 membros
tém maior acdo inibitéria do que aqueles que possuem anéis com 6 membros. Dos
compostos testados infere-se que, a presencga de substituintes hidroximetil leva a um
aumento da eficiéncia da inibicdo, enquanto que a presenca de grupos alquilo diminui
esta acdo podendo mesmo elimina-la, o que sugere que o primeiro substituinte leva a
uma maior aproximagdo a estrutura dos substratos comuns das a-glucosidases
(Guerreiro, et. al., 2013, Winchester, et. al., 2009).

10
Patricia Louro
MBQ 8792



Avaliacdo e caraterizagdo da acdo inibitdria de iminociclitois na atividade alfa-glucosidase de
celulas de mamifero

Em Guerreiro, et. al., uma série de compostos iminociclitdis com conformacéao
trans e sem funcionalidade nas posicOes 2 e 5 do anel foi testada. Neste estudo, 0
composto que demonstrou maior inibicdo foi (3S,4S)-pirrolidina-3,4-diol, com ICs de
10,9 mM. Isto indica que a presenca de grupos hidroxilo nas posicdes 3 e 4 € importante

para favorecer a interagdo com o centro ativo da enzima.
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Figura 8 — Via sintética utilizada para sintese das moléculas alvo. As condic¢des utilizadas foram: (a)
Etanol, Pd(0) EnCat 30NP, H,, 50 °C, 24h; (b) Brometo de benzilo, NaH, DMF, T. Amb., 16h.

Todos os compostos testados revelaram inibicdo na ordem dos milimolar, o que
sugere que a falta de substituintes nas posicdes 2 e 5 leva a inibicdo mais fraca. No
entanto, € de notar que estes ensaios foram efetuados em a-glucosidase pura de
levedura, que, como é sabido, possui uma isoforma diferente da a-glucosidase de
mamiferos e, como demonstrado em outros estudos, leva a inibig¢do diferente. Foi com
isto em vista que se decidiu estudar alguns destes compostos utilizando a-glucosidase
de mamiferos. Os compostos foram obtidos por sintese, como indicado na figura 8
(Best, et. al., 2010, Guerreiro, et. al., 2013, Hakamata, et. al., 2009).
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3 Toxicologia e Biosseguranca

A medicina moderna utilizada na maioria dos paises baseia-se bastante na
medicina tradicional, da qual fazem parte a medicina chinesa, a medicina galénica, entre
outras. A medicina tradicional utilizava os conhecimentos adquiridos ao longo de varios
séculos, através da observacdo dos efeitos da ingestdo de certas plantas. Por outro lado,
as descobertas mais importantes da medicina moderna estdo na capacidade de
diagnostico, doengas infecionas, endocrinologia e na quimica medicinal. A quimica
medicinal é uma é&rea com grande importancia, onde o0s principios ativos,
principalmente alcaloides, provenientes das plantas que ha muito demonstraram ter
efeito em certas doencas, servem de percursores para outros compostos, que vém, mais
tarde, a ser utilizados nas varias terapias (Vogel, et. al., 2002, Prontuario Terapéutico,
2011).

Em meados da década de 1970, os testes de ligacdo dos compostos ao recetor
foram introduzidos como forma de avaliar a sua ac&o sobre o recetor-alvo. Isto levou ao
desenvolvimento da quimica combinatoria. Novos testes e ensaios foram desenvolvidos,
como doking molecular, mapeamento dos locais de ligacdo, HPLC quiral para obtencéo
de compostos enantiomericamente puros e modelacdo de proteinas, o que permitiu o
design racional de sintese de novos compostos/principios ativos. Ao saber como os
compostos interagem como o recetor é mais facil prever quais 0os compostos com
melhor acdo (Burtis, et. al., 2006, Vogel et. al., 2002).

A pesquisa farmacoldgica comecou na Europa em meados do século XIX,
utilizando animais como modelo esperimental para testar compostos com potencial
interesse farmacoldgico. Com o aparecimento da sintese quimica, a avaliacdo
farmacoldgica destes compostos tornou-se necessaria. Um dos principais objetivos da
farmacologia clinica é a constante avaliacdo da seguranca e tolerabilidade de novos
principios ativos, testando, entre outros, o tipo, a frequéncia e severidade dos efeitos
secundarios que possam ocorrer, em que gama de concentracfes, duracdo e quais 0s
efeitos que possam ser reversiveis. A forma mais classica de testar farmacologicamente
estes compostos ou extratos bioldgicos envolve uma série de ensaios sequenciais nos
sistemas alvo in vitro, antes de serem testados em animais (in vivo), principalmente em
ratos e coelhos. E importante escolher o modelo animal adequado para que os resultados

obtidos possam ser extrapolados a humanos, de modo a garantir a seguranca destes
12
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aquando de dos ensaios clinicos, bem como garantir o bem-estar do animal (Vogel et.
al., 2002).

3.1 Modelos bioldgicos para o estudo da biosseguranca

Hoje em dia, muitos procedimentos bioquimicos envolvendo tecido animal podem
ser adequadamente experimentados em cultura de tecidos, contribuindo assim para a
diminuicdo da utilizacdo de animais. Noutros métodos in vitro, particularmente em
toxicologia, podem ser utilizados microrganismos, cultura de ceélulas, substituindo,
parcialmente, o uso de animais. A Cultura de Células & uma técnica que recria as
condicOes bioldgicas de tal modo que certas células do organismo conseguem manter-se
vivas, reproduzirem-se (mitose) e manter as suas fungdes metabdlicas. No entanto, essas
células tém que ser, numa primeira instancia, recolhidas de animais, o que por vezes implica
a sua eutanasia. Este tipo de cultura denomina-se Cultura de Células Primaérias, que tém a
desvantagem de se manterem pouco tempo em cultura, acabando por morrer ao fim de
alguns ciclos de divisdo. Existem também linhas tumorais, que sdo células, provenientes de
certos tecidos fundidas com células tumorais, que tém a capacidade de se multiplicarem
indefinidamente e que suportam condi¢cdes muito mais adversas que as células primarias.
Sao muitos os testes desenvolvidos utilizando estas células e que poder ser divididos em 3

categorias:

1. Ensaios de segundos mensageiros, que monitorizam a transducdo de sinal ao

nivel dos recetores de superficie;

2. Ensaios de genes reporter, que seguem as respostas celulares ao nivel da

transcricao;

3. Ensaios de proliferacdo celular, que acompanham o crescimento ou auséncia
deste, de células estimuladas ou expostas a agentes externos (ECACC, 2011,
Vogel et. al., 2002).

A linha celular BRIN-BD 11 é uma linha celular secretora de insulina, obtida
por eletrofusdo de uma cultura priméaria de ilhéus Langerhans de rato NEDH com a
linha celular RINmM5F, derivada de um insulinoma de Rato NEDH (New England

Deaconess Hospital Rat). Esta linha cresce em monocamada com uma morfologia
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epitelial, quando confluentes, tendem a ocupar o frasco uniformemente e mantém

estabilidade em cultura pelo menos por 50 passagens (McClenaghan, et. al., 1996).

Figura 9 - Microfotografia de contraste de fase de células BRIN-BD11 cultivadas em cultura de tecidos
(McClenaghan, et. al., 1996).

As células BRIN-BD 11 possuem mecanismos sensiveis a glucose e apresentam
funcdo secretora de insulina e imortalidade. Em estudos recentes, provou-se que estas
células tém atividade a-glucosidase. No presente trabalho foram utilizadas como
modelo celular, para avaliacdo da biosseguranca dos compostos em estudo (Canelas,
2011, McClenaghan, et. al., 1996, Mel, et. al., 2010).

3.2 Metodologias utilizadas em ensaios de biosseguranca ou toxicidade

Os ensaios toxicoldgicos constituem uma das etapas do desenvolvimento de
farmacos, em que se analisam e avaliam os efeitos deletérios dos compostos em células,
tecidos ou seres vivos. Os testes de toxicidade sdo habitualmente divididos em testes de
toxicidade aguda e testes de toxicidade crdnica que se relaciona essencialmente coma
duracdo do periodo de exposicdo. Os primeiros desenvolvem-se em poucas horas, de
modo a verificar as concentragGes letais ou inibitorias do crescimento, podendo ser
efetuados em culturas de células. Os ensaios de toxicidade cronica desenvolvem-se em
periodos de mais longos (dias ou semanas) e avaliam os efeitos do composto a longo
prazo. Existem varios tipos de testes que se podem utilizar. Estes baseiam-se em varias
funcgdes celulares tais como a atividade enzimatica desidrogenase, a permeabilidade da
membrana celular, a adesdo celular, a producdo de ATP, a producdo de coenzimas
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NADH e NADPH, a atividade citocromo c oxidase, entre outros (Dojindo - Measuring
Cell Viability / Cytotoxicity).

O método do Azul de tripano é um ensaio utilizado para a identificacdo de
células viaveis. Baseia-se na coloracdo de células cuja membrana ndo estd integra
permitindo a permeacdo do corante. Neste método, a viabilidade das células €

determinada por contagem de células ndo coradas.

No método baseado na incorporagdo de timidina tritiada, a [*H]-timidina é
envolvida no ndcleo da célula, e constitui uma medida da atividade ao nivel da
replicacdo devido ao crescimento de células. A radiacdo devido ao tritio no nucleo é
entdo medida, usando um contador de cintilacdo, e é proporcional ao crescimento
celular. Embora o este ensaio seja sensivel para determinar a influéncia sobre a
atividade de polimerizacdo de DNA, requer a utilizacdo de um radioisétopo (Dojindo -
Measuring Cell Viability / Cytotoxicity).

Os métodos que utilizam MTT (3- (4, 5-dimethil-2-tiazolil) -2, 5-difenil-2H-
tetrazolio bromido hidroinsolivel) e WST (tetrazdlio hidrossolivel) baseiam-se na
medida da atividade desidrogenase das células vidveis para determinar a viabilidade.
Nestes métodos, sob acdo das desidrogenases, 0 MTT ou WST sdo reduzidos pelo
NADH a formazanos, cuja coloragdo permite a sua quantificagdo por desidrogenases em
células é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. Por ser facil de usar,
seguro e possuir uma elevada reprodutibilidade, é amplamente utilizado em ambos 0s
ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade (Dojindo - Measuring Cell
Viability/Cytotoxicity).
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4 Cinética Enzimatica

As Enzimas sdo proteinas que possuem capacidade de catalisar reacOes
bioguimicas. Sendo uma parte importante da célula, sdo alvo de muitos estudos para o0s
mais diversos fins e focando-se nos Varios parametros, como por exemplo a sua
atividade catalitica, taxa de conversdo dos reagentes em produtos. O estudo de cinética
enzimatica impde muitas vezes a purificacdo de enzimas, de modo a obter resultados mais
reprodutiveis, e para minimizar interferéncias de outros componentes celulares e mesmo de

outros tipos de enzimas (Metzler, 2003).

A Cinética Enzimética é um dos capitulos mais importantes da enzimologia e
que se dedica ao estudo das reagdes quimicas catalisadas pelas enzimas, e em particular
a velocidade de reacdo. Este estudo permite compreender os pormenores dos
mecanismos de acdo enzimatica, o seu papel no metabolismo, como a atividade €
controlada na célula, o que permite, eventualmente, manipular as propriedades de

enzimas para fins biotecnolégicos (Cornish-Bowden, 2012, Quintas, et al., 2008).

4.1 Reacdo Enzimética

A cinética enzimatica tem como principal objetivo estabelecer uma equacéo que
descreve a reacdo enzimatica da forma o mais rigorosa possivel. Para isso, utiliza varias
grandezas obtidas experimentalmente, entre elas a velocidade inicial (Vo). Para medir a
velocidade de uma reacdo quimica, € necessario juntar 0s reagentes necessarios para que
a reacdo ocorra (substrato, enzima, cofatores se necessario) e ter em conta logo o inicio
da reacdo. E sabido que, qualquer que seja o protocolo utilizado, a informacgéo que se
deve obter é a taxa de conversdo do(s) reagente(s) em produto(s) ou a da degradacao
dos reagentes ou da formacao dos produtos. A reacdo enzimatica, segundo a hipotese do
estado estacionario, assume que a velocidade a que se forma o complexo Enzima-
Substrato (SE) é igual aquela a que se decompde em Enzima e Substrato, e Enzima e
Produto (Benkovic, 2001, Metzler, 2003), de acordo com a equagéo 1:
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ki .
S+P — SE -2 E+pP
k-
(),
,_—dIs] _d[P] o

dt dt

4.2 Equacao de Michaelis — Menten

A equacdo 3 (Eq.3) representa a equagdo de Michaelis-Menten apresentada de
seguida, descreve a taxa inicial da reacdo de um substrato, no estado estacionario, até se

atingir a velocidade maxima, em funcao da concentracdo do substrato (Meltzer, 2003).

o Vue _ VaalS]
1+ K, [S] Ky +[S]

Eq. (3),
onde Ky = (Ka+ks)/K.

Os parametros Vmax € Ky s8o designados parametros cinéticos caracteristicos de
umo determinado par enzima-substrato e a sua determinacdo é extremamente importante
na sua caracterizacdo. A Velocidade maxima, ou Vs, € a taxa maxima a qual a
enzima transforma substrato em produto, numa situacdo de saturacdo por substrato. O
Kwm, ou Constante de Michaelis, corresponde a concentracdo de substrato quando a
velocidade da reacdo atinge metade da velocidade maxima, como indicado na figura 10,
ou seja representa a concentracdo de substrato em que metade dos sitios ativos da
enzima sdo preenchidos por moléculas de substrato Esta constante é também uma
medida da afinidade do substrato em relacdo a esta enzima. Quando menor for o valor
de Ky, maior é afinidade entre estas duas espécies quimicas, mais fraca a ligacdo, se
considerarmos a Hipdtese do Estado Estacionario (Chang, 2000, Metzler, 2003).
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R s

Figura 10 — Gréfico representativo de equacdo de Michaelis-Menten, onde observa-se a velocidade da
reacdo em funcéo concentracdo de substrato (adaptado de Metzler, 2003).

4.2.1 Linearizac0Oes da equacao de Micahelis-Menten

Obter os valores dos parametros Ky e Vmax com exatiddo, a partir de dados
experimentais € bastante complicado devido ao tracado do grafico de Michaelis-
Menten, que exige um grande numero de pontos devido & sua natureza hiperbdlica. Para
evitar tracados curvos existem varias maneiras de reorganizar a equacdo de Michaelis-
Menten para que os dados podem ser originar uma linha reta. Pelo que desenvolveram-
se linearizacdes por rearranjo algébrico da equacdo, tornando-se mais simples obter os
valores dos parametros. Através do declive e intercecdo, pode obter-se 0s valores de Ky
e Vmax. EXistem varias linearizagdes, sendo que as mais utilizadas sdo as seguidamente
apresentadas (Chang, 2000, Metzler, 2003, Quintas et. al., 2008):

4.2.1.1 Linearizacdo de Eisenthal e Cornish-Bowden (Método Linear
Direto)

No método linear direto, desenvolvido por Eisenthal e Cornish-Bowden, em
1974, obtém-se os valores dos parametros cinéticos Vs € Ky atraves da representacao
direta dos valores experimentais V e [S]. Para cada par de valores de V e [S], obtém-se
uma reta, que, no seu conjunto, originam um ponto de interseccdo, cuja abcissa
corresponde a Ky, e a ordenada é Vms. No entanto, devido ao erro associado aos erros
experimentais, na realidade obtém-se um conjunto de pontos de intersec¢do. Os
parametros cinéticos sdo determinados através da mediana dos valores obtidos para a(s)

intersecdo (des) (Quintas, et. al., 2008).
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O método direto tem vantagens em relacdo aos outros metodos lineares, pois
ndo necessita de calculos para a obtencdo dos pardmetros cinéticos e os erros de leitura
estdo incluidos nos resultados apresentados. Embora se possam identificar rapidamente
0s pontos divergentes, este método sO permite representar um numero limitado de

resultados e é, por vezes, dificil identificar todas as intersec¢des (Quintas, et. al., 2008)
4.2.1.2 Linearizacdo de Linewaever — Burk

Na linearizagdo de Lineweaver-Burk utiliza-se o inverso das grandezas utilizadas
no grafico de Michaelis-Menten, isto € 1/ v e 1/[S]. Assim, a equacgdo apresentada na
figura 11 que descreve esta linearizacdo toma a forma apresentada e leva a um grafico
com tracado linear, em que 0s pardmetros cinéticos Ky e Vmax s@o facilmente obtidos,
onde V corresponde a velocidade, S, corresponde ao substrato. (Metzler, 2003, Quintas,
et. al., 2008).

1 -
~ 4 1_Ky+S] Ky 11
. oo VelSl TV ST Vo,
-}.J
Kt
1 ~ Vinix
Voo 1¥
1 1

Figura 11 — Representacdo da linearizagéo de Lineweaver-Burk (adaptado de Metzler, 2003).

Este método de linearizacdo € um dos mais utilizados, no entanto, tem
associados erros significativos, principalmente no eixo oy e para [S] mais baixa, que no

gréfico correspondem aos valores mais a direita (Quintas, et. al., 2008).
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4.2.1.3 Linearizacao de Hanes-Woolf

Na linearizacdo de Hanes-Wolf utiliza-se como grandezas [S]/V e [S]. Para esta
linearizacdo, como a variavel independente, [S], esta presente em ambos eixos,
diminuiu os erros associados, Assim, a equacdo de Michaelis toma a forma apresentada
na figura 12, a partir da qual se pode obter o grafico seguinte (Metzler, 2003, Quintas,
et. al., 2008):

[5] .
v SIS 1 K
= [8]+—
A v Voa e
o
” !
K}J z' 1"'71:13::
Ve |7
~ K [S]

Figura 12 — Representa grafica da linearizacdo de Hanes-Woolf (adaptado de Metzler, 2003).

Este método tem a vantagem de originar uma reta cujo declive é o inverso de

Vmax € estdo menos erros associados (Quintas, et. al., 2008)

4.2.1.4 Linearizacao de Eadie-Hofstee

Na linearizacdo de Eadie-Hofstee utiliza-se como grandezas V e V/[S]. Neste caso,
ao contrario da linearizacdo de Hanes-Woolf, utiliza-se em ambos eixos a variavel
dependente, o que aumenta o erro associado. Com esta linearizacdo, a equacdo de
Michaelis toma a forma apresentada na figura 13, obtendo-se um grafico como o

apresentado seguidamente (Quintas, et. al., 2008, Metzler, 2003).
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Vx[S]

Figura 13 — Representacdo de grafica da linearizacéo de Eadie-Hofstee (adaptado de Metzler, 2003).

A linearizacdo de Eadie-Hosftee é (til para obter os parametros cinéticos, pois
ndo necessita de grandes célculos, no entanto, devido ao fato de a velocidade (variavel
dependente) aparecer em ambas coordenadas faz com que o erro associado a esta, afete

ambas membros da equacdo (Quintas, et. al., 2008).

4.3 Inibicdo Enzimatica

Todo o composto que diminui a atividade de uma enzima € designado por inibidor.
A ligagdo enzima-inibidor pode ter um caréater reversivel, em que a ligacdo do inibidor-
enzima ndo é permanente e a extensdao da inibicdo € menor quando a menor € a
concentracdo do inibidor, ou irreversivel, em que o inibidor se liga com grande

afinidade a enzima, bloqueando a sua atividade (Holt, et. al., 2010, Voet, et. al., 2005).

Os inibidores sdo normalmente pequenas moléculas, podendo ser, por vezes,
péptidos ou proteinas. Ao ligar-se ao enzina, modificam a forma do centro ativo,
impedindo a ligacdo deste ao seu substrato, ndo ocorrendo a catalise (Holt, et. al., 2010,
Voet, et. al., 2005).
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4.3.1 Tipos de Inibicao

A Inibicéo pode-se dividir em varias classes, dependendo do seu modo de ligagédo a
enzima. Se o inibidor e o substrato se ligam no mesmo local da enzima, mais
especificamente no centro-ativo, a inibicdo é competitiva. Neste caso, hd& um aumento
aparente do valor de Ky, uma vez que o inibidor se liga no centro ativo, sendo
necessaria uma maior concentracdo de substrato para se atingir metade da velocidade
maxima, que se mantém inalterada. Se, por outro lado, o inibidor se liga num local
diferente do centro-ativo, a inibicdo é ndo-competitiva ou alostéria. Neste caso, a
velocidade méaxima sofre uma diminuicdo e o valor de Ky mantém-se inalterado, uma
vez que o substrato se liga normalmente a enzima, mas devido a ligacdo do inibidor, a
catalise fica impedida e, a velocidade maxima atingida é inferior. Existe também a
inibicdo anticompetitiva, onde o inibidor se liga ap6s a formacdo do complexo ES.
Neste caso, observa-se uma diminuicao tanto na Vmsx como no valor de Ky. Na prética,
a situacdo mais frequente é uma inibi¢cdo mista, onde se verifica o efeito das inibicdes
competitiva e ndo-competitiva em simultaneo (Cornish-Bowden, 2012, Newsholme, et.
al., 2010).

4.3.2 Constante de Inibic¢éo, K|

A constante de inibicdo, ou K; é uma constante importante nos estudos de
cinética, pois a poténcia relativa dos inibidores é normalmente quantificada comparando
esta constante, para a enzima em estudo. E designada como a concentracéo de inibidor
necessaria para produzir metade da inibicdo maxima, ou seja, na inibicdo competitiva, é
a concentracao necessaria para duplicar o Ky e na inibicdo ndo-competitiva corresponde
a concentracdo de inibidor necessaria para reduzir a velocidade maxima para metade
(Cortés, et. al., 2001, Quintas, et. al., 2008).

Para calcular este parametro é necessario recorrer ao Gréafico de Dixon,
desenvolvido por Dixon em 1953, em que se correlaciona o inverso da velocidade
inicial (V) com a concentracao do Inibidor [I], para n valores de substrato, originando n
retas lineares que se cruzam num ponto de intersecdo, cuja abcissa corresponde a -K;,
como indica a figura 14. No caso de a inibicdo ser competitiva ou mista
predominantemente competitiva, esta intersecdo ocorre acima do eixo ox. Se a inibigéo
for mista predominantemente anticompetitiva ou ndo-competitiva pura, a intersecéo
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ocorre sobre ou abaixo do eixo ox, respetivamente. Se a inibi¢do for anticompetitiva, o
grafico resultante contém n retas paralelas, pelo que ndo existe ponte de intersecao
(Dixon, et. al., 1953, Quintas, et. al., 2008).

b , ) c) /v li0 - competitivz
: 1/v | L Mista /Competitiva 1/2 I Niio - competitiva

a

1/v!
d)

I Mista / Anfr-
competitiva

i 0 i

I Anti - competitiva

Figura 14 — Grafico de Dixon, para os varios tipos de Inibi¢do (adaptado de Cortés, et. al., 2001).

Existe uma relacdo entre os valores de 1Csp, que corresponde a concentracdo de
inibidor necessaria para se obter 50% de inibicdo, e K,, dependendo do tipo de inibicao
e do mecanismo de reacdo. Quando a inibi¢do € competitiva, estes dois parametros ndo
sdo iguais. Mas, no caso de inibicdo ndo-competitiva e anticompetitiva, K, € igual ao
ICs, se 0 valor de ICsy ndo depender da concentracdo de substrato. Assim, quando um
dado grupo de inibidores tem mecanismos de acao idénticos, e considerando que 0s
ensaios sdo efetuados nas mesmas condicGes, a comparacdo do valor de ICsg € suficiente

para identificar a sua eficiéncia relativa (Cortés, et. al., 2001).
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4.4 CondicOes para Realizacdo de Estudos de Atividade Enzimatica e de

Inibicao Utilizando Homogeneizados Celulares

A determinacdo da atividade enzimatica € uma das praticas mais usuais em
Bioquimica, uma vez que estd envolvida na avaliacdo, quantificacdo e caraterizagdo de
sistemas enzimaticos presentes nas amostras bioldgicas em estudo. A atividade
enzimatica é obtida por determinacdo da velocidade de conversdo do substrato (s) em
produto(s). Para isso, pode-se seguir a taxa de degradacdo do(s) substrato(s) ou a
formagdo de produto(s), quando estes fornecem um sinal mensurdvel. Também existe a
possibilidade de seguir uma segunda rec¢do que esteja acoplada & primeira e que
forneca um sinal apreciavel. Para a determinacdo correta da atividade enzimatica
especifica € também necessario que as condicdes da catalise sejam escolhidas
adequadamente, ou seja, tém que estar as condi¢bes Otimas de alguns fatores, como
temperatura, pH, sistema tampéo, cofatores, quando necessario (Quintas, et. al., 2008).

A obtencdo do material biolégico para o estudo enzimatico € um passo
importante, pois este deve garantir a obtencdo da enzima alvo, em quantidades
apreciaveis, assim como garantir a estabilidade desta e as melhores condi¢6es para a sua
analise, em particular quando se trata de homogeneizados de tecidos ou células. A
quantificacdo de proteina do homogeneizado € indispensavel para permitir a
determinacdo da atividade enzimaética especifica e a comparacdo entre ensaios e

homogeneizados diferentes. (Quintas, et. al., 2008).

A determinacdo da quantidade adequada de homogeneizado a determinacédo da
atividade especifica bem como o periodo durante o qual a cinética é linear sdo aspetos
importantes destes trabalhos. No caso particular da atividade o-glucosidase de
enterocitos, foi anteriormente desenvolvido um método onde foram estabelecidas as
condicdes ideais, no que respeita a concentracdo de proteina a utilizar, de forma a
garantir uma boa razdo sinal/ruido. Na figura 15 pode observar-se a cinética da reacao,
utilizando concentragdes num intervalo de 4-35ug/mL. Note-se que a melhor relagéo
sinal/ruido foi obtida utilizando uma concentracdo de proteina de 35ug/mL. Note-se
ainda que independentemente da concentracdo de proteina utilizada, a reacdo foi linear
durante pelo menos 60 minutos (Louro, 2011, Quintas, et. al., 2008, Sjogren, et. al.,
2011).
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Para que a determinacdo da atividade seja a mais correta possivel, é necessario
seguir a reacdo desde o momento inicial. E essencial acompanhar a reacdo desde o
tempo zero (o0 segundos), de modo a garantir que a atividade inicial é bem estimada. A
velocidade inicial pode ser subestimada por assumir erradamente a linearidade numa

zona de curva que néo a inicial (Louro, 2011, Sjogren, et. al., 2011).

¢ 35ug/mL a)

04 y=0,00462x + 0,11180 8,00E-03 b)
m17ug/mL
0,35 g S 7,006-03 e
ABug/m =
03 ‘€ 5,00€-03
£ o 4ug/mL =
£0,25 O 5,00E-03
§ y=0,00185x + 0,09582 £
§ 02 £ 4,00£-03
2 =
1 -0
0,15 N 3,00-03 -
.1 = 0,00060x + 0,08743 f N
= Iy + 0 0942 y=V, X+ 0\
005 y=0,00112x + 0,09428 T e
0 0,00E+00
0 10 20 40 50 60 0 5 0 15 20 25 30 35 40

30
Tempo (min)
[proteina] (ug/mL)

Figura 15 - Atividade da a-glucosidase, para as vérias concentracdes de homogeneizado celular (Louro,
2011).

Para além destes parametros, ha ainda que ter em conta é a gama de
concentracdes do substrato, em particular para os estudos de inibi¢do. Esta gama deve
incluir concentracdes de substrato de modo a assegurar que se atinge a velocidade
maxima, mas sem provocar inibi¢cdo por substrato. Efetivamente um dos riscos mais
comuns é ocorrer inibicdo da catalise por consumo total do reagente (reagente
limitante). A determinacdo da concentracdo adequada a este estudo foi efetuada no
ambito do presente trabalho (Louro, 2011, Quintas, et. al., 2008).

Finalmente, outro aspeto a ter em conta nos ensaios enzimaticos € a utilizacdo de
controlos, em que o0 substrato ou a enzima estdo ausentes. Estes sdo essenciais para o
ensaio e para a interpretacdo dos resultados. Quando comparados com a atividade
enzimatica, descartam a possibilidade da producdo de sinal por parte da enzima livre,
autodegradacdo do substrato ou influéncia do sistema tampao ou solvente (Sudarshana,
et. al., 2001)
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1 Problematica

A Diabetes mellitus é uma doenca metabdlica sistémica que afeta milhdes de
pessoas em todo 0 mundo, sendo que este nimero tem vindo a aumentar nos Gltimos
anos (WHO, 2013). E uma doenca com elevada morbilidade, resultante das inimeras
complicacbes a ela associadas, cujo controlo exige a utilizacdo de estratégias

terapéuticas dirigidas e muitas vezes combinadas.

Embora os antidiabéticos orais existentes permitam o controlo da doenca, a procura
de novas substancias de modo a obter compostos que possam auxiliar na terapia da
diabetes, com menos efeitos adversos, menores custos e que complementem oS
medicamentos existentes, ¢ um tema atual. Existem varias classes de antidiabéticos
orais, entre 0s quais se encontram os inibidores das a-glucosidases, ao atuarem sobre
estas enzimas atrasam a digestdo dos glucidos e, consequentemente diminuem a taxa de
absorcdo de glucose a nivel intestinal contribuindo de forma eficaz para o controlo da
hiperglicémia pds-prandial (Holt, et. al, 2010).

As a-glucosidases sao um conjunto vasto e heterogéneo de isoenzimas e largamente
distribuidos nos seres vivos (Hakamata, et. al., 2009). Entre estas encontram-se as
maltases e sacarases que sdo expressas nas células da mucosa intestinal (enterécitos) e
que sdo responsaveis pela degradacdo das ligacdes a-glucosidicas de maltose/sacarose
cujo produto final é constituidos principalmente por glucose. As diferentes isoenzimas,
para além de apresentarem seletividade para os substratos, sdo também seletivamente
inibidas por compostos iminociclitois com grupos funcionais diferentes, dos quais é
exemplo o DNJ. Estes inibidores sdo de elevado interesse terapéutico, pois além da
atividade antidiabética, também apresentam atividade antibacteriana, antifingica e

antiviral, associadas a sua seletividade para isoenzimas diferentes de a-glucosidase.

Devido ao seu interesse terapéutico, nos ultimos anos tém sido sintetizados novos
compostos com acdo inibitoria sobre estas enzimas, tornando-se bastante importante a
caraterizacdo da sua atividade bioldgica seletiva. No presente trabalho procurou-se
avaliar o efeito de 4 compostos iminociclitois, na atividade a-glucosidase de enterdcitos

de mamifero, tendo em vista a sua potencial utilidade como antidiabéticos orais.
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2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho consiste em avaliar o potencial
farmacoldgico de iminociclitdis enquanto inibidores de atividade a-glucosidase, para
utilizacdo como terapéutica na diabetes.

Mais especificamente pretendeu-se avaliar o efeito dos iminociclitdis sore a
atividade a-glucosidase de células de intestino de mamifero. Neste &mbito, realizaram-

se ensaios de atividade enzimatica para:
i.  determinacdo dos ICs e identificacdo dos compostos mais promissores;
ii. identificacdo do tipo de inibicdo e determinacdo do K|,

Pretendeu-se, também, avaliar a toxicidade dos compostos utilizando, para o

efeito, células em cultura aderente.
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3 Metodologia

3.1 Estratégia adotada

a) Realizacao do trabalho:
i. Local: Laboratério de Bioquimica da Universidade de Evora,
Departamento de Quimica da Universidade de Evora, Portugal.
ii.  Duracdo: 2 semestres letivos.
b) Modelo e Caracteristicas do Animal:

i.  Modelo Animal: ratos Wistar, mantidos no Biotério da Universidade de

Evora.

ii.  Critério de selecdo: adultos, machos;

iii.  Tipo de Alimentacdo: fornecimento de alimento e agua ad libitum, com

ciclo de 12h de luz e obscuridade.
¢) Modelo Celular:
i.  Células epiteliais intestinais primarias de ratos (Enterécitos);
ii.  Células BRIN (Linha Tumoral).
d) Enzima Alvo: a-glucosidase.

e) Compostos em Estudo: potenciais inibidores das a-glucosidases:

L

N N
HO™  YoH Ho® "o HO' oH
Compostol Composto 2 Composto 3 Composto 4
1- (3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol;
2- (3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol;

3- (3R,4R)-pirrolidina-3,4-diol,
4- (3R,4R)-1-benzil-3,4-di-(benziloxi) pirrolidina.

Estes compostos foram sintetizados pelo Laboratério de Quimica Organica da
ECTUE (Doutora Elisabete Carreiro, Prof. Anthony Burke) e caracterizados por ponto

de fusdo e RMN.
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f) Métodos e técnicas utilizadas:

i.  Obtencdo dos enterdcitos: isolamento recorrendo ao método inicialmente

descrito por Watford (Watford et. al., 1979) e ao qual se foram
introduzidos algumas modifica¢fes durante a realizacdo do trabalho;

ii.  Obtencdo da fracdo rica em a-glucosidase: centrifugacdo diferencial dos

homogeneizados de enterdcitos;

iii. Determinacdo da Atividade na presenca e auséncia dos compostos

iminociclitdis em estudo: espetrometria UV/Vis para determinacdo do

produto de reacéo;
iv.  Cultura de células BRIN BD-11 em batch;

v. Andlise da viabilidade célula ap6s exposicdo aos iminociclitbis: método
de WST-8 (Cell Counting Kit-8);

3.1.1 Espectrometria UV/Vis
A espectrometria UV/Vis ou do ultravioleta visivel € uma técnica
espectrofotométrica que utiliza a luz do ultravioleta préximo (200 até 350nm) e do
visivel (350 a 750 nm). Nestas gamas de energia, as moléculas presentes na solu¢do em
estudo sofrem transicdes eletronicas, onde absorvem radiacéo, o que permite determinar
guantitativamente a concentracdo dessas mesmas moléculas. Esta técnica utiliza a Lei

de Lambert-Beer, que é representada pela equacdo (6)

A= 8.|.C, (6),

onde A representa a absorvancia medida, € representa a absortividade molar (especifica
para cada substancia); | representa o percurso Otico da solucdo; ¢ representa a

concentracdo da amostra, expressa em Molaridade (mol/L).

3.1.2 Ensaios Toxicolégicos

O Cell Counting Kit-8 contém sal de tetrazélio altamente solGvel em agua que é
reduzido pelas desidrogenases das células viaveis, formando um formazano de cor
laranja, que é soldvel no meio de cultura de tecidos. A quantidade do corante de

formazano produzido €, assim, diretamente proporcional ao numero de células vivas.
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3.2  Organigrama

Eutanéasia
do Animal

Isolamento dos

Enterdcitos

Células BRIN BD-11

Ensaios de
Toxicidade

Compostos

Iminociclitdis
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3.3 Procedimento Experimental

3.3.1 Solucgdes Utilizadas
Todas os reagentes utilizados na elaboracdo deste trabalho foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), exceto o regente de Coomassie para quantificacdo de

proteina, que foi adquirido da Bio-Rad (Hercules, CA).

e Meio Krebs & Henseilt modificado:

120 mM de NaCl; 2 mM KCI; 0,5 mM CaCl,; 26 mM NaHCOg3; 10 mM MgSQy;
1,18 mM KH2POy; 11 mM glucose;

= Solucéo 1: Meio de Krebs & Henseilt sem CaCly;

= Solucdo 2: Meio de Krebs & Henseilt sem CaCl,, com 0,25% (p/v) BSA e
smM EDTA;

= Solucdo 3: Meio de Krebs & Henseilt com 2,5% (p/v) BSA.

3.3.2 Isolamento dos Enterocitos de Rato

Para o isolamento dos enterdcitos foi utilizado uma adaptacdo de Watford, et al,

1979. Procedeu-se a eutanasia dos animais, por decapitacdo, sem recorrer a anestésicos.
Em seguida, removeu-se o intestino delgado, iniciando 5 cm abaixo do duodeno até
cerca de 10 cm antes da juncdo com o célon, perfazendo um total de 90 cm,
aproximadamente. Iniciou-se a lavagem do intestino, enchendo 0 mesmo com 20 mL da
solucdo 1 a 4°C, e espremendo-se de seguida para remocdo dos detritos (por duas
vezes). Posteriormente, selou-se uma das pontas com linha de sutura e encheu-se o
intestino com 20 mL de solucdo 2 pré-aquecida a 37°C. Ap0s ligar a ponta restante,
incubou-se o intestino em 100 mL de solu¢do 1 num banho termostatizado a 37°C com
agitacdo (60 rotagcdes por min), por 15 min. De seguida, abriu-se uma das pontas do
intestino e desprezou-se o contetdo. Lavou-se duas vezes com solucdo 3 a 4°C,
procedimento que permitiu remover células mortas e parte do muco intestinal. VVoltou-
se a encher o intestino com solugdo 3 a 4°C, ligou-se novamente a ponta e agitou-se o
intestino sob uma plataforma de gelo por cerca de 1 min. Este Gltimo tratamento é
efetuado com calcio, que vai promover a agregacdo dos enterocitos e a sua remogéo
para 0 ldmen intestinal. Recolheu-se, entdo, o conteddo para tubos de falcon,
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recorrendo-se a clamps, de modo a evitar perdas de material biolégico. Centrifugou-se
0s tubos a 500g durante 3 minutos, desprezou-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento
com 4 vol. de solugdo 3 a 4°C, centrifugando-se os tubos novamente, nas mesmas
condicdes. Desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se 4 volumes de Tampdo Fosfato
Salino 0,1M pH 7,0 ao sedimento e centrifugou-se nas mesmas condic¢des. Por fim,
recolheu-se o sedimento e adicionou-se 4 volumes de Tamp&o Fosfato Salino 0,1M pH

7,0 e congelaram-se as células a -70°C até serem utilizadas.
3.3.3 Obtencéao da suspensdo enzimatica rica em a-glucosidase

Apos descongelamento das células, colocaram-se no tubo de Potter 10 mL e
homogeneizaram-se a baixa velocidade. Colocou-se o homogeneizado em tubos de
centrifuga de 50 mL e centrifugaram-se a 20 000g, por 20 min a 4°C. Recolheu-se o

sobrenadante e armazenou-se em aliquotas a -80°C até a sua utilizag&o.

3.3.4 Doseamento da Proteina

Este método foi baseado no desenvolvido por Bradford, em 1976, em que a
colorimentria é utilizada para determinar a concentracdo total de proteina. Inicialmente
diluiu-se a suspensédo celular (10 e 15x), em H,O bidestilada. Numa microplaca de 96
pogos, aplicaram-se 10uL de amostra (suspenséo celular) ou solu¢des Padrdo de BSAW
(nas concentracdes 0, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/mL) e juntou-se 200uL de reagente de
Commassie (fornecido pela Bio-Rad). Aguardou-se 5 min e leu-se a absorvancia a 630
nm. Este método é baseado na alteracdo de absorvancia do corante Azul Brilhante de
Coomassie G-250, que sob condicBes acidas converte a sua cor vermelha em azul, ao
ligar-se a proteina. A figura 16 mostra uma curva de calibracdo representativa das

obtidas durante a realizagédo do trabalho:

(1) Albunima de soro bovino
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Figura 16 - Curva de Calibracdo para a determinagdo da concentracdo de proteina. (Os dados sdo
relativos a trés experiéncias independentes e os resultados sdo referentes a média associada ao respetivo
desvio padréo.)

3.3.5 Determinacdo da Atividade Enzimatica a-glucosidase:

Numa microplaca de 96 pocos, em cada poco utilizado aplicou-se 100uL de
homogeneizado celular (na concentracéo de aproximadamente de 40ug de proteina/mL)
e 100pL de substrato pNPG® a 24 mM, conforme indica a literatura (Dillon, 1997). Os
ensaios efetuaram-se em quintuplicado. Leu-se e registou-se a absorvancia a 405 nm
durante 60 min (de 1 em 1 min). A atividade a-glucosidase foi determinada com base no
aumento de absorvancia a 405 nm resultante da formacéo de p-nitrofenol, composto que
é libertado em conjunto com uma molécula de glucose através da reacdo de degradacédo

do substrato pela a-glucosidase conforme a figura 17:

OH CH,OH
OH ‘
0O

; —O OH
OH a-glucosidase

, /] ¢\°“ “/‘r

OH HO (f—(f H
NO: NO2 H OH

Figura 17 — Reacéo de converséo de p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido em p-nitrofenol e glucose.

Selecionou-se a regido linear da curva cinética e determinou-se o declive da reta
ajustada. Multiplicou-se o declive pelo ¢ (18,1 cm™mM™) de acordo com a lei de
Lambert-Beer e dividiu-se pela concentracdo de proteina usada no ensaio, obtendo-se,

desta forma, a atividade enzimética especifica da a-glucosidase.
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Para a avaliacdo da acdo inibitéria dos compostos, o procedimento foi
ligeiramente alterado e foi preparado um conjunto de controlos.

Numa placa de 96 pocos, aplicou-se 100 pL do extrato celular, 50 puL do
composto (nas varias concentracfes, no intervalo 0 — 36 mM) e 50 uL de substrato 24

mM. Preparou-se um conjunto de controlos:

i. Controlo 1, para a determinacdo da Atividade maxima (néo foi adicionado
composto nem solvente (DMSO), substituindo-se por tampdo);

ii. Controlo 2, controlo relativo do ensaio, para avaliacdo da degradacdo néao

enzimatica do substrato;

iii. Controlo 3, onde ndo se adicionou substrato, substituindo-se por tampéo,
determinando a atividade enddgena, que possa, eventualmente, interferir

com 0 ensaio.

iv. Controlo 4, onde foi adicionado DMSO, para avaliar a degradacdo da

enzima por este solvente;
v. Controlo 5, controlo positivo do ensaio, utilizando um inibidor comercial.

Os ensaios efetuaram-se em quintuplicado. Leu-se e registou-se a absorvancia a

405 nm durante 60 min (de 1 em 1 min).

3.3.6 Cultura Celular de BRIN BD-11

Inicialmente, descongelam-se as células que permaneceram a -80°C até ao
momento de descongelamento em microtubos de congelagdo em meio constituido por
meio 10% de soro fetal bovino, 10 % DMSO. Este passo deve ocorrer 0 mais rapido
possivel, para que ndo haja perda de viabilidade devido ao contacto com DMSO.
Transferiu-se, entdo, o conteddo do microtubo para um falcon de 15 mL com 5 mL de
meio RPMI-1640 11 mM glucose incompleto, e centrifugou-se a 270g por 5 min.
Ressuspendeu-se bem o pellet em 1 mL de meio completo e colocou-se em frascos de
75 cm? contendo 20-25 mL de meio RPMI-1640 11 mM glucose completo,
previamente aquecido a 37°C. Os frascos foram colocados numa incubadora a 37°C e

5%C0,/95%0,, para a prolifera¢éo das células.
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Devido ao consumo dos nutrientes e a libertacdo de produtos resultantes do
metabolismo das células, é necessario substituir o meio periodicamente. Normalmente,
efetua-se esta mudanca apds 24 h (devido a existéncia de células que ndo sobrevivem as
descongelamento) e depois de dois em dois dias. Primeiro, observou-se o aspeto das
células ao microscopio invertido, para verificar a que a cultura estd nas condigdes
normais e que estdo aderentes. Depois, na camara de fluxo, aspirou-se 0 meio com uma
pipeta de Pasteur, com vacuo, tendo o cuidado de ndo tocar no fundo do frasco (onde
estdo as células). Adicionou-se 5 mL de meio incompleto, para lavar o fundo do frasco,
e aspirou-se, novamente, com uma pipeta de Pasteur, com vécuo. Adicionou-se 20-25
mL de meio RPMI 1640 11 mM glucose completo e colocaram-se os frascos na

incubadora, nas condicGes indicadas anteriormente.

Quando as células ocupam quase a totalidade do fundo do frasco de cultura
(cerca de 90%), a cultura atingiu a confluéncia. Quando isto acontece € necessario
passar as células para outros frascos e dilui-las. Utilizando a solucdo de Versénio,
destacaram-se as células do fundo do frasco, permanecendo em suspensdo no meio.
Aspirou-se 0 meio com as células e colocou-se em tubos de centrifuga de 15 mL e
centrifugou-se a 270 g durante 5 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-
se 0 pellet em 1 mL de meio. Contaram-se as células numa camara de Neubauer ao
microscopio invertido e determinou-se a diluicdo a efetuar de modo a semear 500 000
células por frasco.

3.3.7 Ensaios de Toxicidade

A toxicidade dos compostos em andlise foi avaliada medindo-se o seu efeito
sobre a viabilidade celular de uma linha tumoral (BRIN BD-11) exposta aos compostos

por 24 horas.

Colocou-se 100 pL da suspensédo celular de BRIN BD-11 (20 000 células/mL)

num microplaca de 96 pocgos estéril e colocou-se numa incubadora a 37°C e
5%C0,/95%0,. ApoOs 24h, substituiu-se 0 meio e adicionou-se 10 pL das varias
solugdes dos compostos 11x concentradas nos pocos indicados (obtendo-se como
concentragOes finais as indicadas) e voltou-se a incubar a 37°C e 5%C02/95%0;
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durante 24 horas. No final do periodo de incubagdo, adicionou-se 10 pL do cell
counting kit-8 a cada poco e leu-se a absorvancia a 450 nm ao fim de 45 minutos de
incubacdo a 37°C e 5%C0,/95%0,. Foram utilizados dois controlos para validar o
ensaio. O controlo negativo, que consistiu em células que ndo foram expostas aos
compostos e um controlo positivo, em que as células foram expostas a SDS (dodecil
sulfato de sddio), um detergente ionico, que destrdi as biomembranas.

3.3.8 Analise Estatistica

Os resultados apresentados foram calculados como média + desvio-padréo,

exceto quando indicado contrario.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando a anélise de
variancia (ANOVA), no caso da atividade enzimatica, na presenca e auséncia dos
compostos testados. Para os ensaios de toxicidade, foi utilizado Paired-samples t-Test,
para comparacao das amostras relativamente ao controlo negativo. Em todos os casos

foi utilizado um nivel de significancia de 95%.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Estudo da Atividade Enzimatica a-glucosidase e Determinacao
dos Parametros Cinéticos

Primeiramente, efetuou-se um estudo que permitiu otimizar as condi¢bes do
ensaio para a determinacdo da atividade enzimatica a-glucosidase em homogeneizado
de enterocitos. A otimizacdo de um ensaio enzimatico implica o estudo da influéncia de
diversos pardmetros na atividade enzimética, de forma estabelecer as condicGes
adequadas que permitam efetuar um estudo quantitativo. A atividade enzimaética é
influenciada simultaneamente pela concentracdo de enzima e de substrato. Para além
disso, a catalise obedece, habitualmente, a uma cinética de 1* ordem, obrigando a
determinacdo do intervalo de tempo para o qual a reacdo apresenta caracteristicas

lineares em funcéo do tempo.

A figura 18 mostra as curvas de cinética da atividade enzimatica a-glucosidase
de enterdcitos para as concentragdes de substrato no intervalo 0 - 12 mM. Na figura é
possivel observar que, na auséncia de substrato, ndo se registou atividade enzimatica
significativa (declive =~ 0), enquanto que o declive das retas sofre um aumento
acompanhado as concentragdes crescentes de substrato. A figura 18 mostra ainda que o

ensaio € linear durante, pelo menos, 60 minutos, nas condic¢des utilizadas.

0,25 -
0,23 - -7y = 0,001x + 0,1689
001 | T R2 = 0,9909
0,19 - y = 0,0009x + 0,1261
—~ — 2 _
£0,17 - R2=0,9951
8015 - y = 0,0008x + 0,0983
S = R2=0,9929
< 0.13 - FTly = 0,0007X + 0,0906
0,11 == R?2=0,9932
0.09 L == y = 0,0005x + 0,0801
, e e e RZ = 01991
0,07 1 y = -1E-05x + 0,0759
0,05 . . . : . . R2=04777
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min.)
() MM ====0,75 MM ====15mM =3 mM 6 mM 12 mM

Figura 18 - Atividade da a-glucosidase para as diferentes concentragdes de substrato (p-NPG) (Os
resultados séo referentes a uma experiéncia com cinco réplicas. Cada ponto representa a média + sd).
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Uma vez calculada a atividade especifica, foi determinada a dependéncia desta
relativamente ao substrato p-NPG e determinados os pardmetros cinéticos, recorrendo a

diversos métodos.

A figura 19 mostra a curva de Michaelis-Menten (a), onde se observa a cinética
de saturacdo caracteristica de atividade enzimatica em funcdo da concentracdo de
substrato, e as linearizagOes Eadie-Hofstee (b), Hanes-Woolf (c) e Lineweaver-Burk (d),

as quais foram utilizadas para determinar os parametros cinéticos Ky e Vmax.
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Figura 19 — Determinacdo dos parametros cinéticos Ky e Vs utilizando a curva de Micahelis-Menten
(@), as linearizagdes de Eadie-Hofstee (b), de Hanes-Woolf (c) e de Lineweaver-Burk (d). Os graficos
foram obtidos utilizando o programa Hyper 32. (Os resultados sdo representativos de duas experiéncias
independentes, em quintuplicado. Os resultados séo referentes a média + sd).

Os valores dos parametros cinéticos obtidos através dos varios métodos sdo
semelhantes entre si, como se pode ver na tabela 1, tendo 0 Ky um valor médio de
0,9613 + 0,0722 MM € 0 Vinax de 2,513 x10° + 0,045x10™° mmol/min.mg de proteina.
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Tabela 1 — Valores de Ky e Vi oObtidos através do método de Michaelis — Menten e das suas
linearizacdes.

Kwm (MM) Vmax (Mmol.min™.mg™)
Michaelis — Menten 0,9644 2,517x10”
Linewever — Burk 0,9193 2,490 x107
Hanes — Wolf 1,066 2,574 x10°
Eadie — Hofstee 0,8953 2,470 x107

Em cada ensaio foram efetuados controlos que permitem estabelecer os valores
maximos e minimos de atividade, indispensaveis a obtencdo das curvas de inibicdo. A
figura 20 mostra as curvas cinéticas para a atividade sem substrato, bem como a
atividade dos controlos positivos, recorrendo a inibidores comerciais em concentragdes
que permitem obter inibicdo méxima (Acarbose 0,77 mM e DNJ 50uM) utilizando uma
concentracdo saturante de substrato (12 mM). Note-se que a atividade detetada foi
praticamente nula para qualquer das condicdes descritas, ao longo do periodo estudado.
Em todos os ensaios efetuados, determinou-se também a atividade utilizando uma
concentragéo saturante de substrato (12 mM) na auséncia de inibidor, que permitiu obter

a atividade méaxima em cada ensaio.

0,24 - y =0,002x + 0,1073
V. 2 =
0,22 - v R2=0,9967
0,2 - y = 0,0019x + 0,0986
— 0,18 | Rz = 0,996
=
uf 0,16 -
S y = 0,0001x + 0,1209
S 0,14 _
; . O R2=0,9249
< 0,12
0,1 y = 0,0001x + 0,0833
2 =
0,08 R2=0,9695
0,06 T T T T T T 1 y = 45-_05)( + 0'073
0 10 20 30 40 50 60  R#=08275
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® [pNPG]=0 mM @ [pNPG]= 12 mM + Acarbose
© [pNPG]=12 mM + DNJ A[pNPG]=12mM

Figura 20 - Curvas de cinética dos controlos utilizados nos ensaios de inibi¢do, utilizando Acarbose (0,77
mM) e DNJ (50 uM) como controlos positivos (Inibidores comerciais), assim como duas réplicas
exemplo da Atividade a-glucosidase maxima.
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Uma vez que o DNJ é estruturalmente mais parecido aos compostos estudados
do que a Acarbose, este foi o inibidor comercial utilizado como controlo positivo nos

ensaios realizados subsequentemente.

4.2 Estudos da Acdo dos Iminociclitois sobre a Atividade a-
glucosidase

Para o estudo de acdo inibitéria foram testados 4 compostos, sintetizados nos
laboratérios de Quimica Organica da Universidade de Evora. Estes compostos foram
escolhidos por serem estruturalmente semelhantes a outros que apresentaram acéo

inibitdria sobre a atividade a-glucosidase de enterdcitos de rato.

Na figura 21 esta representada a % de inibicdo da a-glucosidase na presenca do
inibidor comercial, DNJ, nas concentracdes entre 0,0015 e 50uM. E possivel observar a
inibicdo da enzima para valores superiores a 0,0039 uM, registando-se um valor de 1Cs
de 0,167 = 0,016 puM, semelhante ao valor publicado, 0,16 uM, para atividade

isomaltase intestinal de Rato (Kuriyama, et. al., 2008).

100 H

80

(=]
(=]
1

% Inibigdo

20 4

Log ([DN.J))

Figura 21 - Curva de inibicdo do Inibidor comercial (DNJ) em Molar. (Os resultados sdo representativos
de duas experiéncias independentes, em quintuplicado. Os resultados sdo referentes a média + sd).

Na figura 22 estdo representadas as curvas de inibicdo dos 4 compostos em
estudo. A curva de inibicdo da atividade a-glucosidase na presenca do composto 1,
(3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol, estd representada na figura, 22 mostra a inibi¢do
da atividade enzimatica para valores superiores a 0,01 mM. O valor de ICs, determinado
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para este composto foi 2,97 + 0,046 mM. E de notar que, dos compostos testados, este

foi 0 1C5g mais haixo.

No caso do composto 2, (3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol, foram utilizadas as
concentracdes entre 0,001 e 32,343 mM, tendo-se observado a inibicdo da atividade
enzimética para valores superiores a 0,003 mM. Para este composto observaram-se
existirem duas zonas de inibi¢cdo, uma de menor afinidade, entre 0,127 e 32,343 mM, e
outra de maior afinidade, entre 0,001 e 0,127 mM, o que sugere dois locais de ligacdo
do composto a enzima. O valor de 1Csy obtido para este composto € 5,82 + 0,039 mM,
para a zona de maior afinidade, e 0,010 + 0,15 mM, para a zona de menor afinidade, nas

condigOes experimentais utilizadas.

O composto 3, (3R,4R)-pirrolidina-3,4,diol, foi utilizado no intervalo 0,0036 e
36,365 mM (figura 22 c)). Observou-se a inibicdo da a-glucosidase para valores

superiores a 1ImM sendo o valor de ICs, para este composto de 4,07 = 0,042 mM.
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Figura 22 - Curvas de Inibicdo dos compostos em estudo, em Molar: a) Composto 1((3R,4R)-1-
benzilpirrolidina-3,4-diol) (p = 1,91); b) Composto 2 ((3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol) (p = 1,44 para
parte superior da sigmoide e p = 1,70, para parte inferior da sigmoide.); ¢) Composto 3 ((3R,4R)-
pirrolidina-3,4,diol) (p = 1,81) ; d) Composto 4((3R,4R)-1-benzil-3,4-di-(benziloxi)pirrolidina) (p =
0,96). (Os resultados sdo representativos de trés experiéncias independentes, em quintuplicado. Os
resultados séo referentes & média £ sd.)
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Para o composto 4, (3R,4R)-1-benzil-3,4-di-(benziloxi)pirrolidina, representado
na figura 22 d), utilizando-se concentra¢des no intervalo 0,004 e 16,734 mM . Né&o foi
possivel estabelecer o patamar de inibicdo maxima, devido a uma grande dificuldade em
solubilizar o composto, ocorrendo a formacdo de uma suspensdo, 0 que ndo permitiu
avaliar o efeito das concentragdes superiores a 16,734 mM. O valor de ICso obtido para
este composto, recorrendo a um ajuste da curva logistica foi de 7,94 mM, nas condi¢Ges
experimentais utilizadas. Este valor podera, contudo, estar afetado por um desvio devido ao

problema acima mencionado.

Os valores de ICs, obtidos para os compostos em estudo variaram entre 2,97 e
7,94 mM. O composto (3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol é aquele que apresentou
menor valor de ICsp, sendo 0 que a partida pode ser um inibidor mais eficaz. Com o
valor de ICsy mais elevado, 7,94 mM, o composto (3R,4R)-1-benzil-3,4-
di(benziloxi)pirrolidina mostra ndo ser um bom inibidor para a isoenzima em estudo,

para além da fraca solubilidade em solu¢6es aquosas.

4.3 Determinacao do Tipo de Inibicao e Constante de Inibicéo, K,

Um dos aspetos relevantes no estudo de inibicdo enzimatica e, em particular, no
que respeita a compostos cujo potencial farmacoldgico é relevante, é a determinacéo do
tipo de inibicdo, dado que este aponta para 0 mecanismo inibitdrio, fornecendo pistas
sobre a sua seletividade e utilidade.

Para os ensaios de determinacdo do tipo de inibicdo, apenas foram testados os
compostos, que demonstraram melhor potencial inibitorio, ou seja, que apresentam
valores de ICsy menores: Composto 1 ((3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol),
Composto 2 ((3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol), e Composto 3 ((3R,4R)-pirrolidina-
3,4,diol).

Para a determinacéo do tipo de inibicdo foram preparadas as curvas de atividade
enzimatica utilizando concentracGes de substrato no intervalo 0,75 e 12 mM, na
presenca de 3 concentracgOes diferentes de inibidor correspondentes a 20, 40 e 60% de

inibic&o.
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A figura 24 mostra os resultados obtidos para os compostos 1, 2 e 3, no lado
esquerdo as curvas de Michaelis-Menten e no lado direito os gréaficos de Dixon, que
permitem determinar o tipo de Inibicdo e o K, para cada um dos compostos estudados.

Todos os compostos apresentaram inibicdo mista.

Para o composto (3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol, foram utilizadas as
concentragOes 1,255; 2,587 e 6,158 mM, como esté representado na figura 23 al), onde
é possivel observar que este composto apresenta inibicdo mista para esta enzima. No
que diz respeito ao grafico de Dixon, representado na figura 23 a2), foi possivel

determinar a constante de inibicéo, K;, que para este composto foi de 1,18 mM.
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Figura 23 — al) bl) c1) Curvas de Michaelis-Menten na presenca e na auséncia de trés compostos em
estudo. a2) b2) c2) Grafico de Dixon para trés dos compostos em estudo. (R? = [0,7139 ; 1]. Os
resultados sdo representativos de duas experiéncias independentes, em quintuplicado. Os resultados sdo
referentes a média + sd).
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Para o composto 2, (3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol, representada na figura
23 bl) utilizaram-se as concentragdes 0,127; 0,51; 2,6 e 8,1 mM. Uma vez que este
inibidor possui duas zonas de ligacdo, utilizaram-se duas concentrac@es correspondentes
a inibicdo 20% (0,127; 0,51 mM).Como é possivel observar, este composto apresenta
inibicdo mista para esta enzima. Relativamente ao gréfico de Dixon, representado figura

23 b2), a constante de inibicdo, K, para este composto foi de 0,27 + 0,25 mM.

Para a determinacéo do tipo de inibi¢cdo do composto 3 (3R,4R)-pirrolidina-3,4-
diol, foram utilizadas as concentracdes de inibidor 0,316; 1,122 e 2,515 mM, como
indicado na figura 23 c1), onde € possivel observar inibicdo mista. Na figura 23 c2) esta
representado grafico de Dixon, para este composto, a obteve-se uma constante de
inibicdo, K|, de 0,44 mM.

A tabela 2 resume os resultados, no que diz respeito ao valor dos ICsg
apresentados pelos trés compostos, assim como os valores do K;, dos compostos mais
promissores. Como mencionado anteriormente, todos 0s compostos testados
relativamente ao mecanismo de inibig&o revelaram uma inibi¢cdo mista. Tendo em conta
o0 tipo de gréfico de Dixon, e a figura 14, pode-se afirmar que esta inibicdo é mista
predominantemente competitiva, uma vez que a interse¢do das retas ocorre acima do
eixo ox. Quando comparados os valores de ICsy e de K;, que observou-se serem
diferentes (tabela 2), confirma a presenca de inibicdo competitiva no mecanismo de

acao destes compostos.

Tabela 2 — Valores de ICs, e respetivos K; dos compostos estudados.

Composto IC 50(MM) K; (mM)
(3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol 2,97 + 0,046 1,18
(3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol 5’82;03’034 0,27 +0,25
(3R,4R)-pirrolidina-3,4-diol 4,07 £ 0,042 0,44 + 0,16
(3R,4R)-1-benzil-3,4-di-(benziloxi)pirrolidina 7,94 ND
1-desoxinojirimicina (DNJ) 1,67x10™+ 0,163x10™ ND

Nota: ND — Néo determinado.
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Todos os compostos iminociclitdis testados exercem inibicdo da atividade a-
glucosidase. Os ICsg obtidos foram 2,97; 5,82; 4,07 e 7,94mM, para 0s compostos 1, 2,
3 e 4, respetivamente. Quando comparados 0s 1Csy dos dois enantidmeros do composto
(3,4)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol, é possivel concluir que o enantidmero (R,R) é mais
eficaz. Isto sugere que os compostos com conformacéo (R,R) sdo mais esteroespecificos
para estas enzimas e que encaixam melhor no pocket da enzima. Por outro lado, quando
efetuadas algumas alteragbes na estrutura deste composto, nomeadamente, ao
desbenzilar-se, obteve-se um composto mais polar, com maior probabilidade de
estabelecer um maior nimero de pontes de hidrogénio com o centro ativo da enzima. O
composto obtido apresentou, no entanto, um pequeno agravamento do valor de ICsp. Ao
benzilar o composto, tornando-o mais apolar, o 1Csy sofreu um maior agravamento
acrescentando ainda maior dificuldade de solubilizacdo. Estes resultados parecem
indicar que, para haver melhor inibic&o, é necessario haver um equilibrio entre as cargas
polares e apolares. E importante mencionar que os compostos 1, 2 e 3, que ja tinham
sido testados em a-glucosidase de levedura (Guerreiro, et. al, 2013) apresentaram, neste
estudo, valores de ICsg bastante inferiores, o que demonstra que diferentes isoformas da

a-glucosidase apresentam seletividade diferente aos inibidores.

Para que um inibidor seja considerado eficaz, a concentracdo para a qual se
observa um efeito inibitdrio significativo dever ser tdo baixa quanto possivel,
idealmente da ordem dos nanomolar (nM), na maioria das vezes na gama de micromolar
(uM) (Frankowski, et. al. 1998). No caso dos compostos em estudo, os valores de 1Cs
foram de ordem dos mM, duas ordens de grandeza superiores ao do DNJ (167 nM),
controlo positivo utilizado neste estudo. Presume-se que estas diferentes sejam devidas
as diferencas nas estruturas quimicas das pirrolidinas em estudo, comparadas com o
DNJ.

Assim, estes inibidores parecem ndo ser vantajosos para esta aplicacdo em
particular, ndo invalidando, contudo, a sua utilizacdo noutras aplicagdes, um vez que as
diferentes isoenzimas apresentam seletividades distintas, no que respeita aos inibidores
(Hakamata, et. al., 2009, Sim, et. al., 2007).
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4.4 Estudo de Toxicidade dos Iminociclitois

A avaliacdo toxicologica e de substancias para utilizacdo industrial,
farmacologicas ou outras, € uma etapa imprescindivel no processo de desenvolvimento

de novos principios ativos, uma vez que permite inferir sobre a biosseguranca destes.

Assim, neste trabalho procurou-se fazer uma avaliacdo de toxicidade dos
compostos 1, 2 e 3. Foram obtidos alguns resultados preliminares, apresentados na
figura 24.

Os resultados mostram que a viabilidade celular foi afetada pelo composto 1
para concentracdes superiores a 12,5 mM e pelo composto 2 para concentracdes
superiores a 25 mM, enquanto que o composto 3 ndo teve qualquer efeito sobre a

viabilidade celular no intervalo de concentragdes estudo.
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Figura 24 — Viabilidade Celular (%) das células BRIN BD-11, na presenca do Composto 1 (™), Composto 2 (M) e

Composto 3 (M). (Os resultados sdo representativos de uma experiencia, em quadruplicado. Os resultados sdo
referentes & média = epm. Os * indicam os valores diferentes do controlo (p< 0,05)).

Os resultados indicam que os compostos em estudo, em particular o composto 3
apresentam baixa toxicidade. E ainda de realcar que os compostos benzilados sdo menos

seguros quando comparados com a pirrolidina desbenzilada.
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5 Conclusdes

Neste trabalho tinha-se como objetivo estudar um conjunto de compostos
iminociclitois de modo a avaliar e determinar a sua agdo inibitdria sobre uma enzima
importante da digestdo dos glucidos, a a-glucosidase dos enterécitos, bem como

determinar o tipo de inibicdo em causa.

Observou-se que todos os compostos utilizados inibem as a-glucosidases, com
eficiéncias diferentes entre si. Para todos os caso revelou-se um tipo de inibicdo misto.
O composto 1 apresentou menor ICsp, contudo foi 0 composto 2 que registou 0 menor
K. Note-se, no entanto, que os valores sdo da mesma ordem de grandeza e
significativamente mais elevados que o DNJ (tabela 2). Por outro lado, quando
avaliados do ponto de vista da sua biosseguranca, o0 composto 3 foi o melhor tolerado

pelas células, ndo exercendo efeitos toxicos no intervalo de concentracdes estudo.

No seu conjunto, estes resultados permitem concluir que o composto 3, (3R,4R)-
pirrolidina-3,4-diol, é aquele que apresenta pardmetros mais interessantes do ponto de
vista farmacol6gico uma vez que tendo um efeito inibitdrio equivalente aos restantes,
podera ser utilizado em concentracdes mais elevadas sem apresentar efeitos bioldgicos

deletérios.

Em suma, apesar dos compostos testados ndo apresentarem valores de 1Csp ou K,
na ordem de grandeza aconselhada na literatura, sdo relativamente bem tolerados pelas
células, o que sugere que embora ndo seja 0s mais promissores como farmacos para a

diabetes, ndo se pode excluir a possibilidade de serem utilizados em outras aplicagdes.
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Reagentes

= Agua Bidestilada;

= Agua MilliQ;

= BSA (0,25% (p/m);

= BSA (0; 50; 75; 100; 150; 200;300 pg/mL);
= Carbonato de Sédio (26 mM);

= Cloreto de Célcio (0,5 mM);

» Cloreto de Potéssio (2 mM);

= Cloreto de Sodio (120 mM);

= Dihidrogenofosfato de Potassio;

= DMSO;

= EDTA (5 mM);

=  Glucose (11 mM);

= Extrato rico em a — glucosidase;

= Meio de Cultura RPMI 1640

» Meio Krebs-Henseilt Modificado;

= p-nirofenil-a-D-glucopirandsido (48; 24; 12; 6 e 3 mM);
= Penicilina-estreptomicina;

= Reagente de Coomassie;

= Soro Fetal Bovino;

= Sulfato de Magnésio (10 mM);

= Tampdo Fosfato Salino (100 mM pH 7,0);
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Material/Equipamento

Agitador Magnético — IKA Color SQUID 100.240V 50160 Hz 4 W

Balanca analitica — METTLER AE200;
BalGes volumétricos (diversos volumes);
Banho termostatizado com agitagéao;
Camara de Neubauer;

Centrifuga Refrigerada - HERMLE Z 323 K;;
Clamps;

Copos de vidro (diversos volumes);
Cronometro;

Criotubos;

Erlenmeyer’s (diversos volumes);
Esguicho;

Espatulas;

Espetrofotometro;

Etiquetas;

Falcons (15 e 50 mL);

Filtros 0,2 um;

Filtros estéreis para seringas (0,2 um);

Fio de sutura;

Frasco de Cultura 75 cm? poliestireno estéreis;

Gelo;

Homogeneizador tipo Potter — FALC Instruments S.R.L Treviglio (BG) Italy;

Patricia Louro
MBQ 8792

57



Avaliacdo e caraterizagdo da acdo inibitdria de iminociclitois na atividade alfa-glucosidase de

células de mamifero

Luvas descartaveis;

= Mascara descartaveis;

= Magnetes;

= Microscopio invertido;

= Micropipetas P20, P200, P1000;

= Microplaca 96 pocos

= Microtubos (0,5; 1,5 mL)

= Papel Absorvente

= Parafilm;

* Pingas;

» Pipetas descartaveis (2, 5 e 10 mL);
= Pipetas graduadas (diversos volumes);
= Pipetas de Pasteur;

= Pompetes;

= Pontas de micropipetas;

= Potenciémetro — Inoab pH Level 1;
= Seringas descartaveis (20 e 50 mL);
= Tabuleiro;

= Tesouras;

= Unidades de Filtragdo (250 e 500 mL);
= Varetas de vidro;

= Vortex — ZX3;
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Solucgdes Utilizadas:

e Preparacdo do substrato:

= Para obter o substrato concentrado tomou-se 0,0121 g de substrato e
dissolveu-se em 100 puL de DMSO. Para obter o substrato 12 mM, tomou-se
30 uL de substrato concentrado e dilui-se em 970 uL de tampéao fosofto
salino 100 mM pH 7,0.

e Preparacdo do Reagente de Comassie Diluido:

= Tomou-se 1 mL do reagente de Comassie e diluiu-se em 4 mL de agua
bidestilada.

e Preparacdo das solucdes de compostos:

= Tomou-se 0,01 g do composto e dissolveu-se em 100 uL de DMSO
(solugdo-mae). A partir desta solucdo foram efetuadas as seguintes
diluigdes: 25; 15; 10; 6,25; 1,56; 0,75; 0,39; 0,098; 0,024; 0,006; 0,0015
mg/mL.

Nota: Para o composto (3R,4R)-pirrolidina-3,4-diol ndo foram utilizadas a

concentragdes 25 e 10 mg/mL e foram substituidas pelas 4 e 2,5 mg/mL.

e Preparacdo da solucdo de Inibidor comercial (DNJ):

= Tomou-se 5 mg do composto e dilui-se em 2,5 mL de DMSO, ficando com
uma concentracdo de 100 mM. A partir desta solu¢do prepararam-se as
seguintes dilui¢des: 100; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,0312;
0,0156; 0,00624 pM.

e Preparacdo do Meio RPMI 1640:

» Pesaram-se 5,2 g de meio RPMI-1640 e 1,05 g de bicarbonato de sédio e
dissolveu-se em 500 mL de agua milliQ e acertou-se o pH a 7,4. Na camara
de cultura, o meio foi filtrado na unidade de filtrac&o, com filtro de 0,2 um e
é-lhe adicionado 5 mL dos anticorpos penicilina-estreptomicina e 50 mL de

soro fetal bovino. No caso do meio incompleto, ndo é adicionado soro.
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=  Composicado do Meio RPMI 1640:

Sais Inorgéanicos (mg/L)
Nitrato de célcio 4H,0 100
Sulfato de Magnésio (anidro) 48,84
Cloreto de Potassio 400
Cloreto de sodio 6000
Fosfato de sodio dibasico anidro 800
Aminoacidos (mg/mL)
L-Asparagina 50
L-Arginina (base livre) 200
Acido L-Aspartico 20
Dihidrocloreto de L-Cistina 62,15
L-Glutamina 300
Acido L-Glutamico 20
Glicina 10
L-Histidina (base livre) 15
L-Hidroxiprolina 20
L-Isoleucina (alo livre) 50
L-Leucina (livre de metionina) 50
Hidrocloreto de L-Lisina 40
L-Metionina 15
L-Fenilalanina 15
L-Prolina 20
L-Serina 30
L-Treonina (alo livre) 20
L-Triptofano 5
L-Tirosina 20
L-Valina 20
Vitaminas (mg/mL)
D-Biotina 0,20
D-Ca-Pantotenato 0,25
Cloreto de colina 3
Acido Félico 1
i-Inositol 35
Niacinamida 1
Acido P-Aminobenzéico 1
Hidrocloreto de Piridoxnia 1
Ribofalvina 0,20
Hidorcloreto de Tiamina 1
Vitamina B 12 0,005
Outros (mg/mL)
D-Glucose 2000
Glutationto reduzido 1
Tampao HEPES 5958
Vermelho Fenol 5

e Preparacdo da solucdo de Versénio:

= Tomou-se 100mL PBS 100 mM pH 7,4 e adicionou-se 0,55mL EDTA

100mM.
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Tratamento Estatistico
Atividade Enzimatica

e Declives das curvas de cinética com diferentes concentracoes de substrato:

Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of the
Std. Error Diffarence
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper 1 df Sig. (2-tailed)
Pair2 Subst12- Subst3 ,0002200 0000447 ,0000200 0001645 0002755 11,000 4 000
Paird Subst12- Subst1s ,0003200 0000447 ,0000200 0002645 0003755 16,000 4 000
Pair4  Subst12- Subst07s ,0005200 0000447 ,0000200 0004645 0005755 26,000 4 000
Paird  Subst12- Subst0 ,001011600 000008173 000003655 001001452 001021748 276,761 4 000
e Absorvancia da Atividade Maxima
Anova; fator Unico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 61 10,217 0,167492 0,001275
Coluna 2 61 9,558 0,156689 0,001185
ANOVA
Fonte de variagéo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 0,00356 1 0,00356 2,894003 0,0915 3,920124
Dentro de grupos  0,147602 120 0,00123
Total 0,151162 121

e Composto 1 (3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol):

Model DoseResp
Equation y=A1+ (A2-A1)/(1 + 107({L

0Gx0-x)*p))
Reduced Chi-S 736532
qr
Adj. R-Square 0,99606

Value Standard Error

%Inibicdo A1 689732 146674 | ANOVA
% Inibicdo A2 9832466 2.5662 DF  SumofSguares  Mean Sguare F Value Prob=F
%Inibigio  LOGXO 253398 00376 ; -
%nivicio  p 191179 027015 Regression 4 365624997 914062492 124103586 134137
% Inibicdo  span 9142734 % Inibic3 Residual 5 36,82659 7,36532
%Inibigio  EC20 0.00142 nibicao - -
% Inibicdo EC50 0.00292 Uncorrected Total 9 36599,32629
% Inibigdo EC80 0.00604 Corrected Total 8 1494374423
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e Composto 2 (3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol):
Model DoseResp
Equation ¥= A1+ (AZ-A + 10M(LO
Gx0-x)*p))
Reduced Chi-S 289698 3,63425
ar
Ad]. R-Square 0,99758 0,95672
Value Standard Error
% Inibico Al 20 o
% Inibicdo A2 106,48038 317584
% Inibicio LOGKD -2,22794 0,03495
% Inibiciio p 144327 011677
% Inibicdo span 86,48038 ANOVA
% Inibiciio EC20 0,00226
% Inibicio 050 0.00502 . DF  SumofSquares  Mean Square FValue Prob>F |
% Inibicao £C80 001546 Regression 3 3331248981 1110416327 383301122 2.?19?4E-?_
% Inibigio Al 0,16305 2,01254 Residual 4 11,58793 289698
% Inibigao A2 20 0 Uncorrected Total 7 3332407773
% Inibigio LOGXD 5,01735 0,1141 Corrected Total 6 719553006
% Inibicdo p 1,70066 066004 || % Inibicdo ; . |
% InibicHo span 19.83605 Regression 3 1197 ,3048 3991316 10982489 0.00156_
%inisigge  EC20 425238E5 Residual 3 10,90276 363425
% Inibicdo EC50 9,60832E-6 Uncorrected Total 6 1208,29756
% Inibicio EC80 217102E-5 Corrected Total 5 4198816
e Composto 3 ((3R,4R)-pirrolidina-3,4-diol):
Model DoseResp
Equation ¥= AT+ (A2-ATM(1 + 10M(L
0GXD-X)"p))
Reduced Chi-S 19,16571
qr
Adj. R-Square 0,988
Value Standard Error
% Inibigio Al 815347 2,16916
% Inibicio A2 105,9795 462388 ANOVA
% Inibigao LOGxO -2,30007 0,04159 DF SumofSquares  Mean Square F Value Prob=F
% Inibigao | p 182216 0.27394 Regression 4 3795256862 948814216 49505819  1,64325E-8
% Inibicao span 97,82603 = 7 13415998 19.16571
% Inibigdo EC20 0,0019 % Inibigdo i 11 38086?286 '
% Inibicie | EC50 0,00407 Uncorrected Total "
% Inibicio EC80 0,00872 Corrected Total 10 15966,1659
e Composto 4 ((3R,4R)-1-benzil-3,4-di-(benziloxi) pirrolidina):
Model DoseResp
Equation y= A1+ (A2-A1)/(1 + 10:(LOGX0-X)"P))
Reduced Chi-S 3121384
qr
Ad). R-Square 0,9658
Value Standard Error
% Inibicio A1 10,80299 3,25427
% Inibicdo A2 868361,98127 84641669 | ANOVA
% Inibicdo LOGX0 237495 4386,37823 DF  SumofSquares  Mean Square FValue Prob=F
::“‘2'9?“ P 86335‘:“;‘32;; 051229 Regression 4 17108,24198 42770605 137,02449 321113E-5
NIbICao span ' - .
%inibicdo | EC20 Eeasoie % Inibicao Residual 5 156,0602 31,21384
% Inibicio EC50 237,11127 Uncorrected Total 9 17264,31118
% Inibico EC80 996,25379 Corrected Total 8 7301,20344
e DNIJ:
Model DoseResp
Equation = A1+ (AZ-ATMT + T09(LO
Gx0-x)*p))
Reduced Chi-g 3,69885
aqr
Ad] R-Square 099776
Walue Standard Error
% Inibico A1 2,30868 1282060 AnioVA
% Inibico A2 100,95342 11175
% Inibicio LOGx0 677391 0.0232 DF  SumofSquares  Mean Square F Value Prob=F
9% InibicAo p 1,15957 0,06612 Regression 3 63547 23122 2118241041 989943351 o
%Inibigio | span 93,05474 e Residual 10 21,3976 213976
::“‘E!QE" Egig fﬁgggfij % Uncorrected Total 13 £3568,62882
nibicao . -
% Inibicio EC80 5 BROSAET Corrected Total 12 14639 64674
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Curvas de Michaelis-Menten para determinacgéo do tipo de Inibicdo

e Composto 1 (3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol):

= 1,255 mM
ANCVA
DF  SumofSgquares  Mean Square F Value Prob=F
Regression 3 5,44135E-7 1,81378E-F 21566519 5 T74052E-4
Residual 3 252306E-9  841019E-10
Uncorrected Total 6 546658E-T
Corrected Total 5 1,0949E-7
= 2587 mM
ANOVA
DF  Sumof Squares  Mean Square F Value Prob=F
Regrassion 3 1,90968E-7 6,3656E-8 1446975 000104
Residual 3 1,31977E-9 4 39925E-10
Uncorrected Total ] 1,92288E-7
Corrected Total 5 3,98889E-8
» 6,158 mM
ANOVA
DF SumofSquares MeanSquare  F Value Prob=F
Regression 3 1.42129€-7 473T64E-8 5405443  0.00444
Residual 2 2,62937E-9  8.,7645T7E-10
Uncorrected Total 6 1.44759€E-7
Corrected Total S 3,13592E-8
= At. Max.
ANOVA
DF  SumofSquares  Mean Square F Value Prob=F
Regression 3 5,17503E-7 1,72501E-T 28248477 383879EA4
Residual 3 183197E-9  6,10656E-10
Uncorrected Total G 5,19335E-7
Corrected Total 5 1,06117E-7

e Composto 2 (3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol):

= 0,127 mM
ANOVA
DF  SumofSquares Mean Square FValue Prob=F
Regression 3 6,91529€E-7 23051E-7 22222537 54890E-4
Residual 3 311184E-9 1,03728E-9
Uncorrected Total 6 6.94641E-7
Corrected Total & 1,3873E-7
= 051 mM
ANOVA
DF  Sum of Squares Mean Square  F Value Prob=F
Regression 3 9.51569E-7 31719E-7 8664132 000222
Residual 3 1,09829E-8 3 66095E-9
Uncorrected Total 6 9 62552E-7
Corrected Total 5 1,89492E-7
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= 26mM
ANOVA
DF  SumofSquares Mean Square F Value Prob=F
Regression 3 1,95895E-7 6,52985E-8 10294272 0,00172
Residual 3 1,90296E-9  6,34319E-10
Uncorrected Total 6 1,97798E-7
Corrected Total 5 4, 79998E-8
= 81mM
ANOVA
DF  Sumof Squares Mean Square F Value Prob>F
Regression 3 5,97012E-8 1,99004E-8 34969929 27913E-4
Residual 3 170722E-10  569073E-11
Uncorrected Total ] 5,98721E-8
Corrected Total 5 1,68297E-8
= At Max
ANOVA
DF  Sumof Squares Mean Square F Value Prob=F
Regression 3 6,91529E-7 2,3051E-7 | 22222537 5 4809E-4
Residual 3 3,11184E-8 1,03728E-9
Uncorrected Total 6 6,94641E-7
Corrected Total 5 1,3873E-7

e Composto 3 ((3R,4R)-pirrolidina-3,4-diol):

= 0,316 mM
ANOVA
DF  Sum of Squares Mean Square FValue Prob=F
Regression 3 1,26538E-6 421795E-7 20740841 6,08419E-4
Residual 3 6,10093E-9 2,03364E-0
Uncorrected Total 6 1,27T149E-6
Corrected Total 5 2,92364E-7
= 122mM
ANOVA
DF  SumofSquares Mean Square F Value Prob=F
Regression 3 6,02801E-7 2, 00934E-7 25489358 447483E-4
Residual 3 2,36491E-9 T.88305E-10
Uncomected Total 6 6,05166E-7
Comrected Total 5 156914E-7
= 2515mM
ANOVA
DF  Sum of Squares  Mean Square FValue Prob=F
Regression 3 2, 99827E-7 999424E-8 107358006 521166E-5
Residual 3 279278E-10  930927E-11
Uncorrected Total 6 3,00107E-7
Corrected Total 5 8. 67174E-8
= At Max.
ANOVA
DF SumofSquares Mean Square FWalue Prob=F
Regression 3 1,23328E-6 4 11094E-7 25447314 4 4B8586E-4
Residual 3 4,.84642E-9 1,61547E-9
Uncorrected Total G 1,23813E-6
Corrected Total 5 2 54156E-7
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Resultados de Citotoxicologia

e Composto 2 (3S,4S)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol):
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of the
Std. Error Differznce
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper 1 df Sig. (2-tailed)
Pair1  Controlo- C078 -9,99275 30,53576 15,26788 -58,58196 38,59646 -654 3 559
Pair2  Conlrolo- C0156 | -26,43425 7.04350 352175 -37,64204 -15,22646 7,506 3 005
Pair3 Controlo- C3125 4,38700 35,44079 17,72039 -52,00720 60,78120 248 3 820
Paird  Controlo - C625 28,18700 28,14832 14,07416 -16,60326 7297726 2,003 3 139
Pair5 Controlo- C125 3.79475 37.81822 18,90911 -56,38248 6397198 201 3 854
Pair6 Controlo- C25 7369225 13,84460 6,92230 51,66241 95,72209 10,646 3 002
Pair7  Controlo - C50 73,76650 13,09689 6,54845 52,92642 94,60658 11,265 3 002
e Composto 3 (3R,4R)-1-benzilpirrolidina-3,4-diol):
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of the
Std. Error Difference
Mean Std. Daviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  Controlo - C039 1781675 28,20790 1410395 -27,06831 6270181 1,263 3 296
Pair2 Controlo- CO78 1591975 1514841 757420 -8,18475 40,02425 2,102 3 26
Pair3 Controlo- C156 7,89800 10,54076 5,27038 -8,87470 24 67070 1,499 3 23
Pair4 Controlo- C3125 | 1256650 2357928 11,78964 -24,95339 50,08639 1,066 3 365
Pair5 Conirolo- C625 2207575 1664149 832075 -4 40458 4855608 2,653 3 077
Pairé Controlo- C125 56,25400 13,6201 6,81016 3458104 7792696 8,260 3 004
Pair7 Controlo- C25 66,83000 17,08907 9,86638 24,37839 109,28161 6,774 2 021
Pair8 Controlo- C50 7892275 1376813 6,88406 5701459 100,83091 11,465 3 001
e Composto 4 ((3R,4R)-pirrolidina-3,4-diol):
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of the
Std. Errar Difference
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  Controlo- C039 11,04669 16,39852 946769 -20,68948 51,78287 1167 2 364
Pair2  Controlo- CO78 | -16,72577 2485291 14,34883 -78,46381 4501226 -1,166 2 364
Pair3  Contralo- C156 31,82857 1218377 703431 1,56340 62,09574 4,525 2 046
Pair4  Controlo- C3125 8,70262 1473524 8,50739 -27,90173 4530698 1,023 2 414
Pair&  Contralo- C625 23,527149 25,2037 1455137 -38,08230 86,13667 1,617 2 247
Pairé  Contralo- C125 22,81636 16,95637 9,78976 -18,30559 64,93831 2,331 2 145
Pair7  Controlo- G285 32,57958 1941064 11,20674 -1563912 80,79828 2,907 2 A01
Pair8  Controlo - C50 14,38722 3527992 20,36887 -73,26205 102,02740 706 2 553
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