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Resumo

O interesse acerca dos liquidos idnicos (LIs) tem crescido muito nos ultimos anos e as suas
areas de aplicacdo tém vindo a ser alargadas, nomeadamente ao nivel das ciéncias
biologicas. A introducdo de LIs nas &reas proximas da saude ainda é recente e por isso ha
poucos estudos sobre a toxicidade e seguranca dos LlIs, o que causa alguma dificuldade da
aplicacdo dos LlIs nestas mesmas areas. Os LIs sdo formados por um catido organico e um
anido organico ou inorganico e sdo estaveis acima do seu ponto de fusdo. As suas
estruturas e interacfes conferem-lhes propriedades Unicas, potencialmente Uteis em &reas

como a industria quimica, biotecnoldgica e farmacéutica.

Com este trabalho pretendeu-se estudar o efeito de alguns LIs baseados em farmacos (LIs
acoplados a Ingredientes Farmacéuticos Ativos) em diversos tipos de celulas, com
complexidade crescente, nomeadamente, bactérias Gram-Positivas (Staphylococcus
aureus) e Gram-Negativas (Escherichia coli) - células procariontes, leveduras
Saccharomyces cerevisiae (células eucariontes) e linhas tumorais humanas (HepG2 —
cancro do figado, MG63 — osteossarcoma, T47D — cancro da mama, A459 — cancro do

pulmdo e RKO — cancro do colon).

Os compostos testados foram o ampicilinato de cetilpiridinio, o betulinato da primaquina, o
betulinato da quinacrina, o betulinado do catido tri-hexiltetradecilfosfonio e o betulinato da
cloroguina. Usaram-se sempre os farmacos para perceber em que medida 0s novos
compostos melhoravam os existentes. Os compostos ja existentes utilizados foram a
ampicilina de sodio, o fosfato da primaquina, o fosfato de cloroquina, o cloreto de

quinacrina e o cloreto de tri-hexil tetradecil fosfonio.

Para tal, foram utilizados métodos de caracterizacdo da viabilidade celular adequados a
cada modelo celular.

Os resultados deste estudo mostraram que dentro desta gama de liquidos ionicos se
poderdo encontrar compostos com potencial interesse no combate a infe¢des bacterianas e

no combate ao cancro.

Palavras-chave: Liquidos lonicos, Ingrediente Farmacéutico Ativo, Atividade Anti-

tumoral



Abstract

The interest in ionic liquids (LIs) has been increasing in the last years and their areas of
application have been extended, especially in the biological sciences. Still, there are few
studies on the toxicity and safety of ILs, which causes some difficulty in the application of
these in the areas closer to health. LIs are formed by an organic cation and an organic or
inorganic anion and are stable above their melting point. Their structures and interactions
give them unique properties, potentially useful in areas such as the chemical,

biotechnology and pharmaceutical industry.

The aim of this work was to study the effect of some drug-based lonic Liquids on several
cell types, with increasing complexity, namely Gram-Positive — Staphylococcus aureus and
Gram-Negative bacteria — Escherichia coli (prokaryotic cells), yeast - Saccharomyces
cerevisiae (eukaryotic cells) and tumor lines (HepG2 (liver), MG63 (osteosarcoma), T47D
(Breast), A459 (lung) and RKO (colon)).

The compounds tested were cetylpyridinium ampicilinate, primaquine betulinate,
quinacrine betulinate, betulinate of the cation trihexyltetradecylphosphonium and
betulinate of chloroquine. The active pharmaceutical ingredients were always used to
understand how the new compound improve their characteristics. The compounds were
sodium ampicillin, primaquine phosphate, chloroquine phosphate, quinacrine chloride and

trihexyl tetradecyl phosphonium chloride

For this, methods of characterization of cell viability suitable for each cellular model were

used.

The results of this study showed that within this range of ionic liquids, compounds with

potential interest in combating bacterial infections and fighting cancer can be found.

Keywords: lonic Liquids, Active Pharmaceutical Ingredients, Antitumor activity
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1.1. Enquadramento Tematico

Os Liquidos lonicos (LIs), sdo sais que sdo estaveis acima da sua temperatura de fusdo.
Uma definigdo mais restrita diz que os LIs séo sais organicos que tém uma temperatura de
fusdo abaixo de 100°C (Dias, Costa-Rodrigues, Fernandes, Ferraz, & Prudéncio, 2017).
Apesar de esta classe ter sido descoberta em 1914, s6 nas Gltimas décadas é que 0s mesmos
tém merecido uma maior atencdo por parte da comunidade cientifica (Hartmann, Petkovic,
& Silva Pereira, 2016). As combinacdes possiveis entre anides e catides formam diferentes
organizacOes estruturais com diferentes propriedades quimicas. Uma das primeiras
aplicacdes dos Lls foi a sua utilizagdo como solventes onde demonstraram ser uma
excelente alternativa aos solventes organicos mais toXicos e perigosos, como 0s solventes
halogenados (Hartmann et al., 2016). Neste momento estdo a ser aplicados em diversas
areas, tais como a industria quimica, farmacéutica e biotecnoldgica (Dias et al., 2017;
Ferraz R, 2015).

Os Lls a medida que foram aparecendo e que foram encontrando novas aplicacdes foram
agrupados em 3 geracOes diferentes, sendo que a terceira geracdo € a mais recente e utiliza
os Ingredientes Farmacéuticos Ativos (IFAs) na producéo de LIs com a finalidade de terem
atividade bioldgica (Dias et al., 2017; Ferraz et al., 2011). Estes Lls de terceira geragdo
poderdo ser uma mais valia para a inddstria farmacéutica, nomeadamente devido a
necessidade de terapias eficientes e inovadoras em varias areas de intervencdo clinica,
nomeadamente em oncologia (Ferraz et al., 2011). Existem ja na literatura alguns estudos
que mostram que os LIs podem atuar como possiveis agentes terapéuticos nesse contexto
(Kumar & Malhotra, 2009; Malhotra & Kumar, 2010).

Em suma, este projeto visou caraterizar a bioatividade de Lls derivados do é&cido
betulinico, antimalaricos e beta-lactdmicos em modelos procariotas (bactérias), modelos
eucariotas simples (levedura Saccharomyces cerevisiae) e em eucariotas superiores (linhas

celulares tumorais humanas).

1.2. Liquidos Ionicos
Em relacdo a sua composi¢cdo quimica, os LIs sdo formados por um catido organico e um
anido organico ou inorganico, cujas estruturas e interacdes lhes conferem propriedades
Gnicas que sdo potencialmente Uteis em &reas como a quimica organica, engenharia
quimica, ciéncia dos materiais, biotecnologia, quimica analitica, eletroguimica e industrias

quimica e farmacéutica (figura 1) (Cvjetko Bubalo et al., 2014; Florindo et al., 2013).
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Figura | - Aplicabilidade dos LIs (adaptado de (Cvjetko Bubalo, Radosevi¢, Radojci¢ Redovnikovié, Halambek, &
Gaurina Srcek, 2014)

Alguns LlIs sdo liquidos a temperatura ambiente, sendo designados por Room Temperature
lonic Liquids (RTLIS), enquanto outros sdo designados por designer solvents, visto que
podem ser produzidos de forma a serem solventes com algumas carateristicas pretendidas.
Devido a esta propriedade podem funcionar como alternativas verdes ao uso de solventes
organicos téxicos (Ferraz et al., 2011; Ferraz R, 2015; Marsh, Boxall, & Lichtenthaler,
2004).

Inicialmente os LIs mereceram um destaque especial como uma possivel alternativa
ambiental aos classicos solventes organicos, devido a sua baixa pressdo de vapor, alta
estabilidade térmica e condutividade i6nica, e dissolucdo de uma grande gama de
moléculas organicas e complexos de metais de transicdo (A. Costa et al., 2015).

S&o inimeras as possibilidades de combinacdo de catido-anido, sendo assim possivel
ajustar as diferentes propriedades dos compostos projetando o LI ideal de acordo com os
objetivos desejados (“designer solvents”) (Cvjetko Bubalo et al., 2014). Assim, os catides
sdo geralmente moléculas organicas constituidas por atomos carregados positivamente de

nitrogénio, enxofre ou fdésforo, enquanto que os anifes sdo espécies organicas ou

3



inorganicas tais como halogenetos (Br-, CI°), tetrafluoroborato (BF4°), hexafluorofosfato
(PF6°), bis(trifluorometilsulfonil)imida ((CF3SOz)2N"), acetato (CH3CO) e dicianamida
(N(CN)?%) (Cvjetko Bubalo et al., 2014; Fan, Li, & Chen, 2014; Luis C. Branco, 2011).

Tabela | - Propriedades fisico-quimicas dos LIs (adaptado de (Gilmore, 2011)

Propriedade Fisico-Quimica

Condutividade

Viscosidade

Densidade
Ponto de Fusdo

Solubilidade

Estabilidade Térmica

Estabilidade Quimica

Liquidos lonicos

Boa condutividade i6nica em comparagdo com

solventes organicos / sistemas de eletrolitos. Esta
propriedade esta inversamente relacionada com a
viscosidade.

Normalmente mais viscosa que os solventes moleculares
comuns. A viscosidade é determinada pelas forcas de van
der Waals, pelas pontes de hidrogénio e pelo
comprimento de cadeia de alquilo no cati&o.

Geralmente mais densos que a agua
<100°C (numa definicdo mais restrita)

Os LIs podem atuar tanto como aceitadores de ligacao de
hidrogénio (anido) como para dadores (catides) e,
portanto, interagem com substancias com sitios de
aceitacdo e de doagdo. Os LlIs podem ser divididos em
dois grupos (misciveis em agua e ndo misciveis em agua)
de acordo com a sua solubilidade em &gua. A
miscibilidade do LI em agua é dependente da estrutura do
catido.

Elevada estabilidade térmica (alguns ate temperaturas de
450°C).

A maioria é estavel em relacdo a substancias organicas e
inorganicas.

Como ja foi referido, desde que o primeiro LI foi sintetizado em 1914, houve varios

desenvolvimentos nesta area o que levou a sua evolucdo, sendo agora possivel enquadra-

los em trés geracOes distintas, de acordo com as suas propriedades e caracteristicas e

aplicacdes (figura I1) (Ferraz et al., 2011; Hartmann et al., 2016).
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Figura Il - Evolugéo dos LlIs (Ferraz, Branco, Prudéncio, Noronha, & Petrovski, 2011)

A primeira geracdo de Lls baseia-se nas suas propriedades fisicas, sendo que os LIs s&o
agrupados de acordo com o ponto de fusdo, densidade, viscosidade, estabilidade térmica,

condutividade e hidrofobicidade e foram utilizados como solventes.

A segunda geracdo de LIs tem vindo a ser utilizada como materiais funcionais e tem em
consideracdo as propriedades fisicas e quimicas. Assim sendo, existem LIs que funcionam
como materiais energéticos, lubrificantes e agentes de complexacdo de ibes metalicos. As
suas caracteristicas assentam na possibilidade de ajustar algumas das suas propriedades
fisicas e quimicas através da modificagdo independente tanto do catido como do anido,
sendo desenhados de modo a permitir a producdo de novos materiais enquanto mantém as

principais propriedades do LlI.

A terceira geracdo de LlIs é a mais recente e baseia-se na utilizacdo de IFAs para produzir
LIs com atividade bioldgica, baseando-se por isso em propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas (Ferraz et al., 2011).

1.3. Liquidos I6nicos como Ingredientes Farmacéuticos Ativos

Atualmente, a inddstria farmacéutica estd a enfrentar uma seérie de desafios, e 0 mais
preocupante é a necessidade urgente de novos avancos cientificos que visem a producéo de
medicamentos e terapias inovadoras e eficazes (Ferraz et al., 2011).



De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, um IFA ¢ definido como “qualquer
substancia ou combinacdo de substancias num produto farmacéutico final, destinado a
fornecer atividade farmacoldgica ou de outra forma ter efeito direto no diagndstico, cura,
mitigacdo, tratamento ou prevencdo da doenca, ou para ter um efeito direto na restauracao,
corregdo ou modifica¢ao das fungdes fisiologicas no ser humano” (Health, 2011). Os IFAs
sdo atualmente utilizados maioritariamente na sua forma solida, a qual esta associada a
diversos problemas, nomeadamente a sua conversao polimérfica, baixa solubilidade, baixa
biodisponibilidade para solidos cristalinos, e a tendéncia para as formas amorfas

cristalizarem espontaneamente (Dias et al., 2017).

A partir de 2007 comegaram-se a utilizar diversas abordagens para produzir LIs contendo
IFAs, sendo que posteriormente varios grupos de investigadores passaram a dedicar-se ao

estudo desta classe de compostos (Florindo et al., 2013).

Neste contexto, os LIs sdo uma classe de compostos promissora que podem ajudar a
enfrentar alguns dos problemas enfrentados pela inddstria farmacéutica. Os LIs podem
ajudar a melhorar algumas propriedades, como, a solubilidade, a biodisponibilidade, a
estabilidade, ou a eliminacgdo de polimorfismos. No contexto metabdlico, os LIs tém vérias
carateristicas importantes: podem atuar como antioxidantes, proteger macromoléculas,

regular o volume celular e modular diversas fungdes celulares (Dias et al., 2017).

Assim, do ponto de vista farmacéutico, os LIs com IFAs apresentam um elevado potencial
de aplicabilidade, dado que poderdo minimizar alguns dos efeitos relacionados com 0s
IFAs no estado solido.

1.4. Novos Agentes Anti tumorais

Atualmente a ocorréncia de cancro esta a aumentar devido a varios fatores, tais como o
crescimento e envelhecimento populacional, bem como a crescente prevaléncia de fatores
de risco como o tabagismo, o excesso de peso e a inatividade fisica. Como base nas
estimativas da GLOBOCAN, em 2012 existiram em todo o mundo cerca de 14,1 milhGes
de novos casos de cancro e 8,2 milhdes de 6bitos (Torre et al., 2015).

Sendo um problema de salde publica a escala global, com um impacto cada vez mais
acentuado, é necessario investir no desenvolvimento de novos agentes anti-tumorais, que
tenham como carateristica reduzir a toxicidade associada a quimioterapia e 0s mecanismos

de resisténcia do tumor (Kumar & Malhotra, 2009).
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1.4.1. Atividade Anti tumoral dos Liguidos l6nicos

O interesse global acerca dos Lls tem crescido muito nos dltimos anos, resultando em
alguns milhares de publicagdes que se baseiam neste tipo de compostos. Comos 0s estudos
sd0 recentes ainda ha pouca confianca na toxicidade e seguranca dos LIs, o que dificulta a
sua aplicabilidade na area da saude. Quanto melhor entendermos a sua toxicidade melhor
poderemos utilizar esse conhecimento a nosso favor. Assim, a toxicidade poderad ser
essencial no desenvolvimento de novos farmacos (Kumar & Malhotra, 2009). No entanto,
para que tal aconteca € crucial haver estudos detalhados sobre os efeitos concretos dessas
substancias nas células alvo.

Apenas cerca de 10% dos farmacos testados em ensaios clinicos conseguem chegar ao
mercado, 0 que se traduz numa taxa de sucesso muito baixa. Estudos sobre os efeitos de
LIs como agentes anti tumorais trouxeram novas perspetivas para o uso desta classe de
compostos na oncologia. Varios estudos tém-se focado na atividade anti tumoral dos LlIs:
analise da sua toxicidade em relacdo as linhas celulares tumorais humanas e a comparacao
desses dados com linhas celulares humanas saudaveis (Dias et al., 2017; Ferraz et al.,
2014; Kumar & Malhotra, 2009; Malhotra & Kumar, 2010). Os resultados obtidos tém sido
promissores, mas atualmente sdo ainda muito escassos, pelo que se trata de uma &rea que
necessita de mais estudos para poder ter uma aplicabilidade significativa no contexto

clinico.

1.5.  Antimaléricos

A maléria tem sido uma preocupacdo para a salde desde o inicio da Humanidade. Apesar
de se terem feito grandes esforgcos para erradicar esta doenca, em 2012 mais de meio
milhdo de pessoas morreram e um quarto de bilido foi infetada (Teixeira et al., 2014).

De modo a que novos farmacos antimalaricos chegassem a um maior nimero de pacientes,
a solucdo encontrada foi reutilizar farmacos ja conhecidos. Apesar de esta ser uma solucédo
mais econdmica, existem outras, nomeadamente o resgate de moléculas bioativas
conhecidas mas que ndo tém aplicacdo clinica e a reutilizacdo de fArmacos que estdo a ser

estudados noutro tipo de doencas (Teixeira et al., 2014).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo incorporar farmacos antimalaricos
em LlIs. Os compostos antimalaricos que foram utilizados neste estudo sdo derivados das

familias 4-aminoquinolina e 8-aminoquinolina.



1.6. Antibacterianos — p-Lactamicos
De entre todas as classes de antibioticos, os B-lactdmicos sdo os mais utilizados em todo o
Mundo. Sdo constituidos por um anel B-lactdmico e inibem a sintese do peptidoglicano por
ligacdo a um residuo de serina existente no local ativo das proteinas de ligagcdo covalente a
penincilina (PBPs) (Blair, Webber, Baylay, Ogbolu, & Piddock, 2015). Todas as espécies
bacterianas tém o seu proprio conjunto distinto de PBPs cuja producdo e montagem pode
envolver de trés a oito enzimas diferentes por espécie (Bradford, 2016).
A ampicilina (figura I11), uma aminopenicilina derivada do &cino 6-aminopenicilanico, foi
a primeira penicilina semi-sintética ativa contra organismos Gram-positivos e Gram-
negativos. Este composto foi isolado em 1957 e aprovado pela FDA na década de 1960
(Kaushik, Mohan, Borade, & Swami, 2014; Suleyman & Zervos, 2016). Tal como outros
B-lactdmicos, a ampicilina atua na inibicdo de enzimas envolvidas na sintese da parede
celular. A integridade da parede celular bacteriana é essencial para manter a forma da
célula, bem como para garantir resisténcia a potenciais alteracdes ao potencial osmotico
intra- e extracelular (Bonomo, 2017; Suleyman & Zervos, 2016).
A cefuroxima (figura 1V) é uma cefalosporina de segunda geracdo com uma extensa
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Este composto
tem um efeito bactericida nas células por inibicdo das enzimas transpeptidase e
carboxitranspeptidase que sdo importantes na biossintese da parede celular (Gold &
Rodriguez, 1983)
A sintese de LIs contendo B-lactdmicos antibacterianos € um processo bem caracterizado e
simples, o que faz com que estes compostos sejam boas alternativas para a concecéo de
novos antibidticos. Ja foram realizados varios estudos baseados nestes LIs, nomeadamente,
LIs compostos por catides nitrogenados heterociclicos e anides halogenados (Cole et al.,
2011). Ferraz et al. também estudou o potencial de LlIs baseados na ampicilina,
nomeadamente o seu efeito anti-proliferativo em algumas linhas celulares tumorais (Ferraz
et al., 2015), bem como a possibilidade de se utilizar contra bactérias resistentes (Ferraz et
al., 2014) e a sua utilidade no desenvolvimento de novos materiais bioativos (Ferraz et al.,
2012).
Em suma, a incorporacdo de antibacterianos em LlIs apresenta potencial para melhorar o
tempo de meia-vida, reduzir as taxas de dosagem, adaptar a biodisponibilidade e reduzir os

custos associados a formulacéo e testes de novos farmacos (Cole et al., 2011).
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1.7. Acido Betulinico

O é&cido betulinico (figura V) é um triterpendide que pode ser obtido a partir de fontes
renovaveis. Este composto € citotoxico para varias linhas celulares tumorais humanas,
principalmente através da ativacdo da apoptose, sendo que também pode desencadear a
morte celular por vias ndo-apoptoticas. Como o acido betulinico € pouco hidrossollvel tém
sido sintetizados derivados deste para melhorar a solubilidade e aumentar a sua
citotoxicidade, assim como a seletividade para as células tumorais.

Globalmente, este composto tem variadas propriedades bioldgicas interessantes,
nomeadamente o facto de ser anti-inflamatorio, anti-HIV, anti-malarico, imunomodelador,
anti-angiogénico, anti-fibrético e hepatoprotetor.  Adicionalmente, é citotoxico para
algumas linhas tumorais como a do pulmao, ovario, neuroblastoma e glioblastoma. Do
ponto de vista de mecanismo de atuacdo, ele induz a apoptose através de efeitos diretos na
mitocondria, levando a libertacdo do citocromo -c, o qual regula a ativacdo das caspases
iniciadoras da via intrinseca da apoptose (Chakraborty et al., 2015; Csuk, 2014).

Figura V - Estrutura do Acido Betulinico



1.8. Modelos de Estudo

1.8.1. Bactérias
As bactérias sdo seres procariotas. Sao unicelulares, isto é, sdo constituidas por uma Unica
célula, porém podem apresentar diversos tamanhos e formas. Podem ser classificadas de
acordo com a sua estrutura, que pode variar desde cocos (esféricos) a bacilos (forma
cilindrica). Possuem, na sua constituicdo, ribossomas, citoplasma, nucledide, flagelos,
membrana celular e parede celular que é um componente muito relevante, uma vez que
confere forma e protecdo & bactéria. E através da parede celular que se faz a distingdo entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As Gram-negativas apresentam uma fina
camada de peptidoglicano que se encontra entre a membrana interna e externa da parede
celular, por sua vez, as bactérias Gram-positivas contém uma camada espessa de
peptidoglicano ndo possuindo assim membrana externa.
O crescimento bacteriano divide-se em quatro fases: fase de laténcia, em que ha uma
adaptacdo da bactéria ao meio; fase logaritmica, em que hd um crescimento exponencial;
fase estaciondria, em que ha paragem da divisdo celular e consequentemente do
crescimento bacteriano; fase de declinio em que as bactérias se encontram em processo de
morte celular. O estudo do crescimento bacteriano, bem como da composi¢do das
bactérias, € importante pois auxilia na selecdo do antibacteriano ou bactericida a
utilizar/desenvolver (Gongalves-Pereira & Povoa, 2011; Kong, Schneper, & Mathee, 2010;
Silhavy, Kahne, & Walker, 2010).
Os antibidticos, qualquer substancia capaz de combater uma infecdo causada por
microrganismos que causam infecfes a outro organismo, foram descobertos em 1928 por
Alexander Fleming (Goncalves-Pereira & P6voa, 2011; Kong et al., 2010; Silhavy et al.,
2010). O antibiotico pode ser bactericida ou bacteriostatico, dependendo do seu modo de
atuacdo, isto é, se causa a morte das bactérias ou se inibe a sua proliferacao,
respetivamente (Goncalves-Pereira & PoOvoa, 2011). Os antibidticos exploram as
diferencas que existem na estrutura celular entre as células bacterianas (procariotas) e
células animais e vegetais (eucariotas). Para tal, maioritariamente os antibiéticos tém como
alvo as paredes celulares bacterianas, o metabolismo dos &cidos nucleicos ou 0s
ribossomas (KJ, 2007).
Na luta contra doencas bacterianas infeciosas, 0s antibioticos representam a classe de
medicacdo mais eficaz que se encontra disponivel. Contudo, a sua recorrente e, muitas

vezes, incorreta utilizacdo, levou ao desenvolvimento de resisténcias bacterianas o que

10



limita, consideravelmente a eficacia dos antibiéticos assim como as opgdes terapéuticas
disponiveis (Rasamiravaka & El Jaziri, 2016).

A resisténcia aos antibidticos é inevitavel, no entanto, a velocidade a qual ocorre pode ser
retardada. Esta resisténcia € um exemplo de micro-evolugdo, em que variagdes aleatorias
no codigo genético de bactérias produzem uma vantagem evolutiva (KJ, 2007). De facto,
as bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a certos antibidticos, mas também
podem adquirir resisténcia através de mutacGes nos genes ou transferéncia horizontal de
genes. A resisténcia intrinseca de uma espécie bacteriana a um antibidtico particular é a
capacidade de resistir & acdo do antibidtico prescrito como resultado das caracteristicas
estruturais ou funcionais inerentes (Blair et al., 2015). Para além da resisténcia intrinseca,
as bactérias podem adquirir ou desenvolver resisténcia, e esta pode ser mediada por varios
mecanismos que podem ser classificados em trés grupos principais: em primeiro lugar,
aqueles que minimizam as concentrac¢@es intracelulares do antibiotico como um resultado
de uma fraca penetracdo na bactéria ou de efluxo de antibidtico; em segundo lugar, aqueles
que modificam o alvo do antibidtico por mutacdo genética ou modificacdo poOs-
translacional do alvo; e em terceiro lugar, aqueles que inativam o antibi6tico por hidrélise

ou modificacdo (Blair et al., 2015).

a. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva que coloniza a pele, narinas e o trato
gastrointestinal de seres humanos. E um agente patogénico que causa doencgas invasivas,
tais como, infecBes cutaneas e de tecidos moles, pneumonia, osteomielite e endocardite
(Kim, Missiakas, & Schneewind, 2014). A patogenicidade associada a esta bactéria é
atribuida ao efeito combinado de fatores extracelulares e toxinas, em conjunto com as
propriedades invasoras da estirpe, tais como a aderéncia, a formacgdo do biofilme, e a
resisténcia a fagocitose (Chessa, Ganau, & Mazzarello, 2015).

A resisténcia aos antibioticos desenvolvida pela S. aureus é mais notavel em dois farmacos
especificos, a vancomicina e a meticilina. A resisténcia a meticilina foi conseguida atraveés
da aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie. No caso da
vancomicina, a resisténcia foi obtida através da transferéncia horizontal de um transposao
do gene de resisténcia. O outro tipo de resisténcia a vancomicina € expresso pelo VISA,
que € adquirido por mutacOes adaptativas incorporadas nos genes que codificam a

regulacdo da fisiologia das celulas bacterianas (Hiramatsu et al., 2014).
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b. Escherichia coli
A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa e em forma de bastdo pertencente a
familia Enterobacteriaceae que foi descrita em 1885 pelo pediatra alemd@o Theodor
Escherich (Mainil, 2013). Esta bactéria € normalmente uma inofensiva bactéria comensal
do intestino do ser humano e de outros animais. Apesar da sua inofensividade, também
pode ser patogénica para 0s mesmos hospedeiros e causar doencas intestinais ou extra-
intestinais.
Devido a sua dualidade de atuacdo e aos seus fenotipos, a E.coli € um modelo de
organismo adequado para estudar a evolucdo e adaptacdo bacteriana a diferentes condigOes
de crescimento (Leimbach, Hacker, & Dobrindt, 2013). A E. coli coloniza o intestino do
bebé logo desde o nascimento e estabelece-se como 0 anaerdébio facultativo mais
abundante da microbiota intestinal humana para o resto da vida (Leimbach et al., 2013).
De acordo com a sindrome clinica que estas bactérias podem causar, tem sido agrupadas
em classes: E. coli enterotoxigenica , E.coli uropatogénica (UPEC), E.coli septicémica
(SePEC), E.coli associada a meningite neonatal (NMEC), entre outros (Mainil, 2013).
As caracteristicas peculiares da E. coli, como a facilidade de manipulagdo, a
disponibilidade da sequéncia completa do genoma e sua capacidade de crescer sob
condigdes aerdbicas e anaerdbicas, tornam-na num importante organismo hospedeiro na
area da biotecnologia. E utilizada numa grande variedade de aplicacdes, tanto na area
industrial como na area médica, sendo o microorganismo mais usado no campo da

tecnologia de DNA recombinante (Allocati, Masulli, Alexeyev, & Di llio, 2013).

1.8.2. Levedura - Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo eucariota simples, geralmente utilizado
como fermento no pdo e na cerveja. E muito importante e utilizado em vérios estudos
cientificos pois, para além de ser eucarionte, ¢ de facil cultivo e manipulacdo no
laboratorio (Grunstein & Gasser, 2013; Voordeckers & Verstrepen, 2015). Este foi o
primeiro eucariota a ter o seu genoma completamente sequenciado e tem sido usado como
modelo no estudo do controlo do ciclo celular, reparacdo de ADN, envelhecimento,
expressao génica, autofagia, e vias moleculares e celulares relacionadas com diversas
doengas humanas.

Os estudos com este microorganismo tém ajudado a revelar aspetos importantes de

doencgas como diabetes tipo 2 e sindrome de Werner’s. Além disso, pode ser utilizado para
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estudar carateristicas importantes do desenvolvimento de neoplasias, como a instabilidade
cromossomica, aneuploidias e genes envolvidos na suscetibilidade ao cancro (Matuo et al.,
2012).

1.8.3. Linhas Tumorais Humanas
O cancro é uma doenca que atualmente afeta milhdes de pessoas. A formacdo de cada
tumor comecga com a transformacdo de uma Unica célula saudavel em maligna através de
um processo carcinogénico complexo (Csuk, 2014).
O desenvolvimento tumoral compreende duas fases — a primeira é a fase de iniciacéo,
caraterizada por alteragfes genéticas, ou seja mutaces, no ADN das células em causa. A
segunda fase € a etapa de progressdo, na qual as células mutadas se comecam a dividir
descontroladamente no local de origem (tumor primario), a invadir os tecidos adjacentes
(tumor invasivo), e a metastizar por via sanguinea ou linfatica (tumores secundarios ou
metastases) (Peter Turnpenny). As mutacdes que conduzem a transformacdo neoplasica
podem ser germinativas, ocorrem na meiose ao nivel dos gametas e sdo transmitidas a
descendéncia (cancro hereditéario), ou podem ser somaticas, ocorrem na mitose ao nivel das
células somaticas e sdo transmitidas as células filhas (cancro esporadico) (Chen).
Relativamente aos fatores associados a tumorigénese, podem classificar-se em genéticos e
ndo genéticos. Relativamente aos ndo genéticos, da-se relevancia para 0s carcinogénios
quimicos, tais como o tabaco, associado ao cancro do pulmdo, cavidade oral, faringe,
laringe e es6fago, dado potenciar de forma direta e indireta a génese de mutacdes no ADN
desses tecidos. Por outro lado, de entre os fatores genéticos associados ao desenvolvimento
de tumores, um especial destaque deve ser dado para mutagfes em proto-oncogenes, que se
transformam em oncogenes, para as mutagdes em genes supressores tumorais e para 0s
tumores associados a fatores genéticos extrinsecos (virus e bactérias) (Peter Turnpenny).
Para ocorrer uma transformacdo maligna é necessario um conjunto de alteragfes profundas
no fendtipo da célula, tais como, a auto-suficiencia em estimulos de crescimento,
insensibilidade aos estimulos inibidores, escape a apoptose, imortalizacdo (devido a
reativacdo da telomerase), promocéo de neo-angiogénese e invasao e metastizacdo (Peter
Turnpenny).
Sendo um processo tdo complexo, 0 conhecimento cada vez mais profundo sobre as vias
de sinalizacdo intracelulares envolvidas nas transformacdes neoplésicas tem facilitado a

percepcdo dos fendmenos bioldgicos subjacentes ao aparecimento e desenvolvimento de
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diversos tumores. As vias de sinalizacdo, moduladas como resposta a um determinado
estimulo, permitem a transducdo de sinal de informacdes sobre o exterior da célula em
informacfes de adaptacdo intracelular, onde, em Ultima instancia, se da a regulacdo do
material genético (Bliithgen & Legewie, 2013; Peter Turnpenny). Sdo multiplas as vias de
sinalizacdo que sdo importantes para a o comportamento tumoral. Nesse sentido, no
presente trabalho foram estudadas algumas dessas vias de sinalizacdo, nomeadamente as
vias MEK, NFkB e JNK.
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Parte 11
Objetivos



2.1. Objetivos

Os objetivos estabelecidos para este estudo foram a caraterizacdo da citotoxicidade dos LlIs
derivados do acido betulinico, antimalaricos e B-lactdmicos em bactérias (Staphylococcus
aureus e Escherichia coli) e na levedura Saccharomyces cerevisiae e o estudo da atividade
anti-tumoral dos Lls derivados dos mesmos compostos em culturas celulares humanas.
Neste Gltimo objetivo, além da caracterizacao das curvas dose-efeito para os diferentes Lls,
foi também analisado o envolvimento de algumas vias de sinalizacdo intracelular

importantes no crescimento e desenvolvimento tumoral.
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3.1. Materiais

Todos os materiais utilizados foram fornecidos pela Escola Superior de Saude do Porto e
pela Faculdade de Medicina Dentéria da Universidade do Porto.
Todos os reagentes quimicos usados no decorrer do trabalho laboratorial foram obtidos

comercialmente, com excecéo dos LIs analisados.

3.1.1. Liquidos lénicos

Os LlIs baseados no acido betulinico e antimalaricos foram produzidos e purificados por
Ricardo Ferraz e Ana Teresa Silva no grupo da Professora Paula Gomes do Departamento
de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto (tabela I11).
Os LlIs baseados em antibi6ticos B-lactamicos, foram produzidos e purificados pelo grupo
do Luis C. Branco no Departamento de Quimica, Requimte — Centro de Quimica Fina e
Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa
(tabela Il e 1V).

Tabela Il - LIs derivados da cefuroxima (estudo realizado em bactérias)

Compostos Estrutura quimica
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Tabela Ill - LIs derivados de antimaldricos e derivados do dcido betulinico (estudo realizado em leveduras e células
humanas)

Compostos Estrutura quimica
HZN\/\)\
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CreHiNAO . 2H,PO,
151211N3 \
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N =
N
QCQ HNJ\/\/ ~
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PQAB
Cs5HeoN304
MM = 716,06 g.mol*

QRAB
Cs3H78CIN3O4
MM = 856,674 g.mol*

Pess14AB
Cs2H11503P
MM = 939,573 g.mol*
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Tabela IV — Estrutura da ampicilina e LI derivado da ampicilina (estudo realizado em leveduras e células humanas)

Compostos Estrutura quimica
NH,
Hof oL
Amp NG S
C16H2N30,S 5 /_N
MM = 349,40 g.mol*! o B
=
HO
NH,
HoE E
AmpCetyl NG "/s -
Cs7Hs6N402S o N
/ - N+\
MM = 652,94 g.mol* o Y Cocttas”
/=
00

As bactérias (tabela V) e a levedura utilizadas neste estudo pertencem a colecdo das
Ciéncias Quimicas e das Biomoléculas da ESS. As linhas celulares (tabela VI) pertencem

ao Laboratorio de Metabolismo e Regeneracdo Ossea — Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade do Porto.

Tabela V - Estirpes bacterianas utilizadas no estudo

Bactérias
Escherichia coli ATCC 25922
Gram-negativas Escherichia coli CTX M2
Escherichia coli CTX M9

o Staphylococcus aureus ATCC 6538
Gram-positivas

Staphylococcus aureus MRSA
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Tabela VI - Linhas tumorais testadas

Linhas tumoral Neoplasia
RKO Carcinoma do Célon
HepG2 Carcinoma hepatocelular
MG63 Osteossarcoma
T47D Cancro da Mama
Ab49 Carcinoma pulmonar

3.2. Métodos

3.2.1. Estudo em bactérias e leveduras
Todo estudo em bactérias e leveduras foi baseado na NCCLS, Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically, com ligeiras
alteracGes quando necessario (NCCLS, 2012).

3.2.1.1.  Preparacdo das culturas

As bactérias foram cultivadas e mantidas em meio Tryptic Soy Agar (TSA -VWR®).
Foram incubadas em ambiente aerébio durante 24 horas a uma temperatura de 37° C, antes
de cada teste (Estufa Binder®).

Sempre que necessario, 0 crescimento das bactérias foi feito em Tryptic Soy Broth (TSB -
VWR®) a 37° C em estufas Incubating Orbital Shaker VWR®. As culturas foram sempre
repicadas, de forma a garantir que, em todos 0s ensaios, as bactérias sdo provenientes de
culturas frescas. De salientar que a manipulacdo das culturas foi sempre realizado sob a
metodologia da técnica asséptica (W.B. Hugo, 1998).

As leveduras foram cultivadas em meio YEPD a 37°C em estufas Incubating Orbital
Shaker VWR®. As culturas foram sempre repicadas, de forma a garantir que, em todos 0s
ensaios, as leveduras sejam provenientes de culturas frescas. De salientar que a
manipulacdo das culturas foi sempre realizada sob a metodologia da técnica asséptica.
Foram incubadas em ambiente aerébio durante 24 horas a uma temperatura de 37°C, antes
de cada teste (Estufa Binder®). Quando necessario, o crescimento das leveduras foi

realizado em meio YEPD sem agar.
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3.2.1.2.  Preparacdo de solucGes
Foram preparadas solucdes inicias de 50 mM de cada um dos compostos em estudo.
Devido as suas caracteristicas quimicas nem todos os LI sdo sollveis em agua, assim sendo
utilizou-se o dimetilsulféxido (DMSQO) como solvente de todos os compostos. Apds
esterilizagdo da solugdo pelo filtro de seringa de porosidade 0,2um - VWR® e recorrendo
sempre a técnica asséptica, prepararam-se concentracdes consecutivamente 10X mais
diluidas tal como representado na figura VI. As concentragdes finais foram 50 mM, 5 mM,
0,5 mM, 0,05 mM. As solugdes foram armazenadas no congelador a -20°C, sendo

descongeladas a temperatura ambiente sempre que necessarias.

Solugdo-Mae Solugdo 1 Solugio 2 Solugdo 3
50 mM 5mM 0,5 mM 0,05 mM

Figura VI - Procedimento das diluigbes

3.2.1.3.  Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)
Os valores de MIC foram determinados em triplicado, pelo método de microdiluicéo,
utilizando placas de Elisa (96 pocos de fundo plano), de acordo com a metodologia do
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (Seter, 2013).
Com o objetivo de obter uma suspensdo de bactéria ou de levedura de densidade igual a da
solucdo padrdo McFarland 0,5, foram selecionadas coldnias de leveduras ou bactérias
através da repicagem das culturas frescas. As coldnias selecionadas foram transferidas para
tubos de ensaio que continham meio de cultura. O ajuste da densidade foi obtido por
espectrofotometria, sendo que a absorvancia para uma solugdo padrdao McFarland 0,5, se
encontra entre 0,08 e 0,10, a um comprimento de onda de 625 nm (Seter, 2013).
As suspensdes resultantes deveriam ter entre 1x10% a 2x10% unidades formadoras de
colonias (UFC) ml.Aproximadamente 5000 a 25 000 UFC de bactérias ¢ exposto ao
composto (Ferraz et al., 2014).
Os LlIs foram testados em 4 concentracdes diferentes, 50 mM, 5 mM, 0,5 mM e 0,05 mM.

Para além das concentragcfes ja referidas, foram ainda incluidos, um controlo negativo
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(suspensdo de bactéria ou levedura e meio de cultura) e um branco (apenas meio de
cultura).

O volume final em cada poco foi de 200uL. Em todos os ensaios, o volume de suspensdo
de bactéria ou de levedura (2ul) e de composto (2ul) manteve-se.

O MIC foi determinado como sendo a menor concentracdo que nao apresentou turbidez
apos incubacdo (24h a 37°C) (Seter, 2013). A presenca de turbidez dard indicacdo de
crescimento da bactéria ou levedura e a correspondente concentracdo de LI-IFA €

considerado ineficaz.

3.2.2. Estudo em linhas celulares humanas

A atividade anti-proliferativa dos LlIs sintetizados foi estudada nas linhas celulares
humanas de fibroblastos de gengiva, RKO, T47D, MG63, A549 e HepG2. Os diferentes
tipos celulares foram mantidos em meio Eagle com modificacdo o (a-MEM),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS), penicilina-estreptomicina (100 1U/mL
e 100 pug/mL, respetivamente) e anfotericina B (2,5 pg/mL). As células foram mantidas a
37°C numa incubadora com atmosfera humidificada com 5% de CO», sendo 0 meio de
cultura renovado duas vezes por semana. Quando se atingiu um valor de confluéncia
celular entre 70-80%, as células aderentes foram libertadas enzimaticamente com uma
solucéo de tripsina 0,05%. Seguidamente, as células foram semeadas em placas de cultura
de 96 pocos, a uma densidade de 10* células/cm?, e mantidas no mesmo meio de cultura
descrito em cima. No dia seguinte, 0 meio de cultura foi renovado e suplementado com
diferentes concentragdes dos LIs (0,5 uM, 5 pM, 50 uM e 500 pM), e as células foram
mantidas durante 3 dias. O comportamento celular foi caracterizado aos dias 0, 1 e 3
através da quantificacdo da viabilidade/proliferagéo celular.

3.2.2.1.  Viabilidade/proliferacédo celular
Este pardmetro foi avaliado pelo ensaio colorimétrico com MTT aos dias 0, 1 e 3. Este
ensaio baseia-se na reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
num produto roxo, o formazano, em células viaveis. Para tal, as culturas foram incubadas a
37°C com 0,5 mg/mL de MTT durante 3 horas. Apds isso, 0 meio de cultura foi removido; o
produto da reacdo foi dissolvido com 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO) e a determinacdo da
absorvancia foi feita a 550nm num leitor de placas de ELISA (Synergy HT, Biotek). Os

resultados foram expressos em absorvancia.
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3.2.2.2.  Determinacdo dos valores de concentragdo minima inibitoria
Os valores da concentracdo minima inibitoria média (IC50) foram obtidos pela analise da
regressdo nao linear das curvas de concentracdo-efeito. O valor de IC50 é a resposta
correspondente a 50% do controlo, sendo utilizado para medir a eficacia do composto na
inibicdo de qualquer funcéo bioquimica ou bioldgica (S. P. F. Costa et al., 2014; Ferraz et al.,
2015; R. F. M. Frade, Matias, Branco, Afonso, & Duarte, 2007; Sebaugh, 2011).

3.2.2.3.  Caracterizacdo do envolvimento de diferentes vias de sinalizacdo na
resposta celular

Apds terem sido caracterizadas as curvas dose-efeito para cada LI, foi selecionada a
concentracdo minima de cada um que provocou um efeito significativo no comportamento
celular. Foram efetuadas culturas celulares tratadas com os LIs nessas concentragdes;
adicionalmente, foram também adicionados ao meio de cultura diferentes inibidores de
vias de sinalizacdo (tabela VII) importantes para 0 comportamento neoplasico, de forma a
caracterizar de que forma os LIs testados poderiam modular as mesmas. O comportamento
celular foi avaliado aos dias 0, 1 e 3, através do ensaio da quantificacdo da

viabilidade/proliferacéo celular descrito acima.

Tabela VII - Inibidores utilizados e respetiva via de sinaliza¢do envolvida

Inibidores Via de Sinalizacéo
MEK (Cinase ativada por
U0126 o
mitogénicos)
PDTC NFkB (Fator Nuclear Kappa B)
SP600125 JNK (Cinase c-Jun N-terminal)

3.2.3. Andlise Estatistica
Neste trabalho foram efetuadas 3 réplicas de cada andlise e utilizou-se a estatistica

descritiva para analisar os resultados.
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4.1. Avaliacdo da citotoxicidade dos LIs derivados da cefuroxima em

bactérias

No presente estudo foram avaliados, quanto a bioatividade em bactérias, 3 LIs baseados na
cefuroxima, tal como apresentado na tabela 1. Neste estudo determinaram-se os MICs de
cada LI para cada uma das bactérias (tabela V). O resumo dos resultados é apresentado nas
tabelas VIII e IX. As concentracfes estudadas foram de 0,5 uM, 5 uM, 50 uM e 500 pM.

Dos 3 LIs em estudo, o [Ci6Pyr][CFX] ndo apresentou qualquer MIC dentro das
concentracles e bactérias estudadas. Também se verificou que estes Lls apresentaram

bioatividade tanto na bactéria Gram-positiva como na Gram-negativa.

Tabela VIIl — Concentragdo Minima Inibitdria de cada composto para o S.aureus

S.aureus [C2O0HMIM][CFX] [CisPyr][CFX] [Ch][CFX]
ATCC 6593 5uM Inconclusivo 5uM
MRSA 50 uM Inconclusivo 500 uM

Tabela IX - Concentragdo Minima Inibitdria de cada composto para a E.coli

E.coli [C2OHMIM][CFX]  [CisPyr][CFX] [Ch][CFX]
ATCC 25922 ‘ 50 uM > 500 UM 5 UM

CTX M2 ‘ > 500 pM > 500 uM > 500 uM

CTX M9 ‘ 500 uM > 500 uM > 500 M

4.2. Avaliacdo da citotoxicidade de LIs derivados de antimalaricos

baseados no acido betulinico em leveduras

Neste estudo foram avaliados, quando a sua bioatividade na levedura Saccharomyces
cerevisiae, 10 LIs baseados na ampicilina (Amp e AmpCetyl — tabela V) e em
antimalaricos derivados do &cido betulinico (tabela Il1). Foram determinados os MICs de
cada LI, em que as concentracdes variaram de forma igual as bactérias. Os resultados estdo
apresentados abaixo na tabela X.

De todos os LIs em estudo, apenas 0 Psssr4AB demonstrou ter bioatividade dentro das

concentragOes e na levedura estudada.
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Tabela X - Concentra¢do Minima Inibitdria da S.cerevisiae

Amp > 500 pM
Amp Cetyl > 500 uM
PQF > 500 UM
QCQ >500 uM
Pes614Cl > 500 uM
CQAB > 500 UM
PQAB > 500 UM
QRAB > 500 UM
Psss14AB 50 uM

4.3. Atividade antitumoral dos LIs derivados de antimalaricos

provenientes do acido betulinico em culturas celulares humanas

4.3.1. Determinacao das curvas dose-efeito para os diferentes LIs
As tabela X1 e XII apresentam os resultados da atividade antitumoral (IC50) dos LIs nas

diferentes linhas celulares entre os dias 1 e 3 do estudo.

Tabela XI - Atividade antitumoral (IC50), em uM, dos LIs nas diferentes linhas celulares no dia 1

Fibroblastos RKO T47D MG63 A549 HepG2

Ac. Betulinico 51,49 11,31 12,83 6,667 nd 8,509
PQF 362,5 326,5 1729 745,5 745,5 170,3
QCQ 1491 10,90 16,15 17,43 16,14 16,10

Pee614Cl 0,2312 2,729 nd nd nd 2,767
CQAB 10,76 13,67 18,4 18,2 15,86 14,4
PQAB 11,86 13,41 12,64 11,6 11,61 13,53
QRAB 13,19 15,97 13,17 15,81 nd nd

Pess14AB 125,3 60,71 95,02 149,0 132,5 45,37

IC50 é a resposta correspondente a 50% do controlo. nd: IC50 ndo detetado na gama de
concentrac@es testadas.

@Acido betulinico foi utilizado como controlo
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Tabela XII - Atividade antitumoral (IC50), em uM, dos Lis nas diferentes linhas celulares no dia 3

Fibroblastos RKO T47D MG63 A549 HepG2

Ac. Betulinico 24,38 17,70 11,74 11,74 6,242 16,02
PQF 145,3 118,1 22,82 48,33 215,3 106,7
QCQ 16,03 14,81 15,35 7,594 15,12 16,89

Pe6614Cl nd 511,3 nd nd nd nd
CQAB 11,9 15,33 14,59 11,64 10,11 12,34
PQAB 10,54 13,28 11,62 6,099 10,28 12,99
QRAB nd nd 11,41 5,302 nd 4,062

Pess14AB 101,2 60,49 68,11 nd 18,78 16,78

IC50 é a resposta correspondente a 50% do controlo. nd: IC50 nédo detetado na gama de
concentragdes testadas.

@Acido betulinico foi utilizado como controlo

Analisando os valores para o dia 1, verifica-se que o &cido betulinico, utilizado como
composto base para os restantes LIs, tem um comportamento mais antitumoral e, por isso,
ideal, do que os restantes LIs, na medida em que apresenta um valor de IC50 mais elevado
para os fibroblastos do que para as restantes linha celulares.

No dia 3 do estudo, o LI Pess14AB apresenta maior toxicidade para as linhas celulares
tumorais, em particular para a A549 e HepG2, pois genericamente o valor de IC50

aumentou no caso dos fibroblastos e diminuiu nas linhas celulares referidas.

Fibroblastos A549 HepG2
0.3 05 0,15

[18 (35 [5+]

202 g 2 o1

= ®Dial < 03 ®Dial e mDial

o o 02 o

é 01 I I I I mDia 3 % 01 mDia 3 § 0,05 | mDia 3
- U PSP - U PSP - U PSP

Figura VII - Resultados IC50 experimentais para o composto mais representativo, no dia 3 do tratamento. Os resultados foram
obtidos a partir de trés experiéncias em separado e cada ensaio foi realizado em triplicado. Os resultados sdo expressos em fun¢Go
da absorvéncia..

29



Na figura VII encontram-se apresentados os graficos representativos do efeito do LI

Pses14Ab em culturas de fibroblastos, e nas linhas celulares A549 e HepG2.

4.3.2. Envolvimento das Vias de Sinalizacdo Celular importantes no

comportamento celular

Apos terem sido determinados os valores de 1C50 para cada LI, procedeu-se a uma analise
da capacidade que os mesmos tém de modular vérias vias de sinalizagcdo importantes para o
desenvolvimento neoplasico. Para tal, as culturas celulares foram simultaneamente tratadas
com os LlIs e com inibidores das vias de sinalizacdo em estudo, e 0 comportamento celular
foi avaliado através da andlise da viabilidade/proliferacéo celular. As figuras VIII, IX, X,
X1, X1l e XIIlI, e as tabelas XIII, XIV, XV, XVI, XVII e XVIII apresentam os resultados
dos trés inibidores, no dia 1 e no dia 3, nas culturas celulares suplementadas com os LlIs

nas diferentes linhas celulares.
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Figura VIII - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de fibroblastos suplementadas com
diferentes inibidores de vias de sinalizag&o celular e suplementadas com diferentes LIs, durante 3 dias
de cultura
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Tabela XII1 - Viabilidade Celular (% em relagdo ao controlo) em culturas de células de fibroblastos suplementadas com
diferentes inibidores de vias de sinalizacao celular e suplementadas com diferentes LIs, durante 3 dias de cultura

Fibroblastos

Compostos Vias Dia 1l Dia 3
Controlo U0126 97,0 % 98,8 %
PDTC 86,2 % 58,2 %

SP600125 96,1 % 92,4 %
PQF 50 uM U0126 103,6 % 108,9 %
PDTC 47,4% 26,7 %

SP600125 95,1 % 94,5 %
QCQ 5 uM U0126 88,6 % 110,5 %
PDTC 77,8 % 49,2 %
SP600125 97,6 % 126,9 %
Pe6614Cl 5 pM U0126 112,6 % 128,3 %
PDTC 725 % 130,9 %
SP600125 66,7 % 137,2%

CQAB 5 uM U0126 124,4 % 110,5
PDTC 92,5 % 65,4 %
SP600125 115,8 % 105,9 %
PQAB 5 uM U0126 1215% 117,7 %
PDTC 73,5% 54,2 %
SP600125 91,2% 102,5 %
QRAB 5 pM U0126 111,2% 106,4 %
PDTC 83,1 % 50,8 %

SP600125 78,2 % 78,4 %

Pses14AB 50 uM U0126 138,3 % 97,2 %
PDTC 92,0 % 80,4 %

SP600125 118,6 % 82,9 %

Relativamente & auséncia de LI-IFA (controlo negativo), no dia 1 os valores de resposta
para os 3 inibidores sdo muito proximos, com percentagens de inibicdo baixas. No dia 3 a
resposta para os os inibidores U0126 e SP600125 nédo sofreu alteracdes significativas. A
presenca de PDTC promoveu uma diminuicdo significativa da viabilidade/proliferacdo
celular do dia 1 para o dia 3.

Quando suplementadas as culturas com os compostos PQF e QCQ verificou-se que na

presenca dos inibidores U0126 e SP600125 a resposta celular dos fibroblastos ndo se
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alterava significativamente. Por outro lado, a presenca de PDTC levou a uma diminuicdo
significativa da viabilidade/proliferacdo celular do dia 1 para o 3.

Com o composto Pess14Cl, no dia 1 a resposta celular ndo foi afetada pelo inibidor U0126.
JA& com os inibidores PDTC e SP600125 verificou-se uma diminuicdo da
viabilidade/proliferacdo celular. No dia 3 a resposta celular ndo foi inibida por nenhum dos
trés inibidores.

No caso do CQAB foi possivel ter percepcdo que em ambos os dias a resposta celular ndo
foi afetada pelos inibidores exceto pelo inibidor PDTC.

Quando as culturas foram suplementadas com o composto PQAB, apenas o inibidor PDTC
afetou a resposta celular, tendo esta diminuido, no dia 1. Quando ao dia 3, o
comportamento é similar ao controlo.

A presenca de SP600125 promoveu uma diminuicdo significativa da
viabilidade/proliferacdo celular no composto QRAB, no dia 1. No dia 3 a presenga deste
inibidor e do PDTC promoveu igual resposta celular.

O composto P66614AB promoveu uma resposta semelhante ao controlo.
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Figura IX - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de RKO suplementadas com diferentes
inibidores de vias de sinalizagdo celular e suplementadas com diferentes Lls, durante 3 dias de cultura
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Tabela XIV - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de RKO suplementadas com diferentes inibidores de vias de
sinalizac&o celular e suplementadas com diferentes LIs, durante 3 dias de cultura

RKO

Compostos Vias Dial Dia 3
Controlo U0126 106,3 % 88,5 %
PDTC 100,3 % 96,0 %

SP600125 83,6 % 56,9 %
PQF 50 uM U0126 104,6 % 104,5 %
PDTC 77,3 % 113,0 %

SP600125 76,1 % 98,8 %
QCQ5uM U0126 101,3 % 104,4 %
PDTC 91,1% 97,1 %
SP600125 97,5 % 120,2 %
Pess14Cl 5 uM U0126 81,1% 143,1 %
PDTC 86,3 % 140,0 %
SP600125 75,9 % 190,8 %

CQAB 5 pM U0126 83,8 % 99,0 %
PDTC 91,7 % 86,5 %

SP600125 81,0 % 70,5 %
PQAB 5 uM U0126 84,1 % 107,5%
PDTC 92,3 % 108,3 %

SP600125 76,2 % 87,6 %
QRAB 5 pM U0126 102,6 % 101,2%
PDTC 85,1 % 101,3 %

SP600125 67,8 % 78,1 %
Pees14AB 50 pM U0126 127,4 % 114,6 %
PDTC 110,0 % 98,5 %

SP600125 1019 % 86,9 %

Relativamente ao controlo verificou-se que os inibidores U0126 e PDTC néo interferiam
na resposta celular, ao contrario do inibidor SP600125 que provocou uma diminuicdo da
viabilidade/proliferacéo celular do dia 1 para o dia 3.

Quando as culturas foram suplementadas com PQF logo no dia 1, os inibidores PDTC e
SP600125 diminuiram a viabilidade/proliferagédo celular. No dia 3 ndo se verificou
qualquer efeito inibitdrio.

Na presenca do composto QCQ o comportamento celular foi semelhante ao controlo.
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Com o composto Pess14Cl, no dia 1 a resposta celular foi afetada pelos trés inibidores,
principalmente pelo SP600125. No dia 3 a resposta celular nao foi afetada por nenhum dos
trés inibidores.

Com o CQAB verificou-se que, do dia 1 para o dia 3, houve uma diminuicdo da
viabilidade/proliferacdo celular com os inibidores PDTC e SP600125.

O composto PQAB apresentou resultados inibitdrios para os 3 inibidores no dia 1. No dia 3
a resposta celular ndo foi afetada por nenhum dos inibidores.

Quando as culturas foram suplementadas com o LI-IFA QRAB verificou-se que o inibidor
SP600125 foi o que provocou maior inibicdo da viabilidade/proliferacao celular.

Por altimo, o composto Pess14AB ndo foi relevante neste estudo pois ndo apresentou uma

resposta inibitoria significativa.
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Figura X - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de T47D suplementadas com diferentes
inibidores de vias de sinalizagdo celular e suplementadas com diferentes Lls, durante 3 dias de cultura
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Tabela XV - - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de T47D suplementadas com diferentes inibidores de vias
de sinalizag&o celular e suplementadas com diferentes LIs, durante 3 dias de cultura

T47D

Compostos Vias Dial Dia 3
Controlo U0126 91,0 % 101,6 %
PDTC 86,6 % 93,7 %

SP600125 79,5 % 84,4 %
PQF 50 uM U0126 96,7 % 105,5 %
PDTC 85,1 % 75,1 %

SP600125 73,5 % 92,1 %

QCQ5uM U0126 102,0 % 82,6 %
PDTC 88,9 % 48,5 %

SP600125 102,5 % 98,1 %

Pess14Cl 5 uM U0126 98,9 % 91,1 %
PDTC 75,8 % 97,8 %

SP600125 73,2 % 85,9 %

CQAB 5 pM U0126 81,4 % 99,1 %
PDTC 89,5 % 60,7 %

SP600125 1118 % 69,5 %

PQAB 5 uM U0126 82,4 % 94,3 %
PDTC 95,4 % 96,7 %

SP600125 81,3% 74,8 %

QRAB 5 pM U0126 90,5 % 945 %
PDTC 79,1 % 90,8 %

SP600125 61,9 % 71,5 %
Pses14AB 50 pM U0126 122,1% 105,9 %
PDTC 133,4 % 80,2 %

SP600125 91,7 % 80,9 %

Relativamente ao controlo verificou-se que os trés inibidores promoveram uma maior
resposta inibitoria no dia 1.

O composto PQF promoveu uma diminuicdo da viabilidade/proliferacdo na presenca do
inibidor PDTC, do dia 1 para o dia 3.

Quando as culturas foram suplementadas com QCQ, os inibidores PDTC e SP600125

diminuiram a viabilidade/proliferacéo celular do dia 1 para o dia 3.
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Com o0s compostos Pees14Cl € QRAB, em ambos os dias, 0 inibidor que mostrou uma
resposta inibitoria foi 0 SP600125.

Com o CQAB e 0 Psss14AB verificou-se que, do dia 1 para o dia 3, houve uma diminui¢ao
da viabilidade/proliferacdo celular com os inibidores PDTC e SP600125.

As culturas celulares tratadas com o composto PQAB apresentou resultados inibitérios
para o inibidor SP600125.
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Figura XI - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de MG63 suplementadas com diferentes
inibidores de vias de sinalizagdo celular e suplementadas com diferentes Lls, durante 3 dias de cultura
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Tabela XVI - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de MG63 suplementadas com diferentes inibidores de vias
de sinalizagéo celular e suplementadas com diferentes LlIs, durante 3 dias de cultura

MG63

Compostos Vias Dia 1l Dia 3
Controlo U0126 116,4 % 116,6 %
PDTC 1259 % 118,5 %

SP600125 102,6 % 92,1%

PQF 50 uM U0126 140,4 % 107,8 %
PDTC 97,9 % 92,7 %

SP600125 87,8 % 86,6 %

QCQ 5uM U0126 96,4 % 104,9 %
PDTC 93,5% 100,1 %

SP600125 96,4 % 116,1 %

Pe6614Cl 5 pM U0126 104,7 % 92,7 %
PDTC 99,8 % 95,8 %

SP600125 84,6 % 73,3%

CQAB 5 uM U0126 82,1% 92,4 %
PDTC 85,1 % 78,0 %

SP600125 87,0 % 86,4 %

PQAB 5 uM U0126 1171 % 107,5%
PDTC 105,3 % 102,3 %

SP600125 106,3 % 89,9 %

QRAB 5 uM U0126 92,9 % 117,8 %
PDTC 76,1 % 117,3%

SP600125 57,0 % 93,5%

Pses14AB 50 uM U0126 86,1 % 99,1 %
PDTC 76,8 % 118,6 %
SP600125 95,2 % 166,4 %

Relativamente a auséncia de LI-IFA (controlo negativo) e ao composto QCQ, no dia 1 e no
dia 3 os valores de resposta para os 3 inibidores sdo muito préximos, sendo que nenhum

apresenta uma resposta inibitoria em qualquer um dos dias.
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Quando suplementadas as culturas com os compostos PQF verificou-se que na presenca
dos inibidores PDTC e SP600125 a resposta celular do MG63 contribuiu
significativamente para a diminuicéo da viabilidade/proliferacéo celular em ambos os dias.

Com o composto Pees14Cl, houve uma diminuicéo da viabilidade/proliferagéo celular, com
o inibidor SP600125, do dia 1 para o dia 3.

No caso do CQAB foi possivel verificar que em ambos os dias a resposta celular é afetada
pelos 3 inibidores,

Quando as culturas foram suplementadas com o composto PQAB, apenas o inibidor
SP600125 afetou a resposta celular, tendo esta diminuido do dia 1 para o dia 3.

No composto QRAB, no dia 1, as culturas com os inibidores PDTC e SP600125 obtiveram
resposta celular no sentido da diminuigdo da viabilidade celular. J& no composto Pes14AB,

obteve-se a mesma resposta, para 0 mesmo dia, mas com os inibidores U0126 e PDTC.

42



Controlo PQF

120,00% 140,00%
100,00% 120,00%
80,00% 128883?
0, , 0
GO’OOOA’ 60,00%
40,00% 40.00%
20,00% 20,00%
,00% ,00%

1 3

Dias

Viabilidade Celular (%)
Viabilidade Celular (%)

QCQ

140,00% 180,00%

120,00% 160,00%
100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%
,00%

1 3

140,00%
120,00%
Dias Dias

100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%

,00%

Viabilidade Celular (%)
Viabilidade Celular (%)

CQAB PQAB

140,00% 120,00%

120,00% 100,00%
100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00%
,00%

1 3

80,00%
60,00%
Dias Dias

40,00%
20,00%
,00%

Viabilidade Celular (%)
Viabilidade Celular (%)

QRAB Pess14AB
140,00% 160,00%

e
0, ) 0
100'000/" 100.00%
80,00% 80.00%
60,00% 60,00%
40,00% 40,00%
20,00%
20,00% oo

00%
1 3

. Dias
Dias EU0126 HPDTC m SP600125

Viabilidade Celular (%)
Viabilidade Celular (%)

Figura Xl - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de A549 suplementadas com diferentes
inibidores de vias de sinalizagdo celular e suplementadas com diferentes Lls, durante 3 dias de cultura
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Tabela XVII - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de A549 suplementadas com diferentes inibidores de vias de
sinalizac&o celular e suplementadas com diferentes LIs, durante 3 dias de cultura

A549

Compostos Vias Dial Dia 3
Controlo U0126 102,1 % 94,5 %
PDTC 86,6 % 87,5 %
SP600125 87,8 % 100,6 %

PQF 50 uM U0126 90,4 % 86,9 %
PDTC 76,2 % 115,3 %

SP600125 67,4 % 91,1 %
QCQ5uM U0126 105,4 % 105,4 %
PDTC 97,7 % 88,3 %

SP600125 109,5 % 92,8 %

Pess14Cl 5 uM U0126 112,5% 94,2 %
PDTC 85,8 % 148,2 %
SP600125 87,3 % 115,7 %
CQAB 5 pM U0126 112,3% 105,2 %
PDTC 112,5% 105,9 %
SP600125 118,6 % 105,6 %

PQAB 5 uM U0126 92,6 % 97,0 %
PDTC 91,9 % 97,0 %

SP600125 84,1 % 875%

QRAB 5 pM U0126 98,6 % 93,3%
PDTC 103,0 % 108,5 %
SP600125 69,9 % 87,7 %
Pses14AB 50 pM U0126 102,7 % 98,0 %
PDTC 96,5 % 130,7 %
SP600125 103,8 % 108,9 %

Relativamente a auséncia de LI-IFA (controlo negativo) e as compostos CQAB e Pees14AB,
no dia 1 e no dia 3 os valores de resposta para os 3 inibidores sdo muito préoximos, sendo
gue nenhum apresenta uma resposta inibitoria em qualquer um dos dias.

Quando suplementadas as culturas com os compostos PQF verificou-se que na presenca
dos inibidores PDTC e SP600125 a resposta celular do A549 contribuiu significativamente
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para a diminuicdo da viabilidade/proliferacdo celular no dia 1. Sendo que no dia 3, 0
inibidor mais importante foi o U0126.

Com o composto Pess14Cl, houve baixa viabilidade/proliferacdao celular, com os inibidores
PDTC e SP600125, no dia 1.

No caso do CQAB foi possivel verificar que em ambos os dias a resposta celular é afetada
pelos 3 inibidores,

Quando as culturas foram suplementadas com o composto PQAB, apenas o inibidor
SP600125 afetou a resposta celular, sendo esta diminuida tanto no dia 1 e no dia 3
comparativamente ao controlo e aos outros inibidores.

No composto QRAB, no dia 1, as culturas com o inibidor SP600125 obteve resposta

celular no sentido da diminuicdo da viabilidade celular, no dia 1.

45



Controlo PQF

140,00% 140,00%

& 120,00% & 120,00%
= 100,00% = 100,00%
S 80,00% = 80,00%
& 60,00% & 60,00%
& 40,00% & 40,00%
S 20,00% S 20,00%
= ,00% = 00%
.S 1 3 S 1 3
> Dias > Dias
QCQ Peso4Cl
__140,00% __160,00%
 120,00% < 140,00%
~ 100,00% = 120,00%
= 80,00% < 100,00%
S 60,00% g 8000%
L 40,00% g S000%
g S 40,00%
8 20,00% S 20,00%
= ,00% = 00%
§ 1 3 g 1 3
Dias > Dias
CQAB PQAB
0,
S 120,00% = 120'000/"
< 100,00% < 10000%
< 80,00% S 80,00%
8 60,00% 8 60,00%
o 40,00% » 40,00%
=] o
£ 20,00% £ 20,00%
= ,00% = 0%
,-(E 1 3 g ,00 (0] . 3
Dias > Dias
QRAB Pesc14AB
120,00% 120,00%
& 100,00% S 100,00%
S 80,00% & 80,00%
= 60,00% § 60,00%
O 40,00% O 4000%
e} 0,
E 20,00% 8 20,00%
= = 00%
S ,00% = 1 3
S 1 3 <
> Di > Dias
1as mU0126 mPDTC = SP600125

Figura Xl - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de HepG2 suplementadas com diferentes
inibidores de vias de sinalizagdo celular e suplementadas com diferentes Lls, durante 3 dias de cultura
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Tabela XVIII - Viabilidade Celular (%) em culturas de células de HepG2 suplementadas com diferentes inibidores de vias
de sinalizagéo celular e suplementadas com diferentes LIs, durante 3 dias de cultura

HepG2

Compostos Vias Dia 1l Dia 3
Controlo U0126 106,2 % 98,1 %
PDTC 108,3 % 92,4 %

SP600125 80,8 % 72,8 %

PQF 50 uM U0126 80,8 % 96,6 %
PDTC 47,9 % 108,2 %

SP600125 41,9 % 89,9 %

QCQ 5 uM U0126 94,5 % 85,9 %
PDTC 116,4 % 54,1 %

SP600125 108,9 % 65,4 %
Pe6614Cl 5 pM U0126 99,6 % 129,7 %
PDTC 88,7 % 104,8 %

SP600125 75,9 % 83,4 %
CQAB 5 uM U0126 1142 % 1149 %
PDTC 115,7 % 120,2 %
SP600125 101,5% 1119%
PQAB 5 uM U0126 100,8 % 979 %
PDTC 95,1 % 82,3%
SP600125 66,0 % 51,7 %
QRAB 5 uM U0126 87,2 % 83,6 %
PDTC 74,9 % 84,8 %
SP600125 48,6 % 43,2 %
Pses14AB 50 uM U0126 103,7 % 83,2 %
PDTC 100,2 % 87,5%
SP600125 93,8 % 69,4 %

Relativamente ao controlo verificou-se que os inibidores U0126 e PDTC néo interferiam
na resposta celular, ao contrario do inibidor SP600125 que provocou uma diminuicdo da

viabilidade/proliferacéo celular do dia 1 para o dia 3.
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Quando as culturas foram suplementadas com PQF logo no dia 1, os inibidores PDTC e
SP600125 diminuiram a viabilidade/proliferacdo celular. No dia 3 ndo se verificou
qualquer efeito inibitdrio.

O composto QCQ teve um comportamento similar ao PQF, mas no dia 3.

Com o composto Pess14Cl, no dia 1 a resposta celular foi afetada pelo inibidor SP600125.

O composto CQAB ndo se mostrou relevante neste estudo.

Com o PQAB verificou-se que, do dia 1 para o dia 3, houve uma diminuicdo da
viabilidade/proliferagéo celular com o inibidor SP600125.

Quando as culturas foram suplementadas com o LI-IFA QRAB verificou-se que o inibidor
SP600125 foi o que provocou maior inibicdo da viabilidade/proliferacao celular.

Por ultimo, o composto Pess14AB promoveu uma diminui¢do da viabilidade/proliferagéo

celular no dia 3, na presenca dos inibidores U0126 e SP600125.
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Discussao



5.1. Avaliacdo da citotoxicidade dos LIs derivados da cefuroxima em bactérias

A escolha das bactérias para este estudo ndo foi aleatéria, foi realizada uma pesquisa
bibliografica que indicou que as estirpes resistentes de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus sdo as que causam mais preocupagdo na comunidade médica e cientifica (Control.,
2015).

No fim deste estudo, analisando os resultados obtidos, verificou-se que no S.aureus 0s
compostos [C2OHMIM][CFX] e [Ch][CFX] tinham atividade pois foi possivel determinar
0 seu MIC. J& na bactéria E.coli o composto [C.CHMIM][CFX] foi ativo na estirpe
sensivel e na resistente CTX M9, por sua vez o composto [Ch][CFX] foi ativo apenas na
estirpe sensivel. Conclui-se entdo que o composto [C16Pyr][CFX] nédo tem atividade em
ambas as bactérias, em todas as suas estirpes estudadas.

A atividade antimicrobiana dos LIs encontrou-se quando, a determinada concentracdo, a
presencga dos compostos inibiram o crescimento, que se traduziu na auséncia de turbidez no

ensaio de microdiluicdo apo6s 24 h a 37 °C.

5.2. Avaliagdo da citotoxicidade de LlIs derivados de p-lactamicos e de
antimalaricos baseados no acido betulinico na levedura Saccharomyces cerevisiae

O interesse em estudar a levedura surgiu do facto de esta ser um modelo eucarionte mais
simples que o ser humano e assim ter uns resultados preliminares daquilo que se poderia
esperar no estudo com linhas celulares.

O resultado obtido foi de que o Unico composto com atividade foi 0 Pess14AB. Todos 0s
outros tiveram um MIC superior ao intervalo de concentragdes estudado.

A atividade dos LIs determinou-se de igual modo das bacterias.

5.3. Atividade antitumoral dos LIs derivados de antimalaricos provenientes do
acido betulinico em culturas celulares humanas

Neste estudo foram utilizadas cinco linhas celulares tumorais (RKO, T47D, MG63, A549 e
HepG2), como modelos de estudo in vitro para se poder caraterizar o efeito de varios
compostos no metabolismo celular, e avaliar a importancia de trés vias de sinalizacdo
celular relevantes no comportamento das células tumorais. As vias de sinalizacdo foram
selecionadas de acordo com 0 que se encontra descrito relativamente as principais vias

envolvidas na tumorigénese. Para se poder entender qual o efeito dos LIs em células
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tumorais, a linha celular de fibroblastos (ndo neoplasica) foi utilizada como um modelo in
vitro de controlo, sendo assim possivel a comparacdo entre células neoplésicas e néo-

neoplésicas.

5.3.1. Bioatividade dos Lls nas diversas linhas tumorais

No presente trabalho foi analisado o efeito inibitorio dos LIs nas cinco linhas tumorais,
tendo sido os resultados expressos em termos de atividade antitumoral — 1C50.

No dia 1 de tratamento das culturas, o composto base apresentou uma melhor relacdo entre
maior toxicidade nas linhas tumorais (< IC50) e menor toxicidade na linha controlo de
fibroblastos (> IC50). No ultimo dia, a presenca do composto Pess14AB promoveu uma
melhoria na relacdo enunciada anteriormente, tendo este um comportamento antitumoral
superior, quantitativamente, relativamente ao composto base. As linhas onde foi possivel
observar uma maior atividade antitumoral foram a A549 e a HepG2. Assim, verificou-se
gque com uma mesma dose de LI-IFA consegui-se eliminar mais facilmente as células
neoplésicas do que as saudaveis.

Este resultado est4 em linha com resultados publicados anteriormente, pois compostos que
apresentam na sua estrutrura o catido [Cess14P]" caraterizam-se por uma potencial
citotoxicidade, o que ja foi demonstrado por Frade et al. (R. F. M. Frade et al., 2009). N&do
obstante, a citotoxicidade observada ndo foi generalizada, uma vez que foi muito mais
evidente nas linhas celulares A549 e HepG2 do que nas restantes, ou do que no caso dos
fibroblastos.

5.3.2. Estrutura guimica dos compostos € a relacdo com a sua bioatividade

Analisando os resultados e fazendo o paralelismo entre os diferentes catides, é possivel
entender que existem estruturas mais toxicas do que outras. O catido [Cees14P]" tem uma
cadeia alquilo com 14 carbonos na sua estrutura e varios estudos mostram que o aumento
da cadeia alquilo favorece o aumento da toxicidade, sendo estes catifes mais toXicos para
as celulas (Amde, Liu, & Pang, 2015; R. F. Frade & Afonso, 2010; Thuy Pham, Cho, &
Yun, 2010). Alguns autores referem que a elevada toxicidade dos LIs com cadeia lateral
longa pode ser responsavel pela elevada permeabilidade da membrana o que pode levar a
desregulacdo das func@es fisioldgicas da membrana conduzindo a morte celular (Cvjetko
Bubalo et al., 2014). Este resultado s6 foi observado no dia 3, sendo por isso importante
realizar mais estudos que permitam compreender as diferencas de toxicidade destes

compostos nos diferentes dias de estudo nas linhas celulares estudadas.
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5.3.3. Envolvimento de Vias de Sinalizacdo importantes no comportamento celular nas

varias linhas estudadas

As culturas de células neoplasicas e ndo-neoplasica foram testadas para verificar o seu
comportamento na presenca de diversas vias de sinalizacdo celular (MEK, NFkB e JNK),
onde se observaram resultados releventes sobre a contribuicdo destas vias na resposta
celular.

Globalmente a via MEK néo aparentou estar envolviada na resposta celular, em qualquer
um dos compostos, independentemente da linha celular, sendo assim possivel concluir que
a presenca de LIs-IFAs ndo afeta significativamente o envolvimento da via de sinalizacao
MEK no comportamento das diferentes linhas celulares.

Por sua vez, a via NFKB mostrou-se relevante em alguns casos, entre os quais, na linha
celular ndo-neoplasica, no composto PQF, QCQ, CQAB, PQAB e QRAB. Nas linhas
celulares RKO, MG63 e A549 ndo foi relevante. Por sua vez, na linha celular T47D,
mostrou relevancia nos compostos PQF, QCQ, CQAB e Pess14AB e na linha celular
HepG2, no composto QCQ. Assim, os resultados indicam que a via NFkB esta bastante
envolvida na diminuicdo da viabilidade celular.

A via JNK mostrou também contribuir para a resposta celular nomeadamente no composto
Psss14AB na linha celular dos fibroblastos, nos compostos CQAB, PQAB e Pgss14AB na
linha tumoral T47D. Na linha tumoral MG63, no dia 1, foi importante no composto QRAB
e no dia 3 essencialmente no composto Pess14Cl. Os compostos PQF e QRAB tiveram uma
diminuicdo da resposta celular, no dia 1, na linha celular A549. Ja no dia 3 nédo foi
relevante. Por Gltimo, na linha celular HepG2, em ambos os dias, esta via foi relevante nos
compostos PQAB e QRAB. Esta via ndo foi relevante na linha tumoral RKO.

Globalmente, os resultados obtidos demonstram que os diferentes LIs-IFAs apresentam
efeitos diferenciais na modulacdo das vias de sinalizacdo intracelulares estudadas, sendo
que esses efeitos parecem estar dependentes ndo apenas da sua composi¢do quimica mas

também das caracteristicas bioldgicas de cada linha celular testada.
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Parte VI
Conclusoes e

Perspetivas Futuras
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Este trabalho demonstrou que, de forma geral, os LIs baseados na cefuroxima tém
propriedades antimicrobianas. Neste trabalho observamos inibicdo de crescimento
bacteriano, inclusive inibicdo de crescimento de bactérias resistentes. Esta conclusdo
permite-nos visualizar os LIs como potenciais antibioticos.

Este trabalho elucidou sobre o potencial antimicrobiano dos LlIs baseados na cefuroxima.
Contudo ainda é necessario muito trabalho, nomeadamente na compreensdo do mecanismo
de acdo destes compostos. E importante submeté-los a estudos com outras estirpes
bacterianas e/ou outros microrganismos, efetuar estudos de toxicidade com linhas celulares
humanas e muitos outros até se chegar a viabilizacdo destes compostos para uso, ou nao,
em seres humanos.

Noutra area ndo muito distante, & de supremo interesse o desenvolvimento de novos
agentes antitumorais que diminuam a toxicidade associada a quimioterapia. A inddstria
farmacéutica anda numa busca incessante por novas op¢oes terapéuticas, sendo que os Lls
podem vir a ter um papel preponderante nesta area. Varios estudos ja demonstraram que 0s
LIs podem representar uma alternativa viavel as terapias tradicionais atualmente praticadas
no cancro.

Este estudo mostrou a importancia de se compreender a potencial atividade antitumoral dos
LIs derivados de antimaléricos baseados no acido betulinico. Um composto apresentou
propriedades antitumorais superiores ao composto base (&cido betulinico), sendo que com
modificacGes nas propriedades do LI podera ser possivel controlar a sua bioatividade e
citotoxicidade, melhorando o seu efeito e seletividade contra diferentes tipos de células
neoplésicas.

Os compostos em estudo mostraram-se também importantes de modulacdo de certas vias
de sinalizacdo importantes no comportamento celular das células, revelando a sua elevada
potencialidade como agentes antitumorais na manipulacdo das vias de sinalizacdo, um
possivel caminho para o desenvolvimento de novas terapias.

Apesar das investigacBes desenvolvidas sdo necessarios mais estudos que permitam
compreender 0s mecanismos de acdo dos Lls-IFAs, visto que a compreensdo do
mecanismo em questdo podera ser importante no uso destes enquanto possiveis agentes
anti-tumorais.

Em especial aumentar o numero de analises para podermos ter uma melhor relacdo

estatistica e completar os ensaios com 0s outros farmacos.
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