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Resumo

O cancro é uma patologia com elevada morbilidade e mortalidade e acentuado impacto sécio-
econdmico nos dias de hoje. Apesar dos enormes avancgos cientificos, a sua incidéncia tem
vindo a aumentar ao longo dos anos. Actualmente séo utilizados varios agentes quimicos no
tratamento dos tumores malignos. Contudo, a sua baixa eficacia e efeitos secundarios severos
e 0 aparecimento de resisténcias tém impulsionado a investigagdo no desenvolvimento de
novos farmacos nesta area ao longo das Ultimas décadas. Assim, um dos objectivos deste
trabalho é a descoberta de compostos com potencial ac¢éo anticancerigena.

A diosgenina € uma sapogenina esterdide, um dos principais constituintes bioactivos de varias
plantas, e é encontrada em alimentos consumidos em todo o mundo. Além disso, € um dos
principais precursores na producao industrial de varios esterdides sintéticos conhecidos. Este
composto ndo € sintetizado metabolicamente nem convertido noutros esterdides no
organismo humano e, portanto, tem sido considerado seguro. No entanto, alguns estudos tém
indiciado que a diosgenina tem efeito estrogénico nos seres humanos, embora ainda ndo haja
evidéncia concreta dessa accdo. Assim, neste trabalho também foi avaliado o potencial de
estrogenicidade deste composto, verificando-se que, nas nossas condi¢cdes experimentais, a
diosgenina ndo revelou ter acgdo estrogénica significativa.

Nos altimos anos, diversos estudos tém evidenciado a potencial ac¢do anticancerigena da
diosgenina, tendo-se demonstrado, que actua sobretudo através da inibicdo do ciclo celular e
inducdo de apoptose. Considerando também que tem sido descrita accdo antiproliferativa
interessante para outros esterdides oxidados nos anéis A e B, foi avaliada a ac¢éo citotoxica
da diosgenina e dos seus derivados oxidados 7-oxodiosgenina, diosgenona e 5,6-
epoxidiosgenina. Os resultados por nds obtidos comprovam o interesse da diosgenina como
potencial agente antitumoral e indicam que os seus derivados oxidados estudados parecem
ndo ter vantagem significativa sobre a diosgenina neste &mbito. Contudo, a 7-oxodiosgenina,
revelou interesse na medida em que se verificou acgdo antiproliferativa selectiva sobre as
células MCF-7. Uma vez que também s&o escassos o0s estudos sobre os efeitos da diosgenina
quando utilizada conjuntamente com outros farmacos anticancerigenos, efectuaram-se
estudos da combinagdo deste composto com tamoxifeno e flutamida nas células MCF-7 e
LNCaP, respectivamente. Adicionalmente, foram efectuados estudos de avaliacdo da accéo
antifingica da diosgenina e dos referidos derivados oxidados em estirpes de Candida
comerciais e clinicas, tendo-se concluido que estes compostos ndo revelaram ter ac¢do anti-

Candida nas condi¢des experimentais realizadas.
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Abstract

Cancer is a disease with high morbidity and mortality and severe socio-economic impact
today. Despite the enormous scientific advances, its incidence has been increasing over the
years. Currently various drugs are used in the treatment of malignant tumors. However, its
low efficacy and severe side effects and the emergence of resistance have stimulated
research in the development of new drugs in this area over the past decades. Thus, one of the
aims of this work is the discovery of compounds with potential anticancer action.

Diosgenin is a steroidal sapogenin, a major bioactive constituent of various plants, and can be
found in foods consumed throughout the world. Moreover, it is one of the main precursors in
the industrial production of several known synthetic steroids. This compound is not
synthesized or metabolically converted into other steroids in the human body and therefore
has been considered safe. However, some studies have indicated that diosgenin has
estrogenic effect in humans, although there is still no concrete evidence of that action. Thus,
in this study the potential estrogenicity of this compound was also evaluated, and it was
observed that in our experimental conditions, it was found that diosgenin have no significant
estrogenic action.

In recent years, several studies have shown the potential anticancer action of diosgenin and it
was demonstrated that it mainly acts by inhibiting cell cycle and apoptosis induction.
Considering that it has been reported an interesting antiproliferative action in other steroids
oxidized in rings A and B, we also evaluated the cytotoxic effect of diosgenin and its oxidized
derivatives 7-oxodiosgenin, 5,6-epoxydiosgenin and diosgenone. The results obtained
confirmed the interest of diosgenin as a potential antitumor agent and indicate that its
oxidized derivatives that we studied appear to have no significant advantage over diosgenin in
this area. However, 7-oxodiosgenin showed interest in that it was observed a selective
antiproliferative action on MCF-7 cells. In addition, since there are only few studies on the
effects of diosgenin when combined with other anticancer drugs, we have performed studies
involving the combination of this compound with flutamide and tamoxifen in MCF-7 and
LNCaP, respectively. Additionally, studies have been performed for the evaluation of the
antifungal activity of diosgenin and its oxidized derivatives previously referred in commercial
and clinical Candida strains and it was concluded that these compounds have not anti-Candida

activity under the experimental conditions performed.

KeywordS: diosgenin, antitumor, antifungal, estrogenicity, 7-oxodiosgenin, 5,6-

epoxydiosgenin, diosgenone, breast, prostate, fibroblasts
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| - Introducao

|.1. As saponinas esteroides e a sapogenina diosgenina

As saponinas sdo um grupo diversificado de compostos glicosidicos encontrados naturalmente
em plantas comestiveis e ndo comestiveis que, além de possuirem uma ampla gama de
propriedades benéficas para a salde, sdo utilizados como precursores de farmacos na

industria farmacéutica (Raju, J. et al, 2009).

[.1.1. Estruturas, caracteristicas fisico-quimicas e importancia

geral

Da-se 0 nome de saponinas (do latim “sapon” = sab&o) a um grupo de glicoconjugados que se
dissolve na agua, diminuindo a sua tensao superficial de modo que, ao agitar-se a solucéo, se
forma uma espuma abundante e relativamente estavel. A estrutura das saponinas consiste
numa porc¢do oligossacaridea formada por hidratos de carbono como a D-glicose (Glc), D-
galactose (Gal), N-acetilglucosamina, D-acido glicorénico (GlcA), D-xilose (Xyl) ou L-ramnose
(Rha) ligada a uma porcéo aglicona (ndo agucar), insolivel em agua, chamada genericamente
de sapogenina (furostanol ou espirostanol). Portanto, sapogenina é a porgao nao polar de uma
saponina. Normalmente, nas saponinas, o oligossacarideo estd ligado na posicdo C-3 da
sapogenina, mas também pode estar ligado nas posi¢des C-27 (em saponinas esteroides) ou C-
30 (em saponinas triterpendides). A porcao sacaridea pode ser linear ou ramificada, contendo
2 a 5 residuos monossacaridicos (Raju, J. et al, 2009; Williams, J.R. et al, 2007; Guclu-
Ustundag, O., et al, 2007). Na figura 1 esta apresentado um esquema geral da estrutura de

uma saponina esteréide (espirostano).

Oligossacarideo Sy
Saponina + *

Sapogenina

Sapogenina
7 Porg3o apolar

Porcao polar

[Dlig ossacarideon

Figura 1 - Estrutura geral das saponinas esterdides. (Silva, M., 2008)



A natureza da aglicona e a porcdo oligossacaridica da molécula da saponina contribuem,
naturalmete, para as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas desta molécula. Existe uma
extensa variedade de estruturas de saponinas, uma vez que tanto os locais de ligacdo da
sapogenina e da porgao oligossacaridica como a estereoquimica da ligacdo podem variar
(Williams, J.R. et al, 2007). Além disso, a natureza da aglicona e dos seus grupos funcionais,
bem como o numero e a natureza dos agUcares podem ser muito distintos, o que contribui
para a grande diversidade destes compostos (Guclu-Ustundag, O., et al, 2007; Price, K.R. et
al, 1987).

As saponinas ocorrem em pelo menos 400 espécies de plantas pertencentes a 60 familias
diferentes (Guclu-Ustundag, O., et al, 2007). Esta descrito que, nas plantas, as sapogeninas
esterdides sdo biossintetizadas a partir do colesterol nelas presente através de uma série de
etapas que incluem a hidroxilagdo, sendo posteriormente glicosiladas para formar as
saponinas esteroidais. No entanto, desconhecem-se ainda todas as enzimas e 0s genes
envolvidos na biossintese destas moléculas (Kohara, A. et al, 2005).

A diosgenina é uma sapogenina esteréide que pode ser encontrada em diversas espécies
vegetais, apresentando-se como um dos principais constituintes bioactivos de vérias plantas,
nomeadamente do inhame (“Dioscorea villosa”) (Raju, J. et al, 2009; Taylor W.G., et al,
2000). O inhame é oriundo de varios paises de clima tropical, sendo muito abundante no
México, tendo constituido, nesta regido, a Unica fonte de matéria-prima para a producao de
pilulas anticoncepcionais, desde 1950 até final dos anos 70 (Narula, A., et al, 2007).
Quimicamente, a molécula da diosgenina € composta por um grupo hidroxilo e uma ligacédo
dupla nas posicdes C-3 e C-5, respectivamente. Além disso, tem seis anéis na sua
constituicdo: A, B, C e D (sistema ciclopentanofenantreno, caracteristico dos esterdides) e
anéis E e F. Os anéis E (tetrahidrofurano) e F (tetrahidropirano) séo fundidos na posigdo C-22
foramando uma estrutura espiro. Estes grupos funcionais, ligacdes e anéis sdo fundamentais
na conversao estrutural da diosgenina, originando outros compostos farmacologicamente

activos (Quan, H., et al, 2005). A Figura 2 representa a estrutura quimica da diosgenina.

Figura 2 - Estrutura quimica da diosgenina. (Raju, J. et al, 2009)



A diosgenina é usada como um precursor quimico na preparacdo industrial de muitos
esterdides sintéticos, incluindo pilulas anticoncepcionais orais e corresponde a cerca de 50%
da matéria-prima utilizada na producéo de cortisona, progesterona e muitas outras hormonas
esterdides (Raju, J., et al, 2009). Uma vez que a diosgenina é o precursor para a sintese
industrial em larga escala de diferentes hormonas entre elas a progesterona, acreditou-se, a
principio, que poderia ser convertida em progesterona e outros esterdides sexuais in vivo.
Contudo, a sintese comercial da progesterona a partir da diosgenina envolve multiplas etapas
complexas. Portanto, é pouco provavel que a conversdao metabdlica da diosgenina em varios

esterdides sexuais ocorra in vivo (Au, A.L.S., et al, 2004).

A diosgenina ndo € sintetizada metabolicamente nem convertida noutros esterdides no
organismo humano e, por isso, tem sido considerada segura. No entanto, alguns estudos tém
indiciado que este composto tem efeito estrogénico nos seres humanos, embora ainda néo

haja evidéncia concreta dessa ac¢éo (Raju, J., et al, 2009; Komesaroff P.A., et al, 2001).

[.1.2. Potenciais aplicacdes terapéuticas da diosgenina

Uma caracteristica importante da diosgenina é a sua vasta aplicagdo terapéutica em
diferentes &reas. Em alguns paises, alimentos naturais que contém diosgenina foram
divulgados como sendo eficazes no tratamento de doencas, tais como a osteoporose e tensao
pré-menstrual em mulheres, possivelmente devido a sua potencial accdo estrogénica acima
referida (Noguchi, E., et al, 2006).

Em estudos em ratos diabéticos foi também demonstrado que a diosgenina tem propriedades
hipoglicémicas, alterando a sua morfologia intestinal, diminuindo os seus niveis de glicose
sanguineos e melhorando o seu perfil lipidico (McAnuff-Harding, M.A., et al, 2006).
Adicionalmente, foi demonstrado que a diosgenina retarda a progresséo da osteoporose e
possui efeitos anti-inflamatérios em ratos (Au, A.L.S., et al, 2004). Os efeitos anti-
inflamatorios e estrogénicos da diosgenina acima mencionados foram previamente sugeridos
devido a similaridade estrutural da molécula com os estrogénios. A utilizacdo de diosgenina
mostrou ser potencialmente Gtil para a manutencdo de niveis saudaveis de colesterol no
sangue e impediu significantemente a perda 6ssea na mesma extensdo que o estrogénio (Yen,
M.L., et al, 2005).

A diosgenina pode ser convertida quimicamente em varias hormonas que estao presentes no
corpo humano, tais como progesterona, aldosterona, cortisol e estrogénio, através de varias
reacgbes enzimaticas (Hsu, K., et al, 2008; Tucci M., et al, 2003). Assim, a diosgenina tem

sido amplamente utilizada na terapia hormonal de substituicdo de estrogénio nas



mulheres com menopausa (Hsu, K., et al, 2008; Benghuzzi H., et al, 2003). Contudo, existe
pouca informacdo disponivel relativa a eficacia e seguranca na utilizacdo de produtos
naturais, incluindo a diosgenina, na terapéutica de substituicdo hormonal na menopausa (Hsu,
K., et al, 2008). Para averiguar e confirmar os possiveis efeitos estrogénicos da diosgenina, 0s
investigadores tém recorrido a modelos animais. Nestes estudos, observou-se que a
diosgenina estimula o crescimento do epitélio mamario (Chen, J.H., et al, 2008; Aradhana R.,
et al, 1992), inibe o aumento de peso em ratos fémea ovariectomizadas (Chen, J.H., et al,
2008; Scott A., et al., 2000) e contribui para a proliferacéo do epitélio vaginal (Joseph L.,
1999).

Foi demonstrada uma actividade biolégica interessante da diosgenina em consumidores de
drogas opiaceas (tais como a morfina e a heroina), com infeccéo por VIH e portadores de um
gene especifico, ApoE4, que apresentam um maior risco de desenvolver deméncia: a
diosgenina, juntamente com a substancia L-deprenil, tem um potencial terapéutico nesta

populagéo (Turchan-Cholewo, J,. et al, 2006).

|.2. Accao anticancerigena da diosgenina e derivados

[.2.1. Importancia actual do cancro e terapéutica

anticancerigena

O cancro € uma patologia com elevada morbilidade e mortalidade e enorme impacto socio-
econdmico nos dias de hoje. No entanto, apesar dos enormes avancos cientificos, a sua
incidéncia tem vindo a aumentar ao longo dos anos. A sua prevengado e tratamento é um dos
maiores desafios médicos da actualidade, tendo-se verificado avancos significativos nas
ultimas décadas (Barros, H., et al, 2006)

As estratégias seguidas clinicamente no tratamento de tumores malignos incluem a utilizacéo
de agentes antiproliferativos sistémicos que destroem preferencialmente as células malignas
(Bracke, M.E., et al, 2008; Komen, J., e tal, 2008; Marsh, S., e tal, 2009; Xu, G., et al, 2001).
Contudo, geralmente estes farmacos ndo s&o selectivos para células cancerigenas e a sua
eficacia terapéutica fica limitada, uma vez que podem provocar danos a células e tecidos
normais. As terapias convencionais causam significativos efeitos colaterais e frequentemente
tém uma taxa de sucesso limitada devido a varios factores como concentragdo insuficiente do
agente quimico, elevada toxicidade sistémica e auséncia de selectividade, além de
contribuirem para a resisténcia dos tumores aos anticancerigenos apds tratamento

prolongado. Para superar tais limitagdes, tém sido desenvolvidas estratégias para que estes



agentes possam ser activados selectivamente no tecido tumoral. (Xu, G., et al, 2001) Desta
forma, estudos com substancias naturais podem colaborar para o maior entendimento da
capacidade das mesmas em permitir a modulacdo de sinais de apoptose, possuindo, deste
modo, uma potencial accdo anticancerigena (Nobili, S., et al, 2009).

Actualmente, tem sido dado énfase significativo a potencial utilizacdo terapéutica de
substéncias naturais presentes, designadamente, em frutas, leguminosas ou 6leos essenciais
de origem vegetal (Farr, D. R., 1997; Wang, H., 1997; Kitts, D.D., et al., 2000). Neste
contexto, tem sido demonstrado que estas substancias podem constituir uma alternativa
vélida na prevencao do cancro ou até como agentes terapéuticos, induzindo a morte celular
programada, contrariamente ao que ocorre com a maioria das terapias utilizadas actualmente
(Son, Y.O., et al., 2003). As terapias oncoldgicas convencionais incluem farmacos que séo
citotoxicos e pouco selectivos nos seus efeitos, sendo tdéxicos para as células normais e,
assim, provocando no paciente inimeras reacgdes adversas (Arkin, M., 2005). Deste modo, em
muitos estudos tem sido avaliada a potencial utilizacdo de substéncias naturais em
determinados tipos de cancro, com o objectivo de identificar agentes anticancerigenos,

porém mais selectivos (Dumont, P., et al., 2007).

[.2.2. Accdo anticancerigena da diosgenina e mecanismos

moleculares associados

Nos ultimos anos, diversos estudos pré-clinicos tém evidenciado os efeitos anticancerigenos,
quimiopreventivos e antiproliferativos, da diosgenina, tendo-se demonstrado, em vérias linhas
de células humanas cancerigenas, que actua principalmente através da inibicdo do ciclo
celular e inducdo de apoptose (Raju, J., et al, 2009). Estes resultados tém implicado
significativamente a potencial utilizagdo deste composto como um novo agente terapéutico
contra varios tipos de cancro. Os estudos desenvolvidos tém evidenciado que o efeito
anticancerigeno da diosgenina ndo envolve um Unico mecanismo mas sim envolve varios alvos
moleculares, que inclusivamente variam de acordo com o tipo de célula (Raju, J., et al,
2009). Assim, tem havido um esforco consideravel na avaliacdo do papel da diosgenina na
modulagdo do crescimento e proliferacdo de varios tipos de tumores humanos e na avaliacéo
do seu potencial mecanismo de accéo.

Neste contexto, varios estudos tém evidenciado, designadamente, que a diosgenina:

- inibe a proliferacdo de células do tipo osteossarcoma (tumor 06sseo) pela inducdo da
apoptose e interrupcao do ciclo celular na fase G; (Moalic, S., et al, 2001; Corbiére, C., et al,
2003; Trouillas, P., et al, 2005);

- pode inibir a proliferacéo de células do cancro da mama através da indugdo da proteina proé-
apoptotica p53 (células MCF-7 positivas para o receptor de estrogénio) (Li, J., et al, 2005) ;
nas células de cancro da mama MDA (negativas para o receptor de estrogénio) o mecanismo

pré-apoptotico envolve a activacéo da caspase-3 (Sowmyalakshmi, S., et al, 2005);



- induz a apoptose em células do tipo eritroleucemia humana (Leger, D.Y., et al, 2004);

- inibe o crescimento e induz a apoptose na linhagem celular do cancro do c6lon humano
(Raju, J., et al, 2004). Na tabela 1, estdo resumidas as actividades anticancerigenas da
diosgenina.

Tabela 1 - Actividades anticancerigenas da diosgenina. Legenda: AOM, azoximetano; NF-kB, factor
nuclear k-B; Bcl-2, células B-2 linfoma nao-Hodgkin; PARP, poli polimerase (adenosina ribose-
difosfato). Adaptado de (Raju, J., et al, 2009)
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Como ja foi referido, o principal mecanismo anticancerigeno da diosgenina envolve a
perturbacéo do ciclo celular e a inducéo da apoptose. Multiplos sinais modulam a proliferacéo
celular, sobrevivéncia e morte celular e estas ac¢des coordenadas permitem que a célula
normal cresca e se divida até a sua senescéncia (Foster, ., 2008). Entretanto, as células
tumorais perdem a capacidade de regular esses sinais, resultando no descontrolo da
proliferac@o e auséncia de morte celular, contribuindo para o desenvolvimento dos tumores.
De um modo geral, estimulos téxicos ou prejudiciais para a célula podem desencadear a
morte celular por necrose ou apoptose, as quais sdo diferenciadas pela morfologia e vias
bioquimicas celulares (Foster, |., 2008; Bayly, A.C., et al, 1997; Cotran, R.S., et al, 2000;
Kuwana, T., et al, 2003).

A apoptose € um processo fisioldgico altamente regulado de morte celular programada e
desempenha um papel relevante na homeostase de diferentes tecidos em resposta a
numerosos estimulos. Este processo € caracterizado por diversas alteragdes morfoldgicas e
bioguimicas das células e é de crucial importéancia, designadamente, para o desenvolvimento
embriondrio, maturagdo do sistema imune, defesa contra infec¢des virais e eliminacéo de
tumores (Bergantini, A.P., et al, 2005; Bras, M., et al, 2005).

A apoptose é caracterizada por alteragfes no citoesqueleto que induzem contrac¢éo celular,
fragmentacd@o do ADN e condensagéo da cromatina levando a formacgédo de nucleos picnéticos
e vesiculas sem perda da integridade da membrana e sem resposta inflamatoria (Lavin, M.R,
1993; Liao, X., et al, 2005; Yasuhara, S., et al, 2003) (Fig. 3). A apoptose pode ser dividida
em trés fases: de iniciacdo, efectora e de degradacdo. A fase de iniciacdo é altamente
dependente do tipo de estimulo apoptdtico recebido pela célula por via enddgena ou por
receptores de superficie com dominios de morte (por exemplo, stress oxidativo, erros no DNA,
desequilibrio i6nico e presenca de citocinas). Esta primeira fase pode influenciar a eficacia
das fases seguintes (efectora e de degradacdo). Na fase efectora h4 activac@o da cascata de
caspases, constituida pela activacdo de proteases, nucleases e de outros intermediarios que
participam nesta fase. Na fase de degradacéo, a célula adquire as caracteristicas bioquimicas
e morfoldgicas caracteristicas deste processo, tais como diminuicdo do volume celular,

condensacéo da cromatina e formagao de corpos apoptdticos (Green, D., et al, 1998).(Fig. 4).
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Multiplos estudos tém evidenciado o envolvimento da diosgenina na modulacdo dos processos
gue envolvem as enzimas ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX). Estes dois sistemas sdo
responsaveis pela biossintese dos eicosanoides (Furstenberger, G., e tal, 2006). A enzima
COX-2 participa na conversdo do &cido araquidonico (AA) em prostaglandinas (PG) e
tromboxano (TX) A, e o envolvimento desta enzima em processos inflamatérios e na
carcinogénese é bem conhecido (Raju, J., et al, 2009). Alguns investigadores demonstraram
qgue a diosgenina inibe a actividade e expressdao da enzima COX-2 nas células 1547, de
osteossarcoma (Moalic, S., et al, 2001). Pelo contréario, nas células HEL da eritroleucemia, a
diosgenina induz o aumento da sintese de AA, o que leva a um acréscimo na expressao de
COX-2 que é acompanhado da indugdo da apoptose celular (Leger, D.Y., et al, 2004). Por
outro lado, nas células K562 de leucemia deficientes em COX-2, a diosgenina induz apoptose
independente de COX-2 através da activacdo da cinase MAP p38 e da inibigdo da ligacédo de
NFkB (Liagre, B., et al, 2005). O sistema LOX inclui um grupo de isozimas que participa
activamente na conversdo de AA em leucotrienos. Tal como a enzima COX-2, a 5-LOX é uma
enzima induzivel implicada na carcinogénese. Assim, a inibicdo destas enzimas revelou ser
fundamental na actividade de varios agentes anticancerigenos (Chen X., et al, 2006). Neste
contexto, em estudos com células HEL observou-se que o tratamento com diosgenina nao
afecta 0 mRNA da 5-LOX ou o mRNA da proteina activadora da enzima 5-LOX a nivel
transcripcional. Contudo, quando as células HEL estdo em processo de diferenciacdo e sdo
incubadas com diosgenina na presenga de um inibidor da COX (indometacina), o efeito
inibitério de crescimento da diosgenina € revertido e, assim, observa-se um crescimento
cinético exponencial de células indiferenciadas (Nappez, C., et al, 1995). Estes estudos
sugerem que a actividade quimiopreventiva da diosgenina contra varios tipos de cancro pode
incluir a inibicdo de um ou ambos os sistemas acima mencionados de uma maneira conjunta
ou independente (Raju, J., et al, 2009).

A regulagcdo de enzimas envolvidas na biossintese de acidos gordos tem se revelado muito
importante na patogénese do cancro. A enzima lipogénica FAS (sintase de &cidos gordos) tem
uma fungdo oncogénica, uma vez que confere vantagens de sobrevivéncia e crescimento de
células cancerigenas (Menendez, J.A., et al, 2007). Estudos in vitro demonstraram que a
diosgenina, que também é um conhecido agente hipolipidémico (Raju, J., et al, 2009); inibe a
expressao de FAS nas células HER2 de cancro da mama (Chang C.T., et al, 2007). Este facto
sugere que a enzima FAS pode ser um potencial alvo molecular da diosgenina noutros tipos de
células cancerigenas que apresentem uma expressdo abundante de FAS. Relativamente a via
de sintese do colesterol, foi demonstrado que a sobrerregulacdo de moléculas envolvidas
nesta via leva a uma estimulacgao da sintese de ADN no processo de carcinogénese (Rao, K. N.,
1995; Cerda, S.R., et al, 1995). De facto, a expressdo e actividade da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA reduatse) estd aumentada nas células
cancerigenas quando comparada com células de tecidos normais (Caruso, M.G., et al, 2005;
Notarnicola, M., et al, 2004). Neste contexto, a potencial actividade moduladora da HMG-CoA

redutase pela diosgenina foi também estudada. Nas células humanas HCT-116 do carcinoma



do célon, doses inibitdrias de diosgenina suprimem a expressdo tanto do mRNA como da
proteina HMG-CoA redutase, sugerindo que o modo de acg¢do anticancerigena da diosgenina

pode, portanto, envolver a via de sintese do colesterol (Raju, J., et al, 2007).
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos mecanismos de accdo plausiveis da diosgenina a nivel
celular como agente anticancerigeno. A diosgenina, em doses subcrénicas, actua nas células
tumorais para reprimir a sua transformacao, induzir apoptose, suprimir a proliferacéo e crescimento
e diminuir a integridade da membrana celular, levando a morte da célula cancerigena. COX,

cicloxigenase; PARP, poli polimerase (adenosina ribose-difosfato) (Raju, J. et al, 2009)

[.2.3. Relacdo estrutura-actividade anticancerigena

A avaliagdo da relagdo estrutura-actividade da diosgenina na proliferacdo de células
cancerigenas € da maior importancia no sentido de se potenciar a sua ac¢édo quimiopreventiva
e antiproliferativa. Alguns investigadores conseguiram calcular, através de modelagem
molecular, a conformacao espacial e a capacidade de transferéncia de electrées da molécula
da diosgenina, com o intuito de relacionar as suas caracteristicas estruturais com os efeitos
gue a mesma pode originar na taxa de proliferagdo celular, distribui¢cdo do ciclo celular e
inducdo de apoptose nas células 1547 de osteossarcoma. Assim, neste tipo de tumor, a
actividade anticancerigena da diosgenina parece estar relacionada com a presenca de uma
porcdo hetero de aglcar (cadeia lateral) e uma dupla ligacdo 5,6 na sua estrutura. Além
disto, a conformacéo estrutural (estereoquimica) nos &tomos de carbono C-5 e C-25 revelou

ser importante na actividade bioldgica da diosgenina (Raju, J., et al, 2009).
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Alguns estudos revelaram que derivados espirostano, sintetizados a partir da diosgenina,
possuem actividade anticancerigena quando avaliados em células HCT 116 de carcinoma colo-
rectal humano. Exemplos destes compostos sédo, entre outros, a solasodina (possui um atomo
de azoto no anel F) e a diosgenona (possui uma cetona insaturada no anel A). Neste estudo,
constatou-se que a presenca de um atomo de azoto no anel F parece estar associada a
eficacia do composto na sua actividade anticancerigena. Além disso, os derivados espirostano
gue ndo possuem um sistema conjugado no anel A apresentam melhor actividade biol6gica.
Num outro estudo, os efeitos citotoxicos de alguns derivados espirostano foram avaliados
usando culturas celulares de hepatdcitos e fibroblastos V79 através de véarios ensaios de
viabilidade. Os referidos derivados foram obtidos por modificacdo dos anéis A e B da
diosgenina, e observou-se que havia toxicidade superior para os fibroblastos do que para os
hepatécitos (Melo, P.S., et al, 2004).

O colesterol difere da diosgenina apenas na cadeia lateral ligada ao anel D. Tal como na
diosgenina, existem diversos estudos em que se funcionalizou a molécula do colesterol com o
objectivo de desenvolver compostos com potencial ac¢do antitumoral - neste contexto, um
exemplo importante sdo os oxiesterdis. Estes compostos sdo produtos resultantes da oxidacao
do colesterol, que pode ser espontanea ou enzimatica (Vejux, A., et al, 2008; Guardiola, F.,
et al, 2002; Smith, L., 1990). A auto-oxidacdo do colesterol no anel B origina a formacgé&o de
7a e 7B-hidroxicolesterois, 7-oxocolesterol, 5a,6a-epoxicolesterol, 58,68-epoxicolesterol e
colestano-3B,5a,6B-triol (Vejux, A., et al, 2008). Varios estudos efectuados indicam que os
oxiesterdis sdo fortes indutores de apoptose em Vvarios tipos de linhas celulares e por isso tém
sido sugeridos como potenciais agentes anticancerigenos (Vejux, A., et al, 2008; Prunet, C.,
2005; Lizard, G., et al, 1999).
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Figura 6 - Reaccdes de oxigenacao do colesterol (Bjorkhem, I., 2002)
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Deste modo, tendo em consideragdo toda a actividade antitumoral acima descrita para os
derivados do colesterol oxidados nos anéis A e B e para o potencial interesse antitumoral da
diosgenina, torna-se importante avaliar a ac¢do citotoxica/antiproliferativa de varios
derivados oxidados da diosgenina, designadamente 7-oxodiosgenina, diosgenona e 5,6-

epoxidiosgenina (representados na figura 7).
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Figura 7 - Estrutura quimica da diosgenina e dos seus derivados
diosgenona, 5,6-epoxidiosgenina e 7-oxodiosgenina

I.2.4. Combinacéo da diosgenina com agentes anticancerigenos

Uma vez que ndo sdo conhecidos muitos estudos sobre os efeitos da diosgenina em
combinacd@o com outros farmacos anticancerigenos classicos (Chang, C.T. et al, 2007), torna-

se também importante abordar esta tematica.

Um dos farmacos amplamente utilizado no tratamento do cancro da mama, como terapia
adjuvante, é o tamoxifeno. Este farmaco € um antiestrogénio ndo esterdide, com actividade
agonista ou antagonista nos receptores de estrogénio, dependente da selectividade dos
tecidos. O tamoxifeno € um derivado trifeniletileno substituido que se apresenta na forma de

isdmeros cis e trans. O isdmero trans pode ser usado como agente antitumoral no cancro da
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mama, tanto em mulheres como homens; agente preventivo na reducdo do risco de
desenvolvimento de cancro da mama em mulheres de elevado risco; agente preventivo na
reducdo do risco de desenvolvimento de cancro da mama em mulheres com Carcinoma Dutal
In Situ (CDIS); agente preventivo na reducdo do risco de desenvolvimento de cancro
contralateral em mulheres com cancro unilateral e agente de fertilizagdo. Por outro lado, o
isbmero cis € carcinogénico, o que exige um controlo e purificagdo rigorosos da molécula,
visto que este isdbmero pode estar associado a alguns efeitos secundarios (Kute, D.W., et al,
2003).
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Figura 8- Estrutura quimica do
tamoxifeno.
(http://www.ovc.uoquelph.ca)

O mecanismo de ac¢do antineoplésica ainda ndo é totalmente conhecido, mas tem sido
relacionado com o bloqueio dos receptores estrogénicos (RE), impedindo a accdo das
moléculas esteroides, responsaveis pela proliferacdo das células cancerigenas. Quando os
estrogénios se ligam aos RE, sdo completamente envolvidos pelo seu dominio hidrofébico,
através da reposicdo da hélice 12, que sela o esterdide dentro da bolsa hidrofébica. Os co-
activadores responsaveis pela accdo estrogénica podem-se entdo ligar a regido AF2 da hélice
12 (Fig. 9-A). Os moduladores selectivos de receptores de estrogénio (SERMs), como o
tamoxifeno ou o raloxifeno, possuem um grupo volumoso que impede o reposicionamento da
hélice 12, através da ligacdo ao Asp351, ficando o RE numa conformacao aberta. A hélice 12 é
deslocada para fora, escondendo a regido AF2, ndo permitindo a ligacdo dos co-activadores -
accao antiestrogénica (Kute, D.W., e tal, 2003; Jordan, V.C., 1999) (Fig.9-B).
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Fig. 9: Comparacao da ligacado do estradiol (A) e do raloxifeno (B) no
receptor do estrogénio. (Jordan V.C., 1999)

O tamoxifeno exerce também uma fraca acgdo estrogénica em alguns tecidos, sendo
responsavel pela promogao de certos tipos de tumores (como por exemplo cancro da préstata
e do endométrio). Esta accdo do tamoxifeno pode estar relacionada com o facto de este
farmaco impedir apenas a regido AF2, deixando a regido AF1 exposta para ligagdo a co-
activadores estrogénicos num ambiente propicio. Supde-se que exista uma distribuicdo
diferencial de co-activadores e co-repressores nos diferentes tipos de tecido, resultando nos
diferentes tipos de resposta do complexo tamoxifeno-RE (Kute, D.W., e tal, 2003; Jordan
V.C., 1999).

A flutamida € um farmaco antiandrogénio ndo esterdide, destituido de actividade hormonal,
utilizado no tratamento do cancro avangado de prdstata, em monoterapia ou em combinacéo

com outros agentes.®?
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Figura 10- Estrutura quimica da flutamida.
(Marona, H., et al, 2004)

Os antiandrogénios sdo compostos desenvolvidos com a finalidade de bloquear a acc¢éo de
androgénios de origem supra-renal e testicular nos tecidos alvo, sem reduzir os niveis de
testosterona. Embora a orquiectomia (remocdo cirlrgica de parte do testiculo), a
administracdo de estrogénios ou de agonistas da hormona libertadora da hormona luteinizante
(LHRH), como, por exemplo, a leuprolida ou a goserelina, promovam a reducao de 90% a 95%

na concentragdo de testosterona no sangue, a concentragdo intraprostatica da
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diidrotestosterona decresce apenas 50% a 60%, indicando que as glandulas supra-renais sdo
responsaveis por apenas 40% a 50% da di-hidrotestosterona total na prostata do homem
(Marona, H., et al, 2004; Labrie, F., et al, 1985). A flutamida e seus metabolitos, principalmente a
2-hidroxi-flutamida, actuam inibindo a ligacdo da testosterona ou da di-hidrotestosterona aos
receptores nucleares e citoplasmaticos nas células alvo. No entanto, estudos demonstram
uma pequena correlacdo entre a afinidade relativa de ligacdo do farmaco aos receptores
androgénicos e a proliferacdo celular, o que sugere que o seu efeito benéfico ndo se deve a
interaccdo directa com as células tumorais (Brodgen, R., et al, 1985). A afinidade da 2-
hidroxi-flutamida ao receptor androgénico parece ser 20 vezes maior que a da flutamida
(Marona, H., et al, 2004).

Alguns estudos evidenciaram que a combinagdo de derivados de fitoesterdis com agentes
anticancerigenos classicos (cisplatina e doxorrubicina) poderd reduzir a dose clinica
normalmente administrada destes agentes anticancerigenos no tratamento do cancro do célon
humano, com a vantagem de se reduzirem os feitos colaterais associados a esses farmacos
(Carvalho, J., et al, 2010). Outro tipo de estudo revelou que a sobreexpressédo da cinase HER2
pode induzir resisténcia aos agentes quimioterapéuticos em células do cancro da mama (Yu,
D., et al, 1996) e que a inibicdo da sintase dos acidos gordos (FAS) pode sensibilizar as células
cancerigenas que sobrexpressam HER2 para os efeitos do anticancerigeno paclitaxel
(Menendez, J.A., et al, 2005). Uma vez que a diosgenina pode inibir a expressdo de FAS nas
células cancerigenas acima mencionadas, constatou-se, neste estudo, que a diosgenina pode
assim incrementar a citotoxicidade do farmaco paclitaxel (Chang C.T., et al, 2007). Deste
modo, podera existir uma melhoria no ratio entre os beneficios terapéuticos e os efeitos

adversos, muitas vezes associados a este tipo de farmacos quimioterapéuticos.

|.3. Accao antifungica da diosgenina e derivados

As infecgbes oportunistas provocadas por fungos pertencentes aos géneros Candida,
Cryptococcus e  Aspergillus, constituem um sério problema para pacientes
imunocomprometidos (Yang, C.R., et al, 2006). A terapéutica antifingica utilizada
actualmente inclui, maioritariamente, cinco classes de farmacos: os polienos (ligam-se ao
ergosterol na membrana celular provocando perda da integridade da mesma e instabilidade
osmdtica), os azéis (inibem as enzimas citocromo P450 dependentes, impedindo a sintese de
ergosterol e esgotando o0 mesmo na membrana do fungo), as alilaminas (inibem a enzima
epoxidase na via de sintese do ergosterol), as equinocandinas (inibem a sintese de B-1,3-
glucano que estd presente na parede celular dos fungos) e as flucitosinas (agem como um anti
metabolito do uracilo na sintese do RNA do fungo). Os farmacos representativos destas cinco
classes sdo a anfotericina B, o fluconazol, a terbinafina, a caspofungina e a flucitosina,
respectivamente. No entanto, tem-se vindo a demonstrar algumas limitacdes destes

farmacos, como por exemplo, o aparecimento de resisténcias aos azdis ou a falta de eficacia
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da caspofungina no tratamento do fungo Cryptococcus (Yang, C.R., et al, 2006). Torna-se,
deste modo, importante a descoberta de novos agentes antifingicos que possuam modos de
accao mais eficazes.

Tem sido descrito na literatura que algumas saponinas esterdides possuem actividade
antifingica, particularmente contra agentes patogénicos provenientes de ambientes rurais.®’
A actividade antifungica das saponinas esterdides esta associada com as caracteristicas
individuais da aglicona constituinte e com o0 nimero e estrutura das unidades
monossacaridicas das cadeias de acucar (Yang, C.R., et al, 2006). Atendendo a estrutura da
aglicona e possuindo a mesma sequéncia de aglcares ligados ao C-3, alguns investigadores
constataram actividade antifingica nos derivados espirostano, contrariamente aos derivados
furostano que nado possuiam nenhuma actividade. Estes dados confirmam que os anéis E e F da
diosgenina desempenham um importante papel nas suas propriedades antiflingicas (Sautour,
M., et al, 2004). Recentemente, foi demonstrado que varios derivados oxidados do colesterol
nos anéis A e B, nomeadamente o 7-oxocolesterol, evidenciaram accdo contra Candida
albicans resistente a miconazole e anfotericina B, bem como noutras estirpes de Candida.
Neste estudo, verificou-se que a presenca de um grupo cetona na estrutura do 3,7-colestano
parece ser necessaria para melhorar esta actividade biol6gica da molécula e que os derivados
7-oxidados revelaram actividade significativa contra Candida albicans (Brunel, J.M., et al,
2005). Deste modo, atendendo ao papel desempenhado pelos anéis E e F da diosgenina na sua
accao antifungica e pela potencial actividade anti-Candida de derivados oxidados nos anéis A
e B do colesterol, torna-se importante avaliar a ac¢do de derivados da diosgenina oxidados

nos anéis A e B também neste contexto.
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Il - Objectivos

Este trabalho tem como objectivo principal avaliar os efeitos da diosgenina e derivados

oxidados na proliferacédo de células de vérios tipos comuns de cancros e na proliferacdo de

fungos.

Para alcancar este objectivo desenvolveram-se os seguintes estudos:

Optimizagdo dos protocolos experimentais para a determinagdo da viabilidade
celular;

Avaliacdo da acc¢do da diosgenina e derivados oxidados (7-oxodiosgenina, diosgenona
e 5,6-epoxidiosgenina) na proliferagao/viabilidade celular de fibroblastos da derme

humana nado cancerigenos (NHDF), células epiteliais humanas de cancro da mama
(MCF-7) e células de adenocarcinoma da préstata sensiveis a androgénios (LNCaP);
Avaliacdo da acgdo isolada dos farmacos Tamoxifeno e Flutamida e da accdo
combinada destes com a diosgenina, na proliferagdo/viabilidade de células epiteliais
humanas de cancro da mama (MCF-7) e células de adenocarcinoma da prostata
sensiveis a androgénios (LNCaP), respectivamente;

Avaliagdo da acgdo da diosgenina e derivados oxidados (7-oxodiosgenina, diosgenona e
5,6-epoxidiosgenina) na proliferacéo de varias estirpes de Candidas - Candida albicans

ATCC 90028 (estirpe comercial), Candida albicans, Candida glabrata e Candida

lusitaniae (estirpes clinicas).
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Il - Materiais e Métodos

lIl.1. Compostos testados nas linhas celulares

e Diosgenina, Sigma Aldrich (Portugal);

e 17-B-estradiol, Sigma Aldrich (Portugal);

e 7-oxodiosgenina (sintetizado e caracterizado pelo Professor Samuel Silvestre);

o Diosgenona (sintetizado e caracterizado pelo Professor Samuel Silvestre);

e 5,6-epoxidiosgenina (sintetizado e caracterizado pelo Professor Samuel Silvestre);
e Tamoxifeno, Sigma Aldrich (Portugal);

e Flutamida, Sigma Aldrich (Portugal).

l1I.2. Preparacao das solugcdes dos compostos utilizados

[11.2.1 - Diosgenina

A preparacdo da solucéo inicial de diosgenina consistiu na dissolugcdo da mesma em 2ml de
etanol absoluto, de modo a obter uma concentracéo final de 102M.

A partir da solucdo de 10°M foram preparadas as concentracdes requeridas para os Varios
trabalhos experimentais. As concentracdes utilizadas foram 0,01uM; 0,1uM; 1uM; 10uM; 20uM;
30uM; 50puM e 100uM.

[11.2.2 - 17-B-estradiol

A preparacgédo da solucgéo inicial de 17-B-estradiol consistiu na dissolu¢édo da forma pulverizada
do mesmo em DMSO (Dimetilsulféxido - Sigma Aldrich, Portugal), de modo a obter uma

concentracéo final de 10°M.

A partir desta solucgéo inicial prepararam-se duas solugdes intermédias com concentracgdes de
10°M e 10"°M diluidas em meio de cultura.
A partir da solucdo intermédia de 10°M foi preparada a concentracéo utilizada no trabalho

experimental, sendo esta 10nM.
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[11.2.3 - 7-Oxodiosgenina, diosgenona, 5,6-epoxidiosgenina

Para obter uma concentracdo de 10°M, dissolveram-se os trés compostos em etanol absoluto.
A partir desta solucdo, prepararam-se as restantes solugdes necessarias para o trabalho
experimental. As concentragbes utilizadas foram 0,01uM; 0,1uM; 1pM; 10uM; 50uM e 100uM.

[11.2.4 - Tamoxifeno e Flutamida

Prepararam-se solucdes de 102M, dissolvendo os dois farmacos em etanol absoluto. A partir
desta solucédo inicial, foram preparadas as concentracfes requeridas no estudo, sendo estas
0,1uM; 1uM; 10uM; 15 puM; 20uM; 50uM e 100uM nos ensaios com tamoxifeno e 0,01uM; 0,1uM;
1uM; 10uM; 50uM e 100uM nos ensaios com flutamida.

[11.3. Culturas celulares

Para realizar este estudo, foram utilizados trés tipos distintos de células: fibroblastos da
derme humana ndo cancerigenos (NHDF), células epiteliais humanas de cancro da mama
sensiveis a estrogénios (MCF-7) e células de adenocarcinoma da prostata sensiveis a

androgénios (LNCaP).

[11.3.1 - NHDF

As células NHDF (Normal Human Dermal Fibroblasts) sdo fibroblastos saudaveis derivados da
derme humana. No estudo efectuado, estas células foram mantidas em meio de cultura RPMI
1640 (RoswellPark Memorial Institute - Sigma Aldrich, Portugal) suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (FBS) (Biochrom AG, Portugal), 20mM de L-glutamina (Sigma Aldrich,
Portugal), 10mM de HEPES (Sigma Aldrich, Portugal), 1ImM de piruvato de sodio (Sigma
Aldrich, Portugal) e 1% de antibidtico/antimicético (10,000 unidades/ml de penicilina,
10mg/ml de estreptomicina e 25 pg/ml de anfotericina B), a 37°C em atmosfera humidificada
contendo 5% de CO,. O meio de cultura foi substituido a cada 2 a 3 dias e as células eram
divididas para novos frascos de cultura quando a confluéncia foi alcancada. Nas experiéncias,

as células foram utilizadas nas passagens 3 a 10.
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11.3.2 - MCF-7

As células MCF-7 sdo uma linha celular de células epiteliais, isoladas a partir de uma efuséo
pleural de uma mulher caucasiana com 69 anos que apresentava cancro da mama
metastatico. MCF-7 é o acronimo de Michigan Cancer Foundation-7, referindo-se ao Instituto
onde pela primeira vez estas células foram isoladas. Esta linha celular deriva de um
adenocarcinoma mamario. As células possuem caracteristicas aderentes, crescimento em
monocamada e apresentam receptores de estrogénios (Levenson A. S., et al, 1997). As células
MCF-7 foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Sigma Aldrich,
Portugal) suplementado com 10% de FBS (Biochrom AG, Portugal) e com 1% de
antibiotico/antimicotico (10,000 unidades/ml de penicilina, 10mg/ml de estreptomicina e 25
ug/ml de anfotericina B), a 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de CO,. O meio de
cultura foi substituido a cada 2 a 3 dias e as células eram divididas para novos frascos de
cultura quando a confluéncia foi alcancada. Nas experiéncias, as células foram utilizadas nas

passagens 3 a 18.

[11.3.3 - LNCaP

As células LNCaP (Lymph node carcinoma of the prostate) sdo uma linha celular de células
humanas do adenocarcinoma da prostata sensiveis a androgénios, isoladas em 1977, a partir
de uma metéstase de um nodulo linfatico supraclavicular de um homem caucasiano com 50
anos. Sao células epiteliais aderentes que podem crescer sob a forma de agregados ou células
isoladas. (Horoszewicz, J.S., et al, 1983) As células LNCaP foram mantidas em meio RPMI
(Sigma Aldrich, Portugal) suplementado com 10% de FBS (Biochrom AG, Portugal) e com 1% de
antibiotico (10,000 unidades/ml de penicilina e 10 mg/ml de estreptomicina), a 37°C em
atmosfera humidificada contendo 5% de CO,. O meio de cultura foi substituido a cada 3 dias e
as células eram divididas para novos frascos de cultura quando a confluéncia foi alcangada.

Nas experiéncias, as células foram utilizadas nas passagens 3 a 10.
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[11.4- Técnicas usadas nas culturas celulares in vitro

[11.4.1 - Congelamento e descongelamento de células

Quando armazenadas em bancos de células com azoto liquido (-180°C) e na presenca de
guantidades adequadas de DMSO (Sigma Aldrich, Portugal) (crioconservacdo), as linhas
celulares podem sobreviver por um periodo de tempo superior a trés anos (Saxena, K., et al,
1995).

As linhas celulares utilizadas no decorrer deste trabalho estavam armazenadas em bancos de
células em azoto liquido. Para se proceder a sua utilizagcdo, descongelou-se, a temperatura
ambiente, o conteldo do tubo de crioconservacdo. De seguida, aqueceram-se cerca de 20 mL
de meio de cultura suplementado com 10% de FBS (Biochrom AG, Portugal) (RPMI para as
células NHDF e LNCaP ou DMEM para as células MCF-7) e adicionou-se o contetdo do tubo de
crioconservagdo. Centrifugou-se (Centrifugadora Nuaire™, DHD Autoflow) a 1000 rpm durante
8 minutos. Descartou-se o sobrenadante, de forma a remover todo o DMSO (Sigma Aldrich,
Portugal) e o pellet obtido foi ressuspendido no meio de cultura adequado. Por fim, colocou-
se a ressuspensdo celular num frasco de cultura, adicionou-se meio de cultura correspondente
ao tipo de linha celular (cerca de 15mL para um frasco de 75mL) e incubou-se a 37°C em
atmosfera humidificada contendo 5% de CO,.

Ao longo deste trabalho laboratorial, células provenientes de culturas proximas da
confluéncia de diferentes passagens foram congeladas e armazenadas. Para tal, efectuou-se o
processo de tripsinizacdo das culturas celulares nessas condi¢des. Depois de uma etapa de
centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e o pellet resultante foi ressuspendido em meio
de cultura completo e com 10% de DMSO. A suspensdo final foi dividida por tubos de
crioconservacao (1mL por cada tubo), que foram colocados a -20°C durante 4 horas, depois

mantidos a -80°C por 1 a 3 dias e finalmente armazenados em azoto liquido a - 180°C.

[11.4.2 - Tripsinizacao

Ao longo do tempo, as culturas de células foram ficando confluentes nos frascos. A avaliacdo
da confluéncia das células foi efectuada através de observagdo microscopica (Olympus CK
40). Apos atingirem 70 a 80% de confluéncia, as células foram expandidas para mais frascos
de cultura. Para tal foi realizado o procedimento da tripsinizacdo. Este procedimento
consistiu na aspiracdo com vacuo do meio de cultura existente no interior do frasco. De
seguida, fez-se lavagem das células com tampéo fosfato salino (PBS) (cerca de 10mL para um
fraco de 75mL) e colocaram-se cerca de 10mL (no caso de um frasco de 75mL) de tripsina

(0,025% em PBS/EDTA - Sigma Aldrich, Portugal); em contacto com as células. Colocou-se o
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frasco de cultura na estufa (Bioblock Scientific - Sigma Aldrich, Portugal) durante 5 minutos a
37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de CO, para que as células existentes no
suporte solido (base do frasco de cultura) se soltem e se dissociem entre si. Apds confirmagao
microscépica de que as células se encontravam em suspenséo, a tripsina foi neutralizada com
meio de cultura suplementado com FBS previamente aquecido a 37°C e a suspensao celular
resultante foi centrifugada a 1000 rpm durante 8 minutos. Seguidamente, descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com meio de cultura. A suspenséo celular resultante

foi colocada em novos frascos de cultura.

[11.4.3 - Contagem de células

Para iniciar um novo ensaio celular foi necessario contabilizar o niumero de células a colocar
nos pocetos. Para tal, apds tripsinizagdo das culturas celulares, o pellet resultante foi
ressuspendido em 1ml de meio de cultura completo. Seguidamente, retiraram-se 10ul da
suspensao celular para o interior de um tubo eppendorf e ao mesmo adicionaram-se 10ul de
solugdo de azul de triptano 0,4% (Merck, Alemanha). O conteldo resultante foi aplicado numa
camara de Neubauer e contabilizou-se 0 nidmero de células existente por quadrante. Para
calcular o volume a retirar da suspenséo celular, calculou-se a média de células existente por
guadrante e multiplicou-se o valor obtido por 2 (devido a dilui¢do das células no corante azul
de triptano).

Com o valor resultante calculou-se a quantidade a retirar da suspensdo celular inicial para

obter a concentracado de células pretendida nos pocetos.

1.5 - Procedimento geral realizado para estudar o

efeito dos compostos estudados na viabilidade celular

Para cada ensaio celular, foram preparadas placas multiwells de 24 ou 48 pocetos, com uma
concentracdo de 2x10* células/mL, sendo mantidas em meio de cultura adequado por
aproximadamente 48 horas.

Passado o periodo de tempo pretendido, adicionaram-se 0s compostos em estudo nas
concentracdes requeridas. Os compostos permaneceram em contacto com as células durante

24, 48 ou 96 horas, dependendo da anélise a efectuar. Em todas as experiéncias realizadas, a
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concentracédo final de solvente nos pocetos foi sempre inferior a 1%; esta concentracdo de
solventes ndo teve efeito na viabilidade celular.

Passado o periodo de exposicdo das células aos compostos, as placas cujas células néo
sofreram o processo de recuperacdo foram imediatamente sujeitas ao ensaio de
viabilidade/proliferacdo celular (ensaio MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio - Sigma Aldrich, Portugal) e nos ensaios com recuperacdo, foi adicionado
meio de cultura suplementado com FBS apropriado a cada tipo de células, ficando em
incubacd@o 48h. Passado este tempo de incubacdo, as placas com as células foram também
sujeitas ao mesmo teste de viabilidade celular.

Para todas as concentracdes dos compostos de interesse testadas, foram realizados ensaios
em triplicado de modo a efectuar uma analise estatistica. Por outro lado, em cada placa
multiwell foi testado um controlo. Este consistiu em aplicar apenas meio de cultura sem
adicionar qualquer composto de interesse. A média dos valores de absorvancia obtida nos trés
pocetos do ensaio controlo foi considerada como 100% de viabilidade celular. Todos os
restantes valores adquiridos apds a incubacdo com os compostos de interesse foram
considerados em relagédo ao ensaio controlo, de forma a uniformizar os resultados obtidos e
comparar as viabilidades celulares na auséncia dos compostos testados com a presenca dos
mesmos.

Adicionalmente, foram realizados ensaios de citotoxicidade em que foi utilizado meio de
cultura com FBS-Charcoal em vez do FBS comum. Este meio foi preparado com base no
procedimento descrito por Cepa, M., et al. (2008) e consistiu em remover os esterdides
presentes no FBS convencional. Para tal, incubaram-se 500mL de FBS inactivado por calor
com 8g de charcoal activado, durante 24h a temperatura ambiente. Seguidamente,
centrifugou-se durante 15 minutos a 4000g de forma a separar o charcoal do soro. O
sobrenadante foi filtrado através de um filtro de acetato de celulose de 0,22pm por poro.
Apéds exposicdo das células ao composto de interesse, o meio que estava nos pocetos foi

aspirado e substituido por meio FBS-charcoal durante 48h.

l1l.6 - Ensaio realizado para analisar a viabilidade celular

[11.6.1- Ensaio de toxicidade (MTT)

O ensaio de toxicidade depende do ndmero de células presentes, bem como da actividade
mitocondrial celular e baseia-se na redugio do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) (Sigma Aldrich, Portugal) a cristais de formazano (composto azul,

insolivel em meio aquoso) pela enzima mitocondrial succinato-desidrogenase, existente no

interior das células viaveis. A quantidade de formazano produzida é proporcional ao nimero
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de células vidveis presentes e que apresentam uma respiracdo celular activa. Este ensaio
permite ainda medir os efeitos citotdxicos e de sensibilidade a determinados farmacos quer
em linhas de culturas celulares quer em culturas primarias de células. (van Meerloo, et al.,
2011).

Apés as linhas celulares terem estado em contacto com os diferentes compostos durante o
periodo de tempo do ensaio, os sobrenadantes foram aspirados e aplicou-se uma solucédo de
MTT (com uma concentragao de 0,5 mg/mL em tampéo fosfato salino - PBS) em contacto com
as células, durante 4 horas, numa atmosfera de 37°C com 5% CO, e na auséncia de luz. Apds 4
horas de exposicédo a solugcdo de MTT, aspirou-se o contelido existente na placa de microwells
e foi colocado, em cada poceto, DMSO e tampao glicina Sorensen (solugdo de 0,1M L-glicina e
0,1M NaCl, com o pH ajustado a 10,5 com 0,1M de NaOH). O DMSO permitiu a lise celular e
solubilizac&o dos cristais de formazano e o tampao glicina permitiu estabilizar a cor obtida.
Posteriormente, o conteldo de cada poceto foi transferido para uma microplaca de 96 wells
que foi introduzida no leitor espectofotométrico de microplacas (BiochromAnthos 2020) e foi
guantificada a absorvancia a 570 nm. A extensdo de morte celular foi expressa como

percentagem de viabilidade celular em comparagdo com as células controlo.

[11.7 - Analise estatistica

Para comparar os resultados obtidos, recorreu-se a uma andlise estatistica. Os resultados
graficos de citotoxicidade foram expressos como valores médios + desvio padrdo. A
comparacdo entre multiplos grupos foi analisada pelo teste t-student para determinar a
existéncia de diferencas significativas entre as médias. A diferenga entre grupos foi
considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.

Os valores de ICsy foram calculados a partir da curva dose-resposta por célculos de

ajustamento sigmoide.

24



1.8 - Procedimento geral realizado para estudar o
efeito dos compostos diosgenina, 7-oxodiosgenina,
diosgenona e 5,6-epoxidiosgenina na proliferacao de

fungos

O método utilizado para avaliar a accdo antiproliferativa dos compostos estudados foi a
técnica de difus@o em disco de acordo com as normas da CLSI M44-A (CLSI, 2003). As estirpes
flngicas utilizadas foram Candida albicans ATCC 90028 e trés estirpes clinicas: Candida
albicans, Candida glabrata e Candida lusitaniae.

Segundo as normas da CLSI foi utilizado o meio de cultura Mueller-Hinton agar suplementado
com 2% de glicose (Sigma-Aldrich, Portugal) e 0,5 pg/ml de azul de metileno (Merck,
Alemanha). O meio Mueller-Hinton foi preparado conforme instru¢des do fabricante e € o
recomendado, uma vez que apresenta boa reprodutibilidade, a glicose nele presente promove
0 crescimento da maioria das leveduras e a adi¢éo de azul de metileno permite uma melhor
definicdo das zonas de inibicdo. O pH do meio foi ajustado entre 7,2 e 7,4 a temperatura
ambiente. Foi também utilizado o meio Saboraud Dextrose Agar (SDA - Liofilchem, Italia)
preparado de acordo com as instrugfes do fabricante. Este meio foi utilizado para efectuar as

sementeiras das varias estirpes em estudo.

Com o auxilio de uma ansa esterilizada, retiraram-se coldnias de leveduras de cada estirpe
gue foram colocadas em 10ml de solucdo salina, a fim de obter uma turvacéo correspondente
a 0,5 na escala de McFarland. De seguida, inocularam-se as placas de Mueller-Hinton com esta
solugdo. Esta inoculacdo foi feita em forma de estrias na superficie do agar em trés
direccdes, girando a placa num angulo de 60° apds cada estria. Antes da aplicagcdo dos discos
(Whatman, Reino Unido), aguardou-se algum tempo para que o0 excesso da humidade da
superficie do agar fosse absorvido. A aplicacdo dos discos foi feita com o auxilio de uma pinca
esterilizada para evitar contaminacg6es. Os discos ficaram distanciados um dos outros e da
margem da placa, de modo a impedir a sobreposicdo de halos de inibigéo.

Os compostos utilizados foram dissolvidos em DMSO, de forma a obter as seguintes
concentragdes: 0,2mg/ml, Img/ml e 5mg/ml; o volume de solucdo aplicado em cada disco foi
de 20ul. Foram também utilizados discos impregnados com DMSO (20ul) para controlo
negativo e como controlo positivo foi utilizada anfotericina B (7,8ul) com uma concentracéo
de 3,2ug/ml.

Apébs 24 a 48 horas de incubacdo, observaram-se as placas para verificar se o crescimento
obtido era uniforme, se existia presenca de contaminagcbes e se o diametro do halo de
inibicdo estava bem definido. Apds esta visualizagdo, a leitura dos halos foi realizada com o

auxilio de uma régua.
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IV - Resultados e Discussao

Inicialmente e no sentido de avaliar o efeito do composto diosgenina na
proliferacéo/viabilidade celular das células NHDF e MCF-7, realizou-se o ensaio MTT. Com o
objectivo de estabelecer as condicdes do estudo, efectuaram-se diferentes ensaios em que as
células acima descritas foram colocadas em contacto com a diosgenina durante 24, 48 e 96
horas. As concentracbes utilizadas foram 0,01uM; 0,1uM; 1pM; 10uM; 50uM e 100uM. Além
disso, foram efectuados ensaios com e sem recuperacdo das células com meio de cultura
suplementado com FBS. Os resultados destas experiéncias estdo representados nas figuras 11
a 16, para as células MCF-7 e NHDF.

MCF-7: sem REC vs com REC (diogenina 24h)
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Figuras 11 e 12: Viabilidade celular relativa das células MCF-7 e NHDF, incubadas com diosgenina em
concentragfes entre 0,01uM e 100uM durante 24h, com e sem recuperacdo com meio de cultura
completo, determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade
celular em relacéo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrao
da média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo; #p<0,05 comparando as duas experiéncias
com a mesma concentracao (teste t-student).



MCF-7: sem REC vs com REC (diosgenina 48h)
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Figuras 13 e 14: Viabilidade celular relativa das células MCF-7 e NHDF, incubadas com diosgenina em
concentragfes entre 0,01uM e 100uM durante 48h, com e sem recuperagdo com meio de cultura
completo, determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade
celular em relagdo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padréo
da média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo; #p<0,05 versus comparando as duas
experiéncias com a mesma concentracéo (teste t-student).
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MCF-7: sem REC vs com REC (diosgenina 96h)
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Figuras 15 e 16: Viabilidade celular relativa das células MCF-7 e NHDF, incubadas com diosgenina em
concentragfes entre 0,01uM e 100uM durante 96h, com e sem recuperagdo com meio de cultura
completo, determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade
celular em relacéo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrao
da média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo; #p<0,05 versus comparando as duas
experiéncias com a mesma concentracdo (teste t-student).

Analisando os resultados obtidos relativamente a experiéncia de 24h, constata-se que nas
células MCF-7, ap6s a recuperacdo, h4 um aumento da proliferagdo celular em relacdo ao
controlo nas concentracoes 0,01 e 0,1 pM. Nas concentracoes 1 e 10uM verifica-se tendéncia
similar, embora ndo haja diferenca estatisticamente significativa. Nas concentragées 50 e 100
UM nao ha qualquer recuperacao detectavel. Estes dados sugerem que possa haver uma

ocupacao, possivelmente parcial dos receptores estrogénicos pela diosgenina, que compete
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com o E; (presente no FBS). A diosgenina, caso apresente efeito estrogénico, conforme o que
a literatura menciona, este serd certamente inferior ao do E,. No ensaio de recuperagéo,
apos a diosgenina ser retirada, como as células terdo desenvolvido uma “avidez” para E,,
ocorre entdo o observado aumento de proliferagdo, estimulado por este. Nas concentracdes
mais elevadas de diosgenina, poderdo estar a ocorrer outros efeitos além deste, pelo que a
resposta ja podera ser diferente. O mesmo nao se verifica para as células NHDF em condigdes
similares. Apenas a 50pM se observa um aumento significativo da recuperacao em comparacao
com a mesma experiéncia sem recuperacdo, embora em ambos 0s casos a proliferacédo seja
inferior a dos respectivos controlos, ao contrario do observado para as concentragfes 0,01 e
0,1 pM nas células MCF-7.

Quando realizada a mesma experiéncia durante 48h, nas células MCF-7 observa-se uma
situacgdo diferente da que se observou na experiéncia de 24h. Aqui, no ensaio de recuperagao
verifica-se que hd uma tendéncia para diminuicdo da proliferacdo celular em comparacéo
com a mesma experiéncia sem recuperagao nas concentragdes mais baixas de diosgenina. Nas
concentracdes de 50 e 100uM ndo hé efeitos significativos. Nas células NHDF observa-se uma
situacdo similar a observada na experiéncia de 24h. Contudo, na concentracdo 0,01uM,
verifica-se um aumento da proliferagdo celular em relacdo ao controlo, tendéncia que
também ja se observava na experiéncia de 24h, embora aqui ndo exista diferenca
estatisticamente significativa. Além disto, verifica-se que a 50uM h& menor proliferacdo
celular na experiéncia de 48h que na de 24h. Na parte | do anexo desta dissertacdo
encontram-se tabelados os valores de ICsy das varias experiéncias com 48h de exposicdo a
compostos realizadas neste trabalho. Na parte Il do referido anexo pode observar-se as
células MCF-7 apés exposicdo a 30uM de diosgenina durante 48h versus controlo, em que nédo
se verificam alteracges significativas detectaveis ao microscopio com ampliacdo de 100X.

Na experiéncia de exposicdo a diosgenina durante 96h, no caso das células MCF-7, verifica-se
que ha proliferacao até 10uM e que ha morte celular nas duas concentragbes mais elevadas.
Contudo, ndo parecem existir diferencas entre a experiéncia com e sem recuperacéo. E de
destacar a variabilidade dos resultados obtidos, o que se reflectiu nos desvios padrdes
observados. Na experiéncia com as células NHDF, observou-se um resultado similar ao
verificado nas células MCF-7 quando expostas durante 24h a diosgenina, no que respeita a

recuperacdo. Difere apenas o facto de isso se sentir nas concentracdes 0,1, 1 e 10uM nas
células NHDF (96h) e nas concentragdes 0,01, 0,1 e 1uM para as MCF-7 (24h), o que podera

ser explicado pelo facto de as células MCF-7 serem mais sensiveis aos estrogénios do que as
NHDF.

Um dos nossos objectivos com este estudo era seleccionar uma “experiéncia padréo”,
incluindo um tempo de exposicdo aos compostos em andlise, para efectuar outros estudos
neste contexto, incluindo avaliacdo de compostos derivados da diosgenina. Assim, atendendo
a estes dados, decidimos seleccionar 48 horas de exposi¢do, por nos parecerem os resultados

mais reprodutiveis e em que os potenciais efeitos estrogénicos da diosgenina ndo pareceram
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tdo evidentes como na experiéncia de 96h e de 24h. Outra razd@o para a escolha do tempo de
exposicdo de 48h prende-se com o facto de que o ciclo celular destas células é superior a 24,
mas inferior a 48h, pelo que se poderad avaliar o efeito de compostos num ciclo celular
completo. Adicionalmente, é de ser ter ainda em conta o facto se poderem ocorrer
transformacdes metabodlicas e efeitos gendmicos nas células - nestes casos, um tempo de
exposicdo curto também nao é favoravel a obtencédo de informagado e portanto 24h parece-nos
pouco tempo.

Este estudo revelou dados interessantes que se podem tentar explicar pela j4 equacionada
potencial accé@o estrogénica da diosgenina mamario (Chen, J.H., et al, 2008; Aradhana, R., et
al, 1992; Scott, A., et al., 2000; Joseph L., 1999), que, porém, ainda nao foi inequivocamente
demonstrada. Assim, para tentarmos explorar esta area, decidiu-se efectuar experiéncias
nestas células similares as anteriores, mas usando meio de cultura sem FBS, e portanto, sem
estrogénios. Os resultados obtidos revelaram-se, contudo, inconclusivos. Nas experiéncias
com as células MCF-7 estas morriam, provavelmente por falta de compostos estimulantes do
crescimento celular existentes no FBS. Verificou-se, contudo, em mais que uma experiéncia,
gue em concentracdes baixas de diosgenina sobreviviam algumas células, facto que nos
continuou a chamar a atencé@o aos potenciais efeitos estrogénicos da diosgenina. No caso das
células NHDF verificou-se que as células ndo morriam, mas néo se detectava qualquer efeito

significativo no seu crescimento celular em comparagdo com o controlo.

Estes dados levaram-nos a equacionar a utilizagdo de um FBS sem esterdides, incluindo E,,
mas que contivesse ainda outros elementos estimulantes do crescimento de células. Assim,
optou-se por utilizar o método descrito por Cepa, M., et al (2008), em que se fez a extraccao
dos esterdides com charcoal activado, de acordo com o método descrito na parte
experimental desta dissertacdo. Além disto, usou-se 5% de FBS-charcoal no meio de cultura
em vez dos habituais 10% com FBS inalterado. No sentido de se tentar verificar se a
metodologia acima referida, envolvendo a utilizacdo de 5% de FBS-charcoal, poderia ser Gtil
para tentar avaliar a hipotética estrogenicidade, foram efectuados estudos comparando a
utilizacdo de meio completo com FBS, meio com 5% de FBS-charcoal e meio sem FBS na
presenca ou auséncia de 10nM de E, e com e sem recuperagdo durante 48h. A seleccdo da
concentracdo de 10nM de E, foi efectuada com base em experiéncias anteriores com estas
células, que indicavam ser esta uma concentracdo que poderia mimetizar as concentracdes
plasmaticas poés-menopdausicas desta hormona, e que ja estavam a ser utilizadas em trabalhos
anteriores realizados pelo grupo de investigacdo no qual este projecto se insere. Os
resultados, apresentados nas figuras 17 e 18, mostram que, em ambos os tipos de células,
utilizando FBS-charcoal, h& viabilidade celular superior & das experiéncias em condig8es
similares, mas sem FBS, embora inferior & observada na presenca de 10% de FBS, o que se
explica facilmente pela deplecdo parcial de estimulantes de crescimento celular no FBS-
charcoal. Verifica-se, também, contudo, que a presenca de E, teve um efeito estimulante da

proliferacé@o celular inferior ao esperado - este efeito apenas foi mais evidente na experiéncia
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com FBS nas células MCF-7 e na experiéncia com FBS-charcoal nas células NHDF, nos ensaios
sem recuperagdo. Quanto aos dados, quando se estuda a recuperacéo, verifica-se que nao ha
qualquer diferenca aparente entre as experiéncias com e sem recuperacdo. Esta observacao
ndo €, naturalmente, completamente concordante com a hipdtese acima questionada de que

a diosgenina devera competir para os ER mas que tem accao estrogénica inferior a do E,.

MCF-7: sem REC vs com REC (48h)
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Figuras 17 e 18: Viabilidade celular relativa das células MCF-7 e NHDF, incubadas com estradiol
(10nM) durante 48h, com e sem recuperacdo com meios de culturas c/FBS, s/FBS e FBS-CH,
determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade celular em
relacdo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrdo da média
associado. *p<0,05 versus respectivo controlo; #p<0,05 versus comparando as duas experiéncias com
a mesma concentracao (teste t-student).
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Estes dados levaram-nos também ao estudo do efeito de véarias concentragdes crescentes de
E, na presenca de 5% de FBS-charcoal, em ambos os tipos de células e durante 48h, que séo
apresentados nas figuras 19 e 20. Estes dados mostraram, nas células MCF-7, que o E, em
nenhuma das concentragdes estudadas estimulou significativamente a proliferacdo das
células. Adicionalmente, observou-se que em concentragfes iguais ou superiores a 1uM teve
uma accdo antiproliferativa. Os resultados aqui verificados ndo vao ao encontro do
expectavel, que seria uma acc¢édo proliferativa do E, em baixas concentracBes nestas células.
Uma hipotese a considerar € que sera necessario aumentar o tempo de exposi¢cao ao E, para
gue se possa observar a accdo proliferativa esperada, uma vez que as células MCF-7 sdo
hormono-dependentes. Nas células NHDF observou-se, ao contrario das MCF-7, que em todas
as concentragbes, excepto 100uM, ocorreu um estimulo do crescimento celular em
comparacdo com o controlo. Este resultado é parcialmente concordante com o observado na
experiéncia acima descrita, embora ai a diferenca entre o resultado do controlo e do meio

FBS-charcoal com 10nM de E;, seja menos marcada.

MCF-7: 48h exposicéo Estradiol ¢/FBS-CH
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Figuras 19 e 20: Viabilidade celular relativa das células MCF-7 e NHDF, incubadas com estradiol em
concentracgdes entre 0,01 e 100 uM, durante 48h, com meio de cultura com FBS-CH, determinada
pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade celular em relagéo ao
respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrdo da média associado.
*p<0,05 versus respectivo controlo (teste t-student).
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Adicionalmente, realizaram-se estudos similares a este, mas na presenca de diosgenina
(figuras 21 e 22), os quais mostram, se considerarmos que este modelo poderd indiciar efeitos
estrogénicos, que a diosgenina, nestas condigbes nao tem efeitos proliferativos nestas
células. E de destacar que, nas células MCF-7 se verifica maior toxicidade que nas NHDF, pois
a 10uM nas células MCF-7 ja sé h& cerca de 50% da viabilidade, o que nédo se observa para as
células NHDF. Nas concentrag8es de 50 e 100uM ha forte destruigcdo celular em ambos os tipos
de células. Esta diferenca de toxicidade nas células MCF-7 e NHDF é reafirmada pelos valores
por nds calculados de ICso em que para as células MCF-7 é de 11,40uM e para as células NHDF
é de 71,13puM.
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Figuras 21 e 22: Viabilidade celular relativa das células MCF-7 e NHDF, incubadas com diosgenina em
concentragdes entre 0,01 e 100 uM, durante 48h, com meio de cultura com FBS-CH, determinada pelo
ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade celular em relagdo ao
respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrdo da média associado.
*p<0,05 versus respectivo controlo (teste t-student).
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Naturalmente, no que respeita ao estudo da potencial estrogenicidade da diosgenina e sua
consequéncia na proliferacéo celular, este estudo revelou limitagbes, como se pode verificar.
Assim, de acordo com os dados das experiéncias iniciais (24, 48 e 96h de exposicdo a
diosgenina, na presenca de meio completo, com FBS), poderia equacionar-se a possibilidade
de estudar de forma mais aprofundada a exposicdo a diosgenina durante 24h pelas células
MCF-7 e durante 96h pelas NHDF. Adicionalmente e de acordo com outros autores (Schmitt,
M., 2001; Bocuzzi, G., et al, 1992; Ouellet, E., et al, 2011), é de considerar o estudo durante
tempos prolongados (3 e 6 dias) na presenca ou na auséncia de E,. Adicionalmente os estudos
foram efectuados com meios de cultura contendo vermelho de fenol, que tem uma acgédo
estrogénica fraca (Cepa, M., et al, 2008), pelo que em estudos para aprofundar estes
resultados isto também tem de se ter em conta.

Foram ainda realizadas véarias experiéncias de citometria de fluxo, que n&do descrevemos na
parte experimental do trabalho, no sentido de tentar explorar os efeitos citotoxicos da
diosgenina nas células MCF-7. As experiéncias realizadas incluiram a avaliacdo do efeito no
ciclo celular com iodeto de propidio, a existéncia de morte celular por necrose/apoptose
usando anexina V - FITC e iodeto de propidio e deteccdo e quantificacdo de bcl-2 e p53.
Contudo, néo foi possivel optimizar as técnicas, pois ndo se detectou a existéncia de apoptose
nas nossas condigfes experimentais, o que contrariava os resultados existentes na literatura
(Srinivasan, S., et al, 2009; Corbiere, C., et al, 2004), e por este motivo ndo apresentamos 0s

resultados. Pretendemos futuramente explorar este ponto.

De acordo com os objectivos propostos e com o intuito de poder avaliar o efeito da diosgenina
noutro tipo de células, foram efectuados ensaios com células LNCaP. Estes ensaios foram
realizados utilizando meio com 10% FBS, com e sem recuperac¢éo e durante 48h. Os resultados

obtidos estéo representados na figura 23.

LNCaP: sem REC vs com REC (diosgenina 48h)
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Figura 23: Viabilidade celular relativa das células LNCaP, incubadas com diosgenina em

concentracdes entre 0,01uM e 100uM durante 48h, com e sem recuperacdo com meio de cultura

c/FBS e c/FBS-CH, determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da

viabilidade celular em relagdo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas

0 desvio padrdo da média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo; #p<0,05 versus
* comparando as duas experiéncias com a mesma concentracao (teste t-student).



LNCaP: 48h exposicao disgenina FBS-CH sem REC
140 -

120 -

100 -~ *
80 -
60 -
. mLNCaP
40 -
o I *
*
O . ﬁ_—-—_
1 10 50 100

Controlo 0,01 0,1

Viabilidade celular relativa (%)

Concentragdes de Diosgenina

Figura 24: Viabilidade celular relativa das células LNCaP, incubadas com diosgenina em
concentragdes entre 0,01yM e 100pM durante 48h, com meio de cultura com FBS-CH,
determinada pelo ensaio MTT. Os dados estao expressos como percentagem da viabilidade
celular em relagdo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o
desvio padrdo da média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo (t-student).

Analisando estes resultados, constata-se que, nas duas experiéncias, apds a recuperacéo, ha
um aumento significativo da proliferacdo celular em relagdo ao controlo na concentracéo
0,01pM. Na concentracdo 10pM verifica-se um decréscimo da proliferacdo celular em relagéo
ao controlo e nas concentracbes 50 e 100 pM ndo ha qualquer recuperacédo detectavel. No
ensaio com FBS-charcoal, sem recuperacdo, ndo existem diferengas estatisticamente

significativas de proliferagdo celular, a concentracdes baixas de diosgenina (figura 24).

Outro dos nossos objectivos consistiu em avaliar o efeito da diosgenina em combinac¢do com
outros farmacos anticancerigenos classicos, como € o caso do tamoxifeno, em células do
cancro da mama, e da flutamida, em células do cancro da préstata. Para tal, avaliou-se
inicialmente o efeito do tamoxifeno nas células MCF-7, expostas a este composto durante 48h
(figura 25). Observando a figura, verifica-se que a concentragfes elevadas de tamoxifeno (20,
50 e 100uM) h& morte celular, enquanto que nas concentra¢des mais baixas ha diminuicdo da
viabilidade celular, excepto a 1uM. Posteriormente, avaliaram-se os efeitos que a combinacéo
de tamoxifeno e diosgenina poderia ter nas células MCF-7 (figura 26). De acordo com o IC50
(calculado anteriormente) da diosgenina neste tipo de células, foram escolhidas as
concentracdes 20 e 30uM. As concentracbes de tamoxifeno utilizadas foram escolhidas com
base na experiéncia anterior. Constata-se, através da leitura do grafico, que existe uma
diminuicdo da proliferacdo celular para as concentragGes mais elevadas dos dois compostos

(15pM de tamoxifeno e 30uM de diosgenina). Contudo, ndo se observam diferencas de
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proliferacé@o entre as concentragdes 1uM e 10puM de tamoxifeno, quando combinado com 20pM
de diosgenina. Estes resultados parecem contrariar o que se esperava, que seria morte celular
muito elevada, sobretudo na combinacao 15uM de tamoxifeno com 30uM de diosgenina pelo
que se pode considerar que parece haver um efeito protector da destruicdo celular nestas
condi¢cbes. Assim, apesar destes resultados implicarem mais estudos, podemos concluir que

esta combinagdo ndo deve ser equacionada no tratamento do cancro da mama.

MCF-7: 48h exposi¢do tamoxifeno
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Figura 25: Viabilidade celular relativa das células MCF-7, incubadas com tamoxifeno
em concentragfes entre 0,1uM e 100uM, durante 48h, determinada pelo ensaio MTT. Os
dados estdo expressos como percentagem da viabilidade celular em relacdo ao
respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrdao da
média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo (teste t-student).
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Figura 26: Viabilidade celular relativa das células MCF-7, incubadas com tamoxifeno (T)
e diosgenina (D) em concentracdes entre 0,1pM e 100uM e 20puM e 30uM,
respectivamente, durante 48h, determinada pelo ensaio MTT. Os dados estao expressos
como percentagem da viabilidade celular em relagdo ao respectivo controlo; as barras
representam a média e as linhas o desvio padrdo da média associado. *p<0,05 versus
respectivo controlo (teste t-student).
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Relativamente ao estudo com flutamida e diosgenina nas células LNCaP (androgénio-
dependentes) foram realizados ensaios em condi¢6es similares as da experiéncia anterior mas
foram utilizadas concentracgdes diferentes de flutamida, como se pode visualizar na figura 27.
As células LNCaP estiveram expostas a flutamida durante 48h em meio com FBS, de acordo
com a metodologia seguida por alguns autores (Colabufo, N. A. et al, 2008). Neste caso,
verifica-se que existem diferencas significativas na viabilidade celular apenas nas
concentracbes de 50 e 100uM. Ao contrdrio do observado na combinacédo
tamoxifeno/diosgenina anteriormente estudada, a combinacdo de flutamida com diosgenina
parece inibir a proliferagdo celular nas concentracbes utilizadas, em relacdo ao controlo
(figura 28). E de destacar a variabilidade dos resultados obtidos, o que se reflectiu nos
desvios padrfes observados. Ndo podemos concluir se existe um efeito sinergistico, mas foi
evidente na observac@o ao microscopio (parte Il do Anexo desta dissertacédo) que em todas as
combinacbes as células estavam alteradas - mesmo nas concentracbes baixas de ambos os
compostos as células tinham aspecto arredondado, sugestivo de alteracdes morfoldgicas que
se podem associar a apoptose. Assim, futuramente, é de equacionar um estudo similar, mas

em tempos mais prolongados.

LNCaP: 48h exposicao flutamida
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Figura 27: Viabilidade celular relativa das células LNCaP, incubadas com flutamida em
concentragfes entre 0,01uM e 100uM, durante 48h, determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo
expressos como percentagem da viabilidade celular em relagdo ao respectivo controlo; as barras
representam a média e as linhas o desvio padrao da média associado. *p<0,05 versus respectivo
controlo (teste t-student).
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LNCaP: 48h exposicao diosgenina + flutamida
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Figura 28: Viabilidade celular relativa das células LNCaP, incubadas com flutamida (F) e diosgenina
(D) em concentracdes entre 0,01uM e 100uM e 10puM e 20uM, respectivamente, durante 48h,
determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade celular
em relagdo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrdo da
média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo (teste t-student).

O estudo seguinte a ser efectuado foi a avaliacdo dos efeitos citotoxicos/antiproliferativos
dos derivados oxidados da diosgenina em analise. As células em estudo (MCF-7, LNCaP e
NHDF) foram expostas durante 48h aos compostos em concentragdes crescentes, e utilizando
meio completo, apds o qual se realizou o ensaio MTT, conforme descrito. Os resultados estéo
apresentados nas figuras 29, 30 e 31.

Analisando os resultados que estdo representados na figura 29, constata-se que o composto 7-
oxodiosgenina diminui a proliferacdo celular nas células MCF-7, comparativamente ao
controlo com diferengas estatisticamente significativas em quase todas as concentracdes
utilizadas. Nos outros tipos de células, nomeadamente NHDF e LNCaP n&o se verificam
diferencas muito relevantes na proliferacdo celular em comparacéo com o controlo, excepto
nas concentracoes de 50 e 100pM nas células NHDF (embora se mantenha viabilidade celular
elevada) e a 100pyM nas células LNCaP. Esta diferenca no comportamento destas células
perante este composto leva-nos a concluir que devemos explorar melhor este efeito, pois a
selectividade da acgdo antiproliferativa para as células MCF-7 pode ser de elevado interesse
em terapéutica oncolégica no sentido de reducado de efeitos secundarios noutros tecidos além

do tecido mamario.
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Figura 29: Viabilidade celular relativa das células NHDF, MCF-7 e LNCaP, incubadas com 7-
oxodiosgenina em concentracoes entre 0,01uM e 100uM durante 48h, com meio de cultura completo,
determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade celular em
relacdo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrdo da média
associado. *p<0,05 versus respectivo controlo (teste t-student).

Relativamente aos dados obtidos com o composto diosgenona (figura 30), observa-se que este
composto parece ndo exercer uma acc¢do antiproliferativa para os trés tipos de células
estudadas, excepto em concentracdes de 100uM. E de realcar, no entanto, que na
concentracao de 50pM se observa um ligeiro aumento da proliferacdo nas células NHDF em
relacéo as outras concentracdes. Uma explicacdo a considerar pode ser a funcdo A*-3-cetona
presente na diosgenona que é similar ao das hormonas esterdides progesterona e
testosterona, podendo equacionar-se se a diosgenona podera ter efeito agonista nos
receptores celulares destas hormonas. Ainda observando os resultados obtidos nesta
concentracao, verifica-se um decréscimo abrupto da viabilidade das células MCF-7 a partir da
concentracdo 50 pM. Na concentracao de 100uM, parece haver morte celular de todas as

células.
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48h exposicao diosgenona
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Figura 30: Viabilidade celular relativa das células NHDF, MCF-7 e LNCaP, incubadas com diosgenona
em concentracdes entre 0,01uM e 100pM durante 48h, com meio de cultura completo, determinada
pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade celular em relagdo ao
respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padrdo da média associado.
*p<0,05 versus respectivo controlo (teste t-student).

Na figura 31, é possivel visualizar os resultados correspondentes a viabilidade celular das
células NHDF, MCF-7 e LNCaP quando expostas ao composto 5,6-epoxidiosgenina durante 48h.
Nesta experiéncia, verifica-se que ndo existem muitas diferencas na proliferacao celular das
células NHDF e MCF-7, uma vez que se observa uma diminuicdo da proliferacdo para ambos os
tipos de células em relagdo ao controlo. Nas células LNCaP, observa-se até um aumento da
sua proliferacdo na concentracdo de 1pM, comparativamente ao controlo. E de realcar a
grande variabilidade observada nos resultados das células LNCaP, visivel nas linhas
correspondentes ao desvio padrdo. Esta variabilidade, tal como em outras experiéncias por
nds realizadas nas células LNCaP podem ser explicadas pelo facto de que os cristais de
formazano, formados apds incubacgdo das células com MTT, se soltavam do fundo dos pocetos
e eram, por isso, parcialmente aspirados conjuntamente com o meio de cultura com MTT,
antes da adicdo do DMSO.
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Figura 31: Viabilidade celular relativa das células NHDF, MCF-7 e LNCaP, incubadas com 5,6-
epoxidiosgenina em concentragbes entre 0,01uM e 100uM durante 48h, com meio de cultura
completo, determinada pelo ensaio MTT. Os dados estdo expressos como percentagem da viabilidade
celular em relagdo ao respectivo controlo; as barras representam a média e as linhas o desvio padréo
da média associado. *p<0,05 versus respectivo controlo (teste t-student).

No sentido de concretizar o nosso ultimo objectivo, avaliou-se o efeito da diosgenina e dos
derivados 7-oxodiosgenina, diosgenona e 5,6-epoxidiosgenina na proliferacdo de fungos. Para
tal, foram utilizadas estirpes comerciais e clinicas de Candida e a experiéncia foi realizada
conforme o descrito nas normas da CLSI. Foram utilizadas trés concentragdes (0,2mg/mL;
1mg/mL; 5mg/mL) de diosgenina e derivados, com as quais as estirpes estiveram em contacto
durante 48h. Apds este periodo de incubacgdo, néo se observaram halos de inibi¢&o relevantes,
dado este que ndo vai ao encontro no descrito na literatura que menciona a acc¢édo antifingica
da diosgenina e alguns derivados oxidados. Para todos os ensaios realizados, verificaram-se
halos de inibicdo no controlo positivo (anfotericina B) indicativos da susceptibilidade das
estirpes & anfotericina B. E de realcar, a partir destes resultados, a necessidade de novos
ensaios com varias concentracdes no sentido de se comprovar se de facto os compostos

estudados nédo tém acgao antiflingica.
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V - Conclusdes

No trabalho experimental desenvolvido, foram estudados os efeitos citotdxicos da diosgenina
em células de cancro da mama estrogénio-dependente (MCF-7), em células de cancro da
préstata androgénio-dependente (LNCaP) e em culturas primarias de fibroblastos da derme
humana (NHDF), em vérias concentra¢bes (entre 0,01 e 100 pM) e em varios tempos de
exposicdo (24h, 48h e 96h nas células MCF-7 e NHDF, e 48h nas células LNCaP), e com e sem

recuperacao apos exposicdo a diosgenina.
Os resultados mostram que:

o] apos 24h de exposicéo, a diosgenina parece ter maior ac¢éo antiproliferativa para as
células MCF-7 do que para as NHDF, embora no ensaio de recuperagdo nas células MCF-7 se
verifique que ha recuperacdo da viabilidade celular e até estimulagdo da proliferacdo em
relagdo ao controlo apds exposi¢do as duas concentragfes mais baixas de diosgenina - este
resultado sugere que a diosgenina pode interagir com o ER, competindo com o E,, e que, a

ter accéo estrogénica, essa serd inferior & do E,.

o] apos 48h de exposi¢do a diosgenina, verifica-se um efeito antiproliferativo em todas
as células a partir da concentracdo de 10uM e ndo se verifica recuperagéo significativa,
excepto para as células LNCaP e NHDF na concentragéo 0,01 uM de diosgenina, em que até se
verifica um efeito proliferativo em relacdo ao respectivo controlo - a interpretacdo dada
deverad envolver outros efeitos celulares da diosgenina que poderédo existir além do seu

potencial afeito sobre os ER e AR;

o] apds 96h de exposicdo a diosgenina verifica-se que h& um maior efeito
antiproliferativo nas células NHDF do que nas MCF-7, embora aqui se verifique que nas células
NHDF houve recuperacdo parcial da sua proliferacdo no ensaio de recuperagdo - este
resultado é concordante com o facto de as células NHDF serem menos sensiveis aos
estrogénios que as MCF-7 e com o resultado observado na experiéncia de 24h nas células MCF-

7 (com recuperacao).

A potencial acgdo estrogénica da diosgenina foi explorada em células MCF-7 e NHDF,
utilizando meios de cultura completo (com FBS), meios sem FBS e meios com FBS ao qual
foram extraidos os esterdides (com charcoal activado); os resultados obtidos sugerem que a
diosgenina ndo tem accdo estrogénica significativa, embora sejam necessarios mais estudos

para esclarecer esta questao.
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Foi avaliada a accdo antiproliferativa/citotoxica da diosgenina pela primeira vez em células
NHDF e LNCaP, pois ndo é por nos conhecido qualquer estudo envolvendo a diosgenina nestas

células.

A accao antiproliferativa da diosgenina e dos seus derivados oxidados 7-oxodiosgenina, 5,6-
epoxidiosgenina e diosgenona foi avaliada, pela primeira vez, em células cancerigenas (MCF-7
e LNCaP) e normais (NHDF) e, quando possivel, foi determinado o ICsy, tal como para as

experiéncias com diosgenina.

O estudo da relacdo estrutura-actividade citotoxica, nestes estudos, revelou, essencialmente,

que:

o] genericamente os trés derivados oxidados da diosgenina revelaram ter accgéo
antiproliferativa inferior a do composto-mae, a diosgenina; este efeito é visivel, sobretudo na

concentracao de 50 pM;

o] a diosgenona parece estimular a proliferacéo das células NHDF nas concentracdes 10 e
50 uM;
o] a 7-oxodiosgenina tem accdo antiproliferativa selectiva para as células MCF-7, nao

inibindo significativamente a proliferacdo nas células LNCaP e NHDF nas condi¢des
experimentais estudadas - este efeito deve ser explorado em estudos futuros para
aprofundamento dos conhecimento dos seus efeitos e continuacdo da avaliacdo do seu

potencial interesse como agente anticancerigeno no cancro da mama.

A combinacdo de diosgenina com outros agentes antitumorais, usando meios de cultura

completos (com FBS), foi também explorada:

o] o estudo da potencial utilidade da combinacdo da diosgenina com tamoxifeno
(modulador dos ER, usado no tratamento do cancro da mama) na terapéutica de cancro da
mama, utilizando as células MCF-7, revelou, ndo s6 ndo existir um efeito sinergistico nem
aditivo da accéo antiproliferativa dos efeitos destes compostos, como também parece haver

um efeito protector das células quando combinados;

o] o estudo da potencial utilidade da combinacdo da diosgenina com flutamida
(modulador dos AR, usado no tratamento do cancro da prdstata) na terapéutica de cancro da
préstata, utilizando as células LNCaP, revelou que esta combinacéo parece ter, meramente,
um efeito aditivo.
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Foi também avaliada a potencial accdo antifingica, especificamente contra varias estirpes de
Candida (estirpes de referéncia e isolados clinicos) através do ensaio de difuséo em disco, dos
derivados oxidados da diosgenina (7-oxodiosgenina, 5,6-epoxidiosgenina e diosgenona) - 0s
resultados ndo evidenciaram qualquer acc¢éo significativa destes compostos contra estas

estirpes de Candida.
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ANEXO



I. Tabela dos valores de valores de ICso calculados a partir dos dados obtidos das varias
experiéncias realizadas envolvendo 48h de exposicao das células MCF-7, NHDF e LNCaP

aos compostos em estudo

NHDF LNCaP
Composto esterodide 1Cs0(HM) 1Cs0(HM) 1Cs0(HM)

diosgenina
(48h sem REC)

. . 21,11 18,02 4,42
diosgenina
(R*=0,9164) (R*=0,9375) (R*=0,7321)
(48h com REC)
diosgenina
(48h FBS-CH)
7-oxodiosgenina >100 63,04 D
(48h sem REC) (R?=0,6888) (R*=0,8027)
diosgenona
(48h sem REC)
5,6-epoxidiosgenona D >100
(48h sem REC) (R*=0,6736)
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Il. Fotografias efectuadas as células MCF-7 apds exposi¢cdo a 30uM de diosgenina durante
48h, usando meio DMEM com FBS, e sem periodo de recuperacdo (Ampliagdo de 100X -
microscopio Olympus CKX 41, equipado com maquina fotogréafica digital Olympus SP 500UZ)

B. Células expostas a 30uM de diosgenina durante 48h - observam-se ligeiras alteragdes
morfoldgicas celulares, com algumas células a apresentar aspecto arredondado
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lll. Fotografias efectuadas as células LNCaP, respeitantes a experiéncia da combinagéo de
diosgenina (10 e 20uM) com flutamida (1,10 e 100 uM), durante 48h, usando meio RPMI
1640 com FBS, e sem periodo de recuperagdo (Ampliagcdo de 100X - microscépio Olympus CKX

41, equipado com maquina fotografica digital Olympus SP 500UZ2)

B. Células expostas a 100uM de flutamida durante 48h - sem alteracdes morfologicas

significativas observaveis ao microscapio
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C. Células expostas a 10uM de diosgenina em combina¢é&o com 1 uM de flutamida durante 48h
- observam-se alteragdes morfoldgicas celulares relevantes, com muitas células a apresentar

aspecto arredondado

D. Células expostas a 20uM de diosgenina em combinagdo com 100 uM de flutamida durante
48h - observam-se altera¢6es morfoldgicas celulares relevantes e significativa destruicdo
celular
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