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Resumo

Os cancros da mama e da prostata sdo das patologias mais prevalentes na sociedade
atual, tendo elevado impacto social e economico. Assim, o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas eficientes e seguras neste contexto é de elevado interesse e tem estimulado
investigadores em todo o mundo a desenvolver novos compostos capazes de combater estas
patologias. Uma vez que grande parte destes tipos de tumores é, pelo menos numa fase
inicial, dependente de hormonas esteroides para se desenvolver, as estratégias de descoberta
de novas moléculas para os tratar passam frequentemente por preparar compostos esteroides
analogos das hormonas enddgenas que possam bloquear o crescimento tumoral, por
antagonismo dos seus receptores ou por inibicdo da biossintese dessas hormonas endogenas.
Assim, o objectivo deste trabalho foi o desenvolvimento de esteroides da série estrano,
potencialmente Uteis no tratamento de tumores hormono-dependentes da mama e da
prostata. Para isso, foram sintetizados, principalmente através de reaccdes de oxidacao, e
caracterizados estruturalmente por IV e RMN varios derivados esteroides da série estrano,
analogos do estradiol e da estrona, e foi efectuada a avaliacdo da sua acao antiproliferativa
em células MCF-7 e LNCaP através do ensaio MTT. Adicionalmente também foram estudados
os efeitos destes compostos em células NHDF, saudaveis, para aferir a sua toxicidade
selectiva perante as células tumorais. Os resultados obtidos mostraram que alguns compostos
tinham agdes antiproliferativas interessantes, potencialmente exploraveis, especialmente nas
células LNCaP. Adicionalmente evidenciou-se, entre outros aspectos, que a introducao de um
grupo 9a-OH ao esqueleto da estrona teve diferentes tipos de implicacdes na proliferacao das
células estudadas, que a introducdo de uma dupla ligacdo em C9=C11 e de uma lactona no
anel D (17a-oxa-D-homoderivados) parecem nao ter efeito muito relevante nas acodes
antiproliferativas, e que nas células LNCaP, exceptuando para os derivados D-homo, a acao

antiproliferativa mais marcada esta associada a presenca de grupos OH em C3 ou em C9.

Palavras-chave: esteroides, estrogénios, accdo antitumoral, oxidacdo, relacio estrutura-

actividade






Abstract

Breast and prostate cancers are amongst the most prevalent pathologies in these
days, having high social and economic impact. Thus the development of effective and safe
therapeutic strategies in this context is of great interest and has prompted researchers
around the world to develop new compounds able to combat these diseases. Since most of
these tumor types are, at least initially, dependent on steroid hormones to grow, the
strategies in the discovery of new molecules to treat these pathologies are frequently based
on the development of steroid compounds that are analogous of endogenous hormones, that
can block tumor growth by antagonism of their receptors, or by inhibiting biosynthesis of
these endogenous hormones. Thus, the aim of this work was the development of estrane
steroids potentially useful in the treatment of breast and prostate hormone-dependent
tumors. In order to achieve this, several estrane steroids, analogues of estradiol and estrone,
were synthesized, mainly through oxidation reactions, and structurally characterized by IR
and NMR, and their antiproliferative activity was evaluated on MCF-7 and LNCaP cells by using
the MTT assay. Additionally the effects of these compounds were also studied in NHDF cells
(healthy cells) to assess their selective toxicity against tumor cells. The results showed that
some compounds had interesting antiproliferative actions, potentially exploitable, especially
in LNCaP cells. Additionally it was evidenced, among other information, that the introduction
of a 9a-OH group to the backbone of estrone had different implications in cell proliferation
and that introducing a double bond at C9=C11 and a lactone ring D (17a-oxa-D-
homoderivatives) appear to have a low effect on the antiproliferative actions, and in LNCaP
cells, except for the D-homo derivatives, the most marked antiproliferative action is

associated with the presence of OH groups in C3 or C9.

Keywords: steroids, estrogens, antitumor activity, oxidation, structure-activity

relationships
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Introducao

1. Hormonas

As hormonas sdao mensageiros quimicos que consistem numa variedade de moléculas
(proteinas, péptidos, esteroides) libertadas para o meio extracelular pelas células de um
tecido, sendo transportadas (geralmente pelo sistema circulatorio) até um novo local de acao
onde produzem uma resposta especifica. Entre outras fungdes, as hormonas influenciam a
producao e a proliferacdo de certas enzimas nas células alvo, coordenando e controlando
assim as suas correspondentes atividades no organismo. Apesar de a circulacdo sanguinea
distribuir as hormonas para todas as partes do corpo, apenas algumas células, 6rgaos ou
tecidos respondem a estas. As hormonas atuam nas células alvo através de recetores
especificos, que se podem classificar em membranares ou nucleares. A variedade de
recetores hormonais em cada célula normalmente assegura a ligacdo de diferentes hormonas
a estes. A sensibilidade de uma célula para uma hormona em particular, depende, em parte,

do nimero de recetores disponiveis.

De acordo com o seu mecanismo de acao, as hormonas podem classificar-se em
hidrofilicas ou lipofilicas. As hormonas hidrofilicas (geralmente proteinas e péptidos) ligam-se
preferencialmente aos seus recetores especificos na superficie externa das células alvo,
levando a libertacdo enzimatica, dentro da célula, de segundos mensageiros. A acao
intermediaria de certas substancias mensageiras (Ex: adenosina 3',5'-monofosfato ciclico,
CcAMP) pode, por exemplo, influenciar o transporte ou os sistemas enzimaticos e,
consequentemente, algumas vias metabolicas. Assim, as hormonas hidrofilicas influenciam,
principalmente, a actividade da célula. Em contraste com as hormonas hidrofilicas, os
esteroides e as hormonas tiroideias podem penetrar facilmente na membrana celular, por

serem moléculas lipossoliveis [1].

Os esteroides sao um grande grupo de compostos que consistem em estruturas com
um nlcleo de quatro anéis fundidos (designados A, B, C e D), onde os anéis A, B e C formam

estruturalmente o nlcleo per-hidrofenantreno e o anel D € um ciclopentano (figura 1) [2].

Figura 1 - Estrutura base de esteroides e sua humeracao [2].



A funcao dos diversos esteroides nos organismos € fundamentalmente fisiologica: contribuem
para a digestdo das gorduras (acidos biliares), sao percursores da vitamina D;, medeiam o
desenvolvimento dos caracteres sexuais (hormonas sexuais) e também participam na
regulacdo fisioldgica do metabolismo dos glicidos e dos eletrélitos (hormonas
adrenocorticais). A sua sintese ocorre em diversos tecidos, tais como nas glandulas supra-
renais (figura 2), nas gonadas e na placenta, mas tem sempre um percursor comum: o
colesterol [3]. Devido a funcdo essencial que estas moléculas desempenham na fisiologia
humana, sao necessarios mecanismos de regulacdo complexos, que atuam concertadamente,

para manterem as concentracoes plasmaticas destas hormonas em niveis adequados [4].
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Figura 2 - Anatomia e histologia das glandulas adrenais. Adaptado da literatura [1].



As hormonas esteroides sao transportadas na corrente sanguinea maioritariamente ligadas de
modo reversivel a proteinas séricas. Os esteroides livres podem difundir-se através da
membrana celular e assim entrarem nas células. As células sensiveis a determinada hormona
esteroide (células alvo), contém recetores de esteroides, que sdo geralmente proteinas
intracelulares sollveis que, apds ativacdo, podem atuar como fatores de transcricao através
da interacdo em locais especificos do DNA. Antes da ligacao ao esteroide, os recetores de
esteroides estao complexados com proteinas de choque térmico. A ligacdo ao esteroide inicia,
para além da alteracdo conformacional, a dissociacdo das proteinas de choque térmico,
permitindo a dimerizacdo e a translocacao dos recetores para o nlcleo. Ai, o dimero do
recetor interage com regides especificas do DNA celular (conhecidas como elementos
sensiveis a hormonas) e com co-ativadores de varios fatores de transcricao nucleares. A
ligacao do complexo recetor-esterdide ao DNA inicia a transcricao das sequéncias do DNA para
produzir mRNA, de que resulta um aumento da sintese proteica no reticulo endoplasmatico
(figura 3). Estas proteinas podem incluir enzimas, recetores e fatores de secrecdo, que
posteriormente regulam a resposta das hormonas esteroides como a funcao celular, o

crescimento, a diferenciacao, etc [2].

A sintese das hormonas esteroides, a partir do colesterol, envolve enzimas da familia
das monooxigenases do citocromo P450 e das hidroxiesteroides desidrogenases (HSDs), nas
glandulas supra-renais, nas gonadas, na placenta, nos intestinos e no sistema nervoso

periférico e central [4]. Este complexo processo denomina-se esteroidogénese.
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Figura 3 - Mecanismo de acao das hormonas esteroides nas células alvo. Adaptado da literatura [5].



2. Esteroidogénese

Os dois principais tecidos esteroidogénicos nos mamiferos sdo as glandulas supra-renais e
as gonadas. O cortex supra-renal contém trés camadas esteroidogénicas: a zona glomerulosa,
composta por uma fina camada de células que sintetizam aldosterona (mineralocorticoides), a
zona fasciculata que produz glucocorticdides e a zona reticularis responsavel pela producao
das hormonas sexuais (figura 2). A biossintese dos esteroides adrenais é regulada pela
hormona adrenocorticotrofica (ACTH), a qual é secretada pela glandula pituitaria. Ao
contrario dos esteroides adrenais, os esteroides sexuais (testosterona e estrogénios) sdo
secretados pelas génadas, mediante a estimulacdo pela hormona luteinizante (LH), também
secretada pela hipofise anterior [6]. Em cada um destes tecidos esteroidogénicos, o
citocromo P450 e as HSDs (3B-HSD e 17B-HSD), sao utilizados como catalisadores destas vias
biossintéticas [7]. Estas enzimas catalisam uma cascata de reacdes, convertendo o colesterol
em produtos esteroides. Os niveis de expressao relativos destas enzimas esteroidogénicas, nos
diferentes tipos de células, ditam o tipo de esteroides que sao sintetizados [6].

O colesterol é o percursor das cinco principais classes de hormonas esteroides:
progesterona, estrogénios, androgénios, glucocorticoides e mineralocorticoides (figura 4). A
enzima colesterol desmolase (P450scc) é responsavel pela primeira fase da sintese das
hormonas esteroides. Esta enzima cliva a cadeia lateral do colesterol, formando-se a
pregnenolona, sendo esta conversao estimulada pela ACTH [8]. A pregnenolona, por sua vez,
pode ser metabolizada pela 17B-hidroxilase-17,20-liase (CYP17) formando-se a
desidroepiandrosterona (DHEA), ou pela 3B-HSD e pela A*S-isomerase, originando a
progesterona que é depois metabolizada também pela CYP17 e forma a androstenodiona (AD)
[9, 10]. A reducdo da AD na posicao 17 é regulada pela 178-HSD tipo 3, formando-se a
testosterona. Os principais 6rgaos produtores de androgénios sdo os testiculos (nas células de
Leydig) e as glandulas supra-renais (na zona reticularis). A testosterona circulante chega,
nomeadamente, até as células prostaticas, por difusao local, onde é convertida pela 5a-
reductase, no seu metabolito mais potente, a dihidrotestosterona (DHT) [11]. Pela actuacao
da aromatase (CYP19) sobre a AD e sobre a testosterona, resultam também, respetivamente,
os estrogénios estrona (E;) e estradiol (E;) [9, 10]. Ainda entre as enzimas envolvidas na
esteroidogénese, a 17B8-HSD tipo 1 é responsavel pela conversao de E; em E,, o estrogénio
mais potente, e da DHEA em androst-5-eno-38,178-diol (A°-diol) [12]. Nas mulheres, a
producao de estrogénios inicia-se nas células teca. Estas células, para além de possuirem 178-
HSDs, contém também outras enzimas, tais como a 5a-reductase e a 3a-HSD. Os percursores
intermediarios (como por exemplo a AD) sao posteriormente convertidos em estrogénios pelas
células da granulosa [11].

Na sintese da aldosterona estao envolvidas ainda trés diferentes enzimas. A 38-HSD
transforma a pregnenolona em progesterona em dois passos enzimaticos sucessivos:
desidrogenacao na posicao 3, sucedendo-se a transferéncia da dupla ligacdo (isomerizacao)

para a posicao 4 do anel A. Em seguida, a progesterona é hidroxilada na posicao 21, num



Unico passo reacional (CYP21), para formar a desoxicorticosterona. A desoxicorticosterona
sofre duas hidroxilacdes na posicao 11 e 18, seguida de uma oxidacdao na posicao 18,
formando-se a aldosterona. Esta sequéncia de trés reacdes € controlada por um complexo
enzimatico CYP450 expresso na zona glomerulosa do cortex. Os glucocorticdides sao
secretados pelas células da zona fasciculata (figura 2) do cortex, e sao moduladores do
metabolismo das proteinas e dos carbohidratos. O principal glucocorticéide presente no
homem ¢é o cortisol, o qual é sintetizado a partir da progesterona, primeiramente por uma
hidroxilacao na posicao 17 (CYP17) seguida de outras duas na posicao 21 (CYP21) e na posicao
118 (CYP11B1) [13].
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Figura 4 - Biossintese das hormonas esteroides nas glandulas adrenais e gonadas. Adaptado da literatura
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3. Cancros hormono-dependentes

Nos dias de hoje, o cancro continua a ser a principal causa de morte no mundo e, de
acordo com as estatisticas da Organizacdo Mundial de Salude (OMS), esta patologia foi
diagnosticada a mais de 10 milhdes de pessoas e, em cada ano, 6 milhdes de pessoas irdao
morrer devido ao cancro. Nos Estados Unidos, o cancro é a segunda maior causa de morte a
qual corresponde a 25% do total de mortalidades. Além disso, a alocacdo dos recursos
médicos nesta patologia custa cerca de 263.3 bilides de dolares por ano [15, 16].

A progressao e a iniciacdo do cancro consistem em processos com varias etapas, que se
refletem em alteracdes epigenéticas progressivas que conduzem a transformacao de células
humanas normais em células malignas [17]. Existem, pelo menos, trés classes principais de
genes que desempenham um papel chave na iniciacao do tumor: os proto-oncogenes, os genes
supressores de tumores e os genes envolvidos nos mecanismos de reparacao do DNA. Mutacoes
nestes genes podem levar a uma desregulacdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos no
crescimento, e na diferenciacao celular normal. Pensa-se que estes eventos sao seguidos por
uma selecao clonal de células variantes, com comportamentos altamente agressivos, que se
caracterizam pela sua habilidade em proliferar descontroladamente, contrariando os
mecanismos de regulacao de crescimento normal, assim como pela sua capacidade em invadir
e destruir os tecidos normais [18].

Os cancros hormono-dependentes, dos quais fazem parte alguns cancros da mama, do
endométrio e da prdstata, encontram-se entre as principais doengas do mundo moderno [19].
O desenvolvimento de tumores hormono-dependentes envolve a estimulacao da proliferacao
celular por hormonas, as quais podem aumentar o numero de divisdes celulares e a

possibilidade de ocorrerem erros genéticos aleatorios [20].

3.1. Cancro da mama

Apesar dos recentes avancos no diagnostico precoce, na prevencao e na terapia [21],
o cancro da mama (CM) é a principal causa de morte relacionada com cancro em mulheres em
todo o mundo [22]. SO em 2009, foram reportados mais de 190.000 novos casos de CM
invasivos, que contabilizaram aproximadamente 25% de todos os cancros, entre mulheres, nos
Estados Unidos. Apesar das causas deste permanecerem ainda parcialmente desconhecidas,
sabe-se que existem varios fatores de risco que aumentam a probabilidade de uma mulher
desenvolver CM. Estes incluem a idade, genética, ambiente, histéria familiar, dieta, alcool e
obesidade [23, 24]. Acredita-se que muitos CM se desenvolvem espontaneamente através da
acumulacao de mutacbes e alteracdes epigenéticas ao longo da vida e que a menopausa
tardia aumenta o seu risco. Por outro lado, a gravidez, principalmente na idade jovem,

diminui o risco de desenvolvimento deste. E interessante de notar que as mulheres de paises



Asiaticos apresentam risco inferior de adquirirem CM, comparado com as mulheres

Ocidentais, o que podera justificar-se pela dieta [25].

3.1.1.Desenvolvimento do cancro da mama

A glandula mamaria é constituida por células epiteliais luminais e mioepiteliais
incorporadas numa complexa matriz estromal, composta predominantemente por
fibroblastos, adipdcitos e macrofagos (figura 5). Os diversos subtipos de epitélios mamarios e
as células estromais vizinhas surgem de divisdes epiteliais assimétricas e de células
mesenquimais originais (células estaminais), respetivamente [26, 27]. Dados emergentes
sobre as células estaminais mamarias, suscitam a hipotese de que esta subpopulacao epitelial

atua como alvo inicial de agentes oncogénicos [26].
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Figura 5 - Origem e linhagem de diferentes tipos de células da glandula mamaria. Adaptado da
literatura [26].

A transformacdo de células epiteliais mamarias normais em malignas, manifesta-se
num crescimento anormal e em respostas de sobrevivéncia a sinais extracelulares. Estes sinais
derivam do sistema enddcrino, bem como do estroma, cuja proximidade fisica com as células
epiteliais permite uma regulacdo paracrina dinamica e uma integracdo de sinais a partir de
hormonas circulantes e de fatores de crescimento [28, 29]. Alteracdes moleculares e

fenotipicas dentro do estroma, afetam as suas interacées com as células vizinhas, resultando



num microambiente que pode ser favoravel para a progressao para a malignidade [30, 31,
32].

3.1.1.1.Dependéncia hormonal no cancro da mama

A maioria dos CM, quer em mulheres pré-, quer pos-menopausicas, sao inicialmente
hormono-dependentes [33]. Tanto as hormonas esteroides endogenas, como certos compostos
exogenos com acao hormonal, estdao implicadas na patogénese do CM, devido aos efeitos que
estas podem desempenhar no crescimento celular, na diferenciacdao e na funcao da mama e
outros tecidos [24]. Assim, nos cancros hormono-dependentes, a terapia endocrina € uma
abordagem relativamente seletiva e por isso potencialmente menos toxica, quando
comparada com a quimioterapia citotdxica, sendo, portanto, a escolha predominante no
tratamento e prevencao destas patologias [34]. Esta terapia passa por utilizar compostos
capazes de interferirem com a acdo dos esteroides nas células do CM ou pela inibicdo de
enzimas envolvidas na biossintese dos esteroides [35].

Depois de um periodo que pode demorar meses a anos, os tumores tornam-se
hormono-independentes por um mecanismo que ainda ndo esta totalmente elucidado. Uma
possivel explicacdo para este facto envolve mutacdes que ocorrem nos recetores de
estrogénios (ER) [36, 37].

Embora a producao local dos estrogénios seja, maioritariamente, nos ovarios, estes
exercem efeitos sistémicos seletivos em determinados tecidos alvo. A acdo dos estrogénios é
mediada principalmente por dois tipos de recetores: ER-a e ER-B, que sao produtos de
diferentes genes. O ER-a é expresso, primariamente, no Utero, figado, rim e no coracao,
sendo algumas vezes co-expresso com o ER-B nas glandulas mamarias, tiroideas e adrenais,
assim como também nos o0ssos e no cérebro. No cérebro, o ER-B forma heterodimeros
funcionais e, em muitos casos, as suas acoes opdem-se as do ER-a. Em contraste, o ER-B é
expresso, especificamente, nos ovarios, na prostata, nos pulmdes, no trato gastrointestinal,

na bexiga, no sistema nervoso central e no sistema hematopoiético [38].



3.1.1.2. Conversao periférica de hormonas e intracrinologia no cancro

da mama

Os estrogénios sao as principais hormonas envolvidas no desenvolvimento e
crescimento de tumores da mama [39]. Para além de serem responsaveis pelas caracteristicas
sexuais primarias e secundarias nas mulheres, os estrogénios também regulam processos
bioldgicos nos tecidos e orgdos alvo [40]. Atualmente, € bem conhecido que uma proporcdo
de CM expressa recetores celulares para os estrogénios ou para outras hormonas esteroides
(incluindo a progesterona). As células que contém estes locais de ligacdo denominam-se
células positivas para os receptores hormonais [41]. A hormona e o complexo receptor-
estrogénio podem mediar a ativacdo de proto-oncogenes e de oncogenes (por exemplo o c-fos
e o c-myc), de proteinas nucleares, bem como de outros genes [33]. Nos tumores sensiveis a
hormonas a expressao dos ER (no caso do CM) ou dos receptores de androgénios (AR) (no caso
do cancro da prostata) encontra-se frequentemente acima de um limite detetavel pré-
estabelecido [20]. Consequentemente, os processos que modulam as concentracoes
intracelulares de estrogénios ativos podem afetar a etiologia desta doenca [33]. Deste modo,
uma estratégia légica para o tratamento de CM sensiveis a estrogénios, consiste na utilizacao
de antiestrogénios. Estes previnem que os estrogénios interajam com os seus recetores
especificos, impedindo assim o crescimento do tumor mamario [41].

Em mulheres adultas, uma grande proporcao de estrogénios ativos sao sintetizados em
tecidos alvo, tais como a mama, a partir de esteroides percursores inativos. Os tecidos do
cancro mamario tém a capacidade de biossintetizar E, a partir de percursores circulantes.
Existem duas vias principais implicadas na formacdao do E, em tecidos do CM: a via da
aromatase, a qual converte os androgénios (AD e testosterona) em estrogénios (E; e E;) e a
via da sulfatase, a qual converte o sulfato de estrona em E, pela sulfatase (figura 6). O passo
final da esteroidogénese é a conversdo da E;, funcionalmente menos ativa, em E,,
biologicamente potente, pela acao da 17B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (178-HSD 1)
redutiva. Estudos tém indicado que nos tumores mamarios humanos, a via da sulfatase (E;S) é

uma fonte muito mais provavel de E, do que os androgénios pela via da aromatase [42].
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A maioria dos CM estrogénio-dependente verifica-se em mulheres pos-menopausicas,
em que a funcdo dos ovarios e o controlo hipofisario de producdo de estrogénios cessaram
[43]. Apesar dos baixos niveis de estrogénios circulantes, as concentracoes tecidulares de E;,
E, e dos seus sulfatos (E;S, E,S) sao muitas vezes superiores aos encontrados no plasma
sugerindo uma biossintese especifica tumoral e acumulacdo destas hormonas. Varios fatores
podem estar incluidos neste processo, incluindo a elevada absorcao de esteroides a partir do
plasma e a formacao local do estrogénio mais potente, o E,, pelo tecido do CM em si. Este
efeito alarga o conceito de intracrinologia, onde a acdo do esteroide é exercida nas mesmas
células onde ocorre a sua sintese, sem diluicdo e libertacao das hormonas ativas no espaco
extracelular e na circulacao em geral (figura 7) [33]. Assim, a taxa de formacgao de cada
esteroide sexual, depende da atividade de cada enzima especifica responsavel pela sintese de
androgénios ou estrogénios, em cada célula de cada tecido [44].

Devido ao efeito estimulatorio do E; em células do CM, bloquear a sua formacao pela
inibicdo destas enzimas, devera ser de extrema importancia, para o controlo do crescimento
do tumor mamario. Assim, inibidores potentes e seletivos destas enzimas tém sido
desenvolvidos e tém-se mostrado promissores como agentes antiproliferativos em CM

hormono-dependentes [33].
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Adaptado da literatura [33].

3.1.2. Tratamento classico do cancro da mama

Para que o tratamento do cancro seja o mais eficaz possivel, é fundamental conhecer
o mais possivel sobre a doenca. Pacientes com CM precoce, isto €, quando a doenca se limita
a mama e aos ganglios linfaticos locais, sao geralmente submetidos a terapias sistémicas e
locais, para diminuir o risco de recorréncia e aumentar a possibilidade de cura. A terapia
local pode incluir qualquer uma das formas de mastectomia, parcial ou total, e a
radioterapia. Em pacientes que se sujeitaram a mastectomia, também se pode recomendar
radioterapia, com base no tamanho do tumor, no nimero de ganglios linfaticos positivos,
entre outros fatores. A terapia adjuvante sistémica consiste principalmente na quimioterapia
“classica”, na terapia hormonal e na terapia bioldgica, com base na extensdo da doenca e nas
caracteristicas tumorais [45].

Tradicionalmente, o estado dos recetores hormonais tem sido a principal
caracteristica usada na pratica clinica para decidir qual a melhor forma de tratamento do CM
metastizado. Tumores com recetores de estrogénio (ER) ou de progesterona (PR) positivos,
sdo normalmente tratados através da terapia enddcrina, enquanto que pacientes com

recetores hormonais negativos sao tratados com quimioterapia ou anticorpos como o
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trastuzumabe. Outras caracteristicas importantes incluem a taxa de crescimento do tumor
(tumores de crescimento lento sdo tendencialmente tratados através da terapia endocrina,
enquanto que em tumores agressivos recorre-se a quimioterapia), o local e a expansao da

propagacao das metastases pelas visceras, assim como o estado geral do doente [46].

3.1.3. Tratamento do cancro da mama através da terapia hormonal

Ao longo dos anos, tem sido feita muita pesquisa sobre a biossintese e o mecanismo
de acao das hormonas esteroides, os quais auxiliam a identificacdo de potenciais moléculas
alvo nas células que podem ser usadas para prevenir ou tratar o CM. Contudo, ainda se
encontra em curso uma longa investigacdo acerca dos farmacos com o maximo de beneficios e
com o minimo de riscos. Neste contexto, existem diferentes abordagens terapéuticas para o
tratamento do CM hormono-dependente [47]. A terapia endocrina do cancro baseia-se em,
pelo menos, um dos seguintes principios: privacdo de hormonas pela inibicdo da sua
biossintese ou favorecimento da remocao/inativacdo da hormona produzida pelo tecido;
antagonismo hormonal através da aplicacdo de farmacos que se ligam e inibem os recetores
das hormonas esteroides; interferéncia hormonal pela aplicacdo de elevadas doses de
hormonas que atuam através de mecanismos diretos, ou através de mecanismos de feedback
negativo, inibindo o crescimento do tumor (figura 8) [48].

Como ja foi referido anteriormente, o tratamento adequado para cada tipo de CM
também se baseia no status dos ER, isto é, se sdo negativos ou positivos. A maioria dos CM sao
ER" e dependem dos estrogénios para o seu crescimento e replicacao, logo a terapia que se
poderia adequar melhor para estes tipos de CM é a administracdo de antiestrogénios. As
abordagens de tratamento mais habituais atualmente envolvem a utilizacao de moduladores
seletivos dos recetores de estrogénios (SERMs) ou inibidores da biossintese de estrogénios,

especificamente, inibidores da aromatase (Als) [49].
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Figura 8 - Ciclo de feedback endocrino. Adaptado da literatura [48].

-Administracao de antiestrogénios

Os efeitos observados depois da ooferoctomia cirdrgica e a descoberta das hormonas
esteroides, assim como dos seus recetores, conduziram ao conceito de que a inibicao da
funcao dos recetores das hormonas esteroides por antagonistas pode evitar o crescimento do
tumor [48]. A primeira estratégia de acdo para o tratamento de CM sensiveis a estrogénios, €
geralmente o uso de antiestrogénios. Os antiestrogénios sao agentes quimicos que se ligam
aos ER, inativando um dos passos envolvidos na sua funcao (por exemplo o complexo recetor-

antiestrogénio heterodimérico nao é formado ou ndo induz a transcricao do mRNA) [50].

A introducao do conhecido antiestrogénio tamoxifeno alterou o tratamento do CM em
todas as fases, sendo o método de escolha ndo sé para as mulheres pés-menopausicas, mas

também como forma de prevencdao em mulheres com elevado risco de desenvolverem CM
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[48]. O tamoxifeno tem-se mostrado um agente hormonal crucial para o tratamento adjuvante
do CM, reduzindo o risco de recorréncia em 41% e a mortalidade por CM em 34% [51].

Os moduladores seletivos dos ER, que podem incluir o tamoxifeno, sao compostos
sintéticos que tém a capacidade de atuarem como agonistas dos estrogénios nuns tecidos
(ossos, figado e sistema cardiovascular) e como antagonistas noutros (glandulas mamarias e
cérebro), enquanto que no Utero podem atuar como agonistas e antagonistas.

Actualmente existem diversos SERMs (figura 9), divididos em varias geracdoes em
funcao da relacao beneficio/risco, que foi sendo melhorada ao longo do tempo. O tamoxifeno
€ o prototipo e pertence a primeira geracdo [48]. O ICl 164,384 e o fulvestrant (ICl 182,780)
representam a primeira geracao dos antiestrogénios puros com estrutura esteroide, com
actividade desestabilizadora ER (figura 10). Estes compostos sdo analogos do 17B8-estradiol,
substituidos na posicao 7a.

Estudos recentes demonstraram que o uso continuo do tamoxifeno pode levar a
quimioresisténcia do tumor [51], dai a necessidade em desenvolver combinacdes de terapias

seletivas para o tratamento do CM, ou mesmo de terapias alternativas.
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Figura 9 - Estrutura quimica da primeira e segunda geracdo dos antiestrogénios nao-esteroides

(tamoxifeno e os seus derivados) e a nova terceira geracao (arzoxifene e lasofoxifeno) de SERMs.

Adaptado da literatura [48].
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Figura 10 - Estrutura quimica dos antiestrogénios esteroides. Adaptado da literatura [48].
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-Inibidores da aromatase (Als)

Para além da administracdo de antiestrogénios, a reducao dos niveis de concentracao
de estrogénios nos tumores através do uso de inibidores de enzimas, representa a segunda
forma de acao da hormonoterapia no CM. Uma abordagem para interferir com a sinalizacao
do ER consiste na reducdo dos niveis de E, através da inibicdo da enzima aromatase. A
aromatizacdao € o passo final da sintese do E,. Esta reaccdo é catalisada pelo complexo
monooxigenase aromatase P450 (CYP19) que esta presente no reticulo endoplasmatico liso da
placenta e nas células da granulosa dos foliculos ovarianos. Através de trés reacbes de
hidroxilacao, a E; e o E; sao sintetizados a partir dos seus percursores, AD e testosterona,

respectivamente (figura 11).
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Figura 11 - Reacbes enzimaticas que conduzem a aromatizacdo (exemplificada para a estrona).
Adaptado da literatura [48].

A aromatase encontra-se nos tecidos periféricos, incluindo o tecido adiposo, figado,
musculos, cérebro e tecidos do CM. No periodo peri-menopausico, os ovarios, como resultado
da perda completa dos foliculos primordiais, cessam a producdo de estrogénios. Este
fendmeno conduz ao declinio da producdo de E; nos ovarios, no entanto as concentragoes
séricas de E, podem variar consideravelmente. Em mulheres pos-menopausicas, a
concentracao plasmatica dos niveis de E, é de aproximadamente 20 pmol/L, e a maioria de E,
é formado pela conversao periférica extra-gonadal da testosterona. Como a atividade

periférica da aromatase aumenta com a idade, a producao periférica de estrogénios aumenta
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para o dobro, sendo a E; o estrogénio predominante nestas mulheres. Os tecidos do CM
contém todas as enzimas responsaveis pela biossintese local do E, a partir de percursores
circulantes. Os Als podem, portanto, inibir a sintese de estrogénios in situ, tanto nos tecidos

do CM como nos tecidos adjacentes nao-malignos, isto €, nos tecidos adiposos.

Os Als competitivos consistem em compostos quimicos que competem com o substrato
para a ligacao nao-covalente do local ativo da enzima, para diminuir a quantidade de produto
formado. A aminoglutetimida foi o primeiro Al estudado em pacientes com CM sendo, por
conseguinte, referido como primeira geracao de Al. Devido a sua inibicdo inespecifica, esta
possui efeitos secundarios severos, dai a procura e o desenvolvimento ter sido direcionado
para Als de segunda geracao (tipo imidazole: fadrozole) e de terceira geracao (tipo triazole:

vorozole, anastrozole, letrozole) (figura 12).
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Figura 12 - Estruturas quimicas dos inibidores da aromatase. Adaptado da literatura [48].
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Os Als esteroides foram sintetizados usando como ponto de partida, a estrutura da
AD. Estes inibidores ligam-se a aromatase da mesma forma que o substrato AD. A maioria dos
inibidores esteroides sao inibidores irreversiveis e como exemplo temos o 4-
hidroxiandrostenodiona, o exemestano e o atamestano (figura 12). Estes inibidores
irreversiveis possuem diversas vantagens, tais como: sao altamente especificos para a enzima,

produzem inibicao prolongada e exibem baixa toxicidade.

Outros inibidores conhecidos da aromatase sao, por exemplo, os flavondides. Estes
inibem a enzima, através da diminuicao da biossintese e dos niveis circulantes de estrogénios.
Os flavonoides abrangem as flavonas, isoflavonas, flavanonas e flavonois, com um sistema de
anéis benzopiranonas como esqueleto principal. O desenvolvimento de flavonoides sintéticos,
analogos da cromona ou da xantona, com atividade inibitoria da aromatase permitiu a
identificacao de diversos compostos potentes e seletivos. De um modo geral, as flavonas e

flavononas sao inibidores mais potentes, comparativamente as isoflavonas.

Em resumo, os Als sdo uma alternativa a terapia endocrina para o tratamento do CM
em estado avancado e estudos clinicos tém demonstrado que estes sdo superiores ao

tamoxifeno, tanto no tratamento de primeira linha como na quimioterapia neoadjuvante [48].

3.2. Cancro da préstata

Actualmente, o cancro da prostata (CP) é o tumor maligno mais comumente
diagnosticado e a segunda principal causa de morte, relacionada com cancros em homens, nos
Estados Unidos. Com base em estimativas de 2010, mais de 200.000 novos casos de CP serao
diagnosticados e mais de 30.000 homens morrerao desta doenca anualmente [52]. O CP, tal
como a maior parte dos cancros, desenvolve-se como resultado de uma mistura de fatores
genéticos e epigenéticos ambos podendo ser afetados por fatores ambientais [53]. Entre os
fatores ja conhecidos como importantes para o desenvolvimento de CP destacam-se a idade,

a historia familiar e a etnia [52, 53].

3.2.1.Desenvolvimento do cancro da prostata

No interior do epitélio da préstata, morfologicamente, existem duas populacbes de
células: as células luminais colunares altas, que revelam atividade secretora, e as células
basais esticadas, que aderem a membrana basal. O epitélio da préstata, na sua totalidade,
deriva de uma populacdo de células estaminais que possuem um longo periodo de vida e uma
capacidade proliferativa ilimitada, residentes no interior do compartimento da célula basal. A
duplicacdo de células estaminais da origem a uma copia de células estaminais (auto-

renovacao) e a células progenitoras com um tempo de vida relativamente curto, e com
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capacidades proliferativas limitadas. Pela proliferacao transitdria, esta populacdo de células
amplifica o epitélio da prostata, resultando eventualmente em células terminais
diferenciadas, que estao destinadas a sofrer apoptose. Este modelo estd em conformidade
com o conceito de hierarquia das células estaminais dos tecidos de auto-renovacdo, como a
pele e os tecidos. As perturbacoes da diferenciacdo das células estaminais tém sido
propostas, além de outros factores, como estando envolvidas no conceito patogenético da
hiperplasia benigna da prostata e da carcinogénese da prostata [54].

Os avancos no tratamento e no rastreio do CP permitiram a detecao destes tumores
numa fase precoce, quando a doenca ainda pode ser curavel por meio de excisao cirlrgica ou
radioterapia. Estes tratamentos tém um bom progndstico no caso do CP localizado, o que nao

se tem verificado num estado avancado da doenca [55].

3.2.2.Conversao periférica de hormonas (fonte de androgénios)

O crescimento e a progressao do CP é frequentemente estimulado pelos androgénios,
através da sua acao em AR. No homem, a biossintese dos androgénios, testosterona e DHT, o
seu metabolito mais potente, esta dependente de um mecanismo complexo e regulavel que
envolve o hipotalamo, a hipdfise anterior, os testiculos, as glandulas supra-renais, a prostata,
a pele e varios tecidos esteroidogénicos como o muscular e o adiposo (figura 13). Os
androgénios assim produzidos medeiam uma série de respostas fisioldgicas e eventos
relacionados com o desenvolvimento do homem, sendo particularmente importantes na
diferenciacdo sexual in utero e na expressao das caracteristicas sexuais secundarias na
puberdade [55]. Os principais 6rgaos produtores de androgénios sdo os testiculos (nas células
de Leydig) e as glandulas supra-renais (zona reticularis). Os primeiros sdo responsaveis por
cerca de 90-95% dos androgénios do organismo, sendo as glandulas supra-renais responsaveis
pelos restantes 5-10% na forma de percursores desses androgénios (DHEA e AD) [56]. Estes
percursores sdo depois metabolizados em tecidos esteroidogénicos e na prostata para
originarem os androgénios testosterona e DHT. A hormona libertadora da hormona
luteinizante (LHRH) hipotalamica estimula a hipdfise anterior a produzir LH que por sua vez

atua nos testiculos e estimula a sintese dos androgénios (figura 13) [57].
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Figura 13 - Eixos adrenais-pituitaria-hipotalamo e testiculares e mecanismos de inibicdo farmacolégicos.

esteroides e nao analogos da GnRH, que atuam no hipotalamo. As setas mais escuras indicam
estimulacdo, as setas finas indicam a producado ou sintese e as setas mais largas (cinzentas) indicam

ativacao do recetor. Adaptado da literatura [57].

3.2.3.Tratamento do cancro da prostata através da terapia endocrina

Dentro dos principais androgénios, a testosterona e DHT, a testosterona é o mais
abundante na circulacao sistémica e o DHT é o que tem maior afinidade para o AR. Os efeitos
dos androgénios resultam da ligacdo ao AR. O AR é um membro da superfamilia de recetores
esteroides e nucleares, que funciona como um fator de transcricao dependente de um
ligando, e cujos niveis de expressdao mais elevados ocorrem na prostata, glandulas supra-
renais e epididimo. O AR também existe no tecido muscular esquelético, no figado e no
sistema nervoso central. Os androgénios ligam-se ao AR e desencadeiam uma série de eventos
que resultam na sintese de proteinas especificas como o antigénio especifico da prostata

(PSA) e no despoletar da proliferacao celular [58, 59].

As principais abordagens terapéuticas para o tratamento do CP incluem a remocéo
cirlrgica através da prostatectomia e da radioterapia (principalmente se o tumor se confina
ao 6rgdo) ou a terapia enddcrina (principalmente se o tumor atravessa a capsula). Um dos
maiores problemas no tratamento do CP que nado se confina ao 6rgao € que as terapias com o
tempo tendem a ser apenas paliativas. Para o tratamento do CP metastizado ou localmente
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avancado, as Unicas terapias com alguma efetividade sao as que interferem com as acdes dos

androgénios ou a quimioterapia “classica”.

A maioria dos CP sdo dependentes de androgénios, pelo que a remocao destes resulta
na inibicdo da proliferacdo do tumor. A maioria das terapias que tém como alvo os AR
baseiam-se na deplecao dos ligandos, através da reducao dos niveis séricos de testosterona
por meio da orquiectomia, da utilizacdo de analogos da LHRH, de inibidores da CYP17, de

elevadas doses de estrogénios e do bloqueio dos AR.

Com o passar do tempo (meses) acaba por ocorrer a progressao de tumores da
prostata para a independéncia de androgénios que pode ter varios motivos: activacao dos AR
por androgénios residuais nas células tumorais sensiveis a androgénios; ARs mutantes ativados
por outras hormonas esteroides endogenas; ativacdo do AR independente do ligando por vias
de transducdo de sinais mediadas por fatores de crescimento; eficacia insuficiente de
antiandrogénios (figura 14). Deste modo, o bloqueio completo de todas as funcdes do AR,
pelos antiandrogénios desestabilizadores dos AR, representa uma importante opcdo de

terapéutica para o tratamento do CP.

Androgen-Dependent Prostate-Cancer Cell Androgen-Independent Prostate-Cancer Cell
Dihydrotestosterone Amplified androgen receptors Mutated androgen receptor
Heat-shock protein N Cytokines
Growth factors
Other ligands
Loss of PTEN P13.K

Figura 14 - Mecanismo de resisténcia a castracao no cancro da préstata. Adaptado da literatura [50].
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Ao longo dos anos, tem-se tentado desenvolver antiandrogénios altamente potentes

que bloqueiem completamente os efeitos mediados pelos AR.

A biologia e a relacao estrutura-atividade dos antagonistas dos ARs tém sido discutidas
em muitos artigos de revisao. Com base nas suas estruturas, os antagonistas dos AR podem-se
classificar em esteroides e nao-esteroides. Alguns compostos esteroides tém sido usados como
antiandrogénios, como por exemplo o acetato ciproterona (CPA). O CPA é uma progestina que
suprime a libertacdao de gonadotropina (diminuindo os niveis de testosterona), liga-se ao AR e
inibe o crescimento das células do CP. Também foram desenvolvidos ligandos nao-esteroides
que possuem elevada especificidade para o AR, tém boa biodisponibilidade oral e atingem
seletivamente os tecidos alvo. Os antiandrogénios nado-esteroides desenvolvidos e mais

conhecidos sao a bicalutamida, a flutamida e a nilutamida (figura 15).
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Figura 15 - Estrutura quimica dos antiandrogénios. Adaptado da literatura [48].

Ao contrario do CPA, estes toluidides sdo considerados antiandrogénios puros, porque
possuem pouca, ou nenhuma, atividade androgénica intrinseca quando ligados ao AR e nao

reagem de forma cruzada com qualquer um dos outros recetores esteroides. Como tal, os
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antiandrogénios nao-esteroides sao principalmente usados no tratamento de CP sensiveis a

androgénios ou na hiperplasia benigna da prostata [48].

Recentemente foi introduzida na terapéutica do CP uma nova molécula, o acetato de
abiraterona, que atua inibindo a biossintese de androgénios inibindo a enzima CYP17, e que
mostrou resultados promissores no tratamento de tumores resistentes a castracdao e apos

tratamento com docitaxel [60].
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4. Esteroides estrogénicos com potencial acao antitumoral

Os esteroides da série estrano podem desempenhar muitos efeitos nos sistemas
bioldgicos, sendo, em muitos casos, reguladores fisioldgicos [61]. A presenca de diferentes
grupos funcionais no nicleo tetraciclico fundido, caracteristico deste grupo de compostos, €
que explica o facto de estes interagirem com diferentes alvos no organismo humano
desempenhando, por isso, diversas acoes biologicas [62]. Deste modo, nao é supreendente
que apos pequenas modificacdes ou sinteses parciais, os derivados esteroides possam ser Uteis
como farmacos contra um grande nimero de doencas, como por exemplo o cancro e a

osteoporose [61].

Inicialmente o presente trabalho de investigacao tinha como objetivo o desenvolvimento
de inibidores da 178-HSD 1 mediante a funcionalizacao (especialmente por oxidacao) de
estrogénios esteroides, assim como a sua avaliacdo biologica, através do estudo da sua
capacidade de inibicdo enzimatica e da sua citotoxicidade em trés tipos diferentes de células.
Como ja referido, a 178-HSD 1 é uma enzima importante para a producao de E, a partir de E;,
gerada pela via da aromatase e da sulfatase. Esta enzima é responsavel pela reducdo da

cetona em C17 da E; ao grupo 17B8-hidroxilo, usando NADPH como cofator (figura 16) [63].

Cholesterol Estrogenic effects
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action [ Estrogen receptor]
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NAD(P)H
Estrone (E1) Estradiol (E2)

Figura 16 - Papel da 178-HSD 1 na sintese do potente estrogénio, E, Adaptado da literatura [64].

A importancia da atividade da 178-HSD 1 no desenvolvimento e crescimento do tumor da
mama é evidenciada por niveis de E, intratumorais elevados. Além disso, apesar da conversao
de E; em E; ter sido observada tanto na mama humana normal como em tumores malignos

mamarios, a atividade redutora é superior em tumores do que no tecido mamario normal.
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Assim, justifica-se o interesse em desenvolver potentes inibidores do tipo 1 da 178-HSD para
reduzir a formacao local de E; no tumor mamario [12]. A elucidacdo da estrutura cristalina
desta enzima melhorou substancialmente o design de inibidores, e a avaliacao da relacao
estrutura-atividade (SAR), assim como a compreensao do modo de ligacao da enzima ao
esteroide [63]. Existem diversas classes estruturais de inibidores da 178-HSD 1 que
genericamente podem dividir-se em esteroides e nao-esteroides [65, 66, 67]. Estes inibidores,
de acordo com o seu mecanismo de acdo, podem também ser agrupados em trés classes:
compostos que competem com o cofator (NADPH) para o local de ligacao; compostos que
competem com o substrato natural, sendo a maioria compostos esteroides, e compostos
hibridos [66]. Para a avaliacdo da inibicdo da atividade enzimatica usam-se, normalmente,
homogeneizados de células HEK-293 transfetadas com a enzima em causa, células T-47D,
células MCF-7 também transfetadas e a fracdo citosolica da placenta humana, calculando-se a
quantidade de E; transformada em E, [64]. De acordo com o método usado, a capacidade de
inibicdo apresenta-se normalmente ou sob a forma de percentagem ou através do valor de
ICso (concentracao de composto que inibe a atividade enzimatica em 50%). Os compostos
considerados potentes sao caracterizados por um ICsq baixo, idealmente inferior ao da E;. No
desenvolvimento destes compostos também interessa avaliar a estrogenicidade dos
compostos, usando-se, para isso células sensiveis a estrogénios, tais como as T-47D, ZR-75-1 e
MCF-7 [68], pois os compostos a desenvolver, além de potentes inibidores enzimaticos,
também devem ter baixa atividade estrogénica, isto é, ndo devem ter acdo agonista dos ER

(que podem contrariar o seu efeito inibidor da 178-HSD 1).

Os derivados da E; e do E; revelaram ser potentes inibidores da enzima 178-HSD 1,
embora os derivados da E; apresentem melhor capacidade inibitoria do que os derivados da
E,, devido ao grupo carbonilo no carbono 17. Com base nos estudos de SAR, verificou-se, no
anel A, que substituicdes na posicdo 2 reduziam a atividade estrogénica (ex: 2-etil e 2-
metoxi), assim como substituicdes com grupos hidrofobicos pequenos. Neste contexto,
também foi demonstrado que o grupo hidroxilo na posicao 3 é importante para a interacao

com a enzima [66].

No anel B salientou-se a importanica de substituintes com configuracdo B para uma boa
atividade inibitoria [65, 66] e, no anel C, apesar das substituicdes descritas para este serem
raras, quando efectuadas, foram-no em conjunto com substituicées no anel D (carbonos 15,
16 e 17) [65].

De todos os anéis, o anel D é o que mais habitualmente é funcionalizado e na série C15, os
melhores inibidores tém grupos amida, ésteres, carbonilos, alcoois, éteres, entre outros, em

combinacao com substituintes adequados no C2 e C3.

Substituicoes no C16 sdo as mais comuns e incluem, nomeadamente, inibidores irreversiveis,
especialmente os B-substituidos. Além disso, podem apresentar atividade dupla: a de

inibidores da 178-HSD 1 e antagonistas dos ER.
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Os inibidores esteroides com anel E heterociclico derivados da E;, que contém anéis de cinco
ou seis membros, nomeadamente pirazois substituidos na posicdo C5°, mostraram ser

inibidores potentes e seletivos desta enzima [65, 66].

Adicionalmente, derivados da D-homoestrona (anel D de seis membros) com grupos feniletil e
alilo na posicao 2, revelaram também ser potentes inibidores da 178-HSD 1 [65, 69, 70, 71].
Foi com base neste tipo de estruturas que se gerou a ideia inicial deste trabalho, que
consistiu  no desenvolvimento de D-homoesteroides analogos destes (17a-oxa-D-
homoesteroides), obtidos de forma mais simples - pela reaccao de Baeyer-Villiger, explorando
adicionalmente funcionalizacdes do nicleo esterdide nos anéis A (posicdo 2) e C (que esta

pouco explorada neste contexto).

Como ja foi referido ao longo deste trabalho, o desenvolvimento de inibidores
enzimaticos para bloquear a sintese de estrogénios, parece ser uma abordagem promissora
para o tratamento de cancros hormono-dependentes. Nesse sentido existem os Als, ja usados
na pratica clinica, e a via da esteroide sulfatase que também contribui para a producao de E,
ao nivel do tumor. Além disso, a esteroide sulfatase (STS) € ainda responsavel pela formacéao
de DHEA a partir da DHEA-sulfato. A reducado posterior da DHEA da origem ao androstenodiol
(Adiol). Apesar do Adiol ser um androgénio, este pode ligar-se aos ER e também estimular o
crescimento de células cancerigenas in vitro e in vivo. A producao de Adiol é independente da
via da aromatase, mas dependente da via da sulfatase. Portanto, para além da inibicao da via
da aromatase, a inibicdo da via da sulfatase, também tem um potencial consideravel
interesse terapéutico. A identificagdo de um farmacéforo ativo requerido para a inibicao da
STS, isto €, um O-sulfamato ligado a um anel aromatico, levou a sintese e avaliacao biolégica
de derivados esteroides e nao-esteroides inibidores desta enzima. Neste estudo, o EMATE
(figura 17) foi identificado como o inibidor irreversivel da STS mais potente, ativo no local

dirigido.
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Figura 17 - Estrutura da (a) estrona-3-O-sulfamato (EMATE), (b) 6-oxo-8,9,10,11-tetrahidro-7H-
ciclohepta-[c][1]benzopirano-3-0-sulfamato (667 COUMATE), (c) 2-metoxiestradiol (2-MeOE2), (d) 2-
metoxiestrona-3-O-sulfamato  (2-MeOEMATE), (e) 2-metoxiestradiol-3,17-0-0O-bis-sulfamate  (2-
MeOE2bisMATE).

Estudos efetuados in vivo com este composto, mostraram, contudo, que este é altamente
estrogénico, sendo cinco vezes mais potente, em aplicacdo oral, que o etinilestradiol. Esta
investigacao levou a identificacao de sulfamatos coumarinicos triciclicos, como por exemplo o
667 COUMATE, que é nao-estrogénico e ainda ativo in vitro e in vivo, sendo a capacidade
deste em inibir in vivo a STS equivalente a do EMATE, inibindo-a igualmente de forma
irreversivel. No ambito do desenvolvimento de inibidores da STS, foram ainda sintetizados e
testados esteroides ndo-estrogénicos, analogos ao EMATE, modificados no anel A, sendo o
composto lider neste estudo o 2-metoxiestrona-3-O-sulfamato (2-MeOEMATE). As principais

razdes para a sintese deste composto foram:

a) atividade antiproliferativa associada ao 2-metoxiestradiol (2-MeOE2), que é um metabolito

endodgeno do E; conhecido por suprimir o crescimento do tumor e inibir a angiogénese;
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b) as substituicdes na posicdo 2 do nucleo esteroide reduzem a estrogenicidade associada com
o composto percursor. Quando testado em células cancerigenas do cancro da mama (MCF-7),

0 2-MeOEMATE revelou ser um agente antiproliferativo até mais potente que o 2-MeOE2.

Os mecanismos exatos através dos quais o 2-MeOE2 e o 2-MeOEMATE exercem os seus efeitos
ainda sao pouco conhecidos, no entanto mostrou-se que o 2-MeOE2 se liga ao local da
colchicina da tubulina inibindo a taxa de polimerizacao da tubulina in vitro. Os potentes
efeitos inibitoérios do crescimento, a atividade anti-microtubulina e as propriedades inibitorias
da STS levou a que Raobaikady et al. [72] avalissem os efeitos antiproliferativos do composto
2-metoxiestradiol-3,17-bis-sulfamato (2-MeOE2bisEMATE), comparando a sua poténcia com o
2-MeOE2, com o EMATE e com o 667 COUMATE. Neste estudo conclui-se que o 2-MeOEMATE
induziu a paragem do ciclo celular na fase G2-M, fosforilacdo do Bcl-2 e apoptose nas células
MCF-7, sendo até mais potente que o 2-MeOE2. Como agente antiproliferativo, verificou-se
que o 2-MeOE2bisEMATE era mais potente que o 2-MeOE2. O EMATE e o 667 COUMATE, que
nao possuem um grupo metoxi, nao tiveram qualquer efeito na proliferacao celular, o que
sugere que a substituicio metoxi na posicdo 2 do nicleo esteroide é um pré-requisito
estrutural essencial para os compostos apresentarem propriedades antiproliferativas. Outro
ponto interessante de notar, é que substituicoes 2-metoxi na E; ou E;, reduzem fortemente a
estrogenicidade dos compostos parentes. Assim, foi identificado o 2-MeOE2bisEMATE, que
embora seja derivado do EMATE e, tal como o 2-MeOE2, também apresenta atividade
antiproliferativa relevante. Como a maioria dos cancros acabara por se tornar resistente a
agentes hormonais, ainda é necessario o desenvolvimento de novas intervencoes terapéuticas.
Assim, tendo em vista as propriedades antiproliferativas e antiangiogénicas associadas ao 2-
MeOE2, estes derivados sulfamoilados devem possuir eficacia melhorada, biodisponibilidade e
longa duracdo de acado e, mais importante ainda, duplo mecanismo de agao, isto &€, como
inibidores da STS, indutores da apoptose e agentes anti-microtubulina, para potencial uso
terapéutico para o tratamento de cancros hormono-dependentes e ndo-dependentes [72].
Num outro estudo, Phan e colaboradores [73] analisaram modificacées no anel A dos
esteroides de onde se concluiu que a 2-nitroestrona (ICso = 17 uM) e o 2-bromoestrona (ICs
=40 puM) revelaram ser melhores inibidores da STS do que a propria estrona (ICso=51 pM),
enquanto que os derivados da estrona 4-hidroximetil, 4-aminoetil, 4-amino e 4-vinil
revelaram ser fracos inibidores. Substituintes na posicao 4 da estrona, tais como Br, CN, F ou

melhor inibidor nesta série com um ICsy de 2.4 uM [73].
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17 CH,0H H =0 ND"
18 CHzNHz H CHOH () ND*
19 NH; H CHOH () NDH
20 CH=CH- H C=0 ND*
21 CO-H H =0 215
22 Br H C=0 4.8
23 F H C=0 33
24 CN H C=0 6.7
25 NO, H C=0 24
26 N0, H CHOH () 28
12 H MO, C=0 17
27 N0, MO, C=0 26
* Errors are £5%. ND - not determined.
" 46% inhibition at 50 pM.
“ 4% inhibidon at 50 pM.
9 43% inhibition at 50 pM.
® 45% inhibition at 50 pM.

Figura 18 - Inibicdao da sulfatase com derivados da estrona substituidos na posicao 4. Adaptado da

literatura [73].

Dado o interesse da inibicao desta enzima, ao longo dos anos foram sendo desenvolvidos
varios outros inibidores e genericamente, nos compostos esteroides, tém sido favorecidas as
substituicoes nas posicoes 2, 3 e 4 do anel A e a funcionalizacao do anel D de estrogénios,
desta enzima pelo composto 17a-oxa-D-homoestrona-3-O-sulfamato que é estruturalmente

proximo a alguns compostos a estudar nesta dissertacao [74, 75].

Como referido acima, o 2-MeOE2 tem sido estudado ao longo dos anos, tendo revelado
elevado interesse como agente antitumoral em diversos tipos de tumores, incluindo tumores
da prostata e da mama. Actualmente, este composto encontra-se em Fase Il de ensaios
clinicos como agente antitumoral. Assim, ndo é de admirar que nos estudos de relacao

estrutura-atividade se tenham estudados varios analogos deste composto tendo em vista, nao
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so diversificar as moléculas com este potencial, mas também desenvolver potenciais futuros
farmacos com melhor bindmio eficacia/seguranca. Destes estudos surgiram varios estrogénios
funcionalizados nas posicdes 2, 3 e 17 do E; que, além de inibirem de forma potente a
polimerizacdo da tubulina, também revelaram actividades antiproliferativas extremamente

interessantes em varios tipos de linhas celulares tumorais [76, 77].

De acordo com o descrito acima fica claro que a funcionalizacdo do anel C dos

estrogénios esta relativamente pouco explorada. Neste ambito, uma forma facil de
funcionalizar esse anel, nomeadamente no E,, foi a utilizacdo de nitrato de cério e amonio
(CAN), obtendo-se os correspondentes derivados 9a-hidroxilados,11B-nitratos. Apesar dos
compostos obtidos terem actividade estrogénica (podendo ser interessantes em terapia
hormonal de substituicio e em contraceptivos orais), podem ser utilizados como
intermediarios sintéticos, inclusivamente para obter antiestrogénios [78]. Apesar desta accao
estrogénica, Rzheznikov et al. [79] avaliaram as propriedades antitumorais destes compostos
em modelos in vivo de cancro da mama. A principal razdo para tal estudo, é o facto dos
nitratos esteroides gerarem oOxido nitrico, um agente conhecido por produzir acdo citotoxica.
Os compostos sintetizados incluem derivados da E,, do acetato de estrona, diacetato oxima, e
os derivados do etinilestradiol. Os autores concluiram que para os derivados da estrona numa
fase inicial havia accdo antitumoral, mas que ao fim de 15 dias observava-se estimulo do
crescimento tumoral, associado, possivelmente a referida acao estrogénica. Apenas para o
derivado do etinilestradiol se observou acao antitumoral mesmo ao fim de 15 dias de
exposicao [79].
No contexto de esteroides estranos com potencial interesse bioldgico surge também o
derivado ndo aromatico 10B-hidroxi-3-quinona da estrona, estando reportado, entre outras
atividades, como sendo citotoxico contra algumas linhas celulares (linhas celulares
leucémicas e também foi testado na atividade antiviral, como no caso do HIV) [80] estando
também implicado em mecanismos de protecao anti-oxidante [81]. Sendo uma estrutura nao-
aromatica, espera-se que a sua (bio)quimica seja substancialmente diferente da dos outros
estrogénios catecolicos. Nesse estudo, determinaram que o quinol ndo tinha afinidade para os
ER, ou seja, este derivado quinol ndo tem acao estrogénica significativa [82].

As lactonas esteroides no anel D possuem também importantes atividades biologicas,
entre as quais, anticancerigenas, antibacterianas e androgénicas [83]. Como exemplo temos a
testolactona (figura 19) que foi o primeiro esteroide usado no tratamento clinico do cancro da
mama e retirado do marcado ha alguns anos atras. Mais recentemente foi reportada a sua
atividade como Al, o que levou alguns autores a estudar a sua sintese. A principal estratégia
para a obtencao destes compostos biologicamente ativos é através da oxidacao de Baeyer-
Villiger (BV) [84].
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Figura 19 - Testolactona.

Neste contexto, Djurendi¢ et al. sintetizaram alguns compostos na série androstano
designadamente 17-oxa-D-homo lactonas 17a-substituidas com o sistema 3B-hidroxi-5-eno, 3-
ceto-4-eno e 3-ceto-1,4,6-trieno, e lactonas D-homo com funcdo epoxido. Estes compostos
epoxidos esteroides foram sintetizados com o objetivo de estudarem as suas atividades
citotoxicas contra varias linhas celulares (MCF-7, MDA-MB-231 e PC3). As principais conclusoes
desse estudo foram que a funcao epoxido no anel A e B, assim como no anel D-lactonizado,
tém um efeito favoravel na atividade citotoxica dos derivados androstanos. Os compostos
mais ativos foram os representados na figura 20, os quais exibiram elevada citotoxicidade
contras as linhas celulares PC3 e MDA-MB-231 [85].

;

R= Me, 48, 5B-epoxi
Figura 20 - Compostos mais ativos da série androstano. Adaptado da literatura [85].

Assim, tendo em consideracao o descrito acima, nesta dissertacdo sera explorada a
funcionalizacdo quimica dos anéis A, C e D da estrona (ou do seu derivado 3-acetilado),
pretendendo-se obter compostos com potencial accao anticancerigena em tumores hormono-

dependentes.
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5.0bjetivos

Este trabalho tem por objetivo geral a descoberta e desenvolvimento de esteroides
estrogénicos com potencial atividade anticancerigena seletiva contra o cancro da mama e da

prostata. Mais especificamente, os objetivos propostos sao:

-Sintese de compostos esteroides estrogénicos derivados da estrona e da 17a-oxa-D-
homoestrona funcionalizados nos anéis A e C, explorando, quando necessario, as condicoes

reacionais;

-Avaliacdo bioldgica da acao citotdxica destes compostos em linhas celulares humanas de
cancro da mama (MCF-7) e do cancro da préstata (LNCaP) hormono-dependentes e em

fibroblastos da derme humana saudaveis (NHDF), pelo método MTT;

-Estabelecimento de relacédo entre estas estruturas e a atividade bioldgica em causa;

5.1. Estratégia de sintese

De acordo com o estudo que serviu de base ao presente trabalho, varios derivados da
estrona, incluindo alguns substituidos nas posicoes 2 e 16 revelaram ser bons inibidores da
17B8-HSD 1, potencialmente importantes no tratamento do cancro da mama. O estudo da
relacao estrutura-atividade foi estendido a outros esqueletos de esteroides, tal como a D-
homoestrona, na qual o anel D de 5 membros da estrona é expandido a um anel de 6

membros.

Assim, pretende-se sintetizar especialmente por oxidacao da estrona compostos com
estruturas analogas aos obtidos nesse estudo, para que estes sejam mais potentes e tenham
baixa toxicidade e estrogenicidade. Além disso, neste trabalho pretende-se também alargar o
conhecimento sobre a relacdo entre estas estruturas e a atividade biologica em causa
explorando outras posicoes do esqueleto esteroide. Os derivados da D-homoestrona a serem
desenvolvidos neste trabalho serao obtidos pela oxidacao de Baeyer-Villiger do acetato de

estrona, obtendo-se, num sé passo, derivados 17a-oxa-D-homo-17-ona.

As sinteses propostas para obter os compostos neste trabalho estao indicadas nos
esquemas 1 e 2, utilizando os reagentes indicados na legenda. A primeira série de compostos
corresponde a derivados da estrona, sem alteracoes no anel D, e a segunda série sdo
compostos resultantes da ja referida oxidacao de Baeyer-Villiger no anel D (esteroides 17a-

oxa-D-homo-17-ona). O substrato de partida é a estrona, cujo alcool sera protegido por
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acetilacao, formando-se o composto 1. A proteccdo do grupo OH fenodlico é relevante para
evitar reacoes laterais por oxidacdo deste grupo perante as condicdes oxidativas em varias
reacoes da sintese proposta. Este composto 1 serd sujeito a oxidacao benzilica/hidroxilacao,
formando-se o 9a-hidroxilo 2. De seguida sera efectuada a desidratacdo, para obter o
derivado A*'' 3. Os produtos das duas reacées anteriores serdo sujeitos a hidrélise alcalina do
éster, para obter os derivados 3-hidroxilados 4 e 5, respetivamente. O derivado A" 3 sera
ainda sujeito a condicbes de oxidacado alilica de forma a tentar obter-se o composto 8. A
partir da oxidacao do fenol da estrona, devera obter-se o derivado quinol 6 e, por oxidacao
pelo CAN, devera obter-se o composto 7. Através da referida oxidacao de Baeyer-Villiger do
acetato de estrona pretende-se obter o composto 9, que sera hidroxilado na posicao 9a, para

se obter o composto 10.

o (o)
ozNoi ’I | ii '| ‘l |
AcO l E 7 HO HO 5

1 | |

AcO

HO

Estrona
Esquema 1 - a) Anidrido acético / DMAP; b) Oxone® / Acetona / CH,Cl, / H,0 / NaHCO; / TBAHS / 15°C;

¢) H,50.; CH,Cl,/ -20°C; d) CH;0H / KOH; e) KMNO, / Acetato de etilo / HCl aq.; f) CAN / Acido acético
/ H,0; g) BiCly / TBHP.
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Estrona

AcO 1

AcO

Esquema 2 - a) Anidrido acético / DMAP; b) Acido meta-cloroperoxibenzdico / THF / H,0 / H,0,; ¢)
Oxone® / Acetona / CH,Cl, / H,0 / NaHCO; / TBAHS / 15°C.
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5.1.1. Acetilacao

A protecao de grupos hidroxilo dos alcoois e dos fendis na forma de ésteres é uma das
transformacdes mais importantes e é extensamente usada em quimica organica. A protecédo
de tais grupos funcionais € fundamental durante o curso de varias transformacdes numa
sequéncia sintética, especialmente na construcdo de moléculas polifuncionais tais como
esteroides e produtos naturais [86]. Os reagentes mais utilizados nesta transformacao sao os
haletos de acilo ou anidridos. Desde a década de 60 que o 4-dimetilaminopiridina (DMAP) é
conhecido como um poderoso catalisador organico nucleofilico [87], sendo usado sobretudo
em reacbes de acilacdo mais dificeis, permitindo também obter elevadas regio- e
estereosselectividades [88]. Para além disso, este composto também é (til na acilacao de
aminas, fendis e enolatos, em particular na acilacdo de alcoois secundarios ou terciarios
impedidos estéricamente [89].

Deste modo, o grupo hidroxilo do substrato de partida (estrona) sera protegido por
acetilacdo com anidrido acético numa reacado catalisada por DMAP, pretendendo-se obter o
acetato de estrona 1. O mecanismo atualmente aceite para as reacoes de acetilacao de
alcoois nestas condicdes envolve a formacdo de um catido acilpiridina por reaccdo do DMAP
com o doador acilo (figura 21). O alcool, em seguida, reage com este intermediario, formando
o éster, regenerando-se o catalisador.

H;C CHj3
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Figura 21 - Mecanismo reacional da acetilacao usando como catalisador o 4-dimetilaminopiridina
(DMAP).

36



5.1.2. Oxidacao benzilica/Hidroxilacao

A oxidacao de ligacbes C-H benzilicas, tal como a oxidacdo alilica, constitui uma
transformacdo com elevada importancia em termos industriais, tendo os produtos obtidos
interesse sintético para posterior transformacdo noutros derivados. Esta transformacao
consiste, habitualmente, dependendo do reagente e das condicoes, na conversao de grupos
metilo ou metileno ligados a um anel aromatico em perdxidos, alcoois, ésteres, aldeidos ou
cetonas e acidos carboxilicos [90, 91]. A oxidacao selectiva nesta posicdo é compreensivel
porque o intermediario é estabilizado por ressonancia com o anel aromatico [91].

Os oxidantes normalmente usados neste tipo de oxidacao sao por exemplo o SeO,,
2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ), HNO; diluido/bentonite e ZnO, em condicoes
estequiométricas . Atualmente é conhecida uma grande variedade de métodos cataliticos na

oxidacdo benzilica, sendo os perdxidos os oxidantes mais utilizados.

A oxidacdo benzilica seletiva de esteroides derivados de 1,3,5(10)-estratrienos,
nomeadamente estrona e compostos analogos, constitui uma aplicacdo importante desta
reacdo em quimica fina e farmacéutica. Contudo, ha poucos processos conhecidos neste tipo

de oxidacao seletiva em esteroides e os rendimentos obtidos sao geralmente baixos.

Atendendo a estrutura dos derivados esteroides da série estrano, com anel A
aromatico, ha duas posicdes benzilicas suscetiveis de sofrer oxidacao: a posicao 6 e a posicao
9 do nlcleo esteroide (figura 22). No entanto, o produto pretendido devera ser o 9a-
hidroxilado (geralmente é este o produto obtido, devido a impedimento estérico da face B).
Dentro das metodologias conhecidas, selecionou-se para a hidroxilacao na posicao 9a do
esqueleto esteroide a utilizagdo do oxidante Oxone® e de um catalisador de transferéncia de
fase (TBAHS), para a obtencao do composto 2. Estas condicoes reacionais foram as eleitas
devido a acessibilidade/disponibilidade dos reagentes e a simplicidade técnica. O mecanismo
reacional devera envolver a formacao de dimetildioxirano in situ pela reacao do Oxone® com
a acetona, que devera ser o oxidante efetivo, e posterior ataque oxidativo ao carbono

terciario [92].
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Figura 22 - Posicbes benzilicas suscetiveis de sofrerem oxidacao. Adaptado de [92].
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5.1.3. Desidratacao

Apesar da mudanca radical nas condicées da reacao, verifica-se que a desidratacao
nao é fundamentalmente muito diferente da eliminacdo. Os alcoois podem converter-se em
alcenos por desidratacao - eliminacao de uma molécula de agua. A desidratacdo geralmente
exige a presenca de um acido e a aplicacdo de calor, podendo realizar-se por um dos
seguintes métodos: aquecimento do alcool com acido sulfirico ou fosforico, ou passagem do
vapor do alcool sobre um catalisador, normalmente a alumina (Al,0;), a temperaturas
elevadas. No nosso caso, sera utilizado acido sulflrico, mas a reacao decorrera a -30°C, pois,
apesar de se reduzir a reatividade, pretende evitar-se a formacao de produtos secundarios, e

também evitar que ocorra hidrélise acida.

O mecanismo geralmente aceite para a desidratacdo dos alcoois secundarios e
terciarios encontra-se representado na figura 23 . O passo (1) é uma reacao acido-base rapida
entre o alcool e o acido catalisador, a qual origina o alcool protonado e a base conjugada do
acido. No passo (2) o alcool protonado sofre heterolise, formando o carbocatido e agua. No
passo (3) o carbocatiao perde um protao em favor da base, produzindo o alceno [93]. Esta
reacdo sera aplicada ao composto 2, resultando o derivado A”'" 3. Segundo a literatura, estes
derivados insaturados A”'" sdo também intermediarios-chave na sintese de alguns compostos
como por exemplo corticosteroides potentes, progestagénios e haptenos para ensaios

imunologicos [92].

—c —cC + H:B —» c C + B
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Figura 23 - Mecanismo reacional da desidratacao de alcoois. Adaptado de [93].

38



5.1.4. Hidrolise alcalina do éster

Os ésteres carboxilicos hidrolisam-se, com formacao de um acido carboxilico e de um
alcool ou um fenol, quando aquecidos com solucdes aquosas de acido ou base. Em condicdes
alcalinas obtém-se o acido carboxilico sob a forma do respetivo sal, do qual se pode libertar,
todavia, por adicdo de um acido forte. As bases promovem a hidrolise dos ésteres por
fornecerem um reagente fortemente nucleofilo, o OH. Neste caso, a reacao é essencialmente
irreversivel, visto o ido carboxilato, estabilizado por efeito de ressonancia, denotar pouca

tendéncia a reagir com o alcool (figura 24).

Na hidrolise alcalina dos ésteres a cisao ocorre por ataque nucleofilico ao atomo de
carbono carbonilico pelo ido hidroxido com formacao intermediaria de um composto
tetraédrico. A velocidade de formacao do intermediario é influenciada por fatores eletronicos
e estéricos. Posteriormente regenera-se o grupo carbonilo, saindo o melhor “leaving group”
[94]. Esta reacdo sera aplicada aos compostos 2 e 3, pretendendo obter-se os compostos 4 e

5, respetivamente.

o
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Figura 24 - Hidrolise alcalina dos ésteres. Adaptado de [94].

5.1.5. Oxidacao da estrona

Os processos conhecidos para a oxidacao direta da estrona ou do estradiol nas
correspondentes 108-hidroxi-3-quinonas sao escassos. O primeiro processo conhecido baseia-
se na foto-oxigenacdao do composto fenolico na presenca de Rosa Bengal como sensibilizador e
de uma corrente de oxigénio. Posteriormente, foi descrita a utilizacdo de um composto salen
de cobalto(ll) como catalisador na presenca de oxigénio sob pressao, ou a irradiacao do
esterdide com uma lampada de tungsténio de 60W na presenca de acido meta-
cloroperoxibenzéico (m-CPBA) e de peroxido de benzoilo como indicador radicalar. Os

rendimentos reportados nestes processos sao relativamente baixos, nao ultrapassando 57%.
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Recentemente, o 17B-estradiol foi seletivamente oxidado na correspondente 108-hidroxi-3-
quinona com permanganato de potassio (KMNO4) com um rendimento elevado, facto que nos
levou a seleccionar este método.

No caso da oxidacdo da estrona, a hipotese mecanistica mais provavel envolve a
abstracao do hidrogénio ligado ao oxigénio do fenol, seguida do rearranjo com formacao da
enona e ataque por espécies oxidantes na posicao 10, pela face B, com formacao da
hidroxiquinona (figura 25) [92]. Esta reacao sera aplicada a estrona, pretendendo obter-se o
composto 6.

[O]

Figura 25 - Mecanismo hipotético para a oxidacao do fenol. Adaptado de [92].
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5.1.6. Oxidacao pelo nitrato de cério e amoénio (CAN)

Os esteroides com grupos nitrato nao se encontram na natureza, tendo a sua sintese
elevado interesse. Adicionalmente, a preparacdo de ésteres nitrato pode também ser um
meio de protecdo de grupos hidroxilos [79]. Normalmente, para a sintese de nitratos
esteroides recorre-se ao nitrato de acetilo, tendo sido também reportada em estrogénios a
introducao direta do grupo ONO, com CAN [94]. O CAN nos derivados esteroides com anel A
aromatico, leva a hidroxilacdo do atomo C9 benzilico e a nitracdo oxidativa da posicao
homobenzilica C11 [95]. O mecanismo geralmente aceite esta representado na figura 26, e
devera envolver uma desidratacdo em C9-C11 seguida de uma adicdo nucleofilica em C11
formando-se um radical em C9 que reage com o cério(lV) formando-se um ido carbonio, que

devera reagir com um segundo nucleofilo que origina o OH [96].

Figura 26 - Mecanismo hipotético para a oxidacao pelo nitrato de cério e amonio (X = ONO,, Y = OH)
[96].
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5.1.7. Oxidacao alilica

A oxidacao alilica consiste numa reacao organica de elevado interesse em sintese
quimica, com aplicacdo nas areas dos produtos agricolas aos farmacéuticos [97] e consiste na
producao de alcoois, ésteres, éteres alilicos e compostos carbonilicos a,B-insaturados.
Inicialmente, os reagentes mais comuns para a oxidacao alilica eram os compostos de cromio
(IV), que foram sendo substituidos sobretudo devido as desvantagens em termos ambientais e
economicos [98]. De forma a eliminar estes problemas, tém sido desenvolvidos métodos,
usando oxidantes mais aceitaveis em temos ambientais, onde se destacam os hidroperdxidos,
como o terc-butil-hidroperdxido (TBHP) combinados com diferentes tipos de catalisadores
metalicos ou nao metalicos [99]. Dentro destes, o catalisador bismuto € considerado um
composto relativamente seguro, quando comparado com outros catalisadores metalicos, ndao
estando registada toxicidade ou efeitos carcinogénicos significativos associados [98]. Dadas as
vantagens deste processo, o método selecionado para a oxidacao alilica do substrato 3 foi a
combinacao de TBHP com tricloreto de bismuto (BiCl;), o qual se tem revelado bastante

selectivo.

Em termos mecanisticos a oxidacdo alilica € um processo que envolve tipicamente
radicais livres podendo os acidos de Lewis também catalisar processos radicalares. A hipotese
mecanistica mais provavel podera estar relacionada com a clivagem homolitica do
hidroperdxido de t-butilo pelo Bi (lll), formando-se radicais t-butoxilo e t-butilperoxilo. Essas
espécies radicalares podem abstrair um hidrogénio alilico no substrato esteroide, permitindo
a ligacao dos radicais t-butilperoxilo, nessa posicao. O produto resultante é posteriormente

clivado, originando alcoois e cetonas alilicas [92].

Esta reacao sera aplicada ao composto 3 pretendendo obter-se o composto 8.
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5.1.8 Oxidacao de Baeyer-Villiger

A oxidacdo de Baeyer-Villiger é uma reacdo proeminente em quimica organica
sintética que devido a sua versatilidade tem diversas aplicacdes, incluindo a sintese de
antibioticos, esteroides, feromonas e monomeros para polimerizacdao [100] Este tipo de
oxidacdo é um método util para a conversao de aldeidos e cetonas em ésteres através da
insercao de um atomo de oxigénio tipicamente proveniente ds um acido peroxicarboxilico
(RCOsH). Este tipo de oxidacdo é também largamente utilizada para sintetizar lactonas

(ésteres ciclicos) a partir de cetonas [101].

Tradicionalmente, esta reacdo é executada recorrendo a peroxiacidos como
oxidantes, tais como o acido trifluoroperacético, acido perbenzdéico e acido m-
cloroperoxibenzdico (m-CPBA) [102]. Hoje em dia cada vez se reconhece mais que estes
compostos sao problematicos para uso industrial pois geram quantidades estequiométricas de
acidos carboxilicos como co-produtos, o que leva a um aumento dos custos do processo no

que diz respeito a reciclagem do acido e a regeneracao do oxidante [90].

O mecanismo proposto para a oxidacao Baeyer-Villiger por um acido peroxicarboxilico

esta representado na figura 27.
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Figura 27- Mecanismo proposto para a oxidacao de Baeyer-Villiger. Adaptado de [101].
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5.2. Estratégia de avaliacao da acao citotoxica dos compostos

preparados

Os efeitos dos compostos sintetizados e purificados foram avaliados em trés linhas
celulares: NHDF, MCF-7 e LNCaP.

As células foram cultivadas em frascos de 75 cm?, em meio apropriado, e quando
estavam na fase exponencial de crescimento, fez-se a sementeira destas em placas
multiwells, na densidade adequada para o estudo. Seguidamente, as células foram expostas
aos compostos durante 72 horas, de modo similar ao efetuado em outros estudos do género
deste. Passado esse tempo avaliou-se o efeito dos compostos na proliferacao das células
cancerigenas, MCF-7 e LNCaP, e nao cancerigenas (fibroblastos da derme humana), para
tentar aferir a seletividade dos potenciais efeitos antiproliferativos. Para avaliar os efeitos
dos referidos compostos na proliferacao celular apds exposicao aos mesmos utilizou-se o

conhecido ensaio MTT.

O ensaio MTT é um método espectrofotométrico que avalia a atividade metabdlica
das células quantificando a reducao metabdlica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5 difeniltetrazolio) por desidrogenases mitocondriais, no que resulta a producédo de cristais
de formazano no interior das células. A reducdo do MTT s6 acontece quando enzimas
reductases celulares estdo ativas, e assim a conversao € usualmente usada como uma medida
de proliferacao ou viabilidade celular (figura 28) [103, 104]. O formazano formado é

dissolvido e é efectuada a avaliacdo espectrofotométrica a 570nm.

oY Ll o O

CHy
MTT MTT formazan

Figura 28- Estruturas quimicas do MTT e do MTT formazano. Adaptado da literatura [104].
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6.Parte experimental

6.1. Sintese quimica

Materiais:

Todas as sinteses foram efetuadas com compostos adquiridos comercialmente e
usados nas condicdes em que foram recebidos. O esteroide estrona, o bicarbonato de sddio
(NaHCOs), o Oxone®, o sulfito de sodio (Na,S0s), o terc-butil-hidroperoxido (TBHP), o acido
meta-cloroperoxibenzdico (m-CPBA),o acido benzenoseleninico (Se0,C¢H¢), monoperoxiftalato
de magnésio hexahidratado (MMPP) o nitrato de cério amonio (CAN), o perdxido de hidrogénio
30% em agua (H,0,), o tetrahidrofurano (THF) e o anidrido trifluoroacético (TFA) foram
adquiridos a Sigma-Aldrich. Os sdlidos como silica gel 60 (0,063-0,200 mm), sulfato de sédio
anidro (Na,;SO,) e tetraetilamonio monohidratado [(C,Hs)4NCI*H,0] foram adquiridos a Merck,
a 4-dimetilaminopiridina (DMAP) a Fluka, o permanganato de potassio (KMNO,4) a Riedel-de-
Haén, o cloreto de sodio (NaCl) e o fosfato dissodico de hidrogénio (Na,HPO,) a Panreac, o
tricloreto de bismuto (BiCl;) a Fluka e o hidréxido de potassio (KOH) a Pronalab. Em relacdo
aos solventes, o diclorometano (CH,Cl,), o éter dietilico, o éter de petréleo 40-60°C e o
cloroformio (CHCl;) foram adquiridos a Fisher Chemical, o acido sulflrico (H,SO4), o acido
acético glacial e o acido cloridrico 37% (HCl 37%) a Panreac, o acetonitrilo a Fluka, o metanol
e o acetato de etilo a VWR Prolabo, o anidrido acético e o tolueno a Merck, a acetona pura a

Labsolve.

Separacao:

As sinteses quimicas foram controladas por cromatografia em camada fina (CCF), para
as quais se utilizaram placas comerciais Kieselgel 60 F,s4, da Merck, que foram posteriormente
observadas a luz ultra-violeta (254nm) e reveladas usando a mistura etanol-H,504 (95:5),
seguida de aquecimento a cerca de 120°C. O eluente utilizado variou consoante a reacao,

estando indicado no procedimento experimental segundo a proporcao v/v de solventes.

O isolamento dos produtos foi efetuado por cromatografia em coluna, cuja fase
estacionaria consistiu num gel de silica 0,063-0,200 mm, sendo a proporcao v/v da fase movel

indicada no procedimento experimental.
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Instrumentos e equipamentos:

Para a evaporacao dos solventes usou-se um evaporador rotativo Heidolph. Para a
efetuar uma das sinteses, recorreu-se ao microondas MultiSYNTH Milestone. Os espectros de
infra-vermelho (IV) foram obtidos num espectrofotometro Nicolet i510 (Thermo Scientific), e
foram efetuados pelo método ATR. Os dados destes espectros indicam-se pela frequéncia
maxima, expressa em cm'. Os espectros de RMN foram obtidos num espectrofotometro
Bruker Avance Ill 400 e registados a 400 MHz para 'H RMN e a 100 MHz para ">C RMN. Nos
espectros obtidos usou-se CDCl; como solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrao interno
(=0 ppm). Os dados dos espectros de '"H-RMN estdo indicados pela ordem seguinte: solvente,
desvio quimico em ppm, multiplicidade, atribuicdo da molécula e, quando necessario, o valor
da constante de acoplamento , J, em Hz. Os dados de *C RMN estdo indicados pela ordem:

solvente, desvio quimico e carbono respectivo.

Procedimento experimental:

A nomenclatura dos compostos organicos referenciados nesta dissertacdo seguiu
genericamente as recomendacoes descritas em Fernandes, A.C.; Herold, B.; Maia, H.; Rauter,
A. P.; Rodrigues, J. A. R. Guia IUPAC para a Nomenclatura de Compostos Organicos, Traducao
Portuguesa nas Variantes Europeia e Brasileira, Lidel: Lisboa-Porto-Coimbra, 2002. No
entanto, ao longo desta dissertacao, alguns esteroides sdo designados de forma abreviada ou
usando nomes triviais. A sintese de todos os compostos encontra-se descrita de forma mais

detalhada na literatura.

6.1.1.Sintese do acetato de estrona (composto 1) [88]

HO AcO

Num baldo de fundo redondo de 250 ml dissolveu-se, a temperatura ambiente e com
agitacdo magnética, estrona (1081,51 mg; 4 mmoles) em THF (32 ml), e a esta solucao

adicionou-se anidrido acético (0,4 ml) e DMAP (64,8 mg).
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O controlo da reacao por CCF [eluente: éter dietilico:tolueno 3:7] mostrou, ao fim de
3 horas, que o substrato de partida tinha sido completamente consumido, obtendo-se apenas
uma mancha de Rf=0,6 com absorcao no UV (254 nm), que corresponde ao produto principal

da reacao.

A mistura reacional foi evaporada até a secura em evaporador rotativo. De seguida,
dissolveu-se o produto obtido em CH,Cl, (300 ml) e esta fase organica foi lavada com solucao
saturada de NaHCO; (2x40 ml) e com agua destilada (2x40 ml), seca com Na,SO, anidro,
filtrada e evaporada em evaporador rotativo, obtendo-se um produto sélido, branco, que foi

seco na estufa de vacuo. O rendimento do produto final 1 foi de 95,1% (1189 mg).

0 produto bruto da reacéo foi analisado por IV e '"H RMN [105]. IV (cm™): 1206, 1491,
1605, 1732, 2929, 3057; "H RMN (CDCl;, 400 MHz): & 0,89 (3H, s, H18), 2,26 (3H, CH;CO), 6,79
(1H, d, H4), 6,85 (1H, dd, H2), 7,27 (1H, d, H1).

6.1.2.Sintese  do acetato de 9a-hidroxi-17-oxoestra-1,3,5(10)-trien-3-ilo
(composto 2) [106]

o)

. 9

AcO

Num balao de fundo redondo de 250 ml dissolveu-se o acetato de estrona 1 (937,08
mg; 3 mmoles) em CH,Cl, (21,4 ml). De seguida adicionou-se, pela seguinte ordem, agua
destilada (23,6 ml), NaHCO; (6,857 g), acetona pura (19 ml) e o catalisador (C,H5)4sNCL-H,0 (12
mg), e a mistura reacional foi mantida a 15°C durante a adicao do oxidante. A esta solucao

adicionou-se de 15 em 15 minutos, durante 2,5 horas, o oxidante Oxone® (total: 14,25 g).

O controlo da reaccao por CCF [eluente: acetato de etilo:éter de petrdleo 40-60°C
2:1] apos 7 horas revelou a presenca de uma mancha de Rf=0,7 que corresponde ao produto
principal da reacao, com absorcao no UV (254nm), e de vestigios de produto secundario e de

matéria-prima inalterada.

A mistura reacional apos parar a reaccdo adicionou-se 60 ml de 4gua destilada e
extraiu-se a fase aquosa com acetato de etilo (3x80 ml). A fase organica foi lavada com
Na,S0; 10% (60 ml) e agua destilada (60 ml), seca com Na,SO,4 anidro, filtrada e evaporada em

evaporador rotativo, obtendo-se um produto solido, branco, que foi seco em estufa de vacuo.
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O rendimento do produto final 2 foi de 91,35 % (900 mg). Este produto foi usado na reacao

seguinte sem purificacao adicional.

Para avaliacdo nas células e caracterizacdo estrutural, parte desta mistura foi
submetida a cromatografia em coluna [eluente: éter de petroleo 40-60°C:acetato de etilo 4:1]

para obter um produto o mais puro possivel.

O produto bruto da reacédo foi analisado por IV, '"H RMN e "*C RMN [107]. IV (cm™):
1196; 1491, 1607, 1725, 2927, 3059, 3417; 'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,89 (3H, s, H18), 2,26
(3H, s, CH;CO), 6,79 (1H, d, H4), 6,83 (1H, dd, H2), 7,27 (1H, d, H1); *C RMN (CDCl;, 100
MHz): & 70,43 (C°), 118,97 (C?), 121, 80 (C%), 126,63 (C'), 137,62 (C°), 138,23 (C'%), 148,77
(C%), 170,05 (CH;CO), 221,45 (C").

6.1.3.Sintese do acetato de 17-oxoestra-1,3,5(10),9(11)-tetraen-3-ilo (Composto
3)[106

L. 9

AcO

AcO

Num baldao de fundo redondo de 250 ml dissolveu-se o composto 2 (328,40 mg; 1
mmol) em diclorometano (7,41 ml). Esta solucao foi mantida a -20°C e de seguida adicionou-
se H,SO, concentrado (0,037 ml) e manteve-se a mistura reacional sob agitacao vigorosa,

durante 2 horas.

O controlo da reaccao por CCF [eluente: éter de petroleo 40-60°C:acetato de etilo
2:1] apos 2 horas revelou a presenca de uma mancha de Rf=0,8, com absorcao intensa no UV
(254nm) e de cor esverdeada, que corresponde ao produto principal da reacdo e de vestigios

de produto secundario e de matéria-prima inalterada.

Apoés parar a reacao, adicionou-se CH,Cl, (80 ml) a mistura reacional e esta fase
organica foi lavada com solucao saturada de NaHCO; (10 ml) e agua destilada (10 ml), seca
com Na,S0O, anidro, filtrada e evaporada em evaporador rotativo, obtendo-se um produto
solido, castanho claro, que foi seco em estufa de vacuo. O rendimento do produto final 3 foi

de 97,9% (304 mg). Este produto foi usado na reacao seguinte sem purificacao adicional.
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Para avaliacdo nas células e caracterizacdo estrutural, parte desta mistura foi
submetida a cromatografia em coluna [eluente: éter de petroleo 40-60°C:acetato de etilo 4:1]

para obter um produto o mais puro possivel.

0 produto bruto da reacdo foi analisado por IV, '"H RMN e "*C RMN [107]. IV (cm™):
1199, 1491, 1621, 1736, 2925, 3022; 'H RMN (CDCl;, 400 MHz): & 0,91 (3H, s, H18), 2,26 (3H,
s, CH;CO), 6,22 (brt, H11), 6,84 (dd, J;= 8,57 Hz, H2), 6,81 (d, H4), 7,57 (d, J= 8,59 Hz, H1);
3C RMN (CDCl;, 100 MHz): & 119,31, 119,58, 121,97 (C%, C* ou C'), 125,45 (C"), 127 (C°),
135,37 (C'%), 137,59 (C°), 149,63 (C%), 169,86 (CH;CO), 221,20 (C"7).

6.1.4.Sintese da 3,9a-dihidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17-ona (composto 4) [106]

Num baldao de fundo redondo de 100 ml dissolveu-se o composto 2 (82,1 mg; 0,25
mmoles) em metanol (1,31 ml), e a esta solucao adicionou-se KOH (0,065 g). A reacao

decorreu durante 4 horas, a 40°C, sob agitacao magnética.

O controlo da reaccao por CCF [eluente: acetato de etilo:éter de petroleo 40-60°C
2:1] apos 4 horas revelou a presenca de uma mancha de Rf=0,3 que corresponde ao produto
principal da reacao, com absorcao no UV (254nm), e de vestigios de produto secundario e de

matéria-prima inalterada.

Apos terminar a reacdo, a mistura reaccional foi evaporada parcialmente em
evaporador rotativo. De seguida, adicionou-se HCl 5% até a solucao neutralizar e extraiu-se o
produto obtido com acetato de etilo (3x20 ml) e lavou-se a fase organica com agua destilada
(20 ml). A fase organica foi seca com Na,;SO, anidro, filtrada e evaporada em evaporador
rotativo, obtendo-se um produto solido amarelo claro, que foi seco em estufa de vacuo. O

rendimento do produto final 4 foi de 84 % (60 mg).

Para avaliacdo nas células e caracterizacdo estrutural, parte desta mistura foi
submetida a cromatografia em coluna [eluente: éter de petréleo:acetato de etilo 4:1] para

obter um produto o mais puro possivel.
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0 produto bruto da reacéo foi analisado por IV, '"H RMN [108]. IV (cm™): 1223, 1453,
1616, 1715, 2927, 3020; 3256. O espectro de 'H serd apresentado na seccdo de resultados.

Dada a multiplicidade dos sinais observados, ndo se apresentam os dados do espectro do *C.

6.1.5.Sintese do 3-hidroxiestra-1,3,5(10),9(11)-tetraen-17-ona (Composto 5)

106

o) 0

AcO HO

Num baldao de fundo redondo de 100 ml dissolveu-se o composto 3 (77,6 mg; 0,25
mmoles) em metanol (1,31 ml) e de seguida adicionou-se KOH (0,065 g). A reacao decorreu a

40°C, sob agitacdo magnética, durante 4 horas.

O controlo da reacao por CCF [eluente: acetato de etilo:éter de petréleo 40-60°C 2:1]
apos 4 horas revelou a presenca de uma mancha de Rf=0,6 que corresponde ao produto

principal da reacao, com absorcao no UV (254nm).

Apds terminar a reacdo, a mistura reaccional foi evaporada parcialmente em
evaporador rotativo. De seguida, adicionou-se HCl 5% até a solucao neutralizar e extraiu-se o
produto obtido com acetato de etilo (3x20 ml) e lavou-se a fase organica com agua destilada
(20 ml). A fase organica foi seca com Na,S0,4 anidro, filtrada e evaporada em evaporador
rotativo, obtendo-se um produto sélido amarelo claro, que foi seco em estufa de vacuo. O

rendimento do produto final 5 foi de 93% (64 mg).

Para avaliacdao nas células e caracterizacdo estrutural, parte desta mistura foi
submetida a cromatografia em coluna [eluente: éter dietilico:acetato de etilo 3:7] para obter

um produto o mais puro possivel.

Contudo, através da andlise dos espectros de 'H RMN e "3C RMN verificamos que afinal

havia mistura de produtos, nao sendo possivel tirar conclusdes sobre a sua caracterizacao.
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6.1.6.Sintese do 10B-hidroxiestra-1,4-dieno-3,17-diona (Composto 6) [109]

OH

HO

Num balao de fundo redondo de 50 ml dissolveu-se KMnO, (78,378 mg), a temperatura
ambiente, em HCl aquoso (0,05M) (10,8 ml), sob agitacao vigorosa. De seguida adicionou-se a

estrona (68 mg; 0,25 mmoles) dissolvida em acetato de etilo (10,81 ml).

O controlo da reacao por CCF [eluente: acetato de etilo:éter de petroleo 40-60°C 2:1]
apos 30 segundos revelou a presenca de apenas uma mancha de Rf=0,5, que corresponde ao

produto principal da reacao, com absorcao no UV (254nm).

Apos finalizar a reacao, a mistura reaccional foi extraida com acetato de etilo (3x30
ml) e recolheu-se a fase organica. A fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaCl
(30 ml) e com agua destilada (10 ml), seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada em
evaporador rotativo, obtendo-se um produto sélido branco, que foi seco em estufa de vacuo.
O rendimento do produto final 6 foi de 76,36% (55 mg).

Para avaliacdo nas células e caracterizacdo estrutural, parte desta mistura foi
submetida a cromatografia em coluna [eluente: acetato de etilo:éter de petrdleo 2:1] para

obter um produto o mais puro possivel.

O produto bruto da reacdo foi analisado por IV, '"H RMN e 3C RMN [92]. IV (cm™):
1455, 1622, 1663, 1732, 2924, 3090, 3350; 'H RMN (CDCl;, 400 MHz): & 0,93 (3H, s, H18), 5,95
(1H, s, H4), 6,14 (1H, d, H2), 7,06 (1H, d, H1); "*C RMN (CDCl;, 100 MHz): & 69,08 (C'),
121,99 (C*), 127,17 (C?), 149,57 (C"), 164,44 (C°), 184,69 (C*), 220,48 (C").
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6.1.7.Sintese do acetato de 9a-hidroxi-11B-nitrooxi-17-oxoestra-1,3,5(10)-trien-
3-ilo (composto 7) [110]

o)

O,NO I
AcO Oa
AcO

Num balao de fundo redondo de 100 ml dissolveu-se o acetato de estrona 1 (79,4 mg;
0,25 mmoles), sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente, em acido acético glacial
(3,75 ml). Num outro balao de 25 ml, dissolveu-se o CAN (0,63 mg) em agua destilada (0,5
ml), e esta solucdo foi adicionada, gota-a-gota, a solucao anterior. A solucao alaranjada foi

mantida, a temperatura ambiente e sob agitacao magnética, durante 1 hora.

O controlo da reacao por CCF [eluente: acetato de etilo:éter de petroleo 40-60°C 2:1]
apos 1 hora, revelou a presenca de uma Unica mancha de Rf=0,8 que corresponde ao produto

principal da reacao, com absorcao no UV (254nm).

Apés parar a reacdo, adicionou-se a mistura reacional 3 ml de agua destilada e
extraiu-se com acetato de etilo (3x50 ml). A fase organica foi lavada com solucéo saturada de
NaHCO; (25 ml) e solucao saturada de NaCl (25 ml), seca com Na,SO, anidro, filtrada e
evaporada em evaporador rotativo, obtendo-se um produto sélido castanho claro, que foi

seco em estufa de vacuo. O rendimento do produto final 7 foi de 89,5% (88,43 mg).

Para avaliacdo nas células e caracterizacdo estrutural, parte desta mistura foi
submetida a cromatografia em coluna [eluente: éter de petréleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]

para obter um produto o mais puro possivel.

O produto da reacdo foi analisado por IV, 'H RMN [110] e "C RMN. IV (cm™): 1204,
1495, 1634, 1729, 2962, 3447; 'H RMN (CDCl;, 400 MHz): 3 1,01 (3H, s, H18), 2,26 (3H, s,
CH5C0), 5,80 (1H, t, H11a), 6,88 (1H, brs, H4), 6,92 (1H, d, H2), 7,28 (1H, d, H1); *C RMN
(CDCls, 100 MHz): & 71,87 (C°), 81,43 (C'"), 120,53 (C?), 123,16 (C*), 126,13 (C"), 134,94 (C'°),
139,90 (C°), 150,66 (C), 169,65 CH5CO), 217,90 (C"7).
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6.1.8.Sintese  do acetato de 12,17-dioxoestra-1,3,5(10),9(11)-tetraen-3-ilo
(composto 8) [97]

Num balao de fundo redondo de 25 ml dissolveu-se o produto 3 (78,21 mg; 0,25
mmoles) em acetonitrilo (1,5 ml). A reacado decorreu a 70°C, sob agitacdo magnética e, de
seguida, adicionou-se BiCl; (13 mg) e o TBHP (5,0-6,0M em n-decano) (0,45 ml).

O controlo da reacao por CCF [eluente: acetato de etilo:éter de petroleo 40-60°C 2:1]

apos 25 horas revelou a formacao de varios produtos, sem destaque aparente para algum.

Apos parar a reacdo, a mistura reaccional adicionou-se Na;S0; 10% (75 ml) e manteve-
se sob agitacdo durante 2 horas e 30 minutos. Seguidamente fez-se extraccdo com éter
dietilico (3x40 ml) e esta fase organica foi lavada com solucao saturada de NaHCO; (25 ml) e
agua destilada (25 ml), seca com Na,SO, anidro, filtrada e e evaporada em evaporador

rotativo, obtendo-se um produto sélido branco, que foi seco em estufa de vacuo.

Através da CCF final, observou-se a formacao de muitos produtos secundarios, nao
sendo possivel a caracterizacao estrutural e consequentemente este produto nao foi sujeito a

avaliacao biologica.
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6.1.9.Tentativas para a sintese do acetato de 17a-oxa-D-homoestrona (acetato de

17a-oxa-17-oxo-homoestra-1,3,5(10)trien-3-ilo) (composto 9)

AcO ACO

6.1.9.1. Acido benzenoseleninico / THF / H,0 /H,0, [111]

Num balédo de fundo redondo de 100 ml dissolveu-se o acido benzeneseleninico (948,4
mg; 3 mmoles) em THF (4,5 ml), a temperatura ambiente, com agitacdo magnética.
Adicionou-se de seguida H,0 (3 ml) e H,0, (solucdao aquosa a 30%) (3,4 ml). Passados 5
minutos adicionou-se o acetato de estrona 1 (78,12 mg; 0,25 mmoles) dissolvido em THF (3

ml).

O controlo de reacao por CCF [eluente: éter de petréleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]
mostrou que a reacao estava completa ao fim de 24 horas, tendo o substrato sido
completamente consumido. Na CCF observou-se apenas uma mancha correspondente ao

produto da reacao com Rf=0,4 e com absorcao UV (254nm).

Apos parar a reacdo, adicionou-se a mistura reacional 50 ml de solucao saturada de
NaHCO; e extraiu-se a fase aquosa com acetato de etilo (3x80 ml). A fase organica foi de
seguida lavada com agua destilada (60 ml), seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada em
evaporador rotativo, obtendo-se um produto sélido branco, que foi seco em estufa de vacuo.
O rendimento do produto final foi de 78,52% (783 mg).

O produto bruto da reacédo foi analisado por IV, '"H RMN e *C RMN [83]. IV (cm™):
1203, 1493, 1720, 1752, 2928; '"H RMN (CDCl;, 400 MHz): & 1,32 (3H, s, H18), 2,26 (3H, s,
CH;CO), 2,36 (2H, t, H16), 6,79 (1H, s, H4), 6,85 (1H, dd, H2), 7,25 (1H, d, H1); *C RMN
(CDCls, 100 MHz): & 83,43 (C'), 119,18 (C?), 121,66 (C*), 126,59 (C'"), 136,88 (C'°), 137,88
(C%), 148,94 (C%), 169,99 (CH,CO), 171,56 (C").
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6.1.9.2. MMPP / diclorometano-metanol / H,0 [112]

Num balao de fundo redondo de 50 ml dissolveu-se o acetato de estrona 1 (50,14 mg;
0,16 mmoles) em diclorometano e metanol (7,3 ml + 14,7 ml), a temperatura ambiente, sob

agitacao magnética. De seguida, adicionou-se o MMPP (1,70 g) e H,0 (0,422 ml).

O controlo da reacao por CCF [eluente: éter de petrdleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]
mostrou que a reacao estava completa ao fim de 22 horas, tendo o substrato sido
completamente consumido. Na CCF observou-se apenas uma mancha correspondente ao

produto da reacao com Rf=0,4 e com absorcao UV (254nm).

Apos parar a reacdo, adicionou-se a mistura reacional 20 ml de solucao saturada de
NaHCO; e extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, (2x50 ml). A fase organica foi lavada com
solucdo saturada de NaHCO; (15 ml) e agua destilada (40 ml), seca com Na,SO, anidro,
filtrada e evaporada em evaporador rotativo, obtendo-se um produto soélido branco, que foi

seco em estufa de vacuo. O rendimento do produto final foi de 95% (50 mg).

O produto bruto da reacéo foi analisado por IV e '"H RMN [83]. IV (cm™): 1203, 1493,
1720, 1751, 2923; "H RMN (CDCl;, 400 MHz): & 1,32 (3H, s, H18), 2,26 (3H, s, CH;CO), 2,36
(2H, t, H16), 6,79 (1H, d, H4), 6,83 (1H, dd, H2), 7,24 (1H, d, H1).

6.1.9.3. Ureia-peroxido de hidrogénio (UHP) / CH,Cl, / anidrido
trifluoroacético (TFA) [92]

Num balao de fundo redondo de 25 ml dissolveu-se o acetato de estrona 1 (79,6 mg;
0,25 mmoles) em CH,Cl,, a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética. De seguida,
adicionou-se o UHP (235 mg) e, antes da adicao do TFA (0,18ml), mergulhou-se o baldo em

gelo para evitar reacao exotérmica.

O controlo da reacao por CCF [eluente: éter de petrdleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]
mostrou que a reacao estava completa ao fim de 7 horas e 30 minutos, tendo o substrato sido
completamente consumido. Na CCF observaram-se duas manchas principais, com Rf=0,2 e 0,3

com absorcao UV (254nm).

Apés parar a reacao, adicionou-se 50 ml de NaHCO; a mistura reacional e ficou a
agitar durante 24 horas. Passadas as 24 horas, extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, (4x50 ml)
e a fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaHCO; (40 ml) e agua destilada (40 ml),
seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada em evaporador rotativo, obtendo-se um produto
solido branco, que foi seco em estufa de vacuo. Obtiveram-se 46,6 mg de produto, o qual ndao
foi caracterizado, uma vez que se tratava de uma mistura de substancias cujo Rf na CCF nao

corresponde ao do produto pretendido.

55



6.1.9.4. H,0, / CH,Cl, / TFA / Na;HPO, [113]

Num balao de fundo redondo de 100 ml dissolveu-se acetato de estrona 1 (46,854 mg;
0,25 mmoles) e Na,HPO, (399 mg) em CH,Cl, (4 ml), a temperatura ambiente, sob agitacao
magnética. Num outro balao de fundo redondo de 25 ml adicionou-se pela seguinte ordem,
CH,Cl; (9,5 ml), TFA (2,5 ml) e H,0, (solucao aquosa a 30%) (0,132 ml), a 0°C sob agitacao
magnética durante 5 minutos. Passados os 5 minutos, adicionou-se esta Ultima solucao a

solucao anterior e a mistura reacional foi mantida a 0°C (banho de gelo) durante 6 horas.

O controlo da reacao por CCF [eluente: éter de petrdleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]
apos 6 horas, ndo mostrou a formacao de qualquer produto. Apos mais 24 horas de reacao, a
CCF mostrou nao ter ocorrido reacao, observando-se apenas uma mancha correspondente ao

substrato inicial inalterado, que foi recuperado.

6.1.9.5. H,0,/ TFA / CHCI; [114]

Num baldao de fundo redondo de 100 ml juntou-se H,0, (solucdo aquosa a 30%) (0,24
ml), TFA (1,5 ml) e CHCL; (1,8 ml). Num outro balao de fundo redondo de 25 ml, dissolveu-se
0 acetato de estrona 1 (46,854 mg; 0,15 mmoles) em CHCl; (6 ml), a 0°C, e adicionou-se esta
solucdo a solucao anterior. A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente, durante

3 horas e 30 minutos, sob agitacao magnética.

O controlo da reacédo por CCF [eluente: éter de petroleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]
mostrou que a reacao estava completa ao fim de 3 horas e 30 minutos, tendo o substrato sido
completamente consumido. Na CCF observou-se uma Unica mancha correspondente ao

produto da reacao com Rf=0,4 e com absorcao UV (254nm).

Apds parar a reaccao, a mistura reacional foi adicionada a 60 ml de uma solucao
aquosa a 10 % de Na,SO; e ficou sob agitacdo magnética durante 1 hora. A fase aquosa foi
extraida com acetato de etilo (3x50 ml) e a fase organica lavada com solucao saturada de
NaHCO; (25 ml) e agua destilada (25 ml), seca com Na,SO,4 anidro, filtrada e evaporada em
evaporador rotativo, obtendo-se um produto sélido branco, que foi seco em estufa de vacuo.

O rendimento do produto final foi de 45% (22 mg).

0 produto bruto da reacéo foi analisado por IV e '"H RMN [83]. IV (cm™): 1200, 1496,
1721, 1752, 2937; '"H RMN (CDCl;, 400 MHz): & 1,32 (3H, s, H18), 2,26 (3H, s, CH;CO), 2,36
(2H, t, H16), 6,79 (1H, d, H4), 6,83 (1H, dd, H2), 7,24 (1H, d, H1).
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6.1.9.6. CAN / CH,Cl, / m-CPBA [115]

Num balao de fundo redondo de 100 ml dissolveu-se o acetato de estrona 1 (46,854
mg; 0,15 mmoles) em CH,Cl, (1 ml) e de seguida adicionou-se o CAN (5,4826 mg) e o m-CPBA
(48,32 mg; 0,2 mmoles). A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente durante 12

horas.

O controlo da reacao por CCF [eluente: éter de petrdleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]
mostrou, ao fim de 12 horas, que o substrato nao foi consumido, nao havendo a formacao de

qualquer produto.

Para parar a reacao, adicionou-se agua gelada (10 ml), e extraiu-se a fase aquosa com
CH,CL; (3x50 ml) e a fase organica foi lavada com Na,S0; 10% (30 ml), agua destilada (25 ml) e
NaHCO; (25 ml). De seguida, a fase organica foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada

em evaporador rotativo, reaproveitando-se o substrato para a reacao descrita em 6.1.9.7.

6.1.9.7. m-CPBA / CHCl; [116]

A mistura de m-CPBA (71,09 mg; 0,3172 mmoles) e o acetato de estrona 1 (38 mg)
dissolvido em CHCl; (0,8133 ml), foram irradiados num aparelho de microondas (MultiSYNTH
Milestone) a 350 W, 105°C e 7,1 bar durante 5 minutos.

O controlo da reagado por CCF [eluente: éter de petroleo 40-60°C:acetato de etilo 2:1]
mostrou a formacdo de muitos produtos, nao sendo possivel o isolamento destes nem a sua

respetiva caracterizacao estrutural.

6.1.10.Sintese do acetato de 9a-hidroxi-17a-oxa-D-homoestrona (acetato de 9a-

hidroxi-17a-oxa-17-oxo-homoestra-1,3,5(10)trien-3-ilo) (composto 10)

I O (o)
AcO AcO ‘ |

Num baldo de fundo redondo de 250 ml dissolveu-se o produto da reacao 6.1.9.1 (76

mg; 0,25 mmoles) em CH,Cl, (1,83 ml). De seguida adicionou-se, pela seguinte ordem, agua
destilada (2 ml), NaHCO; (0,568 g), acetona pura (1,58 ml) e o catalisador (C;Hs)4sNCl-H,0
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(7,17 mg), e a mistura reacional foi mantida a 15°C durante a adicao do oxidante. A esta
solucao adicionou-se, de 15 em 15 minutos, durante 2,5 horas, o oxidante Oxone® (total:
1,186 g).

O controlo da reacao por CCF [eluente: acetato de etilo:éter de petroleo 40-60°C 2:1]
apos 6 horas revelou a presenca de apenas uma mancha de Rf=0,7 que corresponde ao

produto principal da reacao, com absorcao no UV (254nm).

Apds parar a reacdo, adicionou-se 80 ml de agua destilada a mistura reacional e
extraiu-se a fase aquosa com acetato de etilo (3x80 ml). A fase organica foi lavada com
Na,SO; (solucdo aquosa a 10%) (80 ml) e agua destilada (80 ml), seca com Na,SO, anidro e
evaporada em evaporador rotativo, obtendo-se um produto solido, branco, que foi seco em

estufa de vacuo. O rendimento do produto final 10 foi de 74% (58,8 mg).

Para avaliacdo nas células e caracterizacdo estrutural, parte desta mistura foi
submetida a cromatografia em coluna [eluente: acetato de etilo:éter de petréleo 40-60°C 3:1]

para obter um produto o mais puro possivel.

O produto bruto da reaccéo foi analisado por IV, '"H RMN e *C RMN. IV (cm™): 1200,
1499, 1608, 1694, 1759, 2954, 3490; 'H RMN (CDCl;, 400 MHz):3 1,32 (3H, s, H18), 2,27 (3H, s,
CHsCO), 6,83 (1H, brd, H4), 6,91 (1H, dd, J,= 8,5 Hz, J,= 2,43 Hz, H2), 7,50 (1H, d, J= 8,51
Hz, H1); 3C RMN (CDCl;, 100 MHz):6 19,75, 19,91, 20,16, 21,42, 28,98, 29,96, 33,90, 35,12,
38,97, 44,25, 69,23, 83,46, 120,09, 122,38, 126,71, 138,46, 138,85, 150,42, 169,93, 171,73.

58



6.2. Avaliacao bioldgica

6.2.1. Material

6.2.1.1. Componentes
-Meio de cultura RPMI-1640 (RoswellPark Memorial Institute), Sigma-Aldrich
-HEPES, Sigma-Aldrich
-L-Glutamina, Sigma-Aldrich
-Piruvato de sadio, Sigma-Aldrich
-Soro bovino fetal (FBS), Biochrom AG
-Antibidtico AB (Solucao de estreptomicina e penicilina e anfotericina-B)
-Antibidtico SP (Solucado de estreptomicina e penicilina)
-Meio de cultura DMEM (Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium), Sigma-Aldrich
-0,025 % Tripsina em PBS/EDTA (1 g tripsina para 666 ml de PBS/EDTA)
-Corante azul triptano (0,4 %), Merck
-Dimetilsulfoxido (DMSO), Sigma-Aldrich
-Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio (MTT), Sigma Aldrich
-Tampao fosfato salino [(PBS), 90 % agua MilliQ e 10 % de PBS 10x]

-Tampao glicina Sorensen (Solucao de 0,1 M glicina, 0,1 M NaCl com pH ajustado a 10,5 com
0,1 M NaOH)

6.2.1.2. Instrumentacao

-Estufa Bioblock Scientific, a 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de CO,
-Microscopio Olympus CKX 41
-Centrifuga Bioblock Scientific 3K18C

-Leitor espectofotométrico de microplacas, Anthos 2010 e 2020
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6.2.2. Ensaios em linhas celulares

6.2.2.1. Linhas celulares utilizadas nos ensaios e sua cultura

Para a avaliacao dos compostos em estudo utilizaram-se trés tipos de linhas celulares:
fibroblastos da derme humana nao cancerigenos (NHDF), células epiteliais humanas de cancro
da mama sensiveis a estrogénios (MCF-7) e células de adenocarcinoma da prostata sensiveis a
androgénios (LNCaP).

As células NHDF (Normal Human Dermal Fibroblasts) sdao obtidas da derme de adultos
e sao células aderentes, que ndo se encontram completamente diferenciadas ou
especializadas. Estas células foram cultivadas em caixas de 75 cm?, mantidas em meio RPMI-
1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS), 20mM de L-glutamina, 10mM de
HEPES, 1mM de piruvato de sodio e 1 % de antibiotico/antimicotico AB (10,000 unidades/ml
de penicilina, 10mg/ml de estreptomicina e 25pg/ml de anfotericina B), a 37°C numa
atmosfera humidificada com 5% de CO,. O meio de cultura foi substituido a cada 2-3 dias e

aquando da confluéncia das células, estas foram tripsinizadas e divididas para novos frascos

de cultura. Nos ensaios as células foram usadas nas passagens 3 e 8.

\ K\\ \.\"-?'. .

Figura 29 - Células NHDF [www.lgcstandards.com].

As células MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) consistem numa linha celular,
isolada pela primeira vez em 1970, a partir de uma efusao pleural de uma mulher caucasiana
com 69 anos, a quem tinha sido diagnosticado adenocarcinoma mamario metastatico. Estas
possuem caracteristicas aderentes, crescimento em monocamada e recetores de estrogénios.
As células MCF-7 foram cultivadas em caixas de 75 cm? e mantidas em meio DMEM
suplementado com 10% de FBS, 1% de antibiotico/antimicotico AB (10,000 unidades/ml de
penicilina, 10mg/ml de estreptomicina e 25pg/ml de anfotericina B), a 37°C numa atmosfera
humidificada com 5% de CO,. O meio de cultura foi substituido a cada 2-3 dias e aquando da
confluéncia das células, estas foram tripsinizadas e divididas para novos frascos de cultura.

Nos ensaios as células foram usadas nas passagens 9 e 35-37.
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ATCC Number: HTB-22
Designation: ~ MCF-7
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Figura 30 - Células MCF-7 (www.lgcstandards.com).

As células LNCaP (Lymph node carcinoma of the prostate) sao uma linha celular de
células humanas do adenocarcinoma da préstata sensiveis a androgénios, tendo sido isoladas
em 1977 a partir de uma metastase de um nddulo linfatico supraclavicular de um homem
caucasiano com 50 anos. Relativamente as suas propriedades, consistem em células epiteliais
aderentes que podem crescer sob a forma de agregados ou células isoladas. Estas células
foram cultivadas em caixas de 75 cm?, mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS
e com 1% de antibiotico SP (10,000 unidades/ml de penicilina e 10 mg/ml de estreptomicina),
a 37°C numa atmosfera humidificada com 5% de CO,. O meio de cultura foi substituido a cada
2-3 dias e aquando da confluéncia das células, estas foram tripsinizadas e divididas para

novos frascos de cultura. Nos ensaios as células foram usadas nas passagens 22 e 23.
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ATCC Number: CRL-1740
Designation: LNCaP clone FGC

Low Density A Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100

Figura 31 - Células LNCaP (www.lgcstandards.com).

6.2.2.2. Tripsinizacao

Quando as células atingiam cerca de 80% a 90% de confluéncia (fase exponencial de
crescimento celular), procedeu-se a tripsinizagcao e expansao das células, para outros frascos

de cultura. Resumidamente, o procedimento da tripsinizacao segue a seguinte ordem:
1) Aspiracao do meio de cultura que se encontra no frasco;

2) Lavagem das células com PBS, seguida de aspiracao deste;

3) Adicao de tripsina e incubacao a 37°C numa atmosfera humidificada com 5% de CO,;
4) Observacao ao microscopio a fim de confirmar a suspensao das células;

5) Adicdo de meio completo previamente aquecido e transferéncia da suspensédo celular para

um falcon;

6) Centrifugacao;

7) Aspiracao do sobrenadante;

8) Ressuspensao do pellet com meio completo previamente aquecido;

9) Distribuicao da suspensao celular para novos frascos de cultura quando se pretendeu

expandir as células;
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10) Quando se pretendeu realizar o estudo da avaliacao dos efeitos dos compostos na sua
proliferacao celular, preparou-se o volume pretendido com a concentracao adequada de

células para semear em caixas multiwells.

6.2.2.3. Contagem e sementeira das células

Conforme referido acima, apds a ressupensdao do pellet com meio completo
previamente aquecido, pode proceder-se a contagem das células. Para tal, retirou-se 10 pl da
suspensao celular para um eppendorf e adicionou-se 10 pl de corante azul triptano. Os 20 pl
foram aplicados numa camara de Neubauer e contabilizou-se o niUmero de células existentes
por quadrante. Para o calculo do volume a retirar da suspensao celular, procedeu-se do
seguinte modo: calculo da média das células existentes por quadrante e multiplicacdao do
valor desta por dois (devido a diluicdo provocada pela adicao da solucdo de azul triptano),
para obtencao da concentracdao de células pretendida por poceto. Foram usadas placas
multiwells de 48 pocetos e distribuiu-se, por cada poceto, 250 pl de suspensao celular,
excepto nos wells definidos como zeros (250 pl de meio completo) e incubou-se durante 48

horas.

Nas células NHDF e MCF-7, a densidade celular inicial foi de 2x10*, e nas células
LNCaP 1x10%.

6.2.2.4. Incubacao dos compostos

Passadas as 48 horas de incubacdo, procedeu-se a preparacdao das concentragoes
pretendidas para os compostos a testar. Os compostos foram dissolvidos em 1 ml de DMSO, de
modo obter uma solucdo-mae com concentracado final de 10 mM. A partir desta solucao-mae
prepararam-se, em meio adequado para cada tipo de células, as restantes concentracdes para
cada composto: 0,01 pM; 0,1 pM; 1 pM; 10 pM, 50 pm e 100 pM. O tempo de exposicao das
células aos compostos foi de 72 horas e em todas as experiéncias efectuadas, a concentracao
final de DMSO nos pocetos foi sempre inferior a 1 % (de acordo com estudo anteriores, esta
concentracao de DMSO nao tem qualquer efeito na viabilidade celular). Para o controlo
(continha apenas meio de cultura) e para todas as concentracées dos compostos testados,
foram efectuados ensaios usando um n=5 para as células NHDF e MCF-7, e n=3 para as LNCaP,

para posterior analise estatistica (figura 32).
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Figura 32 - Distribuicao dos zeros (Z), controlos (C) e das concentracées (0,01 uyM; 0,1 pm; 1 pM; 10 pM;
50 uM e 100 pM) numa placa de 48 wells.

6.2.2.5. Ensaio de proliferacao celular (MTT)

O potencial dos compostos sintetizados para inibirem a proliferacao celular das
células NHDF, MCF-7 e LNCaP foi estudado recorrendo ao ensaio MTT.

Apds as 72 horas de exposicdo das células aos compostos, os sobrenadantes foram
aspirados e aplicou-se, na auséncia de luz, a solucdo de MTT (5 mg/ml em PBS). Esta
permaneceu em contacto com as células durante 4 horas (placas embrulhadas em papel de
aluminio), a 37°C numa atmosfera humidificada com 5 % de CO,. Passadas as 4 horas de
incubacao, aspirou-se o conteldo dos pocetos e adicionou-se DMSO (200 ul), para a
solubilizacao dos cristais e tampao glicina Sorensen (25 pl). Posteriormente, transferiu-se os
225 pl de cada poceto para uma microplaca de 96 wells e, através do leitor

espectofotométrico de microplacas, quantificou-se a absorvancia a 570nm.
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A média dos valores de absorvancia obtida nos cinco pocetos do ensaio controlo foi
definida como 100 %, em termos de viabilidade celular. Todos os restantes valores obtidos,
foram considerados em relacao 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. Deste modo, a extensao de morte celular foi expressa como

percentagem de viabilidade celular em comparacao com as células controlo.

6.3. Andlise estatistica

Os graficos obtidos (concentracdo dos compostos vs percentagem de viabilidade
celular) foram expressos como valores médios + desvio padrdo. A comparacdo entre os
diferentes ensaios foi analisada através do calculo do teste t-Student, para determinar a
existéncia de diferencas significativas entre as médias. Esta diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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7. Resultados e Discussao

7.1. Aplicacéo da estratégia de sintese

A estrona foi acetilada a acetato de estrona 1, ndo sendo necessario a purificacao

deste uma vez que, pela analise da CCF se verificou que o substrato tinha sido

completamente consumido, obtendo-se apenas uma mancha que correspondia ao produto

pretendido. A analise por IV e "H RMN foi ao encontro do descrito na literatura para este

composto [105]. De forma similar, o produto 9a-hidroxilado (composto 2), foi também obtido

sem problemas. Este composto foi sujeito a coluna cromatografica antes de ser caracterizado

no IV, '"H RMN e C RMN, e os resultados obtidos foram também concordantes com os

descritos na literatura [107].

O composto 3 (derivado A”'" acetilado), apds coluna cromatografica e pela analise da

CCF, aparentemente parecia estar puro, pois apenas se observava uma mancha com absorcao

UV intensa. Contudo, pela analise por 'H RMN (figura 33) verificamos que havia mistura de

produtos (figuras 34 e 35).
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Figura 33 - Espectro 'H RMN completo do composto 3.
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Figura 35 - Expansao 2 do Espectro 'H RMN completo do composto 3.
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Os principais sinais dos espectros de IV, '"H RMN e "*C RMN obtidos foram concordantes com os
descritos na literatura, mas uma analise mais pormenorizada do espetro de 'H e 3C revelou
sinais adicionais. Para termos a confirmacédo desses sinais, fizemos expansdes do espectro 'H
(figuras 34 e 35). Através da integracdo dos sinais do espectro, concluimos que cerca de 70%
correspondia ao produto pretendido e 30% a um produto secundario. O sinal a 6,22 ppm, que
corresponde ao H11 (figura 33), ndao aparece com menor intensidade a valores proximos
deste, o que sugere que o produto secundario nao tenha a dupla ligacdo do produto principal.
Uma vez que na CCF s6 se observa uma mancha, faz sentido equacionar um isomero
posicional, sendo o mais plausivel o derivado com a dupla ligacao entre o C8 e o C9. Contudo,
s6 com estudos de RMN mais aprofundados se poderia obter mais informagdes. No espectro de

3¢C, como esperado, surgiram sinais adicionais aos correspondentes ao produto pretendido.

No caso do composto 4 ocorreu uma situacdo similar a descrita para o composto 3.
Apds cromatografia em coluna, segundo a CCF apenas se observou uma mancha novamente.
Contudo, na analise do "H RMN (figura 36) verificamos que tinhamos mais sinais do que

aqueles que estao descritos na literatura para o composto esperado.
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Figura 36 - Espectro 'H RMN completo do composto 4.
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Da analise do espectro verifica-se que se obteve ndo sé o composto pretendido, mas também
podera ter ocorrido desidratacdo parcial, pois surge um sinal atribuivel ao H11 a cerca de 6,1
ppm (integracao: 0,67) (figura 36), similar ao observado no espectro do composto 3 (derivado
A>"" acetilado). Provavelmente e tal como ocorreu no caso do composto 3, ha ainda o
segundo possivel isomero posicional resultante da desidratacdo. Através da integracao dos
espectros concluimos que cerca de 55% correspondia a um produto, cerca de 30% a outro
produto e cerca de 15% a outro produto. Dado o valor de integracao do sinal a 6,1 ppm, o
produto principal poderd ser o derivado A”'. Uma vez que no espectro de C RMN

apareceram muitos sinais este ndo foi considerado para analise.

Surpreendentemente, a reacado de hidrolise aplicada ao composto 3 para obtencao do
composto 5 nao foi efetuada com sucesso, de acordo com os dados obtidos no espectro de

RMN, e por este motivo os dados da avaliacao biologica ndo sao apresentados.

A oxidacao do fenol ao quinol (composto 6), bem como a oxidacao com CAN
(obtencao do composto 7) ocorreram com sucesso, tendo os referidos produtos sido obtidos
com relativamente bons rendimentos. No entanto, a oxidacdo alilica do derivado A%'
acetilado (composto 3) nao teve sucesso, tendo-se observado a formacao de mistura de
produtos na CCF, nao tendo sido, por isso efetuada a purificacao e caracterizacao de
produtos. Possivelmente, devido a tratar-se de uma reaccao com mecanismo radicalar (como

referido acima), a selectividade da reaccao devera ter sido muito baixa.

Na oxidacao de Baeyer-Villiger o oxidante classico € o m-CPBA [101], no entanto,
estas reacdes sao muito longas, o que nos levou a explorar condicdes reaccionais que
permitissem reacdes mais rapidas, as quais que se encontram descritas na tabela 1. Apesar da
reacao com as condicdes H,0, / TFA /CHCl; ter sido mais rapida (3 horas e 30 minutos) do que
com o acido benzenoseleninico (24 horas), o rendimento usando este oxidante foi superior
(78,52%). Comparando os rendimentos obtidos usando os oxidantes acido benzenoseleninico e
0 MMPP, 78,52% e 95%, respetivamente, o escolhido deveria ser o MMPP, no entanto, optamos

pelo acido benzenoseleninico devido a acessibilidade/disponibilidade deste reagente.
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Tabela 1: Tentativas da sintese do composto 9 através da oxidacdo de Baeyer-Villiger.

Condicdes reacionais

Tempo de

reacao

Rendimento

Observacgoes

[Eluente:
éter de
petréleo 40-
60°C:acetato
de etilo 2:1]

Referéncia

Acido
benzenoseleninico/THF/H,0/H,0,

24 horas

78,52%

Uma Unica
mancha de
Rf=0,4

[111]

MMPP/diclorometano-

metanol/H,0

22 horas

95%

Uma Unica
mancha de
Rf=0,4

[112]

UHP/CH,Cl,/4acido acético/TFA

7 horas e

30minutos

55,7%

Duas
manchas,
uma de
Rf=0,2 e a
outra de
Rf=0,3

[92]

Hzoz/CH2Cl2/TFA/NazHPO4

6 horas

Nao se
formou
nenhum

produto.

[113]

H,0,/TFA/CHCL;

3 horas e 30

minutos

45%

Uma Unica
mancha de
Rf=0,4

[114]

CAN/CH,Cl;/m-CPBA

12 horas

Nao se
formou
nenhum

produto.

[115]

m-CPBA/CHCl; (Microondas, 350
W, 105°C, 7.1 bar, 5 minutos)

5 minutos

Mistura de

produtos.

[116]
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Finalmente, de acordo com a nossa pesquisa bibliografica, foi preparado com sucesso
(74%) um composto novo, o acetato de 9a-hidroxi-17a-oxa-17-oxo-homoestra-1,3,5(10)trien-3-
ilo (composto 10), por hidroxilacdo benzilica estereosselectiva na posicao 9 do acetato de
17a-oxa-D-homoestrona. A sua caracterizacédo estrutural foi relativamente acessivel tendo em
conta os sinais dos espectros atribuidos quer ao acetato de 17a-oxa-D-homoestrona (composto
9), quer ao acetato de 9a-hidroxi-17-oxoestra-1,3,5(10)-trien-3-ilo (composto 2), que sao

compostos conhecidos.

Adicionalmente, foram incluidos na avaliacdo biologica os compostos 2-iodoestrona e
2-nitroestrona, que foram previamente preparados, purificados e caracterizados pela aluna

Aura Vaz .

7.2. Avaliacao biolégica

7.3.1. Efeito da estrona nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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100 - J- .
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o N BEMCF-7

40 -

Viabilidade celular relativa (%)

20 +

0 - T T T T T
Controlo 0,01 0,1 1 10 50 100

Concentragdo (pM)

Grafico 1 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apos 72 horas de exposicao a estrona

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

Pela analise do grafico 1, podemos verificar que a estrona em concentracdes baixas
nao estimulou o crescimento celular, e nas concentracbes mais elevadas (50 e 100 uM)
revelou-se toxica, embora mais para as células NHDF do que para as MCF-7. Poderia
questionar-se se a estrona deveria estimular o crescimento celular, dado tratar-se de um

estrogénio (embora fraco) e de estas células terem a possibilidade de a converter em
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estradiol, o que nao se observou. Possivelmente o tempo de contacto podera nao ter sido
suficiente para que isso acontecesse. Além disso, os meios de cultura tém estradiol, o que

podera “dissimular” o efeito estimulante do crescimento celular causado pela estrona.

Em relacdo aos efeitos da estrona nas células LNCaP, verifica-se novamente apenas
toxicidade mais marcada nas duas concentracoes mais elevadas. Contudo, pode equacionar-se
um duplo comportamento dado verificar-se que a 10 uM a ndo ha accédo antiproliferativa, ao
contrario do que se observa a 1, 50 e 100 uM, o que podera sugerir mais do que um

mecanismo de actuacao destes compostos na sua acao antiproliferativa.
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Grafico 2 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposicao a estrona nas

diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

73



7.3.2. Efeito do estradiol nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 3 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apds 72 horas de exposicao ao

estradiol nas diferentes concentracdes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

Pela analise do grafico 3 podemos concluir que nas células NHDF, na concentracdo de
1 uM houve um estimulo do crescimento celular e apenas a 100 pM se verificou um decréscimo
da proliferacdo. Nas células MCF-7, ao contrario do esperado, uma vez que se trata do
estrogénio por exceléncia, observou-se uma accédo antiproliferativa, com um ICs, de cerca de
1uM. As razdes para este resultado poderao estar associadas a pouco tempo de exposicao das
células ao composto, ao facto do meio de cultura conter FBS e vermelho de fenol e ao facto
de as concentracdes poderem ser consideradas elevadas em relacdo ao que se verifica
endogenamente, quer nas mulheres em pré- , quer em pds-menopausa [42]. Assim, o ensaio
deveria ser repetido , mas expondo as células durante mais dias ao estradiol, e usando meio
sem vermelho de fenol e com soro ao qual se extrairam os esteroides, tal como efectuado por

Maltais e colaboradores [119].
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Nas células LNCaP (grafico 4), de modo similar ao que se verificou nas células MCF-7,

também foi observado um efeito antiproliferativo, mais marcado a partir de 10 uM.
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Grafico 4 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apos 72 horas de exposicao ao estradiol nas

diferentes concentracdes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

7.3.3.Efeito do composto 1 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 5 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apds 72 horas de exposicao ao

composto 1 nas diferentes concentragées. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

Para o acetato de estrona (composto 1) observou-se um comportamento intermédio

entre o da estrona e o do estradiol nas células MCF-7. Na analise dos seus efeitos deve-se
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equacionar a metabolizacdo deste composto a estrona por esterases e também a reducao
pelas 17-HSDs [120]. Ja nas células NHDF, ao contrario do que se verificou para o estradiol,
nao se observa qualquer estimulo do crescimento celular, e ha accao antiproliferativa a 100
uM. Nas células LNCaP (grafico 6) observa-se novamente um efeito antiproliferativo, mais

acentuado a 100 pM.
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Grafico 6 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposicdo ao composto 1

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

7.3.4.Efeito do composto 2 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 7 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apds 72 horas de exposicao ao

composto 2 nas diferentes concentracées. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).
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A introducao do 9a-OH ao acetato de estrona, de que resultou o composto 2, originou um
efeito interessante nas células MCF-7 (grafico 7), em que se verificou um estimulo do
crescimento celular em relacdo ao controlo. Na nossa pesquisa bibliografica nao foram
encontradas indicacées de que a introducao deste grupo ao esqueleto estrano favoreca a
interaccao e maior activacdao dos receptores de estrogénios, o que pode constituir uma
novidade importante, pois este tipo de estrutura pode, assim, por um lado ser interessante
como agente estrogénico, nomeadamente em anticoncepcdao e em terapia hormonal de
substituicao, e por outro lado ser muito perigoso no que respeita a tumores hormono-
dependentes. Nas células NHDF (grafico 7) nao se destacam efeitos proeminentes, a ndo ser

accao antiproliferativa mais acentuada a 100 pM.

Nas células LNCaP (grafico 8), observa-se um comportamento ndao muito diferente do

observado para a estrona (grafico 2).

140
_ T
§ 120
T
2 100 T
E - * *
z
= 80 +—
(]
= * I
8 60 — i
4]
i 1
(]
T 40 +— d *
=
8
= 20 +—
u] T T T T T !
Controlo 0,01 0,1 1 10 50 100
Concentragéo (uM)

Grafico 8 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposicao ao composto 2

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).
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7.3.5.Efeito do composto 3 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 9 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apds 72 horas de exposicao ao

composto 3 nas diferentes concentracées. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

Para o composto 3 (obtido por desidratacao do composto 2, sendo maioritariamente o
derivado com uma dupla ligacao em C9-C11, ainda 3-acetilado) observa-se claramente que a
saida do grupo OH do composto 2 tem um efeito marcado na sua actividade citotdxica nas
células MCF-7, ja nao se observando um estimulo do seu crescimento (grafico 9). Nas células

NHDF observa-se um comportamento similar ao ocorrido nas MCF-7.

Nas células LNCaP (grafico 10), a introducao desta dupla ligacado levou a que, excepto
a 100 pM, ja nado se observassem os efeitos antiproliferativos observados para os compostos
descritos acima. Possivelmente a inexisténcia do grupo polar OH pode interferir

negativamente na interaccdo com alvos bioldgicos.
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Grafico 10 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposicdo ao composto 3

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

7.3.6.Efeito do composto 4 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 11 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apds 72 horas de exposicao ao

composto 4 nas diferentes concentracées. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

O “composto 4”, sendo uma mistura de estruturas, em que podera predominar o
derivado com uma dupla ligagao em C9-C11, mas com o OH-3 livre, de acordo com o discutido
acima, origina, nas células NHDF e MCF-7 (grafico 11), efeito aproximadamente similar ao
observado para o composto 3. Contudo, nas células LNCaP (grafico 12) observa-se uma

toxicidade marcada, possivelmente associada a existéncia do OH livre.
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Grafico 12 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposicdo ao composto 4
nas diferentes concentracées. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

7.3.7.Efeito do composto 6 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 13 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apo6s 72 horas de exposicao ao

composto 6 nas diferentes concentragées. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

O composto 6 (quinol) revelou fraca toxicidade nas células MCF-7 e NHDF (grafico 13),
excepto a 100 uM. Tal como esperado, uma vez que esta descrito que tem fraca capacidade

estrogénica [82] também nao se observou um estimulo no crescimento celular.
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Nas células LNCaP (grafico 14), apesar da variabilidade de resultados também parece
nao exercer efeitos marcados na proliferacao, novamente exceptuando a concentracao de 100
UM.
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Grafico 14 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposicdo ao composto 6

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

7.3.8.Efeito do composto 7 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 15 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apds 72 horas de exposicao ao
composto 7 nas diferentes concentracées. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).
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Grafico 16 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apos 72 horas de exposicao ao composto 7

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

O composto 7 (acetato de 9a-hidroxi-11B8-nitrooxi-17-oxoestra-1,3,5(10)-trien-3-ilo)
tem um comportamento diferente dos anteriores (grafico 15). Apesar de ja ter sido estudado
em modelos in vivo de tumores mamarios [78, 79] e ter mostrado inicialmente que tinha acao
antitumoral e que, com o passar dos dias, devido a sua actividade estrogénica, acabar por
estimular o crescimento tumoral, nunca tinha sido estudado nestas células (de acordo com a
pesquisa bibliografica efectuada). O que observamos neste estudo € que nas concentragées de
50 e 100 uM ocorre morte total das células, confirmando as observagbes anteriores de que
tinha accao antiproliferativa. No futuro dever-se-a estudar os efeitos destes compostos em
tempos mais longos para confirmar os resultados anteriores. De destacar ainda que este
composto, além de estimular o crescimento das células NHDF a 1 uM, parece ser, contudo,
mais toxico para estas células (ICso~10 uM) do que para as MCF-7 (ICso entre 10 uM e 50 pM)
(grafico 15).

Nas células LNCaP (grafico 16) também se observa um efeito antiproliferativo

marcado.
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7.3.9.Efeito do composto 9 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 17 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apds 72 horas de exposicao ao

composto 9 nas diferentes concentragdes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

O composto 9 (acetato de 17a-oxa-D-homoestrona), apesar de ter uma lactona no
anel D praticamente nado evidencia efeitos antiproliferativos nas células MCF-7 e NHDF
(grafico 17). Este resultado é um pouco surpreendente dado estarem descritos varios
esteroides com o anel D lactonizado com 6 membros, incluindo a testolactona, com potencial
accado antitumoral [83, 85]. Além disso, os estudos de afinidade para a enzima 178-HSD-1
efectuados pela aluna Aura Vaz [117] revelaram que compostos com esta funcao tinham
elevada afinidade para esta enzima, sendo, por isso potenciais inibidores da mesma. No
entanto, muito recentemente, Minorics e colaboradores [118] reportaram que a D-
homoestrona e a 13-epi-D-homoestrona e os seus éteres metilicos revelaram fraca acao

antiproliferativa contra as células MCF-7 (IC50>30 uM).

Ja para as células LNCaP (grafico 18), observa-se que ha accdo antiproliferativa
marcada em todas as concentracdes, em comparacao com o controlo, o que pode ser de
elevado interesse para explorar futuramente, dada a potencial selectividade perante as
células MCF-7 e NHDF.
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Grafico 18 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apos 72 horas de exposicdo ao composto 9

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

7.3.10.Efeito do composto 10 nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 19 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apo6s 72 horas de exposicdo ao

composto 10 nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).
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De acordo com a pesquisa bibliografica efectuada, o composto 10 (acetato de 9a-
hidroxi-17a-oxa-D-homoestrona) € um composto novo e portanto também nado tera sido
avaliado como potencial agente antiproliferativo. Da analise dos graficos 19 e 20 verifica-se
que nao tem efeitos antiproliferativos marcados. Ao comparar com o composto 2 (graficos 7 e
8) verifica-se que ja nao ocorre a accéo proliferativa nas células MCF-7 e antiproliferativa nas
LNCaP observadas para o composto 2, o que sugere que a introducao da referida lactona pode
mitigar potenciais efeitos estrogénicos. Em relacdo aos efeitos nas células LNCaP, observa-se
que neste composto ha fraca accdo antiproliferativa, o que parece nao ser concordante nem

com os resultados observados nestas células com o composto 2 nem com o composto 9.
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Grafico 20 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposi¢cao ao composto 10

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).
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7.3.11. Efeito do composto 2-iodoestrona nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 21 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apos 72 horas de exposicao a 2-

iodoestrona nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

A 2-iodoestrona nas células NHDF levou a uma proliferacdo celular significativa nas
concentracées 10 e 50 uM, e nas células MCF-7 nao tem efeitos marcados na proliferacao
celular (grafico 21). Dado o comportamento deste composto, sao necessarios mais estudos

para confirmar este resultado e tentar elucidar o que estara na base deste resultado.

Nas células LNCaP (grafico 22) nao se podem tirar conclusdes claras uma vez que os
desvios-padrao sao muito elevados. A razao dos desvios-padrao elevados nos ensaios com as
células LNCaP é que na fase de aspiracao do sobrenadante apds a incubacao das células com o

MTT, ha alguns cristais de formazano que se soltam e que sao aspirados.

Estes resultados sdao um pouco surpreendentes uma vez que esta reportado que o 2-
iodoestradiol é um relativamente potente agente antiproliferativo contra células de cancro da
mama (MDA-MB-435), da préstata (DU-145) e varias outras [120].
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Grafico 22 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apos 72 horas de exposicao a 2-iodoestrona

nas diferentes concentracées. *p < 0,05 em relacdo ao controlo (Teste t-Student).

7.3.12.Efeito do composto 2-nitroestrona nas células NHDF, MCF-7 e LNCaP
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Grafico 23 - Efeito na viabilidade celular nas células NHDF e MCF-7, apos 72 horas de exposicao a 2-
nitroestrona nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).

A 2-nitroestrona, conhecida por ndo ter efeitos estrogénicos marcados [82], como

esperado, nao estimulou o crescimento celular das células MCF-7. Nas concentragdes 50 e 100
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UM observa-se até uma accao antiproliferativa selectiva para estas células em relacao as
NHDF (grafico 23).

Nas células LNCaP (grafico 24), verifica-se que apenas a 100 uM ha efeitos

antiproliferativos significativos.
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Grafico 24 - Efeito na viabilidade celular nas células LNCaP, apds 72 horas de exposicao a 2-nitroestrona

nas diferentes concentracoes. *p < 0,05 em relacao ao controlo (Teste t-Student).
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8.Conclusao

Os cancros hormono-dependentes dos quais fazem parte alguns cancros da mama, da
prostata e do endométrio, encontram-se entre as principais doencas do mundo moderno.
Neste contexto, o cancro da mama é a principal causa de morte relacionada com cancro em
mulheres em todo o mundo, o que justifica a premente necessidade de desenvolver farmacos
Uteis contra esta patologia. Assim, o objetivo geral do presente trabalho consistiu na
funcionalizacdo de estrogénios esteroides, para tentar desenvolver potenciais agentes

antitumorais.

As sinteses propostas e parcialmente realizadas basearam-se em estudos de relacao
estrutura-actividade ja conhecidos e entre os varios compostos sintetizados purificados e
caracterizados estruturalmente, foi preparado um composto, ao que tudo indica, novo: o
acetato de 9a-hidroxi-17a-oxa-17-oxo-homoestra-1,3,5(10)trien-3-ilo. No decorrer dos estudos
sintéticos foram ainda explorados varios processos para efectuar a reaccdo de Baeyer-Villiger

no acetato de estrona.

Para tentar determinar a sua potencialidade antiproliferativa, os compostos
sintetizados foram testados em trés tipos de linhas celulares, NHDF, MCF-7 e LNCaP, tendo-se

chegado a varias observacoes/conclusdes mais relevantes:

-a estrona, em concentracdes elevadas, revelou toxicidade principalmente nas células LNCaP,
e mostrou-se mais toxico para as células NHDF do que para as MCF-7. Por sua vez, o estradiol
na concentracdao de 1 pM estimulou o crescimento das células NHDF e mostrou atividade

antiproliferativa marcada nas células MCF-7 e LNCaP;

-comparando os graficos da estrona com os do acetato de estrona, verificou-se que a
presenca do 3B-acetato teve maior efeito antiproliferativo nas células MCF-7 do que se
observou na estrona, mas levou a menor toxicidade nas células NHDF; o acetato de estrona
nas células LNCaP teve aparentemente maior accdao antiproliferativa do que a estrona,

embora o perfil de actuacao nao seja muito similar;

-a introducao do grupo 9a-hidroxilo ao acetato de estrona, surpreendentemente, provocou
um estimulo significativo do crescimento nas células MCF-7, o que nao aconteceu nas células
NHDF; nas células LNCaP observou-se um comportamento similar ao originado pela estrona
(dual);

-no composto 3, apesar de haver mistura de produtos, observa-se que a saida do grupo 9-OH e
a introducdo de uma dupla ligacdo em C9-C11 ja nao originou efeito proliferativo nas células
MCF-7, ocorrendo até reducdo da proliferacdo nas duas concentracdées mais elevadas; nas

células LNCaP tem fraca toxicidade;
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-0 “composto 4”, apesar de ser uma mistura de compostos com predominio da dupla ligacao
C9-C11 e com o OH livre, tem efeito aproximadamente similar ao composto 3 nas células
MCF-7 e NHDF, mas nas células LNCaP observa-se uma citotoxicidade marcada, que pode ser

associada ao OH-3 livre;

-0 composto 6 (quinol), revelou fraca accao antiproliferativa, mas também nao favoreceu a

proliferacao celular;

-0 composto 7 (derivado com os grupos 9a-OH e11B-nitro) revelou-se muito toxico nas 3

linhas celulares, especialmente nas trés concentracdes mais elevadas;

-0os D-homoderivados, tendo ou nao o grupo OH-9 nao se mostraram significativamente
antiproliferativos nas células MCF-7 e NHDF; contudo, nas células LNCaP o derivado sem o

grupo 9-OH revelou-se marcadamente citotoxico, ao contrario do analogo hidroxilado;

-a funcionalizacao da posicdo 2 da estrona ndo s6 nao levou a actividades antiproliferativas
marcadas, como no caso da 2-iodoestrona nas células NHDF levou a um aumento da
proliferacao a 10 e a 50 uM, o que implica estudos futuros designadamente no que respeita a

seguranca deste composto;

Assim, dos resultados observados nao podem ser tiradas conclusées muito concretas dada a

variabilidade de resultados obtidos. Podemos, contudo, concluir genericamente que:

-as respostas observadas para o estradiol, estrona e acetato de estrona nao foram ao
encontro do esperado, sendo inclusivamente o estradiol e o acetato de estrona os compostos

com maior accao antiproliferativa nas células MCF-7;

-a introducéo do grupo 9a-OH teve diferentes tipos de implicacdes na proliferacao das células

estudadas nas condicGes referidas;

-a introducao da dupla ligacado em C9-C11 e da lactona no anel D parecem nao ter efeito

muito relevante nas accoes antiproliferativas;

-nas células LNCaP, exceptuando para os derivados D-homo, a accdo antiproliferativa mais

marcada esta associada a presenca de grupos OH em C3 ou em C9.
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9.Perspetivas futuras

-Estudo das condicoes reacionais das reacoes de desidratacdo e hidrélise de forma a obter
com melhores rendimentos e seletividades os produtos pretendidos, assim como a oxidacao
alilica, uma vez que, segundo a nossa pesquisa bibliografica, o composto que se pretendia

obter é novo e, portanto, nao avaliado.

-Estudos de inibicdo das enzimas 178-HSD tipo 1 e das esterdides sulfatases pelos compostos

sintetizados.

-Combinar alteracdes no anel D com outras funcionalizacdes no nlcleo esterodide, para

aumentar a informacéao disponivel sobre a relacao estrutura-actividade

-Estudar tempos de exposicao mais prolongados aos compostos, nomeadamente durante 6 dias
e realizar ensaios na auséncia de esterdides e de vermelho de fenol, para esclarecimento do

comportamento das células MCF-7 relativamente a este composto.

-Avaliacdo dos tipos de morte celular no caso dos compostos que revelaram ter maior

actividade antiproliferativa

-Esclarecimento dos efeitos dos compostos em que ha potencialidade para originarem efeitos
potencialmente toxicos, nomeadamente da 2-iodoestrona nas células NHDF e da acetato de

9a-hidroxiestrona nas células MCF-7.
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