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Resumo

O cancro atualmente é considerado uma das principais causas de morte em todo o mundo,
sendo que a sua incidéncia continua a aumentar, apesar de todos os avancos cientificos ao
longo dos anos. Atualmente métodos como a cirurgia, radioterapia e a terapia sistémica sao
usados para tratar e controlar a doenca. Contudo, a investigacao na descoberta de novos
farmacos é fundamental para que o tratamento desta patologia se torne cada vez mais eficaz.
Neste contexto, ndo sO varios esteroides tém mostrado acado antiproliferativa e pro-
apoptotica em diversos estudos, mas também varias poliaminas sdo capazes de encaminhar o
composto para o interior das células cancerigenas e favorecem a sua interacdo com o DNA.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi sintetizar novos compostos com acao
anticancerigena com possivel interacdo com o G-quadruplex envolvendo a combinacdo de

poliaminas com estruturas esteroides.

Desta forma, foram preparadas e caracterizadas varias poliaminas esteroides e a sua acao
anti-proliferativa, bem como a dos seus intermediarios sintéticos foram avaliadas em células
cancerigenas da mama (MCF-7, T47D), da prostata (LNCaP), do glioblastoma (U87) e em
células normais (NHDF) pelo ensaio MTT, de modo a se concluir a cerca do seu potencial
interesse anticancerigeno. Neste contexto, e no sentido de explorar o seu mecanismo de

accdo, também foram realizados ensaios de fluorescéncia e de citometria de fluxo.

Assim, da sintese quimica resultaram cinco compostos cujas acdes antiproliferativas foram
posteriormente estudadas. Destes, mediante o ensaio MTT, o composto c8 foi o que originou
os melhores resultados, evidenciando ndo s6 uma accao marcada contra a linha de cancro da
prostata, com um ICso= 1,368, bem como uma selectividade relevante em comparacao com as
células normais (ICsp= 31,75). Mediante estudos de citometria de fluxo, realizada com este
composto em células MCF-7, verificou-se nao existirem valores significativos de morte celular.
Quanto ao ensaio de fluorescence resonance energy transfer, os compostos C1, C3, C4 e C7

nao evidenciaram interacdo com o G-quadruplex.

Palavras-chave

Esteroides, Poliaminas, Cancro, G-quadruplex, Acao antiproliferativa
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Abstract

Cancer today is considered to be one of the main causes of death anywhere in the world. It’s
a disease that, in spite of all the scientific advances along the years, continues to spread.
Nowadays methods like surgery, radiotherapy and systemic therapy are used to treat and
control this illness. However, the development of new drugs remains crucial to the treatment
of all forms of cancer. Various steroids have shown antiproliferative and pro-apoptotic
properties in numerous studies. Many polyamines have the capability to route compounds to
the interior of the cancer cells and to favour their interaction with the DNA. Having this in
mind, the aim of this project is to synthesize new anti-cancer compounds that can possibly
interact with G-quadruplex and that involve the combination of polyamines with steroid

structures.

Thus, several steroidal polyamines were synthesized and their antiproliferative properties, as
well as those of their intermediate synthetics, were evaluated in cancerous breast cells (MCF-
7, T47D), cancerous prostate cells (LNCaP), glioblastoma cells (U87) and in non-tumoral cells
(NHDF). This was done recurring to the MTT assay in order to study the potential anti-cancer
properties of these compounds. In this context and in order to explore their action

mechanism, fluorescence and flow cytometry studies were also conducted.

From the chemical synthesis resulted five compounds that were posteriorly studied.
Regarding the MTT study, the compound with which the best results were observed was C8
that has shown, not only meaningful action against the prostate cancer line with a ICso=
1,368, but also relevant selectivity when compared with the non-tumoral cells whose [Cso=
31,75. The flow cytometry study conducted on this compound for the MCF-7 cells revealed
low cell death values. Concerning the fluorescence resonance energy transfer study, the

compounds C1, C3, C4 and C7 did not show interaction with the G-quadruplex.

Keywords

Steroids, Polyamines, Cancer, G-quadruplex, Antiproliferative effects
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Capitulo 1 - Introducao

1.1 O cancro
O cancro é uma das principais causas de morte em paises desenvolvidos e a sua incidéncia

tem vindo a aumentar ao longo dos ultimos anos. Os principais fatores apontados como sendo
responsaveis pelo aumento da incidéncia desta patologia sao o envelhecimento da populacéao,
o tabagismo, o sedentarismo, agentes ambientais, agentes quimicos, o alcool e também a
alimentacao'. De acordo com a Organizacao Mundial de Salde estima-se que em 2012 tenham
ocorrido 8,2 milhdes de mortes por cancro em todo o mundo?. No mesmo ano, na Europa foi
estimado terem surgido mais de 3,4 milhdes de novos casos desta doenca®. Em Portugal, o
nimero de vitimas mortais devidas ao cancro em 2014 estima-se que foi cerca de 272002
Acredita-se que o niUmero de casos desta patologia continue a aumentar nos proximos anos. A
nivel mundial os tipos de cancro mais prevalentes sao o do pulmao, da mama, do colo-retal,
do figado, da prostata e do estdmago®. Entre o sexo feminino e masculino, o cancro da mama
€ o mais comum entre as mulheres sendo o da prdstata o mais comum nos homens'>. A
elevada morbilidade, mortalidade e o impacto socioeconémico associado ao cancro tém

levado a varios avancos cientificos nesta area ao longo dos anos.

1.1.1 Carcinogénese
A carcinogénese é um processo complexo em que uma sucessao de alteracdes genéticas leva a

conversao de células normais para células cancerigenas®. Este processo divide-se em trés
etapas: a iniciacdo, a promoc¢ao e a progressao. Na iniciacdo observa-se a modificacao dos
genes envolvidos no cancro. A promocdo é a etapa intermédia e caracteriza-se pela
multiplicacdo alterada das células. A progressao caracteriza-se por uma autonomia de
replicacdo das células, assim como, pela capacidade de invasdo das mesmas’. Os genes
envolvidos neste processo sdo os proto-oncogenes que codificam proteinas que, por sua vez
estimulam a divisao celular. Estes genes podem sofrer mutacdes e, transformando-se em
oncogenes, estimulam proteinas a tornarem-se resultando em proliferacdo celular excessiva.
Os genes supressores de tumores codificam proteinas que inibem a divisao celular, sendo que
mutacoes nestes genes podem também levar a uma proliferacdo desregulada®. Modificacoes
epigenéticas também tém um papel importante na carcinogénese incluindo a metilacdo do
DNA, modificacbes na cromatina, e a modificacdao pos-traducdo de histonas®'?. As principais
diferencas entre as células tumorais e as células normais sdo o seu potencial proliferativo
ilimitado, a perda de inibicdo de crescimento, angiogénese e a capacidade invasiva para

outros tecidos'!.



1.1.2 Prevencao e tratamento
A prevencao e o tratamento do cancro tém-se apresentado como um enorme desafio para a

comunidade cientifica'. Diversas sdo as abordagens atualmente utilizadas para o tratamento,
tais como, a cirurgia, a radioterapia, e a terapia sistémica como a quimioterapia, e a
imunoterapia'. A cirurgia pode permitir a remocao dos tumores solidos com eficacia'™, no
entanto, se o tumor for grande ou afetar tecidos vitais, a remocao cirlrgica pode ser dificil
ou impossivel'>. Atualmente, existem diversos tipos de cirurgia, como a eletrocirurgia que usa
para efeitos de corte e coagulacao a corrente de alta frequéncia aplicados por agulha, lamina
ou elétrodos. Este tipo de cirurgia usa-se principalmente no caso de cancros da pele, da
cavidade oral ou no cancro retal. Outro tipo de cirurgia é a criocirurgia, que envolve a
aplicacdo de azoto liquido no interior do tumor através de uma sonda. A criocirurgia é
utilizada em cancros da cavidade oral, prostata e cérebro. A cirurgia a laser recorre a um
feixe laser para remocdo do tumor, e € usada em retinoblastomas e cirurgia as cordas
vocais'®. A radioterapia consiste na utilizacdo de raios X ou raios Gama para provocar danos
celulares e, desta forma, a morte das células cancerigenas'®'>. A radioterapia pode ser
utilizada isoladamente, como método principal de tratamento, ou como pré-operatoria, ou
pos-operatoria’®. Existem varios tipos de radioterapia, tais como a radioterapia externa em
que os raios provém de um aparelho emissor, a radioterapia interna onde sdo colocados
diretamente no tumor materiais radioativos, e a radioterapia sistémica, onde a radiacdo
provém de um liquido ou de capsulas que contém material radioativo'. A terapia sistémica
consiste em terapias tais como, a quimioterapia, a terapia hormonal e a imunoterapia®. O
objetivo principal da quimioterapia consiste na utilizacdo de farmacos que provoquem a
morte celular das células cancerigenas, preservando as normais. A terapia hormonal baseia-se
na administracdo de farmacos que inibem a biossintese e/ou as acdes de hormonas
especificas de alguns tipos de cancro. A imunoterapia ou terapia bioldgica consiste em utilizar

o0 sistema imunitario no combate as células cancerigenas™.

1.2 G-quadruplex

Em 1953, foi proposto por Watson e Crick, o modelo antiparalelo da estrutura em dupla hélice
de DNA, em que cada cadeia esta unida pelo emparelhamento das bases A/T e C/G. No
entanto, com o decorrer do tempo foi demonstrado que a estrutura de DNA nao ¢é limitada a
esse modelo, podendo adquirir outras conformacdes'. Acredita-se que a maioria do DNA
existe na forma B-DNA, porém, o DNA pode adotar formas, como a A-DNA, uma forma muito
semelhante ao B-DNA, sendo ambas orientadas para a direita, o Z-DNA uma forma cuja
direcao da hélice é orientada para a esquerda (Figura 1), os triplexes (H-DNA), o hairpin, o i-
motif e o G-quadruplex. Este polimorfismo de conformacao é determinado, por exemplo, pela
composicao da sequéncia de DNA, ies e proteinas de ligacdo de DNA'"'®, Por exemplo, o DNA

rico em guaninas (G) pode formar estruturas de quatro cadeias chamadas G-quadruplex'®.



Direcdo da Hélice

(a) A-DNA (b) B-DNA (c) Z-DNA

Figura 1. Conformacdo do A-DNA que é uma estrutura orientada para a direita (a). Conformacao do
B-DNA a sugerida por Watson e Crick, Conformacao Z-DNA orientada para a esquerda. (Adaptado
de?0).

1.2.1 Estruturas do G-quadruplex
As estruturas de G-quadruplex tém uma unidade estrutural basica que é o G-quarteto ou G-

tétrada, isto €, um conjunto planar quadrado de quatro bases de G ligadas por ligacoes
Hoogsteen (Figura 2) 2" Assim sendo, o empilhamento vertical de varias G-tétradas ligadas por
interacoes m-m, resulta no G-quadruplex??. O G-quadruplex pode ter varias topologias, de

acordo com a orientacao das cadeias e o arranjo em “loop”"”.

A formacao e estabilidade do G-quadruplex depende, nomeadamente, de catides
monovalentes. Isto deve-se ao potencial electroestatico negativo criado pelos oxigénios 06 do
grupo carbonilo das guaninas, que formam um canal central na G-tétrada com os catides
localizados no interior da mesma. O Na+ e o K+ sao catides que se ligam eficazmente,
induzindo e estabilizando, assim, o G-quadruplex, sendo que, destes, o K+ é o iao mais

recomendado'”23,
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Figura 2. Estrutura de DNA duplex (a) e estrutura de G-quadruplex (b). (Adaptado de?4).

Com base no nimero de cadeias de DNA, o G-quadruplex pode ser classificado como
intramolecular, tendo uma Unica cadeia, ou intermolecular (Figura 2). Dentro do grupo
intermolecular pode ser bimolecular (duas cadeias; dimero) ou tetramolecular (quatro
cadeias; tetramero) (Figura 3) 2""2°. O G-quadruplex intramolecular depende da orientacao da
cadeia que forma as tétradas, estas estruturas podem ser classificadas em trés grupos:

paralela, antiparalela, ou hibrida (paralela e antiparalela) (Figura 3) 2.

Tetramero Dimero

paralela antiparalela hibrida
G2
o - G10
(&} ]
o G G9
G8 G8
G18 0 G22

Figura 3. Estruturas de G-quadruplex intramoleculares e intermoleculares. (Adaptado de 2677),



1.2.2 Funcoes bioldgicas do G-quadruplex
Ao longo dos anos, tem sido sugerido que o G-quadruplex esta envolvido em diversos eventos

celulares, tais como, a recombinacdo, a replicacdo, e o alinhamento cromossémico. Esta
estrutura também esta envolvida na regulacdo de alguns genes, como por exemplo os
oncogenes c-MYC, c-FOS, c-ABL, c-KIT, entre outros?®?°. Sendo assim, o G-quadruplex tornou-

se num alvo terapéutico na descoberta de novos farmacos?®.

As sequéncias de DNA com tendéncia para formar G-quadruplex tém sido encontradas nos
teldmeros, nos promotores de oncogenes e em regides de troca de imunoglobulinas'®3°. O G-
quadruplex esta envolvido em processos de manutencdo de telomeros pela telomerase e na
regulacdo da transcricao de genes®’. Os teldmeros sdo constituidos por sequéncias repetidas
de CG, contendo sequéncias de DNA 5’-TTAGGG-3’, e estas estruturas estao localizadas nas
extremidades dos cromossomas (Figura 4) 332, Os telomeros atuam como um capa protetora,
estabilizando os cromossomas e prevenindo a sua degradacdo durante a divisao celular®. De
facto, sabe-se que através da divisdo celular os cromossomas sdo replicados e que cerca de 50
pares de bases sao perdidos, uma vez que o mecanismo de replicacdo nao é capaz de
completar a replicacdo até ao fim do cromossoma. Como resultado, os teldomeros ficam mais
curtos apos cada divisao até que a célula gera um sinal que cessa a divisdo celular entrando

assim em senescéncia (Figura 4) 3334,
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Figura 4. Estrutura do teldomero (A). Regulacdo do tamanho do telémero pela telomerase em células
normais e células cancerigenas (B). (Adaptado de?).




No entanto, existem mecanismos que impedem o encurtamento dos telébmeros. A telomerase
€ uma enzima responsavel pela manutencdo dos telomeros promovendo o alongamento do
cromossoma na extremidade 3’, sendo a cadeia complementar, completada pela DNA
polimerase. A telomerase é um complexo ribonucleoproteico que é uma transcriptase
reversa®®, Esta enzima ¢ essencialmente composta por subunidades de RNA (hTERC)
juntamente com a subunidade telomerase transcriptase reversa (hTERT). A telomerase em

células cancerigenas promove a proliferacao celular, invasao e resisténcia a apoptose™.

Assim sendo, a inibicdo da telomerase em células cancerigenas previne a formacao de
tumores. Neste contexto, com a estabilizacao das estruturas intramoleculares de G-
quadruplex formadas nas sequéncias dos telémeros é possivel inibir a acdo da telomerase
prevenindo assim a manutencao dos telomeros. Desta forma, o G-quadruplex tem sido alvo de

estudo para novos ligandos com o objetivo de induzir e estabilizar a sua estrutura®.

1.2.2.1 G-quadruplex em promotores de genes
Estruturas de G quadruplex tém sido encontradas nos promotores de diversos oncogenes,

como o c-MYC, VEGF, HIF-1a, Ret, KRAS, Bcl-2, c-Kit, PDGF-A e c-Myb '7. Em contraste com a
sequéncia telomérica, as regides promotoras de genes sdo mais ricas em regides com
guaninas. De facto, cada regido frequentemente tem mais do que 4 sequéncias de duas ou
mais guaninas seguidas, pelo qual podem potencialmente formar varias estruturas G-

quadruplex (Tabela 1) 7%,

Tabela 1. Comparacdo das sequéncias ricas em guaninas nos promotores de oncogenes e nos
telomeros. (Adaptado de?’).

G3NG3 G3NG3
Myc2345 5'-|GGG T GGG GA GGG T GGG|-3
Myc1245 5'-|GGG A GGG TG GGG A GGG|-3'
VEGF 5./GGG C GGG| CCGG |GGG C GGG|-3'
HIF-1a 5-|GGG A GGG| AGAGG |GGG C GGG|-3'
RET 5-|GGG C GGG| GCG |GGG C GGG|-3
c-KIT21 5-|GGG C GGG| CGCGA |GGG A GGG|-3'
bcl2Mid 5'- GGG CGC GGG AGGAAGG|GGG C GGG|-3'

Teléomero 5'- GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG .3'

O c-Myc é um dos genes mais estudados e esta desregulado em varios tumores,
nomeadamente da mama, do colon, cervical, do pulmao, e em glioblastomas, osteossarcomas
e leucemia mieldide. De facto, constatou-se que este gene desempenha um papel importante

no crescimento celular e na sua proliferacao’”%*. A sua transcricao é 75% a 85% regulada pelo



elemento de hipersensibilidade nuclease lll; (NHEIIl;) (Figura 5). Neste contexto a estrutura
de G-quadruplex atua como um silenciador da transcricao?>?°. Para além da regulacdo pelo
NHEIIl;, existem diversas proteinas que regulam a transcricaio do c-Myc através do G-
quadruplex, como é o caso da NM23-H2 e da nucleolina. Estas duas proteinas tém efeitos
opostos na regulacao, sendo que, enquanto o NM23-H2 desestabiliza o G-quadruplex do

promotor de c-Myc, ativando a transcricao, a nucleolina estabiliza-o, inativando a transcricao
27,36

@% 36>  Transcricao

NHE | 1, 1l 00, IV v
Py

Po [P, Py Poly(A),

CTG ATG Poly(A);

I
S TGGGGAGGGTGGGEGGAGGGEGTGEGGGEGGAAGGTGGGGA
FACCCCTCCCACCCCTCCCACCCCTTCCACCCCT

Figura 5. Promotor do oncogene c-Myc. Regulacao da transcricao pelo G-quadruplex. (Adaptado
de3),

Outro gene muito estudado nesta tematica é o c-Kit, o qual codifica o recetor tirosina cinase
e regula o crescimento e proliferacao celular, encontrando-se sobreexpresso em varios
tumores, nomeadamente da mama, ovario, melanoma, neuroblastoma e
gastrointestinais'”3":38, O gene promotor de c-Kit forma estruturas de G-quadruplex localizado
entre 87-109 pares de bases (KIT1), e 140-160 pares de bases (KIT2)%.

O fator de crescimento VEGF estimula a producdo de novos vasos sanguineos possibilitando a
oxigenacdo e o fornecimento de nutrientes aos tumores solidos, favorecendo a sua
proliferacao. O promotor de VEGF ¢é igualmente rico em guaninas, sendo composto por cinco
extensdes com pelo menos 3 guaninas®. Isto sugere que estas regides sao também suscetiveis
a formacao de estruturas de G-quadruplex que podem ser estabilizadas para regulacdo da

transcricao'.



O Bcl-2 é um gene que esta também sobreexpresso em alguns tumores e que funciona como
um inibidor de apoptose. A regido promotora do Bcl-2 contém seis sequéncias ricas em

guaninas com trés ou mais guaninas 8.

1.2.3 Estabilizacao do G- quadruplex com ligandos
A estabilizacdo do G-quadruplex na sequéncia telomérica inibe a atividade da telomerase, o

que leva a senescéncia e apoptose das células. Como ja referido, a avaliacdo de novos
ligandos seletivos e estabilizadores do G-quadruplex é uma abordagem terapéutica
potencialmente relevante para o cancro®.

Neste ambito, diversos ligandos ja foram avaliados e alguns mostraram seletividade para o G-
Quadruplex, como por exemplo: derivados de antraquinona, quindolina, berberina, porfirina,

telomestatina e esteroides como a malouetina e a funtumina“.

1.2.3.1 Analogos de antraquinona
A estrutura base antraquinonica (Figura 6 (a)) esta presente em varias plantas*. O primeiro

ligando de G-quadruplex a ser reportado foi o BSU-1051 (figura 6 (b)), em 1997, sendo que
estabiliza o G-quadruplex e inibe a atividade da enzima telomerase (ICs5p=23pM) 2440, Neste
ambito, estudos revelam que derivados de antraquinona ligam ao G-quadruplex estabilizando-
o via “threading intercalation mode”, nos quais as cadeias amino terminais empilham com as

regides groove do G-quadruplex*®4!,
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Figura 6. Derivados de antraquinona. (Adaptado de“0).

1.2.3.2 Analogos de berberina

Varios estudos sobre derivados de berberina (Figura 7 (a)) mostraram que estes tém atividade
anticancerigena. De facto, analogos da berberina com substituintes na posicao 9 (Figura 7 (b))
interagem com o G-quadruplex telomérico inibindo a telomerase, enquanto que o derivado
quinolino-benzo-[5,6]-dihidroisoquindolinio (QBDI) (Figura 7 (C) ) mostra afinidade com o G-

quadruplex do c-Myc*.
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Figura 7. Derivados de berberina. (Adaptado de*).

1.2.3.3 Analogos de Porfirina
Outros estudos revelaram que a porfirina tetra(4-N-metilpiridil)porfirina (TMPyP4) (Figura 8)

se liga- ao G-quadruplex telomérico e inibe a telomerase?”. De facto, acredita-se que o
arranjo planar dos anéis aromaticos em analogos de porfirina pode-se ligar ao G-quadruplex.
Neste contexto, estudos de RMN e de UV sugerem que TMPyP4 liga-se fortemente ao G-
quadruplex por empilhamento com as G-tétradas nas extremidades do G-quadruplex?4%,
assim como estudos de CD e RMN sugerem que TMPyP4 se liga ao G-quadruplex paralelo e

antiparalelo®.

Figura 8. Porfirina TMPyP4. (Adaptado de?*).

1.2.3.4 Telomestatina
A telomestatina (Figura 9) € um produto natural constituido por sete aneis de oxazole e um

anel de tiazolina?* e é um importante inibidor da telomerase, exibindo atividade anti-
proliferativa em diversos tumores®. A telomestatina é atualmente o inibidor mais eficiente,
in vitro, da telomerase (ICsg= 5nM) e parece interagir preferencialmente com G-quadruplexes

intramolecolares?*.



Telomestatina

Figura 9. Telomestatina. (Adaptado de??).

1.2.3.5 Esteroides como ligandos do G-Quadruplex
Esteroides, como a malouetina e a funtumina, foram identificados como sendo ligandos do G-

quadruplex, inibindo a telomerase. Destes, um derivado da funtumina, o esteroide FG (Figura
10) também estabiliza o G-quadruplex, tendo-se considerado que os grupos hidrofdbicos
(como os grupos metilo no sistema tetracicliclo) efetuam interacdes hidrofobicas nas regides

groove do G-quadruplex34,

Esteroide FG

Figura 10. Esteroide derivado da funtumina (FG). (Adaptado de“0).

1.3 Esteroides
Os esteroides fazem parte de uma extensa familia de compostos e tém sido amplamente

estudados nos Ultimos anos. Isto deve-se a sua importancia fisioldgica e na medicina sendo a

sua estrutura fundamental no desenvolvimento de novos farmacos*%4.,

1.3.1 Caracteristicas estruturais gerais
Os esteroides tém uma estrutura base denominada ciclopentanoperhidrofenantreno,

constituida por 17 carbonos, dispostos em 4 anéis ligados entre si, sendo trés constituidos por
6 carbonos (anéis A, B e C) e um composto por 5 carbonos (anel D) (figura 11). A numeragao
dos esteroides é efetuada segundo regras estabelecidas pela IUPAC e deve ser iniciada no anel

A, como indicado na figura 5*%. Na maior parte dos esteroides um grupo metilo angular axial
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encontra-se nas posicoes C-10 e outro em C-13, podendo também existir uma cadeia alquilo

-1744, u iveis substitui .
resente no C-174, bem como outros possiveis substituintes

Quanto a sua estereoquimica, quando os substituintes se apresentam acima do plano formado
pelos 4 anéis e determinado pelos metilos angulares, eles sao designados B, sendo
graficamente representados por uma linha preenchida. Quando os substituintes estao abaixo

do plano sao denominados a, sendo representados graficamente por uma linha a tracejado®.

Figura 11. Estrutura do nlcleo esteroide. (Adaptado de*)

1.3.2 Aspetos fisiologicos e farmacologicos
Os esteroides sao encontrados principalmente em animais, plantas e microrganismos. A sua

familia inclui os acidos biliares, as hormonas adrenocorticais, as hormonas sexuais, derivados

da vitamina D, entre outras substancias*+’.

Os esteroides animais derivam do colesterol e regulam algumas funcées nomeadamente o
metabolismo, a digestdo e o funcionamento dos 6rgdos sexuais®. Neste contexto, a presenca
de diferentes grupos funcionais localizados no seu nucleo rigido tem explicado a variedade de
funcdes. Por este motivo, os esteroides tém sido muito importantes no desenvolvimento de
novos farmacos para doencas cardiovasculares, auto-imunes, tumores, osteoartrite, entre
outras®. A titulo de exemplo, alguns esteroides podem ser usados no tratamento de
determinados cancros hormono-dependentes como alguns cancros da mama e da prostata. No
cancro da mama diversos esteroides podem atuar como inibidores da aromatase e como
inibidores de sulfatases®®>'. No cancro da prostata alguns esteroides tém acao inibitoria da
5a-redutase e do CYP 1751,

Os acidos biliares pertencem a familia dos esteroides e sdao também alvo de grande
investigacdo no desenvolvimento de novos farmacos, nomeadamente para tratamentos de

tumores, como antivirais, antifungicos, entre outros*->2,

1.3.3 Acidos Biliares - Aspetos gerais
Os acidos biliares sdo uma familia de moléculas esteroides que derivam do colesterol e sao

sintetizados nos hepatdcitos. Estruturalmente, estes compostos apresentam duas unidades
conectadas, um nulcleo esteroide rigido e uma pequena cadeia alifatica que termina num

alcool ou num acido carboxilico (Figura 12) 43,
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Figura 12. Estrutura do acido célico, um exemplo de um &cido biliar®Z.

Os acidos biliares tém como funcbes principais a regulacdo lipidica (solubilizacdo e
transporte) e a homeostase da glicose e do colesterol**>2, Existem diferentes acidos biliares,
que podem ser agrupados em primarios, secundarios e terciarios. Os acidos biliares primarios,
tais como, o acido colico e o acido quenodesoxicdlico, sdo biossintetizados a partir do
colesterol por duas vias diferentes (Figura 13). Os acidos biliares secundarios, como os acidos
desoxicolico e litocdlico, sao formados a partir dos acidos biliares primarios, enquanto que os
acidos biliares terciarios, como o ursodesoxicolico e o sulfolitocolico sdo obtidos a partir

destes acidos biliares secundarios®.
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Figura 13. Biossintese dos acidos biliares primarios a partir do colesterol. (Adaptado de 2).
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O acido litocélico (Figura 14) é um acido biliar secundario que deriva do acido

quenodesoxicolico por acdo da enzima bacteriana 7a-desidroxilase®.

Figura 14. Estrutura do acido litocolico™.

1.3.3.1 Acidos biliares antitumorais
Além dos papéis ja referidos, os acidos biliares podem também interferir em vias apoptoticas

e inflamatorias. De facto, devido a capacidade citotoxica de varios acidos biliares, estes tém
sido alvo de estudo para o desenvolvimento de novos derivados para o tratamento de diversos
tumores. Neste contexto, varios derivados dos acidos biliares tém mostrado ter acdo anti-
proliferativa e pro-apoptotica em diversas linhas celulares cancerigenas como as de cancro
hepatico, da mama, de leucemia, da prostata, do estomago, cervical, do do intestino e
glioblastoma. Contudo, estes derivados induzem diferentes respostas dependendo da linha
celular e da sua estrutura quimica®*. Por exemplo, em linhas cancerigenas da mama e da
prostata o mecanismo apoptotico associado a acidos biliares sintéticos € o aumento da
regulacao de BAX, p21 e p53. Numa linha do cancro cervical (SiHa) a apoptose induzida esta

associada a c-jun N-terminal kinase e a via NF-kB>®,

Neste contexto, alguns acidos biliares foram estudados e demonstraram efeitos
anticancerigenos, nomeadamente em células do cancro do colon. De facto, o acido colico
mostrou efeitos antitumorais através da inducdo da proteina citoplamatica MAP cinase
(MAPK). Por sua vez, o acido quenodesoxicolico pode induzir a actividade de Ap-1. O acido
ursodesoxicolico também pode inibir a progressao do cancro atrvés da inibicdo do ciclo
celular, pelo bloqueio do ciclo celular na fase G1. O acido litocdlico pode ativar também Ap-1
e induzir Egr-1 pela activacao de MAPK 3. Adicionalmente, alguns estudos tém evidenciado
que o acido litocolico e alguns derivados apresentam atividade antiproliferativa em diversas
linhas celulares como as do neuroblastoma (BE(2)-m17 e SK-n-MCIXC), da mama (MCF-7) e da
prostata (LNCaP e PC-3) 37-%8, Qutros estudos mostraram também que o mecanismo subjacente
a acao anticancerigena em células do neuroblastoma é um mecanismo semelhante ao
observado nas células do cancro da proéstata, tendo-se observado que o acido litocolico
interage com a proteina TGR5, que se encontra na membrana plasmatica. Assim, o acido
litocdlico ativa a via de sinalizacdo cAMP/proteina cinase A (PKA), alterando o equilibrio

redox na mitocondria e a sua morfologia. A ativacdo da caspase-8 leva a permeabilizacao da
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mitocondria, que desencadeia um mecanismo apoptotico que vai incluir a fragmentacao da

mitocondria e a ativacao da caspase -9 e caspase - 3 (Figura 15) 3%,

Crescimento e proliferacao de
células cancerosas vizinhas

Csp-1=——> |nterleucinas -1 e - 18

Mitocdndria

®

Citocromo c/Apoptosoma/Csp-9=»Csp-3———->0¢
Apoptose

Figura 15. Mecanismo de accao anti-tumoral do acido litocolico em células de neuroblastoma.
(Adaptado de®7).

Adicionalmente, derivados de acidos biliares também tém mostrado interesse na descoberta
de potenciais novos farmacos. Por exemplo, conjugados do acido ursodesoxicolico com um
éster glicil metilico (composto HS-1030, Figura 16) mostrou induzir apoptose em células do
cancro hepatico (HepG2) e em células do cancro da mama (MCF-7)%°. Outros acidos biliares
como os acidos quenodesoxicolico e o ursodesoxicolico conjugados com benzil L-fenilalanina
(compostos HS-1199 e HS-1183, respectivamente, Figura 16), e conjugados de acido
quenodesoxicolico com benzil L-alanina (composto HS-1200) induzem a via apoptotica p-53
em células do cancro da mama (MCF-7 e MDA-MG-231) e mostram atividade apoptotica
através da activacao das caspases em células do linfoma humano®-®' | e mostram inibicdo do
ciclo celular na fase G1 em células da prostata (PC-3)2. Os compostos HS-1199 e HS-1200
também foram estudados em células do glioblastoma humano (U87, U118, U373), revelando
activacao da via das caspases, e mostrando a inibicdo do crescimento tumoral. Estes
derivados foram também testados em modelo animal (ratos NOD/SCID) mostrando igualmente

inibicao do crescimento do tumor®.
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Figura 16. Derivados do acido ursodesoxicdlico (a)(c) e do acido quenodesoxicolic (b)(c). (Adaptado
de®).
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Outros derivados de acidos biliares ligados a aminoacidos foram também estudados, como o
acido litocdlico e o quenodesoxicolico conjugados com piperazinilcarboxamidas e foram
testados em células do glioblastoma multiforme (GMB-12), do mieloma (KMS-11) e do
carcinoma do colon (HCT-116), mostrando inibicao de NF-kB e fragmentacdo do DNA e

apoptose das células cancerigenas®.

Por outro lado também ja foram estudados acidos biliares combinados com poliaminas, como
por exemplo, conjugados com a poliamina 3'-azido-3'-deoxitimidina (AZT), usada ja no
tratamento do HIV, demonstrando também efeitos na inducdo da apoptose e inibicdo do
crescimento celular em células cancerigenas do cancro cervical (HelLa) e do cancro renal
(786-0). Além disso, os acidos biliares conjugados podem ser muito Uteis no fornecimento de
farmacos ao figado e ao intestino e melhoram a sua absorcao intestinal ¢°. As poliaminas, por
sua vez, regulam também o crescimento celular®®, interagem com o DNA e modulam a

transcricao de genes®’.
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Capitulo 2 - Justificacao do tema e
objetivos

Dada a prevaléncia do cancro na sociedade e da previsao do aumento de casos desta
patologia, torna-se importante o desenvolvimento de agentes anticancerigenos promissores

no combate a esta patologia’.

Como referido anteriormente, varios esteroides, nomeadamente o acido litocolico, tém
capacidade anticancerigena®>. Assim sendo, neste trabalho serdo sintetizados compostos
derivados do acido litocolico, utilizando duas estratégias de sintese diferentes, sendo o

objectivo final a adicao de poliaminas aos derivados obtidos.

Neste ambito, as células cancerigenas apresentam uma elevada proliferacao celular, e um
sistema de transporte de poliaminas “upregulated” ocorrendo a captacao de poliaminas
exogenas. Por conseguinte, as células cancerigenas podem acumular poliaminas de forma
mais eficaz do que as células normais. Desta forma, a conjugacdo de
compostosantiproliferativos com poliaminas pode ser uma forma de os encaminhar para
dentro das células cancerigenas, através do mecanismo de transporte das mesmas®. As
poliaminas regulam também o crescimento celular®, interagem com o DNA e modulam a
transcricio de genes®’, sendo também estruturas promissoras na interacdo com o G-

quadruplex.

2.1 Objetivos gerais
O objetivo geral deste trabalho consistiu em preparar e avaliar o efeito de diferentes

compostos derivados do acido litocélico na proliferacdo de diferentes células cancerigenas,
pretendendo-se desenvolver e caracterizar potenciais agentes anticancerigenos com acao no

G-quadruplex.

2.2 Objetivos especificos
v Sintese quimica dos compostos derivados do acido litocdlico, purificacdo e

caracterizacao estrutural;

v Avaliacdo da acao antiproliferativa em linhas celulares cancerigenas humanas, como
células do adenocarcinoma da prostata sensiveis a androgénios (LNCaP), células
epiteliais do adenocarcinoma mamario metastatico (MCF-7), células epiteliais do
carcinoma ductal da mama (T47D) e células do glioblastoma humano (U87) e em
células normais, como fibroblastos da derme humana nao cancerigenos (NHDF),

através do ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoélio (MTT);

16



Estudos de fluorescéncia e de localizacao celular por microscopia de fluorescéncia;

Analise de morte celular e de viabilidade celular através do ensaio de citometria de

fluxo com marcacao com iodeto de propidio;

Interpretacao dos resultados obtidos da interacao dos compostos sintetizados com o

G-quadruplex resultantes do ensaio fluorescence resonance energy transfer (FRET).
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1 Sintese Quimica

3.1.1 Reagentes e solventes
Para os procedimentos de sintese, os reagentes utilizados foram o acido litocolico, o

borohidreto de sodio (NaBH,), o dietil-eterato de trifluoreto de boro (BFs.Et,0), o sulfato de
sodio anidro (Na,SQ,), o bis(dibenzilidenoacetona) paladio [Pd(dba),], a trifenilfosfina, e o
terc-butdxido de sodio e foram adquiridos a Acros Organics. O anidrido ftalico, o diisopropil
azodicarboxilato, o 2-diciclo-hexilfosfino-2'-(N,N-dimetilamino)bifenilo (DavePhos), a 8-cloro-
2-hidroxiquinolina, a 7-chloro-4-hidroxiquinolina, a 4-dimetilaminopiridina (DMAP), a N,N"-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), o dietilo azodicarboxilato 40% em tolueno (DEAD 40%), o
cloreto de magnésio (MgCl;) e as poliaminas utilizadas [tetraetilenopentamina e tris(2-

aminoetil)amina], foram adquiridos a Sigma-Aldrich.

Os solventes utilizados nas reacoes e procedimentos de purificacdo foram a acetona, a
piridina, a tetrahidrofurano (THF), o cloroférmio, diclorometano, o n-hexano e o acetato de
etilo, que foram adquiridos a Fischer Scientific. O acido cloridrico (HCl) foi adquirido a

Panreac.

3.1.2 Equipamentos
As reacdes foram realizadas em placas de aquecimento e de agitacdo da marca Heidolph e a

evaporacao dos solventes foi efectuada com o auxilio de evaporadores rotativos da marca
Biichi. Os compostos foram secos em atmosfera de vacuo na estufa Raypa drying oven digit e

a monitorizacao das reacdes usando a radiacao UV 245 nm foi efetuada no leitor CN-15.LC.

Os espectros de infravermelhos (IV) foram obtidos através de um espetrofotometro Nicolet
i510 da Thermo Scientific, em modo ATR, apresentando-se os dados obtidos destes espectros
em frequéncia maxima, expressa em cm''. Os espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN) foram obtidos no espectrometro Bruker Avance Il 400, utilizando as frequéncias de 400
para os espectros de protdo ('H) e de 100 para os espectros de carbono ('3C). O solvente
utilizado para dissolver os compostos para o RMN foi o cloroférmio deuterado ou uma mistura
de solventes com cloroférmio deuterado e Metanol (proporcao v:v). Os dados obtidos nos
espetros de RMN de 'H- estdo indicados pela seguinte ordem: desvio quimico, & (ppm),
integracao, multiplicidade do sinal, constante de acoplamento e indicacao do protao que
originou o sinal. Os espetros de '*C-RMN foram realizados com desacoplamento de protao

sendo apresentados os desvios quimicos observados.
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3.1.3 Procedimentos de cromatografia
As reacoes foram monitorizadas e analisadas através da utilizacdo de placas de cromatografia

em camada fina (CCF) Kieselgel 60 F254 da Merck. Como ja referido, para visualizar as placas
cromatograficas foi utilizado um leitor UV a 254nm, que possibilitou a observacdo dos
compostos com absorcdo UV. Apds a leitura UV, a placa cromatografica é imersa numa
solucdo de revelacdo composta por uma mistura de etanol e acido sulfurico (95:5). De
seguida, a placa é submetida a aquecimento (120°C) numa placa de aquecimento e desta

forma tornam-se visiveis os potenciais produtos no meio reacional.

A purificacdo de alguns produtos reacionais foi efectuada através de cromatografia em
coluna, utilizando-se silica gel (0.063-0.200 nm), da Merck, como fase estacionaria. Os

eluentes utilizados sao indicados segundo a proporcao v/v no procedimento experimental.

3.1.4 Procedimentos experimentais realizados

3.1.4.1 Sintese do 5B-colano-3a,24-diol (C1)%°

(0]

Ho\\‘\\\

Acido Litocélico 5p-Colano-3a,24-diol (C1)

Figura 17. Estrutura do acido litocélico e do composto C1.

Num baldo de 3 tubuladuras de 250 mL, o acido litocolico (2.65 mmol; 1 g) e o NaBH, (20.07
mmol; 0.754 g) foram dissolvidos em THF anidro (30 mL). Seguidamente foi adicionado o
BF;.Et,0 (26.64 mmol; 3.286 mL) gota a gota. A reacdo ocorreu a temperatura ambiente
durante 3 horas sob agitacdo e atmosfera de argon e foi seguida por CCF [eluente:

diclorometano : éter dietilico (1:2, v:v)].

No fim da reacao, foi adicionada uma solucao saturada de cloreto de sodio (NaCl) (50 mL)
gota a gota, seguida pela adicdo de 100 ml de agua e realizou-se a extracdo com
diclorometano (250 mL). No final desta, a fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro
(Na,S0,), filtrada e concentrada com auxilio de um evaporador rotativo, obtendo-se um

produto solido de cor branca, o qual foi seco sob atmosfera de vacuo durante 12 horas.
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Apds a secagem fez-se a recristalizacao usando-se acetona, sendo que apos a dissolucao do
produto a quente, filtrou-se e colocou-se a -20°C durante a noite. Os cristais obtidos foram
recuperados por filtracdo e secos sob atmosfera de vacuo durante cerca de 12 horas,

obtendo-se um produto com um rendimento final de 73,25 % e 1,42 g de massa final.

Apos a purificacao, o produto (figura 17) foi analisado por 'H- e "3C-RMN: 'H RMN (CDCl;, 400
MHz) ppm: 0,646 (3H, s, CH;-18), 0,919 (6H, s, J=5.62Hz CH;-19 e CH;-21), 0,96 - 1,9 (38H,
m), 1,95 (1H, m, J=12.49 CH,-23),3.61 (3H,m, CH-3 e CH,-24).

13C RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 12,05, 18,64, 20,84, 23.38, 24,23, 26,44, 27,21, 28,32, 29,44,
30,57, 31,83, 34,58, 35,36, 35,60, 35,86, 36,47, 40,20, 40,45, 42,11, 42,71, 56,18, 56,52,

63,63, 71,90.

3.1.4.2 Sintese de 24-(7-cloroquinolinil-4-oxi)-colan-3a-ol (C2)7°

Cl

5B-Colano-3a,24-diol (C1) 24-(7-cloroquinolinil-4-oxi) colano-3-ol (C2)

Figura 18. Estrutura do composto C1 e C2.

Num baldo de duas tubuladuras de 250 mL, sob argon, adicionou-se o 5B8-colano-3a,24-diol
(0.778 mmol; 0.284 g), a 7-cloroquinolina-4-ol (0.778 mmol; 0.141 g), a trifenilfosfina (0.778
mmol; 0.205 g), e dissolveu-se em THF (20 mL). Seguidamente, adicionou-se diisopropil
azodicarboxilato (0.778 mmol; 153 pl). A reacdo ocorreu durante 24 horas a temperatura
ambiente. Apods as 24 horas adicionou-se 7-cloroquinolina-4-ol (0.26 mmol; 0.047 g),
trifenilfosfina (0.26 mmol; 0.068 g) e diisopropil azodicarboxilato (0.26 mmol; 0.052 g). A
reacdao ocorreu durante mais 24 horas a temperatura ambiente e foi seguida por CCF

(eluentes: diclorometano : metanol (3:1, v:v) ).

No final da reagao, o produto foi transferido para um balao de uma tubuladura e o solvente

foi evaporado com o auxilio de um evaporador rotativo e seco sob atmosfera de vacuo.

O produto foi purificado através de cromatografia em coluna usando o eluente diclorometano
: metanol (3:1, v:v). Dado que a fracdo que continha o produto ainda continha dxido de
trifenilfosfina, o mesmo foi submetido novamente a purificacdo por cromatografia em coluna

usando o eluente diclorometano : cloroférmio (50:1, v:v).
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Apos a purificacao as fracoes obtidas foram analisadas por 'H e "3C-RMN 400 MHZ, porém nao

foi possivel identificar o produto (figura 18).

3.1.4.3 Sintese do 3a,24-di(8-cloroquinolinil-2-oxi)-5B8-colano (C3) e 24-(8-

cloroquinolinil-2-oxi)-58-colano-3a-ol (C4)7°

Cl

7
| cl
X

3a,24-di(8-cloroquinolinil-2-oxi)-5p-colano (C3)

Cl

5p-Colano-3a,24-diol (C1)

24-(8-cloroquinolinil-2-oxi)-5p-colano-3a.-ol (C4)

Figura 19. Estrutura dos compostos C1, C2 e C3

Num balao de 100 mL de duas tubuladuras, sob atmosfera de argon, adicionou-se o 58-colano-
3a,24-diol (1.5 mmol; 0.543 g), a 8-cloroquinolina-2-ol (1.5 mmol; 0.2695 g), a trifenilfosfina
(1.5 mmol; 0.393 g) 38 mL de THF e, por fim, adicionou-se o DEAD 40% (1.5 mmol; 0.7 mL). A
reacao decorreu durante 26 horas a temperatura ambiente. Apds as 26 horas, adicionou-se
novamente 8-cloroquinolin-2-ol (1.5 mmol; 0.2695 g), trifenilfosfina (1.5 mmol; 0.393 g) e
DEAD 40% em tolueno (1.5 mmol; 0.7 ml). A reacao decorreu a temperatura ambiente durante
26 horas adicionais. Apos esse tempo voltou a adicionar-se todos os reagentes adicionados no
passo anterior. A reacado ocorreu durante mais 26 horas a temperatura ambiente. A reacao foi

seguida por CCF (eluente: diclorometano).

No final da reacao, o produto foi transferido para um baldao monotubulado e o solvente foi

evaporado com o auxilio de um evaporador rotativo e seco sob atmosfera de vacuo.
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O produto foi purificado por cromatografia em coluna usando-se diclorometano como eluente,
obtendo-se dois produtos (figura 19): 3a,24-di(8-cloroquinolinyl-2-oxy)-58-colano (566 mg,
55%) e 24-(8-cloroquinolinil-2-oxi)-58-colano-3a-ol (217 mg, 27,6%)).

Apds a purificacdo, o produto 3a,24-di(8-cloroquinolinil-2-oxi)-58-colano (C3) foi analisado
por 'H e "3C-RMN:

'H RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 0,54 (3H, s, CHs-18), 0,86 (6H, m, CH;-19 e CH;-21), 0,89 - 1,9
(29H,m), 1.97 (1H, t, J=14.16, CH,=23), 4,42 (2H, m, CH,-24), 5.61 (1H, s, CH-3), 6,78 (2H,
dd, J=9,014, CH-33 e CH-33’), 7,07 (2H, m, CH-29 e CH-29’), 7,41 (2H, m, J=8,49, CH-28 e
CH-28’), 7,56 (2H, m, CH-30 e CH-30’), 7,76 (2H, m, CH-32 e CH-32").

13C RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 11,03, 17,65, 20,07, 22,86, 23,18, 23,62, 24,37, 25,18, 25,58,
27,24, 29,38, 29,88, 31,13, 33,90, 34,49, 34,63, 36,41, 38,90, 39,19, 41,67, 55,05, 55,54,
65,87, 70,83, 112,99, 113,59, 122,34, 122,55, 125,15, 125,21, 128,33, 128,46 130,19, 130,26,
136,04, 136,15, 137, 62, 137,76, 141,86, 141,93, 160,93, 161,49.

Apds a purificacdo o produto 24-(8-cloroquinolinil-2-oxi)-58-colano-3a-ol (C4) foi analisado
por 'H e "3C-RMN:

'H RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 0,66 (3H, s, CHs-18), 0,919 (3H, s, CHs-19), 0,972 (3H, d,
J=6,76 Hz, CH5-21), 0,98 - 1,95 (32H, m), 1,98 (1H, m, J=11.96Hz CH,-23), 3.62 (1H, m, CH-
3), 4,53 (2H, m, CH,-24), 6,94 (1H, d, J=8,48 Hz, CH-33), 7,26 (1H, dd, CH-29),), 7,62 (1H, d,
J=8,26 Hz, CH-28), 7,72 (1H, d, J=7,18 Hz CH-30) 7,97 (1H, d, J=8,9 Hz, CH-32).

13C RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 12,06, 18,68, 20,84, 23,39, 24,25, 25,43, 26,45, 27,22, 28,28,
30,59, 32,18, 34,59, 35,36, 35,55, 35,88, 36,47, 40,21, 40,46, 42,13, 42,73, 56,15, 56,53,
66,96, 71,91, 114,13, 123,67, 126,2, 126,32, 129,57, 131,34, 138,89,162,64.

3.1.4.4 Sintese do Composto 5 (C5)7°

Cl

24-(8-cloroquinolinil-2-oxi)-5p-colano-3a.-ol (C4) Composto 5 (C5)

Figura 20. Estrutura dos compostos C4 e C5
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Num baldo de 100 mL de duas tubuladuras em atmosfera de argon, adicionou-se o composto
C4 (0.15 mmol; 0.07863 g), Pd(dba), (16 mol%; 0.01380 g) e DavePhos (18 mol%; 0.01063 g).
Previamente, a amina tetraetilenopentamina (0.3 mmol; 57 pl) e o terc-butoxido de sédio
(0.47 mmol; 0.04497 g) foram dissolvidos em aproximadamente 3 mL de dioxano anidro, que
foram depois adicionados a mistura reacional bem como mais 9mL de dioxano anidro. A
reacao decorreu em refluxo por aproximadamente 25-30h e foi seguida por CCF (eluente:

diclorometano).

Apds o término da reacao, o contelido foi transferido para um baldo de uma tubuladura de

100 mL e evaporou-se o solvente com o auxilio de um evaporador rotativo.

Na purificacdo do produto utilizou-se uma solucao de tolueno (20 mL) com dois equivalentes
de cloreto de magnésio (MgCl,), colocando-se sob agitacdo a solucdo, ocorrendo a formacao
de um produto sélido acastanhado. Apos a filtracdo a vacuo, concentrou-se para metade o
solvente com o auxilio de um evaporador rotativo. Ao fim de 24 horas filtrou-se novamente a
vacuo o precipitado e concentrou-se o produto através do evaporador rotativo’!. Obteve-se

um produto com um rendimento final de 58% e 60,9 mg de massa final.

Apo6s a purificacdo, o produto (Figura 20) foi analisado por IV, "H e 3C-RMN:

'H RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 0,65 (3H, s, CHs-18), 0,917 (3H, s, CH;-19), 0,973 (3H, d,
J=6,12 Hz, CH;-21), 0,98 - 1,95 (34H, m), 1,98 (1H, m, J=12,00 Hz CH,-23), 2,5 (1H, s) 3.62
(1H, m, CH-3), 4,53 (2H, m, CH,-24), 6,94 (1H, d, J=9,29 Hz, CH-33), 7,26 (1H, dd, CH-29),
7,62 (1H, d, J=8,12 Hz, CH-28), 7,72 (1H, d, J=6,96 Hz CH-30) 7,97 (1H, d, J=8,51 Hz, CH-32).

13C RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 12,06, 18,68, 20,84, 23,39, 24,25, 25,43, 26,44, 27,22, 28,28,
30,57, 32,18, 34,59, 35,37, 35,55, 35,87, 36,48, 40,20, 40,45, 42,13, 42,72, 43,98, 56,14,
56,52, 66,95, 71,89, 114,12, 123,66, 16,17, 126,31, 129,57, 131,34, 138,89, 142,96, 162,54.

Andlise IV cm™: 3324,51, 2927,27, 2856,82, 1614,26, 1603,64, 1498,55, 1462,77, 1446,94,
1426,60, 1366,68, 1328,11, 1260,80, 1201,05, 1120,91, 1088,50, 1067,60, 1011,89
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3.1.4.5 Sintese do Composto 6 (C6)7°

Cl

24-(8-cloroquinolinil-2-oxi)-5p-colano-3a-ol (C4) Composto 6 (C6)

Figura 21. Estrutura dos compostos C4 e Cé6

O procedimento para obtencao do composto Cé foi o mesmo descrito na seccao 3.1.4.4, sendo
que neste caso se adicionou a amina tris(2-aminoetil)amina (0.3 mmol; 45 pl). A reacao foi

seguida por CCF (eluente: diclorometano).

O produto foi purificado envolvendo da precipitacao com dioxano durante 48 horas. Obteve-se

um produto com um rendimento final de 48% e 54.60 mg de massa final.

Apo6s a purificacdo, o produto (figura 21) foi analisado por IV, 'H e *C-RMN:

TH RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 0,65 (3H, s, CHs-18), 0,917 (3H, s, CHs-19), 0,973 (3H, d,
J=6,12 Hz, CH;-21), 0,98 - 1,95 (34H, m), 1,98 (1H, m, j=17,11 Hz CH,-23), 2,5 (1H, s) 3.66
(13H, m,), 4,53 (2H, m, CH,-24), 6,87 (1H, m, CH-33), 7,00 (1H, m, CH-29), 7,27 (1H,d), 7,34
(1H, m) 7,47 (1H, m), 7,65 (1H, m, CH-28), 7,82 (1H, d, J=9,00 Hz, CH-30), 7,96 (1H, d,
J=9,91 Hz, CH-32).

13C RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 12,08, 14,12, 18,62, 20,84, 23,39, 24,25, 25,61, 26,44, 27,21,
28,28, 29,70, 30,58, 34,59, 35,36, 35,61, 35,87, 36,49, 40,22, 40,46, 42,12, 42,73, 56,21,
56,53, 66,48, 71,89, 113,33, 123,81, 127,20, 127,39, 129,37, 139,55.

Andlise IV cm™: 3324,74, 2923,86, 2854,96, 1667,12, 1616,09, 1605,09, 1581,24, 1522,83,
1488,07, 1431,31, 1376,08, 1352,53, 1309,19, 1259,45, 1110,84, 1067,57, 1039,61, 1011,86
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3.1.4.6 Sintese do Composto (C7) (Adaptado de 7?)

Acido Litocélico Composto 7 (C7)

Figura 22. Estrutura do acido litocolico e do composto C7

Num balao de duas tubuladuras de 100 mL dissolveu-se o acido litocolico (1.38 mmol; 0.520 g)
em piridina (1.38 mmol; 20 mL). Seguidamente, adicionou-se o anidrido ftalico (4.14 mmol;
0.613 g) e a DMAP (1.38 mmol; 0.168 g). A solucao resultante foi colocada em refluxo e sob
agitacdo magnética durante aproximadamente 19 horas. A reacdo foi seguida por CCF

[eluente: éter de petrdleo: acetato etilo 4:1 (v/v)].

Apods a paragem da reacéo transferiu-se o conteido para um baldo de uma tubuladura de 100
ml e a piridina foi evaporada com o auxilio de um evaporador rotativo. De seguida dissolveu-
se o residuo com acetato de etilo (30 mL) e transferiu-se para uma ampola de decantacao. Ao
contelido da ampola adicionou-se mais 50 ml de acetato de etilo e 20ml de sol. ag. de HCl
10%. Seguidamente, a fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (30 mL) tendo-se
repetido este procedimento mais duas vezes. A fase organica reunida foi novamente lavada
com mais 20mL de sol. aq. de HCl 10%. Por fim, procedeu-se a secagem da fase organica com
sulfato de sddio anidro e posterior filtracdo e evaporagao do solvente com auxilio de um
evaporador rotativo. O produto foi seco sob atmosfera de vacuo por 12 horas, tendo-se obtido

um rendimento final de 89% e 650 mg de massa final.

O produto (figura 22) foi analisado por 'H e "3C-RMN:

'H RMN [CDCls- MeOH 50:50 (v:v), 400 MHz] ppm: 0,67 (3H, s, CHs-18), 0,94 (3H, d, J=6.30 Hz
CH;-21), 0,98 (3H, s, CH3-19), 1,02 - 2,08 (28H, m), 2,27 (2H, m, CH,-23), 4,96 (1H, m, CH-3),
7,57 (3H, m, CH-27, CH-28, CH-29), 7,66 (1H, m, CH-30), 7,78 (1H, m, CH-32)

13C RMN [CDCl;- MeOH 50:50 (v:v), 400 MHz] ppm: 12,30, 18,51, 21,34, 23,61, 24,62, 26,80,

27,53, 28,61, 31,55, 32,42, 35,13, 35,53, 35,92, 36,37, 40,64, 40,98, 42,62, 43,23, 56,58,
56,98, 76,84, 128,91, 129,59, 131,21, 131,65, 132,44, 133,65, 168,97, 177,68.
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3.1.4.7 Sintese do Composto 8 (C8)

o
° Composto 7 (C7) S Composto 8 (C8)

Figura 23. Estrutura dos compostos C7 e C8

Num balao de duas tubuladuras de 100 mL dissolveu-se o composto C7 (0.25 mmol; 0.1312 g)
em 5 mL de THF. Posteriormente dissolveu-se a DMAP (0.15 mmol; 0.0183 g) em 2 mL de THF
e adicionou-se esta mistura, gota a gota, ao balao de reacao. Apds 10 minutos, adicionou-se,
gota a gota, o DCC (0.50 mmol; 0.1032 g) dissolvido previamente em 2 mL de THF. Apos 15
minutos adicionou-se, gota a gota, a tetraetilenopentamina (0.5 mmol; 95 pl) previamente
dissolvida em 2 mL de THF. A reacao decorreu sob refluxo durante 26 horas e foi seguida por

CCF [eluente: acetato de etilo: hexano (4:1; v/v)].

Apds o término da reacao foi transferido o contelido um baldo de uma tubuladura de 50 mL e
evaporou-se o solvente com o auxilio de um evaporador rotativo. O residuo obtido foi seco em

atmosfera de vacuo.

O produto foi purificado através de cromatografia em coluna usando como eluente a mistura
de solventes acetato de etilo : hexano (4:1, v:v). Dado que, a fracdo obtida ainda continha o
subproduto DCU o composto foi submetido novamente a purificacao por cromatografia em
coluna usando o eluente: acetato de etilo : hexano (1:1, v:v), obtendo-se o produto com um

rendimento final de 14% e 24.3 mg de massa final.
Apo6s a purificacdo o produto (figura 23) foi analisado por IV, 'H e "3C-RMN:
H RMN (CDCls, 400 MHz) ppm: 0, 0,65 (3H, s, CH;-18), 0,93 (6H, m, CH;-21 e CH;-19), 1,02 -

2,08 (161H, m), 2,40 (2H, m, CH,-23), 3,47 (9H, m, CH,), 4,04 (7H, s, CH-3 e CH,).

13C RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 53,68, 55,27, 55,71, 124,14, 124,511, 125,07, 128,65, 129,03,
131,67, 138,04, 171,88, 172,31.
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Andlise IV cm™: 3321,89, 2926,71, 2849,43, 1624,54, 1568,24, 1448,12, 1374,71, 1309,54,
1270,72, 1249,19, 1228,16, 1185,57.

3.1.4.8 Sintese do Composto 9 (C9)

NH
NH.
Nk

NH,

Composto 7 (C7) Z ~we - Composto 9 (C9)
N

NH,

Figura 24. Estrutura dos compostos C7 e C9

0 procedimento para obtencdo do composto C9 é similar ao descrito na seccao 3.1.4.7. Neste
caso, adicionou-se a amina tris(2-aminoetil)amina (0.5 mmol; 75 pl). A reacao foi seguida por

CCF [eluente: acetato de etilo : hexano (4:1; v/v)].

O produto foi purificado através de cromatografia em coluna usando como eluente: acetato
de etilo : hexano (4:1, v:v) e obteve-se um rendimento final de 15% e 29,6 mg de massa final.
Apo6s a purificacao, o produto (figura 24) foi analisado por IV, 'H e "3C-RMN:

'H RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 0,65 (3H, s, CHs-18), 0,91 (6H, m, CH;-21 e CHs-19), 0,99 -
2,08 (99H, m), 2,40 (2H, m, CH,-23), 3,47 (4H, m, CH,), 3,66 (3H, m), 3,87 (1H, m) 4,17 (4H,
m) 7,5 (1H, m, CH).

13C RMN (CDCl;, 400 MHz) ppm: 38,55, 42,10, 42,74, 53,52, 56,03,125,51, 135,80, 157,01,
170,29, 178,63.

Analise IV cm™: 3324,23, 2926,22, 2849,38, 1626,02, 1603,13, 1569,07, 1537,76, 1435,80,
1376,54, 1309,90, 1270,31, 1243,10, 1227,42, 1157,78, 1087,16, 1045,66.

3.2 Avaliacao biolégica

3.2.1 Materiais
Para o ensaio com células, o meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) e

meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) foram adquiridos a Sigma Aldrich.
0 Soro Fetal Bovino (SFB) foi adquirido a Biochrom AG. Os antibioticos Ab (solugcao com 10,000

unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina e 25 pg/ml de anfotericina-B) e SP
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(solucao com 10,000 unidades de penicilina e 10mg/ml de estreptomicina) e a tripsina (1 g de
tripsina para 666 ml de PBS/EDTA), o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazolio (MTT), o dimetilsulfoxido (DMSO) a L-Glutamina, o HEPES, o piruvato de
sodio foram igualmente todos adquiridos a Sigma Aldrich. O corante azul de triptano (0,4%)

foi adquirido a Merck e o bicarbonato de sédio (NaHCO3) a Panreac.

Para o ensaio de microscopia de fluorescéncia, a sonda Hoechst 33342 foi adquirida a
Invitrogen. A poli-D-lisina e o paraformaldaido (PFA) foram adquiridos a Sigma Aldrich e o

tampao borato a GE Healthcare.

3.2.2 Equipamentos
Os equipamentos usados ao longo deste trabalho foram; a camara de fluxo laminar vertical

NuAire, de Classell, para realizar a maior parte do trabalho experimental em condicoes de
assepsia; a incubadora Nuaire DHD Autoflow CO, Air-Jacketed, para manter as células a 37°C
numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO,; a centrifuga Bioblock Scientific (Sigma-
3K18C), para separacao das células e do meio em que se encontram; o microscopio otico
Olympus CKX 40/41, para observacao das células; o banho de aquecimento Fisher Scientific,
para aquecimento dos meios de cultura; o leitor de placas Bio-rad xmark spectrophotometer,
para quantificar a absorvancia dos cristais de formazano no ensaio de MTT; o
espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 201/220 UV-Vis para determinacdao do
comprimento de onda de encitacdo dos compostos; o fluorimetro Perkin Elmer Precisely
luminiscence Spectrometer model LS 45 para determinacdao dos comprimentos de onda de
emissdo dos compostos; e o microscopio invertido AxioObserver, Zeiss para realizacdo dos
ensaios de fluorescéncia. Para o ensaio de citometria de fluxo foi utilizado o citometro de
fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, BD) e por fim para a realizacao do ensaio fluorescence

resonance energy transfer (FRET) foi utilizado o Stratagene Mx3005P.

3.2.3 Linhas celulares
Para a realizagdo dos estudos de avaliacdo biologica utilizaram-se cinco linhas celulares

distintas, que incluiram fibroblastos da derme humana ndo cancerigenos (NHDF), células de
adenocarcinoma da prostata sensiveis a androgénios (LNCaP), células epiteliais de
adenocarcinoma mamario metastatico (MCF-7), células epiteliais de carcinoma ductal da

mama (T47D) e células de glioblastoma humano (U87).

Estas células foram geralmente cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? e incubadas a 37°C
sob atmosfera humidificada com 5% de CO,. A substituicao do meio de cultura foi realizada a
cada 2 a 3 dias e as células foram tripsinizadas e expandidas para novos frascos de cultura,

qguando a confluéncia das mesmas era alcancada.
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3.2.3.1 NHDF

As células NHDF (Normal Human Dermal Fibroblasts) sao fibroblastos saudaveis da derme
humana adulta. As NHDF sdo células aderentes que expressam recetores de estrogénios’3.
Estas células foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB, 2
mM de L-Glutamina, 10 mM de HEPES, 1mM de piruvato de sédio e 1% de

antibidtico/antimicotico Ab) a 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de CO,.

3.2.3.2 LNCaP

As células LNCaP (Lymph node carcinoma of the prostate) sao uma linha celular do
adenocarcinoma da prostata sensivel a androgénios. Estas células foram isoladas em 1977, a
partir de uma metastase num nédulo linfatico de um homem caucasiano de 50 anos. As
células LNCaP sao aderentes e podem crescer de forma isolada ou sob a forma de
agregados’#7>, Estas células foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
10% de SFB e 1% de antibidtico SP.

3.2.3.3 MCF-7

As células MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) sao células epiteliais obtidas a partir da
efusao pleural de uma mulher caucasiana com 69 anos que apresentava adenocarcinoma
mamario metastatico. O seu acronimo diz respeito ao local onde foi feita pela primeira vez o
seu isolamento. As MCF-7 sdo células aderentes, sensiveis a estrogénios e crescem em
monocamada’®. Estas células foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified

Eagle Medium), suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico Ab.

3.2.3.4T-47D

As células T-47D sao células epiteliais isoladas a partir de uma efusao pleural de uma mulher
caucasiana com 54 anos que apresentava carcinoma ductal da mama. Estas células
apresentam capacidade aderente, expressam recetores de estrogénios de progestagénios, de
glucocorticoides e de androgénios e formam monocamada em cultura’”’8. As células foram
mantidas com meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico
SP.

3.2.3.5 U87

As células U87 sao célula epiteliais do glioblastoma humano obtidas a partir de um homem
caucasiano de 44 anos. Estas células sdo aderentes e podem crescer em forma de
neuroesferas ou de forma isolada’®. As células foram mantidas com meio de cultura DMEM,

suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico Ab.
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3.2.4 Técnicas de Cultura Celular

3.2.4.1 Preparacao dos meios de cultura
Os meios de cultura indicados para cada linha celular foram referidos na seccao 3.2.3. Os

meios de cultura foram preparados com agua MiliQ e o seu pH foi ajustado usando o
potenciometro para medir e solucées 1M de HCl e NaH para ajustar, sendo 7,4 para o meio de
cultura DMEM e 7,2 para o meio de cultura RPMI. Considera-se o meio de cultura completo
aquele que é suplementado com SFB e meio de cultura incompleto o meio sem a adicao de
SFB.

Apos a preparacao, cada um dos meios foi esterilizado por filtracdo com o auxilio do sistema
de vacuo ligado a camara de fluxo laminar e, seguidamente, foi identificado e datado. Os
mesmos foram armazenados a uma temperatura de 4 a 8°C, em frigorifico. Para utilizacdo dos
meios de cultura nas linhas celulares, foi realizado um aquecimento prévio num banho de

agua a 37°C.

3.2.4.2 Congelamento e Descongelamento de células
Para conservar as células por longos periodos de tempo € necessario armazena-las na

presenca de um reagente crioprotetor (Ex: DMSO) em azoto liquido (-180°C).

Este procedimento permite que as células sobrevivam por um periodo de tempo de cerca de 3
anos. Para tal, quando as células apresentavam confluéncia quase completa, aplicou-se o
processo de tripsinizacdo. Depois de uma etapa de centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet obtido foi ressuspendido num volume adequado de meio de cultura
completo com 10% de DMSO. A suspensao final foi dividida por tubos de criopreservacao (1 ml
por cada tubo), que foram colocados a -20°C por 4 horas, transferidos para -80°C por 1 a 3

dias e, por fim, armazenados a -180°C em azoto liquido.

As linhas celulares usadas ao longo deste trabalho estavam armazenadas em bancos de células
em azoto liquido. O conteldo do tubo de criopreservacdo foi descongelado a temperatura
ambiente. Seguidamente, adicionou-se 3 ml de meio completo, previamente aquecido, a cada
falcon, juntamente com o conteldo da aliquota de criopreservacao. Depois procedeu-se a
centrifugacao a 1000 rpm, durante 8 minutos. O sobrenadante foi descartado com o objetivo
de remover o meio com DMSO e o pellet foi ressuspendido em meio completo. Por fim,
transferiu-se a suspensdo celular para um frasco de cultura de 75 cm?, e adicionou-se 15 ml
de meio de cultura adequado para cada tipo celular. As células foram mantidas a 37°C em

atmosfera humidificada contendo 5% de CO,.
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3.2.4.3 Tripsinizacao
Ao longo do tempo, as células foram ficando confluentes nos frascos de cultura. Apds

atingirem a sua fase exponencial de crescimento, isto é, cerca de 70% a 90% de confluéncia,
recorreu-se a sua tripsinizacdo. A avaliacdo da confluéncia das células foi efetuada por

observacao microscopica.

O processo de tripsinizacao consistiu na aspiracao do meio de cultura, que se encontrava no
frasco. Seguidamente lavou-se as células com 10 mL de tampao fosfato salino (PBS) (90% agua
miliQ e 10% PBS 10x), e apods a aspiracao deste, adicionou-se 3 mL de tripsina. As células
foram colocadas em contacto com a tripsina durante 3 minutos na incubadora, para que as
células aderidas se soltassem e dissociassem. Apos este tempo de incubacdo observou-se as
células ao microscopio para confirmacdo da formacdo da suspensao celular. A neutralizacdo
da accao da tripsina foi feita através da adicao de meio de cultura completo. A suspensdo
resultante foi transferida para um tubo falcon e centrifugada a 1000 rpm durante 8 minutos.
De seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com meio de cultura
completo. A suspensao celular foi colocada em novos frascos de cultura, ou utilizada para

contagem e sementeira para realizacao de um ensaio.

3.2.4.5 Contagem e sementeira celular
A suspensado celular resultante do passo da tripsinizacdo permite semear as células com o

objetivo de realizar ensaios. Contudo, é necessario proceder a contagem do nimero de
células para que estas possam ser semeadas na densidade adequada. Desta forma, retiraram-
se 10 pl de suspensao celular e adicionou-se 10 pl de solucdo de azul de tripano 0,4% num
tubo eppendorf. O conteldo resultante foi aplicado numa camara de Neubauer, procedendo-
se a contabilizacdo do nimero de células em cada quadrante. Para o calculo do volume a
retirar da suspensdo celular em estudo foi necessario calcular a média de células existentes
por quadrante e multiplicar-se o valor obtido por 2 (devido a diluicdo das células pela adigao
da solucao de azul de tripano).Aplicou-se a formula de Neubauer para saber a concentracao

inicial de células para de seguida fazer a diluicao adequada.

No presente estudo, foram preparadas placas multiwells de 48 pocos e preparou-se uma
suspensao celular de 2x10* células/mL. Esta suspensao foi colocada em 35 pocos da placa (250
pl), tendo-se colocado somente meio nos restantes 13, posicionados na periferia superior e
esquerda da placa. A periferia esquerda constitui os zeros do ensaio. A placa foi incubada
durante 48 horas, a fim de favorecer a aderéncia e o crescimento celular antes de proceder a

aplicacao dos compostos.
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3.2.5 Ensaio de viabilidade celular

3.2.5.1 Preparacao e incubacao dos compostos
Para realizar o estudo de viabilidade celular, foram preparadas solucoes mae (10 mM) dos

compostos, C1, C3, C4, C7, C8, C9 em DMSO.

As células foram incubadas com os compostos nas placas multiwells durante 48 horas, num
primeiro ensaio a uma concentracao de 30 pM, para avaliar o seu efeito na viabilidade
celular. Para isso, os compostos foram entdo previamente diluidos no respetivo meio de
cultura adequado para cada tipo de células, sendo a concentracao final de DMSO 0,3%,
verificando-se que esta concentracao de DMSO nao provoca efeito relevante na viabilidade

celular.

Assim, apos a observacao das células ao microscopio, foi removido o meio de cultura e
adicionadas as solucoes dos compostos aos pocos (n=5). A placa continha o “zero” (apenas
meio de cultura, sem células nem compostos), o controlo negativo (apenas células), e os
compostos aplicados e uma Ultima coluna destinada ao DMSO, para analisar também a sua
influéncia nas células. As células foram incubadas com os compostos por 72 horas.

Posteriormente, realizou-se o ensaio MTT para avaliar a viabilidade celular.

ApoOs este ensaio os compostos mais relevantes foram selecionados para o ensaio de
determinacao do ICs, (concentracao de composto que inibe 50% do crescimento celular). Por
conseguinte, a partir das solu¢cbes mae preparadas anteriormente foram preparadas seis
solucdes diluidas no respetivo meio de cultura com as concentracdes de 0,01 uM, 0,1 pM, 1
UM, 10 uM, 50 pM, e 100 pM (Figura 25). Apos a sementeira e sua aderéncia e crescimento
durante 48 horas foram aplicadas estas solucdes as células. Seguidamente, a placa foi
novamente incubada durante 72 horas. Posteriormente, realizou-se o ensaio MTT para avaliar

a viabilidade celular a estas diferentes concentracées de composto.

%"f‘f‘/‘/‘

Figura 25. Esquema representativo das microplacas para o ensaio de curva dose-resposta, com uma
gama de diferentes concentracées (uM). Foram realizados ensaios com n=5, para todas as
concentracoes.
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3.2.5.2 Ensaio MTT

O teste MTT é um ensaio colorimétrico utilizado para a medicdo da citotoxicidade e
proliferacao celular in vitro. Este ensaio baseia-se na capacidade que as células viaveis tém
de reduzir o sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a cristais de
formazano (de cor azul-arroxeado) através da enzima mitocondrial succinato-desidrogenase,
existente no interior de células viaveis. O ensaio MTT depende do numero de células
presentes e da atividade mitocondrial, sendo a quantidade de formazano produzida

considerada proporcional ao niumero de células viaveis”.

Deste modo, ao fim do tempo de incubacdo com os compostos a avaliar, procedeu-se a
aspiracao cuidadosa do sobrenadante de cada poco, lavagem com PBS, e no fim acrescentou-
se, na auséncia de luz, 250 pL da solucao de MTT (5 mg/mL em PBS) dissolvida em meio de
cultura incompleto, que permaneceu durante um periodo de 4 horas em contacto com as
células, numa atmosfera de 37°C em 5% de CO, Apds o tempo de incubacao, aspirou-se
cuidadosamente o sobrenadante existente nos pocos das placas e adicionou-se 250 pL de
DMSO para solubilizar os cristais de formazano obtendo-se uma solucao de cor roxa.
Seguidamente, quantificou-se a absorvancia a 570 nm num leitor espectrofotométrico. A
intensidade da cor é diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazano
formados, sendo que, como referido, a absorvancia esta relacionada com o nimero de células
viaveis no final do ensaio. No fim do ensaio, as placas sdo descartadas no contentor dos

residuos quimicos.

3.2.6 Microscopia de fluorescéncia
A microscopia de fluorescéncia foi realizada com o intuito de se concluir que o composto se

co-localizava no nlcleo. Para a realizacdo da microscopia de fluorescéncia foram tracados os

espectros de excitacao e de emissao dos compostos C3, C4 e C7.

Primeiramente, foram colocadas lamelas nas placas multiwells e depois estas foram
revestidas com solucdo de poli-D-lisina em tampao borato (250 pL em cada poco). O
revestimento das placas passou pela adicao da solucao de poli-D-lisina a cada poco durante
pelo menos 2h30m a 37°C. Seguidamente recolheu-se o excesso de solucdo e realizou-se trés
lavagens com agua estéril. Por fim, para garantir toda a esterilidade do processo, as placas

foram submetidas a luz UV por 15 minutos. As placas foram armazenadas a 4°C.
Apds a tripsinizacao das células U87, estas foram incubadas numa placa multiwell por 24

horas a uma concentracao de 3x10* células/ml. Apds esse periodo de tempo, as células foram

incubadas com os compostos C3, C4 e C7 a 30 pM durante 1 hora e 6 horas.
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Seguidamente fixou-se as células com PFA 4% durante 10 minutos. Apos esse tempo, removeu-
se o PFA e lavou-se com PBS. Na auséncia de luz, adicionou-se o marcador nuclear Hoechst
33342 a 1uM (preparado em PBS-Tween 1%) e incubou-se durante 10 minutos. Depois, aspirou-
se a solucao e lavou-se os pocos trés vezes com PBS. Seguidamente, procedeu-se a montagem
das laminas com entellan. Neste processo, colocaram-se algumas gotas de PBS nas lamelas
para que estas ndao secassem nos pocos durante a montagem. As laminas foram analisadas no
microscopio AxioObserver Zeiss e o software utilizado foi o AxioVision Rel (versao 4.8.1).

Usou-se o laser que opera a 405nm de excitacao para o filtro azul (Hoechst 33342).

3.2.7 Citometria de fluxo
A citometria de fluxo € um método utilizado para avaliar a morte celular e a viabilidade

celular. Neste estudo, o objetivo foi a analise da viabilidade celular por marcacao com iodeto
de propidio (IP). Para o procedimento da citometria de fluxo utilizou-se a linha celular MCF-7
e o composto C8 foi selecionado para o estudo, de acordo com o seu resultado citotoxico
positivo no ensaio MTT. As células foram semeadas em caixas de 6 wells, durante 48horas,
numa densidade de 3x10* células/mL num volume de trabalho de 3mL. Apods este tempo foi
colocado o composto nas concentracoes de 15pM e incubadas durante 24horas. Como controlo
negativo utilizou-se células ndo tratadas e como controlo positivo o composto 5-flourouracilo
a 50uM.

Apds as 24 horas de incubacdo do composto, os sobrenadantes de cada poco foram recolhidos
para diferentes falcons de 15mL, de seguida lavou-se cada poco com 2mL de PBS, recolheu-se
depois para os falcons com os sobrenadantes correspondeste do poco e manteve-se em gelo.
Entretanto procedeu-se a tripsinizacao das células com 700 pl de tripsina e incubou-se por 5
minutos e, seguidamente, adicionou-se 700 pl de meio frio. Por fim, obteve-se uma suspensao
de células que foram colocadas nos respetivos falcons contendo ja o sobrenadante anterior.
De seguida, centrifugou-se durante 5 minutos a 250G, aspirou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em 400 pl de meio frio.

Da suspensao celular resultante transferiu-se 395 pL para tubos de citometria de 5mL,
seguindo-se da adicdo do marcador iodeto de propidio (5 pl). Os tubos foram ligeiramente
agitados, mantidos no escuro e em gelo. Posteriormente, realizou-se a aquisicao de dados no
citometro de fluxo, até um total de 10.000 eventos, para tal utilizou-se software BD

CellQuest Pro para a aquisicdo, e também para a analise de dados.

Para determinar a percentagem de células viaveis e mortas foi necessario determinar e
definir inicialmente trés regides para excluir “debris”. A analise da marcacéo por iodeto de
propidio foi efetuada em dot plots, apresentando apenas eventos contidos nas regides R2 e

R3, por definicao de quadrantes
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3.2.8 Fluorescence resonance energy transfer (FRET)
O ensaio para avaliar a interacao dos compostos com o G-quadruplex foi o fluorescence

resonance energy transfer (FRET), realizado com a colaboracao do grupo liderado pelo Dr.

Jean-Louis Mergny, do laboratorio IECB no INSERM em Franca.

O procedimento experimental foi de acordo com o descrito na literatura®, e foi utilizado o
equipamento Stratagene Mx3005P com comprimentos de excitacao e de emissao de 492nm e
516 nm, respetivamente, e placas de 96 wells para a realizacao do ensaio. Primeiro foi feita
uma incubacao inicial de 5 minutos a 5°C, a cada minuto foi aumentada a temperatura 1°C
até alcancar os 95°C. As amostras continham 0,2 mM de oligonucleétido, 10mM de cacodilato
de litio e concentracdes indicadas de KCl, LiCl e NaCl (para uma concentracao de sal total de
100mM). Para as medicoes na presenca de um ligando a concentracao do mesmo foi entre 5

UM e 10 pM, cada experiencia foi testada em duplicado em pelo menos trés placas distintas.

3.2.9 Analise estatistica
Os resultados graficos provenientes do ensaio de MTT foram expressos como valores médios +

desvio padrao. A comparacao entre os multiplos grupos foi analisada pelo teste t-Student
para determinar a existéncia de diferencas significativas entre as médias. Esta diferenca foi
considerada estatisticamente significativa quando p <0,05. Os valores de ICs indicados foram

calculados a partir da curva dose-resposta por calculos de ajustamento sigmoide.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1 Sintese Quimica
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Figura 26. Esquema geral da primeira via de sintese.
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Figura 27. Esquema geral da segunda via de sintese.
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Os compostos em causa no presente trabalho foram obtidos através de duas vias de sintese
diferentes (figura 26 e figura 27), ambas partindo do acido litocdlico. A primeira via (1)
envolve a reducao do acido litocolico dando origem ao substrato (C1) usado nas reacgdes
seguintes®. As reacoes que sucedem a este primeiro passo correspondem a adicdo de
diferentes quinolinas cloradas através da reacdao de Mitsunobu, com o objetivo de obter os
compostos C2, C3 e C47°. O mecanismo desta reacao envolve trés passos: inicialmente a
trifenilfosfina faz um ataque nucleofilico na presenca de DEAD formando um aduto,

seguidamente da-se a ativacao do alcool e por ultimo a reacao Sy28'.

Os compostos resultantes foram submetidos a um processo de purificacao com o objetivo
principal de se eliminar o oxido de trifenilfosfina resultante da reacdo de Mitsunobu. De
facto, uma das grandes dificuldades sentidas na preparacao deste grupo de compostos foi a
eliminacao do oxido de trifenilfosfina e, para tal, foram tentadas varias estratégias tais como
precipitacoes do mesmo com éter dietilico e com dioxano, mas sem sucesso. Um dos métodos
de purificacao utilizado foi também a coluna de cromatografia. Para isso, o composto C2
impuro foi submetido a duas colunas, ndo tendo sido possivel, contudo, o seu isolamento. O
composto C3 foi isolado pela coluna de cromatografia no entanto nao foi separado totalmente
do oxido de trifenilfosfina. No entanto, o composto C4 foi obtido puro através deste método

de purificacao.

O passo seguinte, efetuado para o composto C4, foi a adicao de duas poliaminas, a
tetraetilenopentamina (C5) e a tris(2-aminoetil)amina (C6), com o auxilio do catalisador
bis(dibenzilidenoacetona) paladio [Pd(dba);]’°. A reacéo realizada foi a reacdao de aminacao
de Buchwald-Hartwig, que consiste em ligar um carbono ao azoto através de uma reacao de
acoplamento cruzado envolvendo o catalisador de paladio. O mecanismo de reacédo inclui
adicao oxidativa do haleto de arilo ao paladio(0), adicdo da amina ao complexo de adicao
oxidativa e desprotonacao seguido por eliminacdo redutiva®?8. Os compostos resultes desta
via de sintese o C5 e o Cé6 foram obtidos puros e o proximo passo sera a avaliacdo bioldgica

dos mesmos num estudo futuro.

Dadas as dificuldades em obter esteroides aminados por esta primeira via sintética e uma vez
que no grupo tinha sido iniciada uma via sintética alternativa envolvendo anidridos, foi
proposta uma segunda estratégia, representada na figura 27. Os compostos obtidos por esta
via (2), usando igualmente o acido litocolico como ponto de partida, resultaram de duas
etapas reacionais. A primeira consistiu na acilacdo do grupo 3-OH do acido litocélico com o
anidrido ftalico, usando-se como catalisador a DMAP, que promove a desprotonacao do OH em
C3, facilitando o ataque nucleofilico ao anidrido ftalico, dando origem ao composto C7, tendo
este procedimento sido adaptado da literatura®. A segunda etapa corresponde a adicao de
duas poliaminas, a tetraetilenopentamina e a tris(2-aminoetil)amina. Esta reacao foi efetuada

através do acoplamento com o DCC, que ativa o grupo carbonilo do acido carboxilico e

38



potencia o ataque nucleofilico da amina®®. Uma desvantagem significativa da utilizacdo do
DCC é a formacao do subproduto diciclohexilureia (DCU), que também foi dificil de separar do
produto final pretendido. Apds alguma pesquisa, foram realizados varios métodos de
precipitacdo, de forma a eliminar o DCU do produto final. Assim, dadas as caracteristicas de
polaridade do DCU e dos produtos reacionais que se pretendiam isolar, tentou-se a
precipitacdo com solventes como o hexano, o acetato de etilo, o éter dietilo e uma mistura
de diclorometano com hexano a 5%. Destas tentativas, a que apresentou melhores resultados
foi o uso de acetato de etilo a 4 °C, apesar de a remocao ter sido pouco eficaz. Apds estas
tentativas de remocdo do DCU, com base na literatura®, decidiu-se efetuar uma coluna de
cromatografia como um método de remocao deste subproduto. Da realizacdo da coluna,
constatou-se que o DCU era o primeiro produto a ser isolado da mesma e o produto de
interesse era eluido posteriormente, tendo sido possivel obter o produto puro. Outra
dificuldade encontrada foi que a reacao originava outros subprodutos, sendo que a solucao
encontrada para este problema foi a de adicionar um catalisador a reacdo. O catalisador

adicionado foi o0 DMAP, que originou uma reducéo significativa de subprodutos®*.

4.2 Avaliacao Bioldgica

4.2.1 Analise dos efeitos dos compostos a 30uM em células LNCaP, MCF-7,
T47D, U87 e NHDF

Apos a purificacao, a avaliacdo do efeito dos compostos sintetizados C1, C3, C4, C7, C8, C9 e
do acido litocdlico (AL) na proliferacdo de células humanas do cancro da prostata (LNCaP), do
cancro da mama (MCF-7 e T47D), do glioblastoma (U87) e em fibroblastos normais da derme
(NHDF) foi realizada através do ensaio MTT. Inicialmente, com o objetivo de se avaliar
genericamente a citotoxicidade dos compostos referidos nas diferentes linhas celulares, estas
foram incubadas a uma concentracao de 30 pM de cada composto em meio de cultura durante
72 horas. Os resultados obtidos neste ensaio inicial estao representados na figura 28 e, de

forma complementar, na tabela 2.

Através da analise da figura 28 e da tabela 2, constata-se que os compostos C8 e C9
apresentam valores de proliferacdo celular abaixo dos 50% para células tumorais LNCaP, MCF-
7 e T47D, o composto C1 apresenta uma proliferacao ligeiramente abaixo dos 50% para as

células LNCaP, assim como o composto C4 para a linha celular T47D.

As células NHDF foram também incluidas no estudo com o objetivo de analisar o efeito
seletivo dos compostos em relacdo as células tumorais e células ndo tumorais. Através da
analise deste primeiro ensaio verifica-se que nenhum composto afeta a proliferacao celular

das células NHDF abaixo dos 50%. Porém, os compostos C8 e C9 levam a uma proliferacao

39



celular relativa de 53,16% e 57,86%, respetivamente, para esta linha celular. Adicionalmente,

alguns compostos (AL, C3 e C4) parecem estimular ligeiramente o crescimento destas células.

Apos este ensaio preliminar, os compostos que apresentaram acao antiproliferativa acima de
50% nas diversas linhas celulares foram submetidos a ensaios para determinacao das curvas
dose-resposta com o objetivo de se estabelecer a relacao do efeito dos compostos com as
concentracoes estudadas. Para tal, incubaram-se os diferentes tipos celulares com os
compostos em concentracoes entre 0,01 uM e 100 pM, durante 72 horas, tal como indicado na
parte experimental da dissertacao. Neste contexto, determinar a concentracao do composto
que inibe 50 % da proliferacdo celular em relacdao ao controlo (ICs) € importante no

desenvolvimento de novos compostos anticancerigenos.
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Figura 28. Proliferacao celular relativa nas diferentes linhas celulares estudadas incubadas com o
acido litocdlico (AL) e os compostos sintetizados, numa concentracao de 30 puM por 72 horas. Os
dados estdo apresentados em relacao ao controlo (100%) e sao representativos de, no minimo, duas
ou trés experiéncias independentes, com n=5 em cada.

Tabela 2. Média das percentagens da proliferacdo celular relativa nas diferentes linhas celulares
estudadas incubadas com o acido litocolico (AL) e os compostos sintetizados, numa concentracao de
30 pM por 72 horas. Os dados estdo apresentados em relacdo ao controlo (100%) e sao
representativos de, no minimo, duas ou trés experiéncias independentes, com n=5 em cada.

Proliferacdo Celular
Relativa (%) LNCaP MCF-7 us7 T47D NHDF
AL 78.23 96.19 84.35 96.04 107.87
C1 44.60 60.47 77.46 78.27 104.82
C3 39.90 75.19 63.87 84.74 110.43
c4 51.07 54.133 66.12 35.25 58.51
c7 107.66 97.95 100.03 101.76 106.67
cs8 39.89 43.79 56.06 43.50 53.16
c9 39.89 45.08 63.95 43.33 57.86
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4.2.2 Determinacao do ICso dos compostos e comparacao dos seus efeitos nas
diferentes linhas celulares

No seguimento do estudo, os compostos C1, C4, C8 e C9 foram avaliados em todas as linhas
celulares cancerigenas e na linha celular ndo cancerigena estudada neste trabalho, e o
composto C3 nas células LNCaP, MCF-7, T47D e NHDF.

Analisando os resultados obtidos na figura 29 constata-se que a baixas concentracées (0,01uM
e 0,14M) o composto C1 nas células LNCaP parece nao originar efeito significativo sobre a
proliferacao celular. No entanto, observa-se uma diminuicao gradual da proliferacao a partir
dessas concentracoes, sendo esta diminuicdo mais acentuada nas concentracées de 50uM e
100pM. Nas células MCF-7, o composto C1 comporta-se de maneira semelhante, no entanto, o
efeito na proliferacao celular em relacao ao controlo comeca a ser significativo logo a baixas
concentracoes. Para a linha celular U87 verifica-se que o composto apresenta efeitos
significativos na proliferacao celular apenas na concentracao mais elevada, verificando-se a
mesma situacao para as células T47D. Observa-se, ainda, um efeito marcado na proliferacao
celular para a linha celular NHDF a concentracoes elevadas. O valor de ICs, foi calculado para
os efeitos deste composto nas células referidas anteriormente (Tabela 3) e, mais uma vez,
pode constatar-se que para as células LNCaP (ICsp= 6,857 pM) e MCF-7 (ICso= 3,442 pM) a
proliferacao celular comeca a ser afetada a baixas concentracées. Para a linha celular U87
observa-se que o ICs, para este composto é marcadamente superior. Porém, obteve-se um ICs
para as células NHDF (ICso= 5,932 uM) com um valor proximo do obtido para o das células que
mostraram melhores resultados, o que pode sugerir que o composto mostra uma baixa

seletividade para as células cancerigenas.
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Figura 29. Proliferacao celular relativa nas linhas celulares LNCaP, MCF-7, T47D, U87 e NHDF
incubadas com o composto C1, numa gama de concentracoes entre 0,01 uM e 100 pM por 72 horas.
Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo negativo,
onde as barras sdo representadas como médias e as linhas o desvio padrado. *p<0,05 versus respetivo
controlo (teste t-Student). Os dados sao representativos de, no minimo, duas ou trés experiéncias
independentes, com n=5 em cada.
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Com base no ensaio preliminar a 30 yM, o composto C3 apresenta uma maior citotoxicidade
para as células LNCaP. Analisando a figura 30, pode observar-se que, para todas as linhas
celulares analisadas ndo existe um decréscimo significativo da proliferacao celular para
concentracoes mais baixas (entre 0,01 pM e 1 pM). Para a linha celular LNCaP comeca a
verificar-se uma diminuicao gradual da proliferacao celular relativa a partir dessas
concentracdes, sendo esta mais acentuada nas concentracoes de 50uM e 100uM. Nas células
MCF-7 verifica-se uma diminuicao acentuada da proliferacao celular apenas na concentragao
de 100 pM. Para a linha T47D observa-se que a diminuicao da proliferacdao é modesta sendo,
contudo, significativa para as concentracées de 50uM e 100uM. Adicionalmente, observa-se,
ainda, que para a linha celular NHDF o composto afeta a proliferacao celular apenas na
concentracao mais elevada. O valor de ICs, foi calculado para este composto nestas células
(Tabela 3), podendo constatar-se que, para haver uma diminuicao de 50% da proliferacao
celular das células LNCaP (ICsp= 10,67 pM) sdo necessarias concentracdes ligeiramente

superiores a 10 M e que para a linha celular NHDF o ICsy mostra-se superior a 100.
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Figura 30. Proliferacdo celular relativa nas linhas celulares LNCaP, MCF-7 e T47D e NHDF incubadas
com o composto C3, numa gama de concentracées entre 0,01 pM e 100 uM por 72 horas. Os dados
das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao
representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo (teste t-
Student). Os dados sdo representativos de, no minimo, duas ou trés experiéncias independentes,
com n=5 em cada.

Analisando a figura 31, pode observar-se que a baixas concentracées do composto C4 (entre
0,01 pM e 1 pM) ndo se verifica uma diminuicao significativa na proliferacao celular em todas

as linhas celulares estudadas. Comparando a generalidade destes resultados podemos

proliferacao para concentracdes iguais ou superiores a 10 pM. Para as restantes linhas, o
efeito de inibicao parece ser mais ténue. O valor de ICso foi calculado para estas linhas
celulares e observa-se que o valor de IC5y mais baixo (ICso= 6,69 pM) ocorreu com a linha

NHDF, o que sugere que o composto podera ser toxico para células normais.
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Figura 31. Proliferacao celular relativa nas linhas celulares LNCaP, MCF-7, T47D, U87 e NHDF
incubadas com o composto C4, numa gama de concentracoes entre 0,01 pM e 100 pM por 72 horas.
Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as
barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-Student). Os dados sdo representativos de, no minimo, duas ou trés experiéncias
independentes, com n=5 em cada.

No seguimento do estudo preliminar, o composto C8 foi igualmente testado em diversas
concentracoes e em todas as linhas celulares estudadas neste trabalho. Analisando a figura
32, que apresenta os resultados obtidos, observa-se que, para a linha celular da prostata
(LNCaP), o composto comeca a afetar a sua proliferacao celular logo a baixas concentracoes,
enquanto que, para as restantes linhas, isso s6 se verifica nas duas concentracées mais
elevadas. O valor de ICsy foi calculado para todas as linhas celulares (tabela 3) e pode
observar-se que para haver uma diminuicdo de 50% da proliferacdo celular das células LNCaP

(ICso= 1,68 pUM) sao necessarias concentracoes superiores a 1 M.

C8,72 horas

& 2007 3 LNCaP
g i 3 MCF-7
B 1501 O 147D
- O us7
©
S 1001 3 NHDF
8 * * .
& ool ﬁ ﬂn « x
g I'l N -
(4] *
? G T T T T T ﬂ T sn T n
o

& Nl o e S o &

& ©

OO

Concentragdes (M)

Figura 32. Proliferacao celular relativa em todas as linhas celulares estudadas e incubadas com o
composto C8, numa gama de concentracdées entre 0,01 uM e 100 pM por 72 horas. Os dados das
percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao
representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo (teste t-
Student). Os dados sdo representativos de, no minimo, duas ou trés experiéncias independentes,
com n=5 em cada.
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A figura 33 apresenta os resultados obtidos na proliferacao celular para o composto C9
testado em todas as linhas celulares estudadas neste trabalho. Com este composto, observa-
se que para as linhas celulares comeca a verificar-se uma diminuicao gradual da proliferacao
celular relativa a partir de 10 pM, sendo esta mais acentuada nas linhas celulares T47D e
NHDF. O valor de ICs foi calculado para todas as linhas celulares verificando-se que para a
linha T47D (ICso= 29,52 puM) e NHDF (IC5o = 6,867 UM) este era mais baixo, sugerindo-se existir

toxicidade deste composto em células normais.
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Figura 33. Proliferacao celular relativa em todas as linhas celulares estudadas e incubadas com o
composto C9, numa gama de concentracoes entre 0,01 uM e 100 pM por 72 horas. Os dados das
percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao
representadas como médias e as linhas o desvio padrdo. *p<0,05 versus respetivo controlo (teste t-
Student). Os dados sao representativos de, no minimo, duas ou trés experiéncias independentes,
com n=5 em cada.

Para efeitos de comparacao, alguns controlos positivos, como o 5-Fluoruracilo (5-Flu), usado
na terapia de diversos cancros como o da mama®-%, e a diosgenina, estudada em diversos
cancros como o da mama e da prostata, e por mostrar inibicado da migracdo celular®, foram

também testados neste trabalho em algumas linhas celulares.

Por analise da tabela 3 com os valores de IC5, obtidos para os compostos em estudo e para os
controlos positivos. Na literatura indica que o 5-Flu para as MCF-7 apresenta um IC5o = 0,71 e
para as T47D um ICsy = 2,80 obtidos pelo ensaio de sulforrodamina B8 Pelo estudo indicado em
8 pelo ensaio de MTT obteve-se um ICso= 12,03 pM para as MCF-7 a 48 horas. Comparando os
valores da literatura com os compostos sintetizados, o composto C1 € o que mostra ser mais
promissor para o cancro da mama, porém, apresenta um ICsy igualmente baixo para a linha
celular NHDF, sugerindo uma baixa seletividade dos seus efeitos. No entanto, pelo ensaio
realizado, o 5-Flu tem um comportamento semelhante nas células NHDF.

A diosgenina, de acordo com a literatura, foi estudada em células da prostata (PC-3) a 48

horas de incubacdo e em concentracdes abaixo de 20 pM nao aparenta afetar a viabilidade
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celular®. Este composto foi também estudado em células do cancro da mama, como as MCF-
7, mostrando que a baixas concentracdes a diosgenina nao afeta a proliferacdo celular®. No
estudo relatado na literatura para as MCF-7 incubadas durante 24 horas com 20 e 30 pyM de
diosgenina, obtiveram-se valores de 52,6% e 99,3%, respetivamente, para a viabilidade
celular®'. Neste trabalho, a diosgenina foi estudada também em células da prostata LNCaP
(ICso = 12,71 yM) e comparando com os compostos sintetizados, parece ser geralmente menos
potente. De facto, os compostos C1, C3 e C8 sdao os que mostram valores de ICsq mais
promissores, sendo que para o cancro da mama sao os compostos C8 e C9 os mais
promissores. No entanto, mais estudos necessitam de ser feitos para complementar e levar a

uma melhor compreensao dos resultados.

Tabela 3. Valores de IC50 para os compostos C1, C3, C4, C8, C9 e os controlos 5-Flu e Diosgenina.

Composto Linha Celular Icso R?
LNCaP 6,857 0,93
MCF-7 3,442 0,74
C1 us7 80,87 0,65
T47D >100
NHDF 5,932 0,89
LNCaP 10,67 0,89
MCF-7 62,76 0,91
C3 ug7 >100
T47D 67,17 0,89
NHDF >100
LNCaP 89,59 0,86
MCF-7 21,58 0,83
Cc4 ug7 56,85 0,87
T47D 35,17 0,93
NHDF 6,69 0,92
LNCaP 1,368 0,83
MCF-7 50,30 0,95
C8 ug7 >100
T47D 71,59 0,65
NHDF 31,75 0,83
LNCaP 33,36 0,85
MCF-7 33,77 0,97
c9 ug7 >100
T47D 29,52 0,96
NHDF 6,867 0,94
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LNCaP 2,227 0,96
MCF-7 = -
5-Flu ua7 - -
T47D - -
NHDF 3,394 0,98
LNCaP 12,71 0,82
MCF-7 - -
Diosgenina ug7 - -
T47D - -
NHDF - -

4.2.3 Citometria de fluxo
A fim de avaliar a morte celular e viabilidade das células MCF-7 expostas ao tratamento com

o composto C8 por 24 horas, foi realizada a técnica de citometria de fluxo, apds marcacao

com iodeto de propidio (IP), um marcador de necrose celular.

A técnica de citometria de fluxo permite descriminar célula a célula, subpopulacdes com base
no seu estado fisiologico e metabdlico. A analise da citometria de fluxo recorrendo a
marcacao pelo IP € um método simples e rapido por diferenciar facilmente células viaveis de

células mortas, criando-se assim duas subpopulacées®?.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo com IP nas células MCF-7 estdo representados
na figura 34 e na tabela 4. O ensaio foi realizado em duplicado estando representados os
resultados de uma das repeticoes.

Os resultados obtidos por este ensaio sugerem que o composto C8 a 15 pM durante 24 horas
nao origina uma morte celular significativa em relacao ao controlo negativo, e o mesmo se
verifica para o controlo positivo, o 5-Flu a 50uM durante 24horas. Este resultado pode sugerir,
por um lado uma acao semelhante a do controlo positivo. Contudo, € importante aumentar o
tempo de incubacdo dos compostos para se perceber com maior confianca como estes afetam

as células.
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Figura 34. “Dot plots” da analise com a marcacao com iodeto de propideo em células MCF-7 controlo
negativo, e tratadas com o controlo positivo, 5-Flu, e com o composto C8. Os quadrantes R2 sao
representativos das células sem IP, e os quadrantes R3 representam as células marcadas com IP.
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Tabela 4. Distribuicao percentual dos eventos pelos quadrantes nos Dot plot da figura 34.

Dot plot Grupo Regido Eventos % gate Total
R2 8298 96,93 71,44
A Controlo
R3 263 3,07 2,26
R2 8116 92,21 67,60
B 5-flu
R3 686 7,79 5,71
R2 7858 95,83 53,80
C c8
R3 342 4,17 2,34

4.2.4 Microscopia de fluorescéncia
A microscopia de fluorescéncia foi realizada principalmente com o intuito de se concluir que

0 composto se co-localizava no nucleo e para tentar perceber qual a sua possivel localizacao
no interior celular. Neste estudo, os compostos analisados foram o C3, 0 C4 e o C7 que tém
estruturas compativeis com a existéncia de fluorescéncia. No entanto, uma das dificuldades
sentidas foi a compreensao do resultado obtido, uma vez que nédo foi possivel visualizar o
composto nas imagens. Assim, para tentar perceber esta situacao, efetuou-se a aquisicao dos
espectros de excitacao e de emissao dos compostos, cujos principais dados estao
representados na tabela 5, concluindo-se que, apesar de existir fluorescéncia, ndo era

possivel excitar os compostos em questao utilizando os canais disponiveis no microscopio.

Tabela 5. Valores aproximados de excitacao e de emissao dos compostos C3, C4 e C7

Composto Excitacao Emissao
Cc3 ‘ 310 450
C4 ‘ 310 380

c7 ‘ 280 350

4.2.5 Interacao com o G-quadruplex
O ensaio para avaliar a interacao dos compostos com o G-quadruplex foi o fluorescence

resonance energy transfer (FRET), realizado em a colaboracao do grupo liderado pelo Dr.
Jean-Louis Mergny, do laboratdrio no IECB, INSERM em Franca. Os compostos avaliados por
este ensaio foram o C1, 0 C3, 0 C4 e o C7, sendo que todos eles deram resultados negativos

para interacao com o G-quadruplex.
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Capitulo 5 - Conclusao

0 cancro é uma patologia com elevada mortalidade e com um grande impacto socioeconémico
nos dias de hoje. O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de novos compostos
derivados do acido litocolico, que pudessem ter interesse como agentes anticancerigenos e
com acao no G-quadruplex. Neste sentido duas vias sintéticas a partir do acido litocélico

foram seguidas tendo sido sintetizados, purificados e caracterizados varios compostos.

A acao antiproliferativa dos compostos sintetizados foi avaliada em diversas linhas celulares
humanas, tais como em células do cancro da prostata (LNCaP), do cancro da mama (MCF-7 e
T47D), de glioblastoma humano (U87) e fibroblastos normais da derme (NHDF), através do
ensaio MTT. Para isso, fez-se ensaio de screenning a 30 UM aos compostos, apds esse ensaio,
para os compostos que mostraram efeitos mais significativos, foi determinado o ICsy, sempre
que possivel, em todas as linhas celulares. Tendo em conta a analise dos resultados e dos
valores de 1Csg conclui-se que o composto C8, ftaloiloxilitocolanodiamida da
tetraetilenopentamina mostra uma acao potente e seletiva para as células LNCaP de cancro

da prostata.

Adicionalmente, pelo ensaio de citometria em que o composto C8 foi avaliado nas células
MCF-7, verificou-se que nao mostrou morte celular, de forma similar ao observado para o

controlo positivo 5-Flu.

O ensaio FRET, demonstrou que os compostos C1, C3, C4 e C7 nao mostram interacao com o

G-quadruplex.

Assim, através deste estudo, foi possivel observar o interesse biologico de novos compostos
esteroides derivados do acido litocélico ligados a poliamidas, embora mais ensaios e testes
tenham de ser aplicados aos compostos mais promissores para aprofundamento dos seus
efeitos e dos seus mecanismos de acado, para a continuacado da avaliacao do seu potencial
interesse como potenciais futuros compostos anticancerigenos.

Como perspetivas futuras a desenvolver neste ambito, sdo de considerar mais ensaios in vitro,

de forma a dar um maior esclarecimento do modo de atuacao dos compostos.
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