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Resumo

0 cancro é uma doenca com elevada mortalidade e morbilidade, tem tido um severo impacto
socioeconomico. Apesar dos grandes avancos cientificos, os farmacos usados atualmente no
tratamento de tumores malignos tém uma eficacia geralmente baixa e efeitos secundarios

severos, o que tem estimulado a investigacao de novos farmacos nas Ultimas décadas.

Os acidos biliares tém sido vastamente utilizados na sintese quimica para desenvolvimento de
novos farmacos, principalmente devido a elevada estabilidade da estrutura base do esteroide,
reatividade das cadeias laterais, baixo custo e alta disponibilidade. Uma estratégia relevante
neste ambito consiste no desenvolvimento de moléculas que possam combinar a estrutura do
esteroide com poliaminas, que possuam potencial acdo anticancerigena, bem como também
com capacidade de interagir e estabilizar o G-quadruplex. De facto, as poliaminas tém o
potencial para participar em interacoes eletrostaticas entre a sua carga positiva ao pH

fisiologico e a estrutura polianidénica do DNA, favorecendo as bioatividades pretendidas.

Assim, neste trabalho, a sintese quimica consistiu, primeiro, na acilacao do acido litocélico ou
desoxicolico com o anidrido succinico, seguido do acoplamento com diferentes poliaminas
usando o DCC como ativador desta transformacao. Posteriormente, os compostos foram
avaliados quanto a sua acdo antiproliferativa através do ensaio MTT nas linhas celulares
LNCaP, MCF-7, T-47D, U87 e NHDF e por citometria de fluxo (em células MCF-7). A capacidade
do ligando interagir com o G-quadruplex e a sua estabilizacdo foi avaliada por dicroismo

circular com uma sequéncia telomérica de G-quadruplex.

Os resultados deste estudo mostraram que os derivados do acido desoxicolico, destacando-se
o produto 7, que parece ter seletividade para tumores hormono-dependentes. No entanto,
esta acdo nao se correlaciona com a estabilizacdo do G-quadruplex telomérico, uma vez que
tem fraco efeito estabilizador desta sequéncia, com tendéncia para estabilizar a topologia
paralela. Os estudos por citometria de fluxo revelam a hipotese de que este composto possa

promover a apoptose das células MCF-7.

Em conclusao, foi possivel sintetizar novos compostos, sendo que um deles, o produto 7,
parece ter algum potencial para continuar a ser estudado e pode ter interesse na criacao de

novos analogos melhorados, com potencial farmacolégico como agentes anticancerigenos.

Palavras-chave

Acido litocélico, Acido desoxicélico, Agentes antitumorais, G-quadruplex, Esteroides.

vii



Sintese e avaliacao biologica de poliaminoamidas esteroides antitumorais que interagem com o G-quadruplex

viii



Sintese e avaliacao biologica de poliaminoamidas esteroides antitumorais que interagem com o G-quadruplex

Abstract

Cancer is a disease with high morbidity and mortality, and with a severe socio-economic
impact. Despite the enormous scientific advances, the drugs currently used in the treatment
of malignant tumors have low efficacy and severe side effects, so this have stimulated

research in the development of new drugs in this area over the past decades.

Bile acids have been widely applied in synthetic chemistry mainly due to their enantiomeric
purity, high stability of the steroid nucleus, reactivity of the side chain groups, low cost and
ready availability. A relevant strategy consists in development of molecules that combine its
core base with polyamines, with potential anticancer action, as well as their capacity to bind
and stabilize the G-quadruplex sequence. In fact, polyamines have the potential to
participate in electrostatic interactions between their positively ionized amines and the

polyanionic sugar-phosphate backbone of DNA, promoting the intended bioactivities.

Thereby, in this work, the chemical synthesis consisted, firstly, in the acylation of lithocholic
or deoxycholic acid with succinic anhydride, followed by the coupling of polyamines using
DCC as a reaction activator of this transformation. Then, the compounds were evaluated for
their antiproliferative action through the MTT assay in LNCaP, MCF-7, T47D, NHDF and U87
cell lines and flow cytometry (in MCF-7 cells). The binding to and stabilization capacity of the

ligand was evaluated by circular dichroism with a G-quadruplex telomeric sequence.

The results of this work show that deoxycholic acid analogues, with emphasis on product 7,
which seems to have cytotoxicity and selective effect on hormone-dependent tumours.
However, this action is not correlated with its telomeric G-quadruplex stabilization, since it
has poor stabilizing effect of this sequence, with a tendency to stabilize the parallel
topology. The flow cytometry studies reveal the hypothesis that this compound might

promote apoptosis in MCF-7 cells.

In conclusion, it was possible to synthetize new compounds and, one of which, product 7,
appears to have some potential to continue being studied and may have an interest in

creating new improved analogues, with pharmacologic potential as anticancer agents.

Keywords
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Grafico 6: Titulacdo de 10uM da sequéncia telomérica 22AG de G-quadruplex com o produto7,
em tampao KCl 10mM e 20% de DMSO. (a) Espetro da elipticidade em mdeg com a
representacao do controlo e composto a 5eq e 10eq, obtidos a temperatura de 20°C com
variacado de cumprimento de onda de 240 a 340nm. (b) Espetro a cumprimento de onda de
263nm, da variacao da temperatura de melting num intervalo de 20°C a 80°C do controlo e
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Grafico 7: resultados da viabilidade celular das células MCF-7 com o marcador iodeto de
propideo, em que o controlo consiste em células sem qualquer tratamento, células tratadas
com o produto 7, como ainda células tratadas com 5-flourouracil, tendo sido incubadas por
24horas apds adicao dos compostos as culturas celulares (3x10* cel/mL). Em que R2=células
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1. Introducao

1.1. Cancro

O cancro é uma patologia com elevada morbilidade e mortalidade a nivel mundial, estando
associado a um enorme impacto socioeconémico. Apesar do rapido avango cientifico neste
campo observado nas ultimas décadas, a sua incidéncia tem vindo a aumentar. Nos paises
desenvolvidos, encontra-se associado a diversos fatores, entre eles, o0 aumento da esperanca
média de vida da populacdo, os comportamentos e habitos de consumo como o tabagismo,
consumo de alcool, aumento do indice de massa corporal e variados fatores ambientais [1].

Em termos epidemiologicos, estima-se que, por exemplo, no ano 2012, apareceram mais de 3
milhdes de novos casos diagnosticados na Europa, e que, destes, cerca de 2 milhdes de casos
anuais incluem cancro da mama, do intestino grosso, da prostata e dos pulmoes, sendo este
Gltimo o mais mortal (Figura 1) [2]. Entre os mais frequentes em termos de género
encontram-se cancros hormono-dependentes, com uma maior frequéncia o cancro da mama

na mulher e no homem o cancro da prostata [1].

Mama
Intestino Grosso

Prostata

Pulmao, traqueia e brénquios W Prevaléncia de 5 anos

B Nimero de mortes

Bexiga @ Numero de casos

Estomago

(o] 500,000 1,000,000 1,500,000 2,000,000

Figura 1: Cancros mais frequentes na Europa em 2012, com a respetiva estimativa de casos, mortalidade
e prevaléncia em 5 anos. (Adaptado de [2])

De acordo com as estatisticas de mortalidade da Liga Portuguesa Contra os Cancro, em
Portugal falecem cerca de 42 mil pessoas por ano com cancro, existindo um gasto de 20
milhdes de euros por ano associado a esta patologia. Com o aumento de casos por ano,
verifica-se um aumento significativo do consumo de medicamentos, nomeadamente os
imunomoduladores, os quais representam a opcao terapéutica mais dirigida [3].

A estratégia terapéutica classica compreende 3 modos de tratamento: a cirurgia, a radiacao e
a quimioterapia. No entanto, esta deve ser individualizada, ou seja, selecionada de acordo
com o tipo de cancro e a sua agressividade, como ainda a reacao do doente ao tratamento,
podendo incluir uma variedade de farmacos com diferentes mecanismos de acao

farmacoldgicos e alvos terapéuticos [4].
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Dentro das estratégias terapéuticas referidas, a quimioterapia continua a ser uma abordagem
efetiva no tratamento do cancro, pretendendo eliminar as células cancerigenas, reduzindo o
crescimento tumoral e aliviando a dor. Os agentes quimioterapicos geralmente interferem de
formas diferentes com o DNA ou RNA, podendo, por isso, dividir-se em diversas classes, como
os agentes alquilantes, os antimetabolitos e os inibidores de topoisomerases [4].

A quimioterapia classica, no entanto, encontra-se associada a mdltiplos efeitos adversos,
como por exemplo alopecia, disfuncao gastrointestinais, toxicidade neuroldgica, disfuncao
cognitiva e imunossupressao, podendo também levar ao aparecimento de infecdes e novos
tumores [5].

A quimioterapia tem, por isso varias limitagcdes. Uma causa importante do insucesso com este
tipo de tratamento é a resisténcia intrinseca ou adquirida pelo tumor ao agente, o que pode
levar ao reaparecimento da doenca. Outra limitacao na utilizacao de compostos
anticancerigenos, como ja referido, é a toxicidade adversa em tecidos saudaveis,
consequente da sua fraca seletividade [4].

Devido a estes fatores, torna-se clara a razdo da constante procura de novas alternativas a
quimioterapia, incluindo a pesquisa de novas moléculas mais seletivas, tendo sempre em
conta o alvo pretendido, sendo que uma dessas estratégias se baseia na inducdo e

estabilizacao de estruturas do G-quadruplex.

1.2. G-quadruplex

A forma de dupla hélice do DNA é a sua estrutura mais conhecida, a qual se mantém unida
devido a complementaridade das suas bases, segundo o modelo de Watson-Crick. No entanto,
os acidos nucleicos tém a capacidade de sofrerem alteracdes estruturais, podendo assumir
diferentes conformacdes, incluindo os triplexes como o H-DNA, DNA hairpins, G-quadruplexes

e i-tetraplexes [6-8].

0 G-quadruplex resulta de uma sequéncia de acidos nucleicos ricos em guaninas, consistindo
numa estrutura altamente organizada de quatro cadeias helicoidais [6]. Tais sequéncias
podem ser encontradas nas extremidades dos cromossomas, mais concretamente nas regides
teloméricas, bem como também em regides de regulacao transcricional de determinados

oncogenes importantes, tais como o c-KIT e c-MYC, sendo biologicamente relevantes [9].

1.2.1. Estruturas

O G-quadruplex é uma estrutura secundaria do DNA, que consiste num empacotamento
multiplo vertical de quartetos de guanina, em que cada um consiste numa base planar de
quatro guaninas estabelecendo ligacdes de hidrogénio entre si, denominadas por ligacoes de

Hoogsteen (Figura 2) [7].

No entanto, para além das ligacoes de Hoogsteen, existem outras interacoes tais como a

interacao m-m entre guaninas dos planos adjacentes e a interacao entre a carga parcialmente
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negativa de determinados oxigénios das guaninas e catides que se situam tipicamente na

posicao octaédrica entre os planos empacotados [6].

|
il
" O
=
.
|
]
X
w

Figura 2: estrutura do quarteto de guanina, com a exemplificacdo do deu empacotamento e
enrolamento do G-quadruplex intramolecular, formado no promotor c-MYC. (Adaptado de [10])

A dependéncia exibida na correlacdo entre o oxigénio da guanina e catides alcalinos
monovalentes, como o K*, Na* e Li*, torna-se relevante para a formacao e estabilizacdo do G-
quadruplex. No entanto, o efeito do K' é superior ao do Na’, uma vez que o primeiro
apresenta coordenacao a oito atomos de oxigénio dos grupos carbonilo presentes no quarteto
adjacente. Porém, tendo em conta que uma cadeia oligomérica de DNA possui a capacidade
de formar diferentes estruturas de G-quadruplex na presenca destes catides, bem como a
elevada prevaléncia de K™ e Na* nas células, verifica-se que as condicdes fisiologicas sao

favoraveis a formagao de G-quadruplex [7].

Para além da concentracao e presenca de catides, a estabilizacao e a formacédo da estrutura
pode ser influenciada por outros fatores, tais como: temperatura, pH e outras moléculas de

baixo peso molecular [9].

No entanto, a maioria das experiéncias que tém como objetivo de estudar o G-quadruplex sao
realizadas in vitro, sendo procedidas em solucdes aquosas diluidas, o que leva a omissao de
varios fatores se as experiéncias fossem realizadas in vivo. Nomeadamente a quantidade de
proteinas com a possibilidade de interagirem, estabilizarem, destabilizarem ou clivarem o G-

quadruplex, outro fator € a presenca de nucleossomas que estabilizam a cadeia dupla [6].

Estruturalmente, as sequéncias presentes entre as sucessivas guaninas, servem de ligacao dos
quartetos empacotados e leva a formacao de loops, num nimero distinto de forma, levando
assim a uma variedade de topologias de G-quadruplex [6, 10]. De facto, o G-quadruplex pode
ser formado intramolecularmente com uma sequéncia rica em guaninas, ou
intermolecularmente entre dois ou quatro conjuntos de sequéncias ricas em guaninas, criando
estruturas bimoleculares ou tetramoleculares, respetivamente [11, 12]. As cadeias adjacentes
constituem o G-quadruplex podem ser paralelos, antiparalelos ou hibridos, estando
relacionado com as ligacoes glicosidicas entre a guanina e a desoxirribose, ja os loops podem
ser laterais, diagonais ou possuir um loop diagonal e dois externos, ou seja encontram-se

opostas uma a outra (Figura 3). Quando todas as cadeias se encontram na mesma direcdo, a
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estrutura de G-quadruplex é considerada paralela e todas as suas bases encontram-se na
conformacao anti, podendo conter os seus loops na posicao lateral. No caso de existir uma
cadeia orientada em direcdo oposta as outras, a estrutura do G-quadruplex € considerada
hibrida, porém se duas cadeias estiverem orientadas para uma direcdo e as outras duas na
direcao oposta, a estrutura é considerada antiparalela e contém bases em posicao anti e sin
[6, 12, 13].

Tendo em conta esta complexidade, existe por isso, um elevado nimero de possibilidades de

estruturas [6].

(R) (B) () (D) (E)

Figura 3: Estruturas e topologias do G-quadruplex: A) tetramolecular com cadeias paralelas, B)
bimolecular com cadeias anti-paralelas e loops diagonais; C) bimolecular com loops laterais; D)
intramolecular com loops laterais; E) intramolecular com um loop diagonal e dois externos. (Adaptado
de [11])

O RNA é uma estrutura de acidos nucleicos também capaz de formar estruturas de G-
quadruplex, sendo até mais estavel que a estrutura de G-quadruplex formada a partir do DNA,
uma vez que nao tem de competir com a estabilidade da estrutura do dupla, como também

apresenta uma elevada gama de sequéncias capazes de formar o G-quadruplex [6, 14].

Por outro lado, o RNA tem a capacidade intrinseca de formar outras estruturas secundarias
complexas, o que pode reduzir o nimero de possiveis estruturas de G-quadruplex de RNA.
Varias funcdes foram propostas para esta estrutura de RNA, que pode incluir um papel
estrutural, como na manutencao da integridade das extremidades dos cromossomas, como
ainda na regulacao translacional, como na repressao de determinados genes, por exemplo
proto-oncogenes. Consegue ainda regular de forma indireta a expressao de genes, ao se ligar
a proteinas, como por exemplo a helicase, mantendo, assim, um equilibrio entre folded e
unfolded do DNA dupla [15].

1.2.2. Implicacbes a nivel biologico

O G-quadruplex desempenha um papel fisiolégico importante, sendo encontrado em elevada
concentracao nos telomeros e em regides de transcricdao, de traducdo e de replicacao,
principalmente promotores, que ao ser estabilizado pode influenciar de forma negativa a

sobrevivéncia e proliferacao celular (Figura 4) [6, 16]. Em contra partida, o potencial de se
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formar o G-quadruplex é elevado no genoma eucariotico, como ainda tem sido preservado ao
longo da evolucao [16].

(d) Ribossoma

(a)

(b)

A . sl
(c)

Figura 4: Locais possiveis das estruturas G-quadruplex na célula, como nos promotores (a) e telomeros
por serem sequéncias ricas em guanina, podendo impedir o processo de replicacdo (b) quando o DNA se
encontra temporariamente desenrolado em cadeia simples (c). No entanto fora do nicleo, o G-
quadruplex pode se formar numa cadeia de mRNA, impossibilitando a traducdo. (Adaptado de [17])

1.2.2.1. Telomeros e Telomerase

Os telémeros sao complexos especializados de DNA e proteinas, presentes nas extremidades
dos cromossomas, contribuindo assim para uma organizacdo espacial e funcional do nlcleo
[18, 19]. A sequéncia telomérica humana consiste em repeticoes continuas do motivo 5’-
GGGGTT-3’ com um cumprimento de 15kb, terminando com uma extensao curta com o
motivo 5’-AATCCC-3’ de 15 a 200 nucledtidos na forma de cadeia simples (Figura 5 (a)) [9,
19]. A manutencao da integridade desta cadeia simples é essencial para a sobrevivéncia da
célula, caso contrario pode estar envolvida na fusdo ndo homologa de cromossomas, levando
a perda genética e encurtamento dos cromossomas, causada durante a divisdo celular, que
consequentemente pode resultar na instabilidade gendmica e senescéncia celular. Por isso
esta curta sequéncia encontra-se normalmente associada a proteinas, como o hPOT1, como

ainda tem a capacidade de formar a estrutura de G-quadruplex [9, 19].

Nas células somaticas humanas, o comprimento dos telémeros diminui a cada divisao celular,
entdo a reversao desta degradacao por mecanismos de manutencao aumenta a capacidade
replicativa da célula. Por isso, a estrutura e a estabilidade dos telémeros encontram-se
intimamente relacionado com o cancro [19, 20]. Neste ambito, duas classes de mecanismos
encontram-se descritas em células tumorais humanas que permitem a manutenciao do
comprimento dos telomeros. A primeira esta relacionada com a enzima telomerase, que
possui a funcao de transcriptase reversa, copiando pequenos motivos TTAGGG nas
extremidades dos teldmeros. Esta enzima ribonucleoproteina é composta por uma subunidade
catalitica, hTERT ou “telomerase reverse transcriptase”, que utiliza a subunidade hTR ou
“telomerase RNA” como modelo no alongamento da cadeia. A telomerase atua ainda no

encapsulamento dos telomeros e na resposta aos danos do DNA. Na maioria dos tumores
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(cerca de 85-90%), a telomerase encontra-se sobre-expressa e pode atuar como um promotor
de tumor, contrastando-se com as células estaminais normais em que a sua presenca € baixa
ou ausente [18, 20, 21].

Cerca de 15% das células apresenta um segundo mecanismo, em que a atividade da
telomerase é ausente, sendo o comprimento do teldbmero mantido através de mecanismos de
recombinacao com um outro teldmero, conhecido por ALT ou “alongamento alternativo dos
telomeros”. Este encontra-se associado com a remodelacdo da cromatina e a metilacdo da
hTR do gene promotor de hTERT [18, 20].

Na protecao dos telomeros também é essencial a ligacao de proteinas ao DNA, por exemplo a
hPOT1 liga-se a cadeias simples associa-se a outras proteinas teloméricas formando um
complexo proteico de protecdo [21]. Sob condicbes fisiologicas, existem estruturas de
protecdo no ciclo celular que se reinem nos teldmeros, com a funcdo de prevenir que as
cadeias simples se encontrem expostas e sejam reconhecidas por mecanismos celulares de
vigilancia, como extremidades de cadeia de DNA danificada, promovendo, assim, a paragem
do ciclo celular num ponto de verificacdo [16]. Uma dessas estruturas é o T-loop, em que a
extremidade do telomero enrola-se sobre si proprio e a cadeia simples 3’ intercala-se com o

DNA duplo com a formacao de um segundo loop, D-loop (Figura 5 (b)) [22, 23].

(@

Cadeia rica em G

Cadeia rica em C

(b) T-loop

D-loop

Cadeia rica em G

Cadeia rica em C

Figura 5: Diferentes configuracoes dos telomeros. (a) DNA telomérico em cadeia dupla e simples; (b) T-
loop formado devido a intercalacao da cadeia simples com o DNA duplo com a formagao de um segundo
loop, o D-loop. (Adaptado de [24])

A extremidade 3’ de cadeia simples nos telomeros termina com uma sequéncia rica em
guaninas que, consequentemente apresenta um elevado potencial para formar G-quadruplex.
Esta estrutura parece ter uma funcao de protecdo nos telomeros, evitando a degradacao
nucleolitica e o alongamento inapropriado promovido pela enzima telomerase [20]. Um
exemplo da formacao do G-quadruplex é durante a replicacdo, por ser um momento em que a

extremidade 3’ de cadeia simples se encontra temporariamente exposta e sem interacao com
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proteinas, existe uma maior probabilidade da formacao do G-quadruplex que parece ter um

papel protetor contra a perda genética durante o ciclo celular [9, 25].

No entanto a formacao de estruturas de G-quadruplex inibem diretamente a atividade da
telomerase, por isso uma opcao de terapia passa pela sintese de ligandos que estabilizem esta
estrutura podendo, entao, interferir com a funcao desta enzima, como ainda atuarem como
possiveis inibidores da mesma e, consequentemente, terem uma potencial acdo

anticancerigena [26].

1.2.2.2. Genes tumorais

Os motivos de G-quadruplex sao muito abundantes em regides promotoras tumorais, com
aproximadamente 50% dos genes a exibirem estas sequéncias nos 1000 pb do local de
iniciacao da transcricao, sugerindo que a formacao do G-quadruplex pode influenciar de
forma temporaria e mecanicamente a atividade transcricional. Assim, a estabilizacdo desta
estrutura de DNA com ligandos pode promover uma alteracao funcional ocorrendo modulacao
especifica da expressao dos genes regulados por estas sequéncias promotoras. Neste
contexto, a regulacdo da expressdo genética via G-quadruplex surge como uma nova
estratégia terapéutica, tendo como alvo doencas relacionadas com os genes, nomeadamente
o cancro [16, 27]. Concretamente, neste caso sabe-se que o G-quadruplex geralmente é
menos usual em promotores de genes supressores de tumores e mais frequente em

promotores de oncogenes, sugerindo a importancia do controlo da sua expressao [16].

Em contraste com o que acontecia nos telomeros, em que a sequéncia envolvida era
principalmente uma cadeia simples de DNA (ssDNA), ja no caso dos promotores, o G-
quadruplex é formado apenas a partir de uma cadeia dupla de DNA (dsDNA). Os promotores
sao ainda, reconhecidos por proteinas especificas, denominadas por fatores de transcricao,
que auxiliam na regulacao transcricional, que no caso de existirem estruturas de G-

quadruplex formadas podera impedir a ligacao destes fatores (Figura 6) [28].

o I Transcrigdo |

DNA

ATG
TAC

Nucleossoma \ RNA polimerase

Figura 6:Influencia do G-quadruplex na expressao genética, podendo inibir a ligacdo de fatores de
transcricao (FT) e abolir a sintese de RNA (1). A presenca do G-quadruplex induz a abertura da cadeia
dupla que facilita o comeco da transcricao (2). Porém pode impedir a acdo da RNA polimerase (3).
(Adaptado de [21])
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O G-quadruplex pode ser encontrado em diversos promotores, nomeadamente ¢c-MYC, c-KIT,
bcl-2, VEGF KRAS e HIF-1a, sendo que, destes, os dois primeiros sao os mais importantes e

mais estudados [28].

1.2.2.2.1. c-MYC

0 ¢-MYC é uma importante oncoproteina e fator de transcricao, que desempenha um papel
importante na proliferacao celular e inducao da apoptose. O gene c-MYC, que codifica esta
proteina, é altamente regulado em células normais. No entanto, a sua sobre expressao esta
associada a progressio de mais de 80% dos tumores, como por exemplo tumores
gastrointestinais, do pulmao, de ovarios e da mama, bem como linfomas nao-Hodgkin e
glioblastomas. A sua desregulacao pode ser resultado de translocacao, mutacao e/ou

amplificacao do gene [29, 30].

A transcricdo de c-MYC esta sob um controlo complexo de mdaltiplos promotores. Um
importante elemento na regiao do promotor de c¢c-MYC denomina-se por elemento de
hipersensibilidade nuclease Ill;, ou NHE lll;, e controla mais de 90% da transcricao de c-MYC.
Este elemento contém cerca de 6 sequéncias continuas de guaninas, podendo surgir
diferentes topologias de G-quadruplex, sendo que a sua estabilizacdo leva a inibicdo da
expressao de c-MYC, com a formacao mais frequente de estruturas intramoleculares com
cadeias paralelas [7, 29].

A regulacdo da expressao de c-MYC através de proteinas pode ser efetuada por 4 diferentes
proteinas, sendo a NM23-H2 e a nucleolina as mais relevantes, as quais foram identificadas
como proteinas que facilitam o desenrolamento e o enrolamento do G-quadruplex,

respetivamente [7, 31].

1.2.2.2.2. c-KIT

O gene c-KIT codifica um recetor de cinase de tirosina, cuja ligacao ao seu ligando ativa uma
cascata de sinalizacao que controla o crescimento e a proliferacao celular. A transformacao
oncogénica do c-KIT e o seu aberrante funcionamento pode ser resultado de uma mutacao ou
sobre-expressao do seu gene e ocorre em varios tipos de cancro e afeta diversos tipos de
células, como mieloides, germinativas, melanodcitos, células hematopoiéticas e intersticiais de
Cajal [29, 32]. A atividade de c-KIT encontra-se elevada em tumores do estroma
gastrointestinal ou “GIST”, e a sua terapia mediante pequenas moléculas, como o imatinib
(Glivec/Gleevec™, da Novartis), encontra-se clinicamente validada, sendo o farmaco referido

um inibidor especifico da cinase de tirosina [32].

Tal como com outras pequenas moléculas para fins terapéuticos contra cinases, o seu uso tem
levado ao surgimento de novos padroes de resisténcia, nomeadamente mutacdes nos locais
ativos destes alvos, levando a diminuicao de ligandos que interagem e, consequentemente, da

eficacia destas terapias. Por isso, em alternativa, a regulacao seletiva de genes a um nivel
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transcricional fornece uma via opcional para a inibicao do c-KIT, como por exemplo pela

estabilizacao do G-quadruplex [28].

Neste contexto, dois motivos de sequéncia de G-quadruplex foram identificados na regido do
promotor c-KIT, denominados de KIT1 e KIT2, sendo que este Ultimo se encontra na regiao

requerida para a atividade do promotor central [32].

Em termos estruturais, foi demonstrado que o c-KIT1 forma é estruturas de G-quadruplex

intermoleculares com cadeias paralelas, enquanto o KIT2 uma estrutura intramolecular [29].

1.2.3. Estabilizacao da estrutura G-quadruplex com ligandos

A estabilizacdo da estrutura do G-quadruplex com pequenas moléculas emergiu como uma
nova abordagem terapéutica, uma vez que tem a capacidade de interferir com a expressao de

oncogenes e com a manutencao dos telomeros pela telomerase em células cancerigenas [33].

No geral, os ligandos com capacidade de estabilizar o G-quadruplex apresentam na sua
estrutura anéis aromaticos, que favorecem a sua interacdo com as tétradas de guanina
através do empilhamento m-m. Os ligandos seletivos do G-quadruplex que apresentam estas
caracteristicas e que mais tém sido estudados foram, nomeadamente, a porfirina catidnica
TMPyP4, a telomestatina, o BOQ1, o BRACO-19, a quarfloxina, e o RHPS4 [33]. Porém, estes
ligandos possuem a tendéncia de se ligarem avidamente e indiscriminadamente a um leque
variado de macromoléculas celulares, como por exemplo a albumina sérica, sendo esta uma
propriedade relacionada com a sua grande superficie hidrofobica. Outra carateristica é serem
altamente lipofilicos, o que possibilita a sua acumulacdo nas membranas da célula, podendo

ocorrer a disrupcao celular [34].

0 ligando ideal para a estabilizacdo do G-quadruplex deve apresentar caracteristicas como a
ter permeabilidade adequada para a membrana nuclear e possuir baixo peso molecular até o
limite 500 daltons, de forma a melhorar a sua entrada na célula, o que nao acontece com a
maior parte dos ligandos atuais, embora existam moléculas que sdo transportadas
eficientemente. Outra caracteristica € evitar usar moléculas que possam possuir toxicidade

celular ou que tenham na composicao grupos funcionais que o sejam [34, 35].

Neste ambito, tém sido desenvolvidas por varios grupos de investigacdo, diversas classes de
pequenas moléculas com a capacidade de se ligar ao G-quadruplex, sendo classificadas de
acordo com a sua natureza cationica, que podem ser ligandos com poliaminas e com
capacidade de protonacao, ligandos aromaticos N-metilados e, por fim, os ligandos

macrociclos neutros [35].

Por outro lado, existem os compostos naturais, sendo que estes, em geral, nao sao favoraveis

para a industria farmacéutica, pois habitualmente possuem uma via sintética complexa e
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dificil de obter estruturas analogas com atividade. No entanto, ao longo dos anos, novas vias
de sintese tém possibilitado ultrapassar alguns desses problemas. Neste grupo pode-se

encontrar a telomestatina, um polioxazol nao carregado [33].

Tendo em conta estes fatores, a sintese de novos compostos com elevado rendimento obtidos
de uma via sintética simples e de baixa toxicidade celular, como ainda apresentar elevada
afinidade, seletividade e capacidade estabilizadora do G-quadruplex, é o objetivo desejavel

de um potencial ligando [33].

1.2.3.1. Telomestatina

A telomestatina (Figura 7) € um composto natural que foi isolado a partir de Streptomyces
anulatus em 2001 por Shin-ya e colaboradores [36], e que tem vindo a ser extensivamente
estudado, devido a sua seletividade para o G-quadruplex e por apresentar propriedades

biologicas [33].

Este macrociclo tem uma estrutura composta por 7 anéis oxazdis que interage por
empilhamento m-m com uma tétrada e por interacdes hidrofobicas, com capacidade
preferencial de estabilizar fortemente a topologia paralela do G-quadruplex telomérico,
apresentando valores de temperatura de melting (AT,,;) de 24°C [33, 37]. Esta estabilizacao
nao requer a presenca de sais, ocorrendo apenas pela adaptacao perfeita entre este ligando e
o G-quadruplex, podendo esta ser a principal razao da sua elevada seletividade, que é cerca

de 70 vezes mais elevada em comparacao com o dsDNA [13].

A telomestatina tem uma forte capacidade de inibir a atividade da telomerase, apresentando
um ICsg entre 0,1 e 5uM. A sua atividade antiproliferativa foi demonstrada numa grande
variedade de linhas de células cancerigenas, incluindo carcinoma pancreatico humano, cancro
da mama, leucemia mieloide e linhas de neuroblastoma, tendo sido ainda demonstrado que

este composto nao é significativamente citotoxico para as células ndo cancerigenas [33].

No entanto, a via sintética da telomestatina é complexa e de baixo rendimento. Contudo,
novos derivados deste composto tém sido desenvolvidos para ultrapassar estas desvantagens
[35, 37].
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Figura 7: Estrutura quimica da telomestatina, um ligando com capacidade de estabilizar a topologia
paralela do G-quadruplex telomérico. (Adaptado de [35])

1.2.3.2.  TMPyP4

As porfirinas tém um interesse particular na area do cancro, mais propriamente no
tratamento fotodinamico, tendo a capacidade de se acumular em tecidos tumorais. Em geral,
apresentam uma estrutura planar composta por multiplos anéis aromaticos, e devido a isto

conseguem também interagir e estabilizar o G-quadruplex [9, 28].

O TMPyP4 ou 5,10, 15,20-tetra-(N-methyl-4-pyridyl)porphyrin (Figura 8), € uma das porfirinas
cationicas mais estudadas, conseguindo inibir a atividade da telomerase com um ICs, de cerca
de 6uM, como ainda diminui a expressao de oncogenes, como o ¢c-MYC, o c-KIT e o bcl-2 [28,
33]. A atividade biologica desta porfirina tem vindo a ser investigada em diversas linhas
celulares cancerigenas humanas, obtendo-se ICsy entre 23 e 310uM, nomeadamente em linhas
celulares de cancro da mama, linfoma, retinoblastoma e leucemia. Adicionalmente foi
também estudada em linhas celulares nao cancerigenas, no entanto, apresentou uma

moderada a intensa citotoxicidade, com um ICsq abaixo de 13uM [33].

Além disso, demonstra possuir uma baixa seletividade entre o G-quadruplex e o dsDNA,
contudo pode interagir e estabilizar, preferencialmente a topologia paralela do G-quadruplex.
Contudo, ao contrario da telomestatina, possui uma via sintética acessivel, e a sua multipla

interacao com o G-quadruplex encontra-se francamente caracterizada [33].

N
\

TMPyP4

Figura 8: Estrutura quimica do ligando TMPyP4, que possui a capacidade de estabilizar a topologia
paralela do G-quadruplex. (Adaptado de [35])
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1.2.3.3. Outros ligandos

Para além dos ligandos telomestatina e TMPyP4, existem muitos outros compostos de
diferentes naturezas e origens a serem estudados como potenciais ligandos de G-quadruplex.
A classe dos compostos naturais e os seus derivados, em particular, tém sido usados ha muito
tempo na medicina ocidental e oriental, uma vez que varios destes, por serem de baixo custo
e estarem disponiveis, tém vindo a atrair a atencao para o seu uso e para sintese dos seus
derivados. De facto, muitas destas moléculas tém sido identificadas como potenciais

antitumorais, incluindo a camptotecina e a colquicina [11].

Além disso, a complexidade e a diversidade molecular, e a elevada seletividade e atividade
biologica especifica sdo também caracteristicas dos produtos naturais, bem como ainda o
facto de muitos destes terem a capacidade de se ligarem a recetores, pelo que, considerando
as suas caracteristicas, deve-se considerar a possibilidade de procurar novos produtos naturais

e seus de derivados para a interacao e estabilizacao do G-quadruplex [11, 35].

Em 2007, Brassart e colaboradores identificaram dois compostos com capacidade de interagir
com o G-quadruplex telomérico e induzir o desencapsulamento dos telémeros [38]. Estes
compostos derivam dos produtos naturais malouetina e funtumina (Figura 9), sendo que o
primeiro destes & um esteroide alcaloide que foi isolado a partir das folhas de Malouetia
bequaertiana em 1960, tendo sido descrito como inibidor da atividade neuromuscular e
moderadamente toxico [39]. Por sua vez, a funtumina foi isolada de Funtuma latifolia stapf,

apresentando propriedades cardiotonicas [38].

Estes dois compostos naturais e seus derivados apresentam uma estrutura nao planar e nao
aromatica, sendo a funtumina guanil-hidrazona, ou FG, o que possui maior capacidade de
estabilizacdo do G-quadruplex telomérico principalmente por interacdo hidrofébica entre o
composto e a cavidade maior da conformacao antiparalela [11, 38, 40]. Comparativamente
com a malouetina, demonstrou-se que o FG é um potente agente antiproliferativo de linhas
celulares cancerigenas, como por exemplo de carcinoma pulmonar. O mesmo se verifica em
relacao a seletividade entre o G-quadruplex e o dsDNA, em que o FG tem uma maior

seletividade que a malouetina, porém inferior a da telomestatina [38].
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H.‘,N"'" H Funtumina guanil-hidrazona
H (esteroide FG)

Figura 9: Estrutura quimica de derivados de esteroides. (Adaptado de [38])

Dentro do grupo dos esteroides, encontra-se a classe dos acidos biliares, os quais
desempenham um papel importante ao nivel bioldgico, tendo ja varios compostos deste grupo
sido estudados pela sua capacidade de interagir com o DNA, e pelo seu efeito antitumoral e
antimicrobiano [40, 41]. Neste contexto, o BAA (Figura 10) é um dimero de acido colico
conjugado com aminoacidos que consegue seletivamente induzir a formacdo do G-quadruplex
paralelo intramolecular na regiao promotora do oncogene c-MYC [42]. A sua atividade
antiproliferativa foi observada numa linha celular cancerigena da mama, mais propriamente
na linha MCF-7, onde apresentou um ICs, de cerca 10pM, bem como um decréscimo de 21% da

expressao de c-MYC a uma concentracao de 1uM [42].

COOCH;

OH HN

HO

Figura 10: Estrutura do composto BAA, formado por dois acidos colicos interligados por um aminoacido,
com capacidade de interagir com o G-quadruplex e estabilizar a topologia paralela. (Adaptado de [42])

No entanto, como estes compostos pertencentes a classe dos esteroides, podem ser

modificados de forma a melhorar a sua seletividade e poténcia [38].
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1.3. Esteroides

1.3.1. Generalidades estruturais

Os esteroides consistem numa classe de compostos de grande importancia que tém vindo a ser
estudados ao longo das ultimas décadas, devido ao elevado interesse pela sua acao em termos
fisiologicos, patoldgicos e farmacologicos. Esta classe de compostos é formada por moléculas
geralmente lipofilicas, biologicamente ativas e derivadas do terpeno, mais propriamente do
triterpeno [41, 43].

Quimicamente os esteroides apresentam, habitualmente, como estrutura base um conjunto
de 17 carbonos no total, que formam um esqueleto com 4 anéis denominado de
ciclopentanoperidrofenantreno. Ao nivel bioldgico, todos os esteroides derivam da via

biossintética da acetil coenzima A [41, 44].

Figura 11: Estrutura base do esteroide, com a representacao dos quatro anéis designados pelas letras A,
B, C e D, e respetiva numeracgao dos carbonos. (Adaptado de [41])

Os seus quatro anéis sdo designados com as letras A, B, C e D, e a numeracao dos carbonos
inicia-se no anel A (Figura 11).

Todas as moléculas desta classe possuem a mesma estrutura base, no entanto diferem no grau
de metilacao nos carbonos 10 e 13, e na cadeia carbonada ligada ao C17, podendo possuir
insaturacdes e grupos funcionais como cetonas, acidos carboxilicos e alcoois, entre outros,
podendo-se originar ligacdes a, sendo representadas em tracejado, ou ligacées B,
representadas por linhas solidas [41, 44, 45]. A fusdao dos anéis é habitualmente trans e as
faces sao definidas pelos grupos metilo angulares, sendo que estes tém configuracao beta.
Adicionalmente, é o substituinte em C17 que determina principalmente as diferentes séries
de esteroides. As modificacGes estruturais dos esteroides promovem alteracdes significativas
nas suas propriedades, e consequentemente na sua atividade, tanto em termos bioldgicos
como farmacologicos [41].

Os esteroides sao vastamente usados como agentes terapéuticos na medicina, nomeadamente
como diuréticos, anticoncecionais, anti-inflamatdrios, na regulacdo do metabolismo de

hidratos de carbono e proteinas, na diferenciacdo sexual e na terapia do cancro [46].

Na classe de esteroides encontram-se incluidos o colesterol, hormonas esteroides, acidos

biliares e esteroides provenientes de plantas ou fitoesterois. Dada a sua relevancia e
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potencial, continuam a ter uma grande atencdo da quimica organica e medicinal com o

objetivo de se desenvolverem novos farmacos [41].

1.3.2. Acidos biliares

Os acidos biliares sao moléculas anfifilicas sintetizadas a partir do colesterol, exclusivamente
no figado, e secretados pela bilis. Estes compostos auxiliam a digestao nos intestinos,
promovendo a absorcao dos lipidos ingeridos, esteroides e vitaminas lipofilicas. A maior parte
dos acidos biliares sao reabsorvidos no ileo e transportados de volta ao figado ocorrendo
recirculacdo entero-hepatica, sendo de novo secretados pela vesicula biliar. Os acidos biliares
também possuem a capacidade de promover a excrecao de colesterol nao metabolizado para
a bilis [47-49].

A conversdo enzimatica do colesterol em acidos biliares e a excrecao biliar do colesterol
constituem mecanismos importantes para remover este substrato do organismo.
Adicionalmente, os acidos biliares tém a capacidade de se ligarem a recetores nucleares, que
consequentemente regulam a expressio dos genes responsaveis pela homeostase do
colesterol. Além disso, também intervém na regulacdo do metabolismo energético da glucose
e lipidica, no metabolismo de farmacos e na modulacdo da resposta imunitaria, a partir da
ativacao e recetores intracelulares [47, 48].

Estruturalmente, os acidos biliares apresentam o esqueleto comum aos esteroides,
diferenciando-se destes por possuirem um grupo hidroxilo em C3 e uma cadeia carbonada
lateral em C17 composta por 5 carbonos e terminando num acido carboxilico [46].

A fusdo em cis dos anéis A e B dos acidos biliares da a origem a uma curvatura da molécula,
que acaba por formar uma concavidade, providenciando propriedades diferentes as duas
faces criadas. Nos acidos biliares, a face concava, ou face a, é hidrofilica devido a presenca
dos grupos hidroxilo e do acido carboxilico da cadeia lateral, enquanto a face B é hidrofdbica
por haver atomos de carbono (metilos angulares) e hidrogénios, a excecao do acido
ursodesoxicolico que possui um hidroxilo na posicdo 7, sendo, por isso, o composto mais
hidrofilico dos acidos biliares (Figura 12). A fusdo dos anéis A e B também pode ser em trans,

no entanto, as juncoes entre os anéis B e C e C e D sao habitualmente em trans [41, 44-46].

Face B Acido biliar R! R?
CHy - Ursodesoxicdlico OH (7B) H
—. o Célico OH OH
/ ™ 3 ) Quenodesoxicdlico OH H
Desoxicdlico H OH
Litocdlico H H
OH =0
/
HO)

Face «

Figura 12: Estrutura quimica dos acidos biliares, com a representacao da face a e face B, dada pela
fusao em cis do anel A e B. (Adaptado de [50])
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A biossintese dos acidos biliares a partir do colesterol envolve pelo menos 5 passos, estando
envolvidas 17 enzimas, no entanto, pode ndo ser uma sintese direta (Figura 13). Neste
contexto, julga-se que a primeira fase seja o passo limitante da reacao, em que ocorre a
oxidacdo do colesterol pela 7a-hidroxilase ou CYP7A1 no reticulo endoplasmatico, formando
7a-hidroxicolesterol. Este € convertido em 7a-hidroxi-4-colesten-3-ona, por acdo de uma
desidrogenase, denominada por HSD3B7. A partir deste intermediario iniciam-se duas vias
importantes na biossintese dos acidos biliares primarios que levam a formacao de acido cdlico
e de acido quenodesoxicolico. A hidroxilacao do carbono 12 pela CYP8B1 leva a formacao da
estrutura base do acido colico, que por sua vez é reduzido estereosseletivamente no carbono

5. Ja o acido quenodesoxicolico nao ocorre a hidroxilagao no carbono 12 [47, 51].

Outro passo metabolicamente importante é mediado pela enzima 27-hidroxilase ou CYP27A1 e
ocorre na mitocondria, que catalisa a clivagem oxidativa da cadeia lateral, sendo esta uma
das enzimas mais importantes na regulacdao da biossintese dos acidos biliares, e que
juntamente com a enzima CYP8B1 regulam o equilibrio do racio acido célico/ acido

quenodesoxicdlico [47, 48, 51].

Os acidos biliares podem ser classificados como primarios, ou seja tém origem a partir do
colesterol, que sdao o acido colico e quenodesoxicolico, e secundarios por resultarem da
transformacado dos anteriores pelas bactérias durante a passagem pelo intestino, ou seja o

acido litocolico e desoxicolico (Figura 13) [48].
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Figura 13: Resumo da biossintese dos acidos biliares a partir do colesterol, sendo convertido em 7a-
hidroxicolesterol por acdo da enzima CYP7A1, que posteriormente a desidrogenase HSD3B7 converte-a
em 7a-hidroxi-4-colesten-3-ona. A partir deste intermediario iniciam-se duas vias de sintese com
diversas enzimas, culminando na producao pela enzima CYP27A1 de acido cdlico e quenodesoxicolico,
sendo estes os acidos biliares primarios. No intestino grosso, por acao de enzimas bacterianas ocorre a
remocao do grupo hidroxilo do carbono 7, convertendo o acido cdlico e quenodesoxicolico em acido
desoxicdlico e litocdlico, respetivamente. Posteriormente sdo excretados ou entram na circulacao
enterohepatica. (Adaptado de [47])

Os acidos biliares primarios sdo secretados na forma conjugada com a glicina ou taurina e, no
intestino sdo biotransformados. Nos intestinos delgado e grosso, cerca de 10% dos acidos
biliares conjugados sao desconjugados por acdo de hidrolases bacterianas, tornando-se acidos
biliares livres. Estes tém a capacidades de atravessar a membrana plasmatica por difusdo
passiva, sendo, assim, reciclados ao longo do trajeto intestinal. No intestino grosso ocorre a
remocdo do grupo hidroxilo no carbono 7, formando-se o acido litocolico e o acido
desoxicolico a partir dos acidos quenodesoxicolico e colico, respetivamente. Estes acidos
biliares secundarios sdao os mais hidrofobicos desta classe de esteroides, sendo, por isso,

habitualmente os mais citotoxicos. Adicionalmente existem ainda os acidos ursodesoxicolico e
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sulfolitocdlico, acidos biliares terciarios, que se formam a partir dos que foram absorvidos e
que entram na circulacdo enterohepatica, por serem mais sollveis, ha uma maior facilidade

na sua excrecao renal e desintoxicacao [47, 52].

Os acidos biliares aparentam ter um papel significativo na etiologia do cancro,
nomeadamente no cancro intestinal. Neste ambito, estudos tém vindo a indicar que
determinados habitos alimentares tém um efeito sobre o metabolismo dos acidos biliares,
podendo desempenhar um papel na carcinogénese. De facto, uma ingestdao muito rica em
gorduras, principalmente de fonte animal, € um dos fatores importantes no desenvolvimento
de cancro. Inicialmente o acido colico e o acido desoxicolico foram considerados agentes
mutagénicos, entretanto nesta Ultima década, tem se vindo a demonstrar que o mecanismo
de acdo dos acidos biliares passa pela ligacdo ao DNA e ativacdo de determinadas vias de
sinalizacao, sendo por isto e por outras razoes, considerados promotores de tumor, em vez de

mutagénicos [47, 51].

Por outro lado, nas Ultimas décadas tem-se também demonstrado o potencial dos acidos
biliares e seus derivados em aplicacdes farmacologicas, incluindo no tratamento de
insuficiéncia de acidos biliares, doencas hepaticas e na dissolucdo de calculos biliares de
colesterol (sendo, para isto, usados acido colico, acido quenodesoxicolico e acido
ursodesoxicolico), como também na absorcdo intestinal do colesterol. O acido
ursodesoxicélico € usado na medicina tradicional chinesa no tratamento de doencas
digestivas, por ser altamente sollvel e por nao ser toxico, inibindo a apoptose de células
hepaticas, como ainda reduz a citotoxicidade de acidos biliares em circulacdo no organismo
[47, 53].

Além disso, varios acidos biliares tém demonstrado propriedades antivirais, antifingicas e
antibacterianas. Adicionalmente, na terapia génica, os acidos biliares conjugados com
poliaminas, mais concretamente os acidos litocolico e desoxicdlico, demonstram conseguir
ligar ao DNA e promover a sua condensacdo. Outros derivados de acidos biliares tém sido
aplicados na terapia do cancro, como antitumorais ou veiculos de transporte de compostos

citostaticos [53].

1.3.2.1. Acidos biliares secundarios

Como ja referido, o acido litocolico é formado a partir do acido quenodesoxicélico por
desconjugacdo do grupo taurina ou glicina e reducado do carbono 7, realizada por bactérias da
flora intestinal. Este acido biliar é pouco absorvido e concentra-se no colon, podendo
aparecer em concentracoes de 200 yM ou mais nas fezes (Figura 14) [54]. A este grupo
pertence ainda o acido desoxicélico, um acido biliar formado a partir do acido colico, que
sofre também desconjugacdo por acdo bacteriana, representando 50% do conjunto de acidos

biliares no organismo. Contudo, estes tém a capacidade de aumentar a hidrofobicidade do
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conjunto de acidos biliares presentes, o que tem sido associado com o aumento da toxicidade

e da secrecao de colesterol pelo figado [55].

Figura 14: Estrutura dos acidos biliares secundarios, mais propriamente do acido litocélico a esquerda e
do acido desoxicolico a direita.

Quando existem concentracdes elevadas de acidos biliares secundarios, podem ocorrer danos
nao especificos das membranas celulares, resultando na destruicao do epitélio intestinal.
Consequentemente, o organismo, numa tentativa de reparar o dano, ativa reacoes
inflamatorias que geram um aumento da proliferacdo de células nao diferenciadas,
consequentemente aumenta o risco de transicdo celular para uma fase pré-cancerigena. Esta
proliferacdo aumentada encontra-se associada com a fase inicial da tumorigénese colo-retal
[56].

Os acidos biliares secundarios podem também causar danos no DNA, stress oxidativo e, como
ja referido, ter propriedades pro-inflamatorias. Neste ambito, a producdo de espécies
reativas de oxigénio e de azoto ocorre, ao envolver a ativacdo de diversas enzimas da
membrana plasmatica, nomeadamente a fosfolipase A. Isto pode levar a uma perturbacao da
membrana mitocondrial, aumentando mais os niveis de espécies reativas que, numa Ultima
instancia, levam a danos no DNA e a ativacdo da apoptose, ou a disrupcdo da membrana
plasmatica e mitocondrial. Assim sendo, estes compostos podem promover o inicio de tumor

ou a apoptose espontanea [56].

A instabilidade genémica produzida pelos acidos biliares secundarios pode ser devida a varios
mecanismos, incluindo a disrupcao da mitose, defeitos nos pontos de verificacdo, dano
oxidativo do DNA, entrada do ciclo celular na fase G1 e/ou G2, com um alinhamento
inapropriado dos cromossomas durante a anafase. Estudos prévios sugerem que o acido

desoxicolico podera induzir mutacdes dos genes, nomeadamente o K-ras [56, 57].

Ja o acido litocolico, para além de influenciar a dinamica da respiracdo mitocondrial e a
producao de radicais livres, consegue também induzir a diminuicdo do encurtamento dos
telomeros e retardar a replicacdo celular. Num estudo em que foi usada uma linha celular de
neuroblastoma, revelou que este composto tem um efeito apoptotico por ativacao de vias de
sinalizacdo intrinsecas e extrinsecas, por exemplo a ativacao intracelular da cascata das

capases com a formacao do apoptossoma culminando na apoptose, por ativacao do recetor
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acoplado a proteina G, TRG5. O seu efeito apoptotico foi ainda verificado noutras linhas

celulares cancerigenas, nomeadamente da prostata e da mama [58, 59].

Apesar do efeito anticancerigeno do acido desoxicolico nao ter sido ainda muito estudado,
existem alguns estudos que demonstram o seu potencial antitumoral em linhas celulares
cancerigenas do cancro colo-retal, induzindo a apoptose e diminuindo a proliferacao celular
[60].

Tendo em conta que os acidos biliares secundarios sao os mais hidrofobicos desta classe, que
possuem a capacidade de se ligarem a recetores membranares e nucleares, ativando vias de
sinalizacdo e até mesmo se ligarem ao DNA, a producao de derivados destes compostos pode

ser importante no desenvolvimento de novos agentes antitumorais.

1.3.3. Esteroides macrociclos

Como ja referido, na literatura estdo descritos diversos acidos biliares e derivados com
potencial farmacologico, por exemplo no transporte de compostos especificos para atuar no
figado, aumentar a absorcdo de péptidos no intestino e para a diminuicdo dos niveis de

colesterol no organismo [51, 53].

A producéo de derivados dos acidos biliares deve-se a varios fatores, como serem constituidos
por uma estrutura extensa e rigida composta por varios anéis. Outra propriedade é a presenca
de varios grupos funcionais bem distribuidos pela sua estrutura, que podem ser diferenciados
e modificados de diversas formas. Além disso, os seus precursores encontram-se facilmente

disponiveis e sao de baixo custo [61].

Na terapia génica, os acidos biliares conjugados com poliaminas sdo potenciais agentes com
elevado interesse. De facto, as suas cadeias compostas por varios azotos possuem a
habilidade de ligar e de favorecer as interacdes electroestaticas entre os seus catides e os
fosfatos anionicos do DNA ou RNA, uma vez que sob condicdes fisioldgicas (pH 7,4), as

poliaminas encontrarem-se parcialmente protonadas [53, 62].

A conjugacao de poliaminas com acidos biliares, mais propriamente com os acidos litocolico e
desoxicolico, é encontrada na literatura, havendo estudos em que variam o comprimento da
cadeia, a posicao desta na estrutura e a quantidade de amina por molécula de acido biliar,
bem como a sua associacao com a interacao ao DNA. Num estudo em particular, foi
demonstrado que a carga molecular, por si so, ndo é determinante para os seus efeitos,
apesar de longas cadeias de aminas os favorecer, sugerindo que a interacdao hidrofobica
provavelmente ocorra primeiro, por existir uma baixa solubilidade dos compostos em agua
(Figura 15) [62, 63].
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Figura 15: Estrutura de esteroides conjugados com aminas, derivados do acido litocdlico. (Adaptado de

(63D

Dentro do grupo dos derivados do acidos biliares encontram-se os macrociclos,
nomeadamente os monoméricos, que sdo estruturas ciclicas e podem ser formadas por um
acido biliar e uma cadeia que liga habitualmente o carbono 24 com o 3, sendo que esta
cadeia pode ter diferentes naturezas, possuir elementos como oxigénios, azotos e/ou anéis
aromaticos. Estes derivados sdo usados, por exemplo, na ligacdo e reconhecimento de
recetores membranares ou nucleares, possuindo como vantagem o facto de serem

considerados agentes de baixo peso molecular (Figura 16) [53].
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Figura 16: Estruturas monoméricas derivadas do acido desoxicolico. (Adaptado de [53])

No entanto, neste contexto, existem outros macrociclos, designados por colafanos, que sao
formados por dimeros de acidos biliares com grupos espacadores, que nao sao
obrigatoriamente poliaminas, podendo também ser cadeias com anéis aromaticos, e que
podem nao ser iguais. Por outro lado, o composto pode ser aciclico na forma dimérica, como
€ o0 caso do composto BAA, e s6 apresentar um grupo espacador ou apenas um acido biliar
(Figura 17) [51, 53].

Figura 17: Estrutura de derivados diméricos de acidos biliares, mais propriamente colafanos, em que X e
Y representam os grupos espacadores que podem ser iguais ou diferentes, e A-D representam a
funcionalidade catalitica ou de ligacdo. (Adaptado de [53])
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2. Objetivos

O objetivo geral deste estudo é desenvolver novos compostos com potencial interesse
antitumoral baseados na estrutura de acidos biliares combinados com poliaminas. Para isso,

estabeleceram-se como objetivos especificos:

< Sintese de compostos macrociclos a partir do esteroide acido litocolico e desoxicélico,

com o acoplamento de um anidrido succinico, seguido de uma poliamina (Figura 18)

Ea ::__ OH

o
i\

OH

[o]
(NH,),R,, DCC
_—>

sl 2

Figura 18: Sintese do macrociclo a partir do acido biliar por dois passos reacionais, em que R, pode ser
igual a -H ou -OH correspondendo ao acido litocdlico ou acido desoxicolico, respetivamente, enquanto
Rn representa uma cadeia poliamina.

«» Estudar a viabilidade celular e da atividade antiproliferativa dos compostos sintetizados
nas linhas celulares cancerigenas: LNCaP, MCF-7, T47-D e U87, bem como ainda estudar a
seletividade destes com linha celular de fibroblastos normais da derme humana, através
do ensaio MTT.

< Andlise da viabilidade celular por citometria de fluxo, com marcacdo por iodeto de
propidio.

« Estudar a interacao dos compostos sintetizados com uma sequencia de DNA G-

quadruplex, através do método de dicroismo circular.
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3. Seccao experimental

3.1. Sintese quimica

3.1.1. Reagentes e solventes.

Para o procedimento de sintese, os reagentes acido litocolico, desoxicolato de sodio, anidrido
succinico, 4-dimetilaminopiridina (DMAP), N,N*-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e as poliaminas
utilizadas (4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina, tetraetilenopentamina, 4,9-dioxa-1,12-
dodecanodiamina, dietilenotriamina e N,N’-bis-(3-aminopropil)etilenodiamina) foram

adquiridas a Sigma-Aldrich (Portugal).

Os solventes: piridina, tetrahidrofurano (THF), cloroférmio, diclorometano, hexano, acetato
de etilo e éter dietilico, utilizados nos procedimentos e workups das diversas reacdes foram

igualmente comprados a Sigma-Aldrich (Portugal).

3.1.2. Procedimentos de cromatografia

Na analise e monitorizacdo das reacdes foram utilizadas placas de cromatografia em camada
fina (CCF) Kieselgel 60 F254 da Merck. O eluente utilizado foi uma mistura hexano com
acetato de etilo (1:1, v:v). Apos a eluicdo, as placas foram observadas sob luz ultravioleta a
254nm, posteriormente reveladas por imersao numa solucao de etanol:acido sulfurico (95:5,

v:v) seguido do seu aquecimento a 120°C, o que permitiu o calculo do fator de retencao (RF).

No isolamento e purificacao dos compostos finais foi realizada uma coluna de cromatografia.
Para isso, o produto foi dissolvido em quantidades minimas de diclorometano e efectuou-se a
coluna utilizando-se como fase estacionaria silica gel 0,060-0,200mm, adquirida a Merck, e

como fase movel acetato de etilo: hexano (1:1, v:v) ou acetato de etilo: hexano (3:1, v:v).

3.1.3. Equipamentos
As reacoes foram realizadas sob agitacdo magnética e temperatura em placas da marca

Heidolph. A camara de exposicao a radiacao UV 254nm usada foi a CN-15.LC. Na evaporacao
dos solventes e concentracao dos produtos, utilizou-se evaporador rotativo da marca Biichi
(R-215). Os compostos foram colocados numa estufa com a temperatura de 50°C e vacuo a -

0,6 bar da marca Raypa.

Na analise dos compostos utilizou-se o espectrometro Avance Ill 400 Bruker para os espectros
de RMN, que foram registados a 400 MHz tanto para 'H-RMN e a 100 para "*C-RMN, como
também espetros bidimensionais (HSQC e HMBC). Neste tipo de analise, para todas as
amostras utilizaram-se solventes deuterados [CDCl; ou CDCl5:CD;0D (1:1, v:v)]. Os resultados
das analises de "H-RMN est&o organizados na seguinte ordem: desvio quimico & (ppm), tipo de

sinal, integracdo e indicacdo do hidrogénio responsavel pelo sinal. Para os espectros de '*C-
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RMN, estao apresentados os desvios quimicos e a atribuicdo do sinal, quando possivel e

necessario.

Como analise complementar dos compostos, tracaram-se os espectros de infravermelho
através do espectrometro Smart IR Nicolet i510 da Thermo Scientific, através do método ATR.
Os dados foram obtidos sob a forma de graficos de transmitancia, sendo as frequéncias

expressas em cm™.

Sempre que foi possivel enviou-se os compostos para a Universidade de Salamanca, a fim de
serem analisados no equipamento espectrometro QSTAR XL da marca Evisa, com o solvente

metanol, de forma a se obter o espectro de massa expresso em m/z.

3.1.4. Procedimento experimental

3.1.4.1. Acido 3a-succinoiloxi-litocélico

A reacao teve como base o procedimento descrito por Kai-Hsuan Chang e colaboradores.[64]

Num balao de fundo redondo de 100mL, o acido litocdlico (0,09414g; 0,69mmol) foi dissolvido
em piridina (10mL), seguindo-se da adicao de anidrido succinico (0,207g; 2,07mmol) e DMAP
(0,084g; 0,69mmol). A reacdo foi colocada sob agitacdo magnética e refluxo durante 15
horas.

Apds o tempo reacional, concentrou-se a solucao resultante num evaporador rotativo, a fim
de remover a piridina. Posteriormente dissolveu-se o residuo em 400mL de cloroféormio,
transferiu-se para uma ampola de extracao, lavou-se com 35mL de solucao aquosa de HCl 6%
e depois com 35mL de agua destilada. A fracdo organica obtida foi seca com sulfato de sodio
anidro e filtrada sob vacuo. No fim evaporou-se o solvente e colocou-se numa estufa de
temperatura e vacuo, obtendo-se um sélido composto por flocos de cor castanho dourado,

com um rendimento de 61,04%.

O produto foi submetido as analises de 'H-, ®*C-RMN e bidimensionais, IV e espectrometria de

massa que apresentam sinais similares aos descritos na literatura [64]:
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'H RMN (400MHz, CD;0D/CDCl;) ppm: 0,46 (3H, s, CH;-18), 0,73 (6H, d, J=6,41Hz, CH;-19 e
21), 0,9-1,9 (28H, m), 1,99 (1H, m, J=9,06Hz, CH,-23), 2,13 (1H, m, J=10,29Hz, CH,-23), 2,39
(4H, t, J=3,16Hz, CH,-26 e 27), 4,51 (1H, m, J=11,50Hz, CH-38).

3C RMN (400MHz, CD;0D/CDCl;) ppm: 11,71 (C-18), 17,93 (C-19), 20,71 (C-11), 22,99 (C-21),
24,02 (C-15), 26,20 (C-7), 26,41 (C-6), 26,89 (C-16), 28,01 (C-26), 29,46 (C-4), 30,95 (C-2),
32,05 (C-23), 34,46 (C-10), 34,86 (C-1), 35,31 (C-20), 35,75 (C-8), 40,05 (C-12), 40,38 (C-9),
41,90 (C-5), 42,63 (C-13), 55,96 (C-14), 56,40 (C-17), 74,99 (C-3), 172,25 (C-25), 174,67 (C-
28), 177,089 (C-24).

Analise IV cm™: 2935, 2863, 1784, 1705, 1417, 1385, 1362, 1287, 1260, 1194, 1178.

HRMS calculado para CygH.O¢+Na (M+Na): pico maximo de 499,3031g/mol, produto com
476,3031g/mol.

3.1.4.2. Acido 3-succinoiloxi-desoxicélico

A sintese do intermediario do acido desoxicolico teve por base o procedimento descrito na
seccao anterior (3.1.4.1). Num baldo de fundo redondo de 100mL dissolveu-se o acido
desoxicolico (0,286g; 0,69mmol) em 10mL de piridina, de seguida adicionou-se o anidrido
sucinico (0,207g; 2,07mmol) e o DMAP (0,084g; 0,69mmol). A mistura reacional ficou sob

agitacao e refluxo durante 24horas.

Ao terminar o tempo reacional, concentrou-se a solucao num evaporador rotativo,
posteriormente dissolveu-se em 300mL de diclorometano e procedeu-se a extracao liquido-
liquido, primeiro com 30mL de solucdo de HCl 10% e depois com 30mL de agua destilada. A
fase organica obtida foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada sob vacuo e removeu-se o
diclorometano com o auxilio de evaporador rotativo, depois colocou-se numa estufa de
temperatura e vacuo. Desta reacao obteve-se um sélido composto de flocos de cor amarelo

com um rendimento de 52,6%.

O produto foi submetido as analises de 'H-, *C-RMN, bidimensionais e 1V, apresentando os

seguintes sinais:
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'H RMN (400MHz, CD;0D/CDCl;) ppm: 0,70 (3H, s, CHs-18), 0,94 (3H, d, J=7,59 Hz, CHs-
19),1,01 (3H, d, J= 5,93Hz, CH3-21), 1,1-2,0 (27H, m), 2,22 (1H, m, J=9,15Hz, CH,-23), 2,37
(1h, m, J=10,82Hz, CH,-23), 2,59 (4H, m, J=3,54Hz, CH,-26 e 27), 3,98 (1H, s, OH-12) 4,72
(1H, m, J=11,24Hz, CH-3).

3C RMN (400MHz, CD;0D/CDCly) ppm: 12,99 (C-18), 17,28 (C-21), 23,32 (C-19), 24,11 (C-21),
26,49 (C-15), 26,60 (C-7), 27,41 (C-6), 27,58 (C-16), 27,91 (C-11), 29,11 (C-2), 29,37 (C-27),
30,03 (C-26), 31,41 (C-22), 31,50 (C-23), 32,46 (C-4), 33,97 (C-9), 34,58 (C-10), 35,29 (C-1),
35,77 (C-9), 36,43 (C-20), 42,40 (C-8), 46,43 (C-13), 46,82 (C-13), 47,41 (C-17), 73,28 (C-12),
75,52 (C-3), 173,03 (C-25), 175,20 (C-28), 177,63 (C-24).

Analise IV cm™: 3163, 2929, 2861, 1712, 1446, 1409, 1382, 1363, 1260, 1209, 1168.

3.1.4.3. Produto 1

HoN

A temperatura ambiente num balao de fundo redondo de duas tubuladuras de 100 mL,
dissolveu-se o acido 3a-succinoiloxi-litocélico (0,095314g; 0,20mmol) em 5mL de THF. Apos
10minutos, adicionou-se o DCC (0,0823532¢g; 0,40mmol), gota a gota, previamente dissolvido
em 3mL de THF e esperando-se 15min para que se forma um complexo entre o substrato e
DCC. Apods este tempo, adicionou-se gota a gota, a poliamina 4,7,10-trioxa-1,13-
tridecanodiamina (92pL; 0,40mmol) dissolvida em 2mL de THF, observando-se a passagem da
mistura reacional com um aspeto limpido para turvo. Rapidamente, o baldo foi colocado sob

refluxo e com agitacdo magnética durante aproximadamente 21horas.

A reacao foi seguida por CCF em que o substrato apresenta um Rf de 0,65 e o produto final de
1. A reacdo deu-se por terminada quando se verificou que o substrato se encontrava

consumido, neste momento o baldo possuia algum precipitado branco acastanhado.
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O workup iniciou-se com a concentracao da mistura reacional num evaporador rotativo, dando
um oleo de cor amarelo-torrado. De seguida promoveu-se a precipitacdo do subproduto N,N*-
diciclohexilureia (DCU) com a adicao de 30mL de acetato de etilo e ficando a 4°C por 15horas.
Numa Ultima instancia, para obter um composto mais puro, realizou-se uma coluna de
cromatografia com o eluente acetato de etilo: hexano (1:1, v:v), a fim de purificar e remover
o DCU existente como ainda o substrato que nao tenha reagido. Da reacdo obteve-se um pd

branco com rendimento de 23%.
0 produto foi submetido as analises de IV, 'H-, 3C-RMN, bidimensionais e espetro de massa:

"H RMN (400MHz, CDCls) ppm: 0,58 (3H, s, CH;-18), 0,86 (6H, s, CH;-19 e 21), 1,0-1,90 (78H,
m), 2,23 (1H, m, J=7,89Hz, CH,-23), 2,40 (1h, m, J=7,67Hz, CH,-23), 2,62 (4H, m, J=8,31Hz,
CHy-26 e 27), 3,63 (2H, m, CH,-2’ e CH,-2’), 3,80 (1H, t, J=11,94Hz, CH,-4’, 9°, 4" e 9°"),
3,98 (1H, m, CH,-5’, 6°, 7°, 8, 5”7, 6’*, 7"’ € 8”’), 4,64 (1H, m, CH-3), 7,06 (1H, s, CO-NH-1’ e
17).

3C RMN (400MHz, CDCls) ppm: 12,07 (C-18), 18,52 (C-19), 20,05 (C-11), 23,32 (C-21), 24,69
(C-15), 26,58 (C-6), 27,03 (C-7), 28,26 (C-16), 29,73 (C-27), 29,92 (C-26), 30,75 (C-4), 30,94
(C-10°), 31,68 (C-2), 32,20 (C-10"), 32,54 (C-3’), 32,80 (C-3”’), 33,09 (C-23), 34,60 (C-10),
35,03 (C-1), 35,54 (C-20), 35,79 (C-8), 40,13 (C-12), 40,42 (C-9), 41,91 (C-5), 42,76 (C-13),
49,65 (C-2’), 49,91 (C-2’"), 55,22 (C-8’), 56,07 (C-9’), 56,47 (C-4’), 75,06 (C-3), 171,02 (C-
28), 173,06 (C-25), 174,84 (C-24).

Analise IV cm™: 3311, 2927, 2853, 1703, 1642, 1527, 1449, 1382, 1344, 1258, 1228, 1163.

HRMS calculado para CugHggN4Oo+Na (M+Na): pico maximo de 911,66g/mol, produto com
880,65/mol.

3.1.4.4. Produto 2
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O procedimento para a sintese do produto 2 foi o descrito na secao anterior (3.1.4.3). No

entanto foi utilizada a poliamina tetraetilenepentamina (76pL; 0,4mmol) e decorreu por 48h.

A reacao foi seguida por CCF, em que o intermediario do acido litocolico apresenta um Rf de
0,65 e o produto final de 1. No final do tempo reacional o balao possuia algum precipitado

branco acastanhado numa solucao de cor amarelo-torrado.

O workup consistiu na concentracao da solucdo num evaporador rotativo e a realizacao da
coluna de cromatografia de silica com o eluente acetato etilo:hexano (1:1, v:v). No final

obteve-se um p6 branco com rendimento de 24,8%.
0 produto foi submetido as analises de IV, 'H- e *C-RMN:

'H RMN (400MHz, CDCl3) ppm: 0,65 (3H, s, CH3-18), 0,92 (6H, d, J=3,75Hz, CH;-19 e 21), 0,92-
2 (73H, m), 2,30 (1H, m, J=6,06Hz, CH,;-23), 2,46 (1h, m, J=5,20Hz, CH,-23), 2,68 (4H, m,
J=13,28Hz, CH,-26 e 27), 3,69 (2H, m, CH,-2’ e 2”’), 3,87 (1H, t, J=12,41Hz, CH,-4’, 9’, 4"’ e
9’"), 4,05 (1H, m, CH,-5’, 6’, 7°, 8, 5, 6", 7 e 8"), 4,71 (1H, m, J=5,77Hz, CH-3), 7,13
(1H, s, CO-NH-1’ e 1”’).

3C RMN (400MHz, CDCl;) ppm: 12.03 (C-18), 18.50 (C-19), 20.81 (C-11), 23,30 (C-21), 24.69
(C-15), 26.56 (C-6), 26.99 (C-7), 28.22 (C-16), 29.70 (C-27), 29.89 (C-26), 30.71 (C-4), 30.91
(C-10%), 31.65 (C-2), 32.17 (C-10’"), 32.51 (C-3’), 32.78 (C-3’’), 33.07 (C-23), 34.56 (C-10),
34.99 (C-1),35.52 (C-20) 35.76 (C-8), 40.10 (C-12), 40.39 (C-9), 41.89 (C-5), 42.73 (C-13),
49.61 (C-2’), 49.87 (C-2"’), 55.20 (C-8’), 56.04 (C-9’), 56.44 (C-4’), 75.02 (C-3), 170.97 (C-
28), 173.02 (C-25), 174. 70 (C-24).

Analise IV cm™: 3278, 2926, 2853, 1704, 1644, 1525, 1450, 1384, 1340, 1259, 1227, 1162.

3.1.4.5. Produto 3

NH,
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O procedimento para a sintese do produto 3 foi o descrito na secao anterior (3.1.4.3). No
Porém utilizou-se a poliamina 4,9-dioxa-1,12-dodecanediamina (84,8uL; 0,4mmol), por
26horas.

A reacao foi seguida por CCF em que o intermediario do acido litocolico apresenta um Rf de

0,65 e o produto final de 1.

A mistura reacional apresentava um precipitado de cor branco acastanhado, este foi
concentrado num evaporador rotativo e promoveu-se a precipitacdo do DCU com éter
dietilico, tendo ficado a 4°C durante dois dias. Apos isto, filtrou-se a vacuo, concentrou-se
com o auxilio do evaporador rotativo e colocado numa estufa de temperatura e vacuo, o

aspeto final foi um 6leo de cor branco amarelado.

Na purificacdo do composto realizou-se uma coluna de cromatografia de silica com o eluente

acetato de etilo:hexano (1:1; v:v), obtendo-se um po6 branco com rendimento de 20%.
0 produto foi submetido as analises de IV, 'H- e *C-RMN:

"H RMN (400MHz, CDCl;) ppm: 0,65 (3H, s, CH3-18), 0,93 (6H, t, J=3,87Hz, CH3-19 e 21), 0,96-
2 (74H, m), 2,30 (1H, m, J=9,59Hz, CH,-23), 2,46 (1h, m, J=9,18Hz, CH,-23), 2,68 (4H, m,
J=12,10Hz, CH,-26 € 27), 3,69 (2H, m, CH,-2’ € 2°"), 3,88 (1H, t, J=13,50Hz, CH,-4’, 9°, 4’’ e
9”), 4,05 (1H, m, CH,-5’, 6’, 7, 8, 5", 6’*, 7’ e 8”"), 4,71 (1H, m, J=10,22Hz, CH-3), 7,14
(1H, s, CO-NH-1’ e 17’).

3C RMN (400MHz, CDCl) ppm: 12.06 (C-18), 18.52 (C-19), 20.83 (C-11), 23,30 (C-21), 24.69
(C-15), 26.56 (C-6), 27.05 (C-7), 28.25 (C-16), 29.72 (C-27), 29.89 (C-26), 30.73 (C-4), 30.92
(C-10°), 31.66 (C-2), 32.18 (C-10"), 32.53 (C-3’), 32.78 (C-3”), 33.06 (C-23), 34.59 (C-10),
35.00 (C-1),35.53 (C-20) 35.77 (C-8), 40.11 (C-12), 40.40 (C-9), 41.90 (C-5), 42.75 (C-13),
49.64 (C-2’), 49.89 (C-2’’), 55.20 (C-8’), 56.06 (C-9’), 56.46 (C-4’), 75.03 (C-3), 170.96 (C-
28), 173.03 (C-25), 174.61 (C-24).

Analise IV cm™: 3300, 2928, 2854, 1703, 1643, 1524, 1449, 1382, 1342, 1258, 1228, 1163.
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3.1.4.6. Produto 4

cH,
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0 procedimento para a sintese do produto 4 foi o descrito na secado 3.1.4.3. Porém utilizou-se

a poliamina dietilenetriamina (43,2puL; 0,4mmol) por 25horas.

A reacao foi seguida por CCF em que o intermediario do acido litocolico apresenta um Rf de

0,65 e o produto final de 1.

A mistura reacional apresentava um precipitado acastanhado no fundo do balao com
tonalidade bege e aparéncia turva. Este foi concentrado num evaporador rotativo e
promoveu-se a precipitacdo do DCU com éter dietilico, tendo ficado a 4°C durante sete dias,
apresentando-se mais limpido e com precipitado acastanhado. Apos isto, filtrou-se a vacuo,
concentrou-se num evaporador rotativo e ficou a secar numa estufa de temperatura e vacuo,

o aspeto final foi um produto cremoso de cor branco amarelado.

O residuo foi purificado por coluna de cromatografia de silica com o eluente acetato de
etilo:hexano (1:1, v:v), obtendo-se um po6 de cor branco com um rendimento final da reacao
foi de 69%.

0O produto foi submetido as analises de IV, 'H- e "*C-RMN:

"H RMN (400MHz, CDCl;) ppm: 0,65 (3H, s, CH3-18), 0,92 (6H, t, J=3,87Hz, CH;-19 e 21), 0,96-
2 (74H, m), 2,30 (1H, m, J=9,59Hz, CH,-23), 2,46 (1h, m, J=9,18Hz, CH,-23), 2,68 (4H, m,
J=11,03Hz, CH,-26 e 27), 3,69 (2H, m, CH,-2’ e 2’"), 3,88 (1H, t, J=12,60Hz, CH,-3’, 5’, 3"’ e
5°’), 4,05 (1H, m, CH,-6’ e 6°*), 4,71 (1H, m, J=9,71Hz, CH-3), 7,16 (2H, s, CO-NH-1’ e 1°*).

3C RMN (400MHz, CDCl;) ppm: 12.06 (C-18), 18.16 (C-19), 20.85 (C-11), 23,33 (C-21), 24.70
(C-15), 26.59 (C-6), 27.03 (C-7), 28.26 (C-16), 29.72 (C-27), 29.93 (C-26), 30.74 (C-4), 30.93
(C-6’), 31.69 (C-2), 32.19 (C-6”’), 32.53 (C-3’), 32.77 (C-3”), 33.02 (C-23), 34.59 (C-10),
35.03 (C-1),35.55 (C-20) 35.79 (C-8), 40.13 (C-12), 40.42 (C-9), 41.92 (C-5), 42.77 (C-13),
49.69 (C-2’), 49.92 (C-2’"), 55.16 (C-5’"), 56.08 (C-5’), 56.48 (C-4’), 75.03 (C-3), 171.13 (C-
28), 173.03 (C-25), 174.50 (C-24).
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Analise IV cm™: 3324, 2928, 2853, 1704, 1644, 1525, 1559, 1385, 1340, 1259, 1228, 1161.

3.1.4.7. Produto 5
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O procedimento para a sintese do produto 5 foi o descrito na secao 3.1.4.3, no entanto

utilizou-se a poliamina N,N’-bis-(3-aminopropil) etilenediamina (80uL; 0,4mmol), por 24horas.

A reacéo foi seguida por CCF, em que o intermediario do acido litocolico apresenta um Rf de

0,65 e o produto final de 1.

A mistura reacional apresentava um aspeto limpido de cor amarelo-torrado, foi concentrada
num evaporador rotativo e procedeu-se a purificacdo do composto através da coluna de
cromatografia de silica com o eluente acetato de etilo:hexano (1:1, v.v). No final obteve-se

um po branco com rendimento de 25,36%.
0O produto foi submetido as analises de IV, 'H- e "*C-RMN:

'H RMN (400MHz, CDCls) ppm: 0,65 (3H, s, CHs-18), 0,93 (6H, t, J=3,84Hz, CH3-19 e 21), 0,96-
2 (74H, m), 2,30 (1H, m, J=5,70Hz, CH,-23), 2,46 (1h, m, J=6,62Hz, CH,-23), 2,68 (4H, m,
J=6,62Hz, CH,-26 e 27), 3,69 (2H, m, CH,-2’ e 2’’), 3,88 (1H, t, J=14,35Hz, CH,-4’, 9’, 4"’ e
9”’), 4,05 (1H, m, CH,-5’, 6, 7’, 8’, 5, 6", 7’ e 8”°), 4,71 (1H, m, J=5,15Hz, CH-3), 7,16
(2H, s, CO-NH-1" e 17").

3C RMN (400MHz, CDCl;) ppm: 12.07 (C-18), 18.55 (C-19), 20.85 (C-11), 23,33 (C-21), 24.70
(C-15), 26.59 (C-6), 27.03 (C-7), 28.26 (C-16), 29.70 (C-27), 29.92 (C-26), 30.74 (C-4), 30.93
(C-10%), 31.69 (C-2), 32.19 (C-10’"), 32.53 (C-3’), 32.78 (C-3"’), 33.06 (C-23), 34.59 (C-10),
35.02 (C-1),35.55 (C-20) 35.79 (C-8), 40.13 (C-12), 40.42 (C-9), 41.92 (C-5), 42.77 (C-13),
49.67 (C-2’), 49.92 (C-2"’), 55.18 (C-8’), 56.08 (C-9’), 56.48 (C-4’), 75.05 (C-3), 170.95 (C-
28), 173.05 (C-25), 174.61 (C-24).

Analise IV cm™: 3299, 2926, 2853, 1704, 1641, 1525, 1450, 1381, 1341, 1258, 1227, 1162.
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3.1.4.8. Produto 6

O procedimento para a sintese do produto 6 foi o descrito na secao 3.1.4.3, no entanto
utilizou-se como substrato o acido 3-succinoiloxi-desoxicolico (0,180g; 0,35mmol) e a

poliamina 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamina (176pL; 0,70mmol), por 48horas.

A reacao foi seguida por CCF em que o intermediario do acido desoxicélico apresenta um Rf

de 0,68 e o produto final de 1.

Apds o tempo reacional a mistura foi concentrada num evaporador rotativo, dando um 6leo

amarelo-torrado e realizou-se uma coluna de cromatografia com o eluente acetato de etilo:

hexano (3:1). No final obteve-se um pé branco com rendimento de 10%.
0 produto foi submetido as andlises de IV e "H-RMN

"H RMN (400MHz, CDCl;) ppm: 1,0-1,99 (32H, m), 2,14 (1H, m, J=9Hz, CH,-23), 2,64 (2H, s,
CH,-26 € 27), 3,48 (2H, m, CH,-2” e CH,-2""), 4,05 (1H, t, J=6,2Hz, CH,-4’, 9’, 4’ € 9”").

Analise IV cm™: 3285, 2927, 2853, 1699, 1633, 1557, 1449, 1375, 1303, 1252, 1189, 1092.
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3.1.4.9. Produto 7
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O procedimento iniciou-se a temperatura ambiente, dissolvendo-se num baldao de fundo
redondo com duas tubuladuras de 100 mL, o acido 3-succinoiloxi-desoxicélico (0,204g;
0,40mmol) em 5mL de THF, bem como também o DMAP (0,02932g; 0,24mmol). Apos
10minutos, adicionou-se o DCC (0,164g; 0,80mmol) gota a gota, previamente dissolvido em
3mL de THF. Apds 15 minutos, colocou-se o balao sob aquecimento e agitacao, adicionou-se a
poliamina N,N’-bis-(3-aminopropil) etilenediamina (160uL; 0,8mmol) gota a gota, dissolvida
em 2mL de THF, promovendo a passagem de um aspeto limpido para turvo. O baldo foi

colocado sob refluxo e agitacao, por 25 horas.

A reacao foi seguida por CCF em que o intermediario do acido desoxicélico apresenta um RF

de 0,68 e o produto final de 1.

A purificacdo do produto ocorreu de acordo com o procedimento descrito na seccao 3.1.4.8,

obtendo-se um pé branco com rendimento de 18,92%.
0O produto foi submetido as analises de IV, 'H- e "*C-RMN:

"H RMN (400MHz, CDCL3) ppm: 0,68 (3H, s, CH;-18), 0,91 (6H, t, CH3-19 e 21), 0,95-2 (76H, m),
2,32 (1H, m, CHy-23), 2,42 (1h, m, CH,-23), 2,64 (2H, m, CH,-26 e 27), 3,46 (1H, m, CH,-4’,
9, 4”7 e9”), 3,69 (2H, t, CH,-2’ e 2”’), 3,98 (1H, m, CH,-5’, 6°, 7°, 8, 5", 6", 7"’ e 8""),
4,71 (1H, m, CH-3), 7,24 (2H, s, CO-NH-1’ e 1”°).

3C RMN (400MHz, CDCls) ppm: 12.65 (C-18), 17.45 (C-19), 20.85 (C-11), 23.03 (C-21), 24.69
(C-15), 25.45 (C-6), 28.51 (C-7), 29.27 (C-16), 29.59 (C-27), 30.25 (C-26), 30.82 (C-4), 31.44
(C-10°), 31.85 (C-2), 32.09 (C-10’"), 32.59 (C-3’), 33.07 (C-3”’), 34.09 (C-23), 34.83 (C-10),
35.25 (C-1),35.98 (C-20) 36.25 (C-8), 41.85 (C-9), 42.06 (C-5), 49.82 (C-2’, 2’"), 55.45 (C-4’),
74.70 (C-12), 74.96 (C-3), 170.65 (C-28), 173.05 (C-25), 173.77 (C-24).

Andlise IV cm™: 3308, 2926, 2854, 1686, 1640, 1533, 1449, 1378, 1342, 1258, 1230, 1090.

35



Sintese e avaliacao biologica de poliaminoamidas esteroides antitumorais que interagem com o G-quadruplex

3.2. Avaliacdo bioldgica

3.2.1. Material e equipamentos utilizados
Os meios de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) e Dulbecco’s Modified Eagle

Medium high-glucose (DMEM), o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), a tripsina (0,025% em PBS/EDTA), o HEPES, o piruvato de sodio e o dimetilsulfoxido
(DMSO) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Portugal). Ja o soro bovino fetal (FBS) foi adquirido
a Biochrom AG (Portugal). O azul de triptano foi adquirido a Merck e o bicarbonato de sédio
(NaHCOs) a Panreac (Estados Unidos).

Os antibidticos AB (10,000 unidades/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina e
25pg/mL de anfotericina-B) e SP (10,000 unidades/mL de penicilina e 10 mg/mL de
estreptomicina) foram adquiridos a Sigma-Aldrich. As solucdes de tampao fosfato salino (PBS),
composta por 90% de agua Mili-Q (Millipore) e 10% de PBS (10x), e de etanol a 70% foram

preparadas laboratorialmente.

Os instrumentos aos quais se recorreu foram: camara de fluxo laminar vertical NuAire, de
Classe Il, para proceder a maior parte do trabalho experimental em condicbes de assepsia; o
leitor espectrofotométrico de microplacas xMark™ da marca Bio-Rad na realizacdo do ensaio
do MTT; estufa Nuaire DHD Autoflow CO, Air-Jacketed a 37°C para manter a atmosfera
humidificada contendo 5% de CO,, para incubacao das células; centrifuga Bioblock Scientific
(Sigma-3K18C); potenciometro medidor de pH Metrohm 620, para a preparacao dos meios de
cultura celular; microscopios opticos Olympus CKX 40/41 para observacdo e controlo do
estado celular; banho de aquecimento da Fisher Scientific, para aquecer os meios de cultura,
FBS, PBS e tripsina; microscopio Olympus CKX 41, equipado com maquina fotografica digital

Olympus SP 500UZ usado para fotografar as culturas celulares.

Relativamente aos ensaios de citometria de fluxo, o marcador iodeto de propidio (IP) foi
adquirido a Invitrogen, e realizados no equipamento citometro de fluxo FACSCalibur com o
software BD CellQuest Pro.

3.2.2. Culturas celulares
Os compostos sintetizados foram avaliados biologicamente em cinco tipos de linhas celulares:

células do adenocarcinoma da prostata sensiveis a androgénios (LNCaP), células epiteliais
humanas do cancro da mama sensiveis a estrogénios (MCF-7 e T47D), células humanas de
glioblastoma (U87) e fibroblastos normais da derme humana (NHDF). De forma a criar as
condicdes que favorecam o seu crescimento celular e a diferenciacao, as linhas celulares

foram suplementadas com o seu respetivo meio de cultura nos frascos de cultura.

Estas células foram cultivadas em frascos de cultura (T-Flasks) de 75cm? e incubadas a 37°C

sob atmosfera humidificada com 5% de CO,.
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A substituicao do meio ocorreu a cada 48-72 horas, realizando-se a tripsinizacao e expansao

para novos frascos de cultura sempre que se apresentaram confluentes.

3.2.2.1. MCF-7

As células MCF-7 sdao uma linha de células epiteliais do adenocarcinoma mamario, tendo sido
isoladas a partir de uma efusao pleural de um individuo do sexo feminino com 69 anos que
apresentava adenocarcinoma mamario metastatico. A sua designacao provém de “Michigan
Cancer Foundation-7”, por se encontrar relacionado com o instituto que realizou o seu
isolamento pela primeira vez. As células possuem propriedades aderentes e recetores de

estrogénios, ocorrendo o seu crescimento em monocamada [65].

As células MCF-7 foram mantidas em meio de cultura composto por meio DMEM,

suplementado com 10% de FBS e 1% de antibidtico/antimicotico Ab.

3.2.2.2. LNCaP

Isoladas pela primeira vez em 1977, as células LNCaP sao uma linha celular humana do
adenocarcinoma da prostata. Estas células sdo provenientes de uma metastase de um nodulo
linfatico supraclavicular, extraida de um homem caucasiano de 50 anos na altura da biopsia,
tendo a designacao de “Lymph node carcinoma of the prostate”. Estas células epiteliais sao
sensiveis a androgénios e apresentam propriedades aderentes. Porem, o seu crescimento

tanto pode ser na forma de agregados como de células isoladas [66].

0O meio de cultura no qual foram mantidas estas células € composto por meio RPMI com 10%
de FBS e 1% de antibiotico SP.

3.2.2.3. T47D

As células T47D sdao uma linha de células epiteliais humanas do adenocarcinoma mamario e
foram isoladas pela primeira vez em 1979 de uma efusao pleural de uma mulher de 54 anos
com carcinoma ductal mamario humano. As células contém propriedades aderentes e
recetores de esteroides, exibindo uma morfologia epitelial e crescimento em monocamada
[67]. O meio de cultura no qual foram mantidas as células é composto por meio RPMI com 10%
de FBS e 1% de antibi6tico SP.

3.2.2.4. U87

As células U87 sdao uma linha de células humanas de glioblastoma, um astrocitoma de grau
avancado, isoladas pela primeira vez em 1966 num homem caucasiano de 44 anos. As células
apresentam propriedades aderentes, com morfologia epitelial, podendo inicialmente
desenvolver-se em monocamadas, mas com capacidade de formar neuroesferas quando se
apresentam confluentes [68]. As células U87 foram mantidas num meio de cultura composto
por meio DMEM, com 10% de FBS e 1% de antibiotico/antimicdtico Ab.
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3.2.2.5. NHDF

As células NHDF foram escolhidas com o objetivo de avaliar a seletividade dos compostos em
termos de citotoxicidade. Esta linha celular sdo fibroblastos originarios da derme humana
saudavel de adultos, sendo designados por “normal human dermal fibroblasts”, e apresentam
capacidade de adesao, porem nao de diferenciacao celular completa e contém recetores de
estrogénios [69].

As células NHDF foram mantidas em meio de cultura RPMI, suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 20mM de L-glutamina, 10mM de HEPES, 1mM de piruvato de sodio e 1% de
antibiotico/antimicotico Ab.

3.2.3. Técnicas usadas nas culturas celulares in vitro

3.2.3.1. Tripsinizacao
A tripsinizacdo tem como objetivo libertar as células aderentes do suporte solido onde estao

aderidas e também a auxiliar as células a dissociarem-se entre si. Nesta técnica usa-se a
tripsina, uma enzima proteolitica para degradar as proteinas associadas a adesao celular.
Quando as culturas celulares alcancam a fase exponencial de crescimento e atingiram cerca
de 80-90% da confluéncia celular, realiza-se a tripsinizacdo de forma a reduzir a concentracdo
celular presente nos T-Flasks, permitindo ainda a passagem de células para um novo frasco ou
para a realizacao da observacao e contagem celular antes de um determinado procedimento
experimental. A analise do grau de confluéncia é realizada através de observacdo ao

microscopio optico.

0 procedimento iniciou-se pela remocdo do meio do frasco de cultura de 75cm?, e de seguida
procedeu-se a lavagem das células com a adicdo de 10mL de PBS. Apos a remocdo deste,
foram adicionados 10mL de solucdo de tripsina e deixou-se atuar por 3 minutos na estufa a
37°C numa atmosfera humidificada com 5% de CO,, de modo a permitir a dissociacao das
células da superficie do T-Flask.

Apds a incubacdo das células com a enzima, € necessario inativar a tripsina para que as
proteinas da superficie celular ndao sejam também clivadas e a sua funcao e a viabilidade
celular nao figuem comprometidas. Por isso, para a neutralizacdo da acdo da enzima, apds
confirmacao da suspensao de células por observacdo ao microscépio, adicionou-se 10mL de
meio de cultura completo (com FBS). De seguida transferiu-se a suspensao para um tubo

Falcon e centrifugou-se a 1000rpm durante 8 minutos.

Por fim, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet no meio de cultura
apropriado, transferiu-se uma aliquota da nova suspensdo celular em novos frascos de
cultura, ou realizaram-se 0s ensaios experimentais iniciando-se com a etapa de contagem de

células e sementeira subsequente.
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3.2.3.2. Contagem, sementeira e incubacao
O procedimento da avaliacao da citotoxicidade dos compostos sintetizados foi efetuado em

placas de cultura com 48 pocos, tendo-se semeado as células numa densidade adequada. Para
tal foi necessario proceder-se a contagem do numero de células e a preparacao das

suspensoes celulares com a concentracao apropriada.

Apos a tripsinizacdo, da suspensao celular obtida foram retirados 10 pl para um eppendorf,
aos quais se adicionaram 10 pl de solucao de azul de triptano, e a mistura resultante foi
aplicada numa camara de Neubauer. De seguida, procedeu-se a contagem do numero de
células existentes em cada um dos 4 quadrantes, realizada com o auxilio de um microscopio
optico. A concentracdo celular foi determinada através do calculo da média total dos
quadrantes e multiplicado por dois, uma vez que as células encontram-se diluidas numa
proporcao 1:1 com o corante, e aplicou-se a formula de Neubauer para se obter a
concentracao celular. Apds se determinar o nimero de células/mL, foi calculado o volume de
suspensao inicial a diluir no volume total de meio necessario para a realizacao dos ensaios, de
forma a conseguir-se uma concentracdo celular de 2x10* células/mL. Seguidamente, foram
adicionados 250 pl da suspensao celular resultante a cada um dos 35 pocos de cada placa de
cultura, tendo-se excluido a primeira linha e coluna de pocos que constituem os “zeros”,
onde apenas se colocou meio completo.

A placa com as células foi incubada por 48horas, de forma a promover a aderéncia e o

crescimento celular antes da aplicacao dos compostos a avaliar.

3.2.3.3. Aplicacao dos compostos
Inicialmente preparou-se uma solucdao mae dos compostos sintetizados e puros numa

concentracdo de 10mM em DMSO, como também dos controlos positivos que foram os

compostos diosgenina e 5-fluorouracilo em igual concentracao.

De acordo com um estudo prévio, o efeito que o DMSO pode revelar na viabilidade celular ndo
é significativo em concentracdes iguais ou inferiores a 1% nos pocos. Durante as experiéncias
a concentracdao maxima de DMSO ¢ 0,3% no ensaio preliminar e 1% no estudo para
estabelecimento das curvas dose-resposta a seguir descritos.

Primeiro realizou-se um ensaio preliminar para avaliar o efeito na proliferacao celular de uma
concentracao de 30 pM dos compostos. Para isso, aspirou-se o meio de cada poco da placa
apos a observacao do estado das células ao microscopio, e adicionaram-se os compostos
(n=5). Cada placa continha uma coluna de “zeros” contendo apenas meio de cultura, coluna
de controlo negativo, com células e meio de cultura, e um composto por coluna com células

(Figura 19). A placa de cultura foi incubada com os compostos por 72horas.
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Figura 19: Esquema representativo da microplaca para o primeiro ensaio dos compostos numa
concentracao de 30 pM. (CO= controlo; C1, C2, C3, C4, C5 = compostos diferentes)
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No caso dos compostos que revelaram atividade antiproliferativa significativa a 30 pM,
procedeu-se um ensaio para determinacdo de curvas-dose-resposta, a fim de também calcular

0 IC5o (concentracao do composto que inibe em 50% o crescimento celular).

Para isso, prepararam-se 6 solucdes com diferentes concentracées do composto em estudo
(0,01 pM; 0,1 pM; 1 pM; 10 pM; 50 pM e 100 pM) (Figura 20). Assim, depois da aspiracao do
meio de cada poco, colocaram-se as solugdes do composto, mantendo-se a existéncia de um
controlo negativo e dos “zeros”. De seguida, a placa foi a incubar durante 72horas e no fim

realizou-se o ensaio MTT para analisar a proliferacao celular.
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Figura 20: Esquema representativo das microplacas para o ensaio de curva dose-resposta, n=5, com uma
gama de diferentes concentracdes (em pM) do composto em estudo.

3.2.3.4. Ensaio MTT

O efeito dos compostos na viabilidade celular foi estudado com o ensaio MTT. Este teste
depende do tipo de células, atividade mitocondrial e da concentragao celular existente. Este
ensaio fundamenta-se na reducao do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil-
tetratrazolio (MTT), que possui uma cor amarela e é solivel em agua e sensivel a luz, em
cristais de formazano, de cor azul e insoliveis em meio aquoso, por acdo da enzima
mitocondrial succinato desidrogenase nas células viaveis. A quantidade de formazano
produzido e acumulado nestas células pode ser considerado diretamente proporcional ao

nimero de células viaveis existentes em cada pogo [70].

Apds terminado o tempo de incubacdao com os compostos, iniciou-se o procedimento com a
aspiracao do sobrenadante dos pocos, seguindo-se da lavagem com PBS e da sua aspiracao.
Depois adicionou-se 250pL da solucao de MTT (5mg/mL), previamente dissolvida em PBS e em
meio de cultura incompleto, a cada um dos pocos da placa, incluindo controlos negativos,
zeros e compostos. De seguida, as placas foram protegidas com papel de aluminio para
minimizar a exposicao a luz e colocadas a incubar a 37°C sob atmosfera humidificada com 5%

de CO,, durante 4horas.

Terminado o tempo de incubacao, aspirou-se cuidadosamente o sobrenadante dos pocos, a
fim de evitar a remocao dos cristais formados. Por fim adicionou-se 250 pyl de DMSO para
dissolver os cristais de formazano, obtendo-se uma solucao de cor roxa. Visto que a
intensidade da cor é diretamente proporcional ao nimero de cristais de formazano formados,

entdo é também diretamente proporcional ao nimero de células viaveis resultantes, e
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procedeu-se a leitura de absorvancia a 570nm. Os valores obtidos para os compostos foram
comparados com os valores do controlo, tendo sido definido estes como 100% de viabilidade

celular e os restantes calculados em relacao a este valor.

3.2.4. Citometria de fluxo

A apoptose € um processo celular normal que ocorre durante o desenvolvimento embrionario
e que mantém a homeostase tecidular, sendo por isso um processo antitumoral efetivo e
benéfico, desde que mantenha um funcionamento normal e que as células danificadas sejam

removidas [71].

Durante este processo altamente conservativo, ocorre a contracdo da célula, perda da

membrana plasmatica, condensacado da cromatina e a formacao de corpos apoptoticos [72].

Numa fase inicial, as células modificam a estrutura da membrana plasmatica, um dos seus
componentes, designado por fosfatidilserina transloca-se a do interior da membrana onde é
mais predominante para o exterior, para que a célula seja reconhecida por fagocitos e assim
ser removida. Nas células viaveis como possuem as membranas intactas excluem o iodeto de
propideo, enquanto as células mortas ou com membranas danificadas lhe sdo permeaveis
[73].

No procedimento da citometria de fluxo usou-se a linha celular MCF-7 e o composto
selecionado de acordo com o seu resultado citotoxico positivo no ensaio de MTT, tendo-se
repetido a experiéncia duas vezes. O procedimento teve como objetivo a analise da
viabilidade celular por marcacdo com iodeto de propidio, e iniciou-se com a sementeira de
células e incubou-se, durante 48horas, em caixas de cultura celular de 6 pocos com 9,6cm? de
area, numa densidade de 3x10* células/mL num volume de trabalho de 3mL. Apds este tempo
foi colocado o composto nas concentracdes de 50uM e incubou-se durante 24horas. Como
controlo negativo utilizou-se células nao tratadas e como controlo positivo o composto 5-

flouroucilo a 50uM.

No final da incubacao, os sobrenadantes de cada po¢o 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 5minutos,
apos isto adicionou-se 700 pl de meio frio, por fim obteve-se uma suspensao de células que
foram colocadas nos respetivos falcons utilizados anteriormente. De seguida, centrifugou-se
durante 5 minutos a 250G, aos quais 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 propideo (5 pl). Os tubos foram ligeiramente
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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, como também para a analise de dados.

Para determinar a percentagem de células viaveis e mortas foi necessario determinar e
definir regides para excluir “debris”. A analise da marcacao por iodeto de propidio foi
efetuada em dot plots, apresentando apenas eventos contidos nas regides R2 e R3, por
definicao de quadrantes, conforme explicado na seccao dos resultados. Na determinacao da
percentagem de células viaveis, procedeu-se a definicdo de regides semelhantes (R2 e R3),

para exclusao dos “debris”.

3.3. Estudo de interacdo com G-quadruplex

A espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) é uma técnica otica que da informacao acerca da
estrutura de moléculas opticamente ativas, podendo ser aplicada a biomoléculas, como
proteinas, bem como também a acidos nucleicos, como o DNA. Esta técnica baseia-se na
diferenca de absorcdo de luz circularmente polarizada a esquerda e a direita, sendo
necessario que a amostra tenha centros quirais; caso ndo o seja, o feixe de luz nao varia, ou
seja, nao é reproduzido um sinal. A variacdo esta diretamente relacionada com o dicroismo
circular da amostra no comprimento de onda, sendo a detecao realizada sucessivamente em
diferentes cumprimentos de onda, gerando-se um espetro carateristico de CD. As condicoes
colocadas podem variar consoante o que se pretende estudar, como por exemplo a

temperatura, presenca de outras moléculas e forca ionica [74].

Neste caso, o objetivo deste ensaio reside em estudar a estabilizacdo da estrutura do G-
quadruplex apos adicao de um composto, como ainda avaliar a topologia do G-quadruplex. Na
experiéncia utilizou-se o espectropolarizador Jasco J-815 equipado com um controlador de
temperatura Peltier tipo CDF-426S, tendo-se utilizado o software SpectraManager da Jasco
durante a aquisicao e analise de resultados. No decorrer da analise utilizou-se uma célula de
quartzo de 0,2mm, utilizando-se com parametros de aquisicdo, a bandwidth de 1Tnm com um
scanning speed de 100nm/min e aquisicdo de 3 eventos por scan, com uma resposta de DTI de

0,5 segundos.

0 composto selecionado para este ensaio teve em conta o seu resultado citotoxico positivo no
ensaio MTT e a sua solubilidade em agua. Primeiro estabeleceu-se uma linha de base que foi
substraido a todos os espetros, o que incluiu: 232uL agua, 60uL DMSO e 1,2pL tampao de KCl
10mM, a temperatura de 25°C. De seguida, adicionou-se 6pL de solucdo de DNA telomérico a
600pM sem adicao de composto, e procedeu-se ao annealing do DNA, em que apos a
estabilizacdo da temperatura a 80°C por 10minutos e diminui-se em intervalos de 10°C até
aos 20°C manualmente, tendo sempre o cuidado de deixar a temperatura estabilizar.

Posteriormente, fez-se as curvas de CD melting do DNA num intervalo de temperatura de 20°C
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a 80°C, com 4s de estabilizacao entre intervalos de 4°C/min e monitorizados em dois

cumprimentos de onda caracteristicos deste G-quadruplex, 263nm e 290nm.

Neste procedimento utilizou-se uma solucao concentrada do composto a 0,1mM em agua e
20% de DMSO, que foi adicionado a cuvete ja com o DNA a 10uM (1eq) previamente colocado,
em diferentes equivalentes: 0,1; 0,4; 1; 2; 3; 5; 10. Para cada equivalente foram realizados
diferentes ensaios, o annealing do DNA e o curva de CD melting do DNA, como foi descrito
para a amostra sem composto, bem como ainda a aquisicao de um espetro em que se variou o
cumprimento de onda a temperatura de 20°C. Cada ensaio foi apenas realizado uma vez para

cada equivalente.

3.4. Analise estatistica

Os resultados graficos de citotoxicidade foram expressos como valores médios + desvio
padrao. A comparacdo entre multiplos grupos foi analisada pelo teste t-student para
determinar a existéncia de diferencas significativas entre as médias. A diferenca entre grupos
foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05. Os valores de ICsq indicados
foram calculados a partir da curva dose-resposta por calculos de ajustamento sigmoide. Os
graficos dos ensaios de citometria foram igualmente expressos em valores médios+desvio

padrao.
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4. Resultados e Discussao

4.1, Sintese quimica
O objetivo inicial consistia na sintese de macrociclos a partir do acido litocolico (Figura 18),

no entanto, obtiveram-se diferentes moléculas compostas por um acido biliar ligada ao acido

succinico e a duas cadeias aminadas (Figura 21).
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Figura 21: Representacao geral da sintese quimica, com comparacdo entre o composto final pretendido
inicialmente e o obtido, sendo o R, igual a -H no caso do acido litocolico ou -OH para o acido
desoxicolico, enquanto o R, representa a cadeia poliamina para cada R,.

Os compostos finais foram obtidos por uma sintese que compreendeu dois passos reacionais,
encontrando-se o primeiro descrito na literatura para o acido litocolico [64]. Neste passo
ocorre a acilacao do grupo 3-OH do acido biliar com o anidrido succinico, utilizando como
catalisador o 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP). Esta base nucleofilica é muito eficaz na
esterificacdo de alcoois e acidos carboxilicos com compostos anidridos, promovendo a
desprotonacao destes grupos, neste trabalho em particular, no alcool ligado ao carbono 3 do
acido litocdlico. Este evento facilita o ataque do oxigénio do carbono 3 ao carbonilo do

anidrido succinico, criando uma ligacao éster.

0 acido 3a-succinoiloxi-litocolico foi caraterizado por FTIR, e também por 'H-, *C-RMN e
bidimensionais, por comparacdo com o substrato acido litocolico e mediante o que esta

descrito na literatura [64], confirmou-se a existéncia do produto. No espetro 'H-RMN, entre
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outros sinais, verifica-se o aparecimento de um multipleto a 2,34ppm de integracao igual a
4H, ja no *C ocorreu um pequeno deslocamento do sinal do carbono 3, indicando a ligacdo do
anidrido succinico, bem como ainda o aparecimento de dois novos picos a 172,25 e 174,67
ppm, referindo-se a formacado do grupo éster e de um novo acido carboxilico. A reacédo foi
posteriormente adaptada para o acido desoxicolico, tendo-se verificado que existe
reprodutibilidade do procedimento, apresentando espectros de RMN e FTIR semelhantes. Por
razdes de impedimento estereoquimico, o acoplamento ocorre no carbono 3 do acido
desoxicolico em vez do carbono 12, tendo sido um fator analisado por RMN bidimensional
(HSQC e HMBC).

A formacdo de grupos amida sdo tipicamente sintetizados a partir da unido entre acidos
carboxilicos e aminas, no entanto, ndao ocorre espontaneamente. Por isso, na segunda e
Ultima reacao, o mecanismo reacional € mais complexo, tendo como interveniente a N,N -
diciclohexilcarbodiimida (DCC), que atua como agente desidratante em varios compostos que
possuem o grupo -OH, por exemplo os acidos carboxilicos, ocorrendo a ativacdo do carbono
acilo para que ocorra substituicdo nucleofilica e a formacao do grupo amida ao se acoplar a
amina [75, 76].

No entanto, esta via reacional tem como desvantagem o baixo rendimento e a formacao do
subproduto diciclohexilureia (DCU), sendo esta uma impureza frequentemente dificil de
remover [75]. Por isso, a purificacdo do composto e a remocao do DCU no presente trabalho
tornou-se um desafio a ultrapassar. Ao pesquisar a literatura por procedimentos descritos que
utilizassem o DCC, verificou-se que o método mais utilizado para purificar o produto seria a
precipitacdo do DCU com solventes adequados, atendendo as suas carateristicas de
polaridade, tentou-se a diferentes temperaturas e tempos neste processo, e experimentou-se
o n-hexano, o acetato de etilo e o éter dietilico como solventes, por terem diferentes
polaridades [77, 78]. Depois de testadas todas as condicdes, verificou-se que a mais favoravel
tinha sido com o solvente acetato de etilo a 4°C por 24horas, no entanto, a quantidade de

DCU removido era baixa e havia a precipitacao de algum produto.

Assim, outros métodos de purificacdo foram analisados, e tentou-se remover o DCU por
extracao liquido-liquido e cristalizacdo, os quais nao resultaram, até que se concluiu que a
coluna de cromatografia de silica seria o0 método a experimentar, verificando-se, a nivel de
eluicao, que o DCU é o primeiro composto a sair da coluna e que o composto pretendido puro
era eluido logo a seguir, existindo apenas o problema de se encontrar o eluente certo para
cada composto sintetizado e de se recolher pequenas quantidades de amostra durante a

eluicao [64]. Desta forma, acabou por ser possivel obter os produtos pretendidos puros.

Para cada produto final foram adquiridos os espetros de FTIR, bem como também de 'H-, "3C-
RMN e bidimensionais, com o objetivo de caraterizar os compostos e analisar a sua pureza.

Nos espetros de infravermelhos verificou-se o aparecimento da banda forte das ligacoes N-H a
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3300cm™ e C=0 a 1640cm’’, caracteristicos dos grupos amida. No espetro 'H-RMN verifica-se o
aparecimento da banda larga a 7 ppm que representa o grupo -NH da amida com integracao
de 2H o que demonstra que a poliamina se acoplou em ambas as extremidades, e no "*C-RMN
verifica-se um pequeno deslocamento dos carbonos do grupo éster e das amidas, bem como
ainda ao se comparar com um espetro de amina livre, observa-se que os carbonos desta nao

se encontram presentes.

O DCU possui picos caracteristicos nos espetros de 'H- e "C-RMN, sendo no primeiro a
6,87ppm e a 2,15ppm. Por outro lado, no *C-RMN, os sinais mais significantes e faceis de
identificar sao os quatro picos a 125, 128, 135 e 156ppm, bem como ainda os dois picos a 54,1

e 54,66ppm.

Ambas as reacdes foram adaptadas para o acido desoxicolico, porém para a segunda reacao
houve a necessidade de se alterar as condicoes, uma vez que o tempo de reacao era o dobro
e ainda havia a formacao de varios subprodutos. Por estas razdes, adicionou-se a reacao
0,5eq do catalisador DMAP, tornando a solucdo mais basica e facilitando o ataque nucleofilico
do -OH dos acidos carboxilicos do substrato ao DCC [76, 77].
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4.2.

Avaliacao Biolégica

4.2.1. Andlise preliminar da citotoxicidade dos compostos nas linhas

celulares humanas

A avaliacdo biologica da citotoxicidade dos compostos foi efetuada nas diferentes linhas

celulares humanas, mais propriamente na proliferacdo das células de cancro da mama

sensiveis a estrogénios (MCF-7 e T-47D), células do adenocarcinoma da prostata sensiveis a

androgénios (LNCaP), células de glioblastoma (U87) e fibroblastos normais da derme (NHDF).

A analise efetuou-se através do ensaio MTT, sendo que numa primeira fase, com o objetivo de

avaliar numa forma geral o efeito, se incubaram as células com os compostos a uma

concentracao de 30puM durante 72h. O tempo de exposicao foi escolhido de acordo com o ciclo

celular das células, uma vez que para todas elas é superior a 24h e inferior a 48h,

possibilitando a analise do efeito bioldgico dos compostos num ciclo celular completo. Os

resultados obtidos nesta primeira fase encontram-se expostos na Tabela 1 e no Grafico 1.
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Grafico 1: Percentagem da proliferacao celular relativa nas cinco linhas celulares (NHDF, MCF-7, T-47D,
LNCaP e U87) apos o tratamento com os compostos sintetizados e os acidos litocolico e desoxicdlico, na

concentracao de 30uM durante 72h,

realizados pelo ensaio MTT

(concentracao

inicial

de

células=2x10%elulas/mL). Os dados estdo apresentados em relacdo ao controlo (100%) e séo

48



Sintese e avaliacao biologica de poliaminoamidas esteroides antitumorais que interagem com o G-quadruplex

representativos de, no minimo, duas experiéncias independentes, com n=5 em cada. No grafico, as
barras representam as médias e as linhas o seu desvio padrao.

Tabela 1: Percentagem da proliferacdo celular relativa nas cinco linhas celulares (NHDF, MCF-7, T-47D,
LNCaP e U87) apos o tratamento na concentracdo de 30uM, com os compostos sintetizados e os acidos
litocolico e desoxicdlico, durante 72h, determinada pelo ensaio MTT (concentracdo inicial de
células=2x10%elulas/mL). Os dados estdo apresentados em relacdo ao controlo (100%) e s&o
representativos de, no minimo, duas experiéncias independentes, com n=5 em cada.

% Proliferacao celular

relativa (% relativa ao NHDF MCF-7 T-47D us7
controlo)

Acido Litocélico 107,872 96,194 96,036 78,230 70,331
Acido I?t';ggﬁic’:f"m‘i' 124,073 62,000 97,296 82,517 89,360
Produto 1 131,227 112,912 71,302 106,195 118,301
Produto 2 129,603 109,684 149,408 94,690 62,418
Produto 3 111,913 108,325 99,408 96,460 60,784
Produto 4 124,910 83,350 96,450 92,920 85,294
Produto 5 90,380 90,713 90,000 90,265 83,036
Acido desoxicélico 106,025 72,597 70,650 54,1975 42,000
ACidgei';')‘(’icc‘gl?g(‘;'°Xi' 126,715 85,729 146,450 95,575 119,608
Produto 6 92,515 79,050 54,630 50,323 63,095
Produto 7 80,240 18,359 16,111 9,677 56,250

Dos resultados obtidos desta primeira fase, verifica-se que o composto que possui uma maior
citotoxicidade é o produto 7, sendo também seletivo para determinadas linhas celulares
cancerigenas, mais propriamente LNCaP, MCF-7 e T-47D, que sao tumores hormono-
dependentes. No geral, os compostos ndo aparentam ter um efeito citotdxico marcado nas
células NHDF, e nas linhas celulares tumorais a reducao da proliferacdo celular é também
inferior a 50%. Um facto importante a destacar é o efeito do produto 5 em comparacao ao do
produto 7, sintetizados a partir de dois acidos biliares diferentes, acido litocolico e acido
desoxicolico, respetivamente, com a mesma poliamina, observando-se um efeito citotdxico
marcadamente diferente. Este € um exemplo de que pequenas diferencas estruturais podem
levar a uma alteracdo marcada da atividade anticancerigena, sendo que neste caso a
diferenca € um grupo alcool na posicao 12 do produto 7, que lhe confere um carater mais
hidrofilico. Como este composto foi o Unico a originar valores inferiores a 50% da proliferacao
celular nas linhas LNCaP, MCF-7 e T-47D, decidiu-se realizar um estudo de dose-resposta e
determinar o valor de ICsy, ou seja, da concentracao que o composto permite inibir 50% da
proliferacao celular, comparativamente com a auséncia do mesmo. Por razées de comparacao

do efeito antiproliferativo, realizou-se o mesmo estudo também nas linhas NHDF e U87.
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4.2.2. Estudo dose-resposta e ICsg
O estudo de dose-resposta foi realizado nas diferentes linhas celulares com o produto 7, a

diosgenina e o 5-fluoroucil, numa gama de concentracoes entre 0,01 yM e 100 pM, incubadas
durante 72h, tendo-se efetuado o ensaio MTT em que se quantificou

espectrofotometricamente a absorvancia do formazano a 570nm.
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Grafico 2: Percentagem da proliferacao celular relativa nas cinco linhas celulares (NHDF, MCF-7, T-47D,
LNCaP e U87) apds o tratamento num intervalo de concentracdes de 0,01 a 100 pM com o produto 7
durante 72h, realizados pelo ensaio MTT (concentracio=2x10%celulas/mL). Os dados estdo apresentados
em relacdo ao controlo (100%) e sdo representativos de, no minimo, duas experiéncias independentes,
com n=5 em cada. No grafico as barras representam as médias e as linhas o seu desvio padrdao, como
ainda * p<0,05 versus respetivo controlo (teste t-student).

Como se verifica no grafico 2, confirma-se a elevada seletividade do produto 7 para as linhas
celulares hormono-dependentes, ou seja nas células LNCaP, MCF-7 e T-47D, e a baixa
toxicidade nas células NHDF. Através do calculo do ICsy (Tabela 2), observa-se que na linha
celular nao cancerigena é de 41,92uM, na linha U87 é 48,49 uM, e nas células MCF-7 e LNCaP
€ 16,97 UM e 14,71 pM, respetivamente. Por fim, na linha T-47D é 6,892 pM, sendo nestas
células em que se denota um maior efeito deste composto. E de realcar ainda que, nas
células NHDF, nas concentracdes de 0,01 e 0,1 pyM, se observa um estimulo da proliferacao
celular, sendo uma diferenca significativa comparativamente ao controlo, e o mesmo parece
acontecer nas células LNCaP e U87 nas mesmas concentragdes. Ao longo da experiéncia foram
captadas imagens do estado celular as 4horas e 24horas apos tratamento com os compostos,

que podem ser encontradas na seccao de anexos. Mediante estas, verificaram-se algumas
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alteracdes morfoldgicas ao longo do tempo, aumentando a concentracao de células com

formato redondo e diferentes tamanhos.

Para afeitos comparativos realizaram-se também experiéncias para obter as curvas dose-
resposta de dois compostos comerciais, a diosgenina e o 5-flourouracilo (Tabela 2 e Graficos 3

e 4) em algumas linhas celulares.

Tabela 2: Valores de ICsy, em pM, do produto 7, diosgenina e 5-fluorouracilo nas diferentes linhas
celulares testadas com os correspondentes coeficientes de correlacao.

Produto 7 41,92 0,49 | 16,97 0,92 14,71 0,74 | 48,49 0,93

Diosgenina - - 52,86 0,04 >100 0,80 | 12,71 0,82 - -

5-Fluorouracil | 3,394 0,98 | >100 0,94 >100 0,36 | 2,227 0,96 - -

A diosgenina é um esteroide, mais propriamente uma sapogenina que se encontra em diversas
espécies vegetais, sendo um dos principais constituintes bioativos de varias plantas, por
exemplo o inhame. Este composto é utilizado como precursor quimico na preparacao
industrial de diversos esteroides sintéticos, nomeadamente pilulas anticoncecionais orais [79].
A diosgenina tem demonstrado potencial antitumoral em diferentes linhas celulares
cancerigenas humanas, tendo uma acao que envolve a inibicdo do ciclo celular e inducao da

apoptose, nomeadamente na linha MCF-7 [79].

Curva dose-resposta da Diosgenina
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Grafico 3: Percentagem da proliferacao celular relativa nas linhas celulares MCF-7, T-47D e LNCaP apos
o tratamento num intervalo de concentracdes de 0,01 a 100 pM com a diosgenina durante 72h,
realizados pelo ensaio MTT (concentracdo=2x10%elulas/mL). Os dados estdo apresentados em relacio
ao controlo (100%) e sdo representativos de, no minimo, duas experiéncias independentes, com n=5 em
cada. No grafico as barras representam as médias e as linhas o seu desvio padrao, como ainda * p<0,05
versus respetivo controlo (teste t-student).
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A curva dose-resposta da diosgenina nao esta totalmente de acordo com a literatura, sendo
que na linha MCF-7 encontra-se descrito o valor de ICso de cerca de 31,32uM [80], enquanto
neste trabalho se obteve o valor de 52,86uM. Nas outras linhas celulares verifica-se que as

células LNCaP, que sao sensiveis a androgénios, sao as mais afetadas por este composto.

O 5-flourouracilo € um composto usado no tratamento de diversos cancros, nomeadamente
cancro da mama, pescoco, estdbmago, colon e da pele, podendo ser combinado com outros
farmacos ou radioterapia. Este composto pertence ao grupo antimetabolitos quimioterapicos,
sendo similar a algumas moléculas do organismo, inibindo a enzima timidilato sintetase,
evitando que exista uma manutencao do DNA nas células cancerigenas e, assim, bloqueia o

seu crescimento e multiplicacao, e inicia a apoptose [81].

Curva dose-resposta do 5-Flourouracil
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Grafico 4: Percentagem da proliferacao celular relativa nas linhas celulares NHDF, MCF-7, T-47D e
LNCaP apos o tratamento num intervalo de concentracdoes de 0,01 a 100 pM com o 5-flourouracilo
durante 72h, realizados pelo ensaio MTT, com n=2 (concentracdo=2x10%celulas/mL). Os dados estdo
apresentados em relacdo ao controlo (100%) e sdo representativos de, no minimo, duas experiéncias
independentes, com n=5 em cada. No grafico as barras representam as médias e as linhas o seu desvio
padrao, como ainda * p<0,05 versus respetivo controlo (teste t-student).

0 efeito do 5- flourouracilo encontra-se também descrito na literatura, principalmente para a
linha MCF-7, por ser utilizado no tratamento do cancro da mama. No entanto, verifica-se que
os resultados aqui presentes (grafico 4) nao sao semelhantes ao descrito, nomeadamente para
a linha MCF-7, em que se encontra descrito um valor de ICsq cerca de 6,16 pM [82]. O mesmo
se verifica para a linha LNCaP, sendo que na literatura se encontra descrito um ICs, de cerca
de 68,5uM, enquanto neste trabalho se obteve 2,23 pM. Nao so as condicdes experimentais
podem ser diferentes das descritas na literatura, mas também pode ter acontecido as células
terem sofrido alteracdes nas suas caracteristicas, nomeadamente as células MCF-7 usadas no

presente trabalho serem resistentes a este antitumoral.
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4.3. Citometria de fluxo
Tendo como objetivo avaliar a viabilidade celular, utilizou-se a linha celular MCF-7 para os

testes de citometria de fluxo, tendo estas células sido tratadas com o produto 7 e 5-
flourouracilo na concentracao 50uM, e incubadas durante 24horas. A concentracao e o tempo
usado foram pensados de forma que as células se encontrassem a sofrer os primeiros efeitos

dos compostos no momento da analise, por exemplo em apoptose inicial.

A citometria de fluxo € uma técnica que permite distinguir subpopulacdes celulares, tendo
como base o estado fisiologico ou metabodlico. Isto é conseguido com o auxilio de sondas

fluorescentes que marcam as células de acordo com o pretendido e funcionalidade.

Durante o processo de apoptose ocorrem alteracdes nas células, sendo que numa fase inicial
se modifica a estrutura da membrana plasmatica e, posteriormente, a condensacao do DNA e
a diminuicao do tamanho da célula. Por isso, utilizou-se o marcador iodeto de propidio, que
consegue entrar nas células mortas ou com membranas danificadas e intercala-se com o DNA,
enquanto as células viaveis ndao permitem a passagem da sonda, uma vez que possuem a
membrana intacta. Assim, o iodeto de propidio, ao entrar nas células que lhe sdao permeaveis
permite fazer a exclusdo das células viaveis, bem ainda possibilita a distincdo das células
apoptoéticas numa fase inicial das necréticas, sendo a sus utilizacdo um método rapido e
simples [72, 73].

Tendo em conta isso e, como ja foi mencionado na parte experimental, foram criadas 2
regides no software de analise, de forma a excluir os eventos sem marcacao que passam pelo
citometro, que poderdo ser fragmentos sem DNA (lixo), bem como também excluir os
agregados, para que nao aparecam na analise e apenas sejam observaveis as células viaveis e

debris, ou restos celulares com DNA.

Os resultados deste estudo demonstraram que o produto 7 apos 24horas de incubagao origina
uma morte celular de cerca 13%, sendo representada pela regido R3, verificando-se também
nesta regiao que existe uma maior densidade de restos celulares comparativamente com o
controlo negativo e com o 5-fluorouracilo. Assim, o produto 7 origina um maior efeito
citotoxico que o 5-fluorouracilo, que levou a 7,6% de células mortas, também numa exposicao

de 24horas, e que o observado no controlo negativo (3,5% de células mortas).

0 tipo de morte das células foi outro aspeto analisado, verificando-se que o produto 7 podera
ter como mecanismo preferencial a inducao da apoptose, uma vez que na regiao 3 parecem
existir debris de pequeno tamanho, que podem ser células em processo de apoptose. Em
anexo encontra-se o resultado para o produto 7 indicando-se as regides 2 e 3, bem como

ainda a regiao nao representada no grafico 5.
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Grafico 5: Resultados do estudo de viabilidade celular das células MCF-7 com o marcador iodeto de
propideo. O controlo consiste em células sem qualquer tratamento, e as células foram tratadas com o
produto 7, bem como com 5-fluorouracilo, tendo sido incubadas por 24horas ap6s adicdo dos compostos
as culturas celulares (3x10* cel/mL). R2=células viaveis e R3=debris.
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4.4, Andlise da intera¢ao do Produto 7 com o G-
quadruplex

O dicroismo circular é uma técnica espectroscopica que tem sido utilizada para analisar as
conformacdes do G-quadruplex, apresentando as suas caracteristicas principais de acordo
com a topologia adquirida, estando isto relacionado com as interacdes entre as tétradas de G

adjacentes [13].

A titulacao do G-quadruplex com o composto pode induzir alteracées no espetro que podem
estar relacionadas com as propriedades do ligando, levando a estabilizacao preferencial de

uma determinada topologia da estrutura G-quadruplex [13].

Neste trabalho utilizou-se a sequéncia telomérica 22AG, que tem demonstrado ser mais
sensivel que algumas sequéncias comerciais as variacées de concentracdao de K* em solucao.
Por isso, e de acordo com trabalhos realizados anteriormente pelo grupo de trabalho, a
concentracao de 10mM de K* é a ideal para as experiéncias de dicroismo circular no estudo de

interacao entre ligandos e esta sequéncia de G-quadruplex.

No tampao de KCl usado sem a presenca de qualquer ligando, a sequéncia telomérica 22AG
apresenta-se na forma hibrida tendo como sinais carateristicos uma banda positiva forte a
290nm com uma pequena saliéncia a 265nm, uma pequena banda positiva a 250nm e uma

banda negativa pequena a 235nm.

Durante a titulacdo recolheu-se espetros de CD melting a 263nm num intervalo de
temperatura de 20°C a 80°C, como ainda um espetro a 20°C, variando-se o comprimento de
onda de 240nm a 340nm, tal como demonstra os seguintes graficos (grafico 6) para os trés

diferentes equivalentes do composto.
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Grafico 6: Titulacdo de 10uM da sequéncia telomérica 22AG de G-quadruplex com o produto7, em
tampao KCl 10mM e 20% de DMSO. (a) Espetro da elipticidade em mdeg com a representacao do controlo
e composto a 5eq e 10eq, obtidos a temperatura de 20°C com variacao de cumprimento de onda de 240
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a 340nm. (b) Espetro a cumprimento de onda de 263nm, da variacao da temperatura de melting num
intervalo de 20°C a 80°C do controlo e composto a 5eq e 10eq.

Como se verifica, nao parecem haver diferencas significativas com o aumento da
concentracao do produto 7 em solucdo com a sequéncia, podendo apenas sugerir que a sua
interacao e estabilizacao existe, mas que pode nao ser forte, o que pode ser justificado pela
pequena diferenca entre as curvas de temperatura de melting (ATq/,; <1). Para além disso
pode-se ainda verificar que o ligando favorece a que o G-quadruplex passe de hibrido para a
conformacao paralela, uma vez que ao se aumentar a concentracdo do composto ocorre, em
termos de elipticidade, uma diminuicao da banda a 285nm, bem como ainda o aumento da
banda a 263nm. Caso fosse antiparalela verificar-se-ia o contrario, pois tem como
caracteristicas a banda negativa a 263nm e uma banda positiva a 295nm, no espetro de

dicroismo circular [83].
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4.5. Discussao geral
Neste trabalho um dos objetivos que era desenvolver compostos para a interacao e

estabilizacao da estrutura de G-quadruplex. De acordo com os resultados obtidos por
dicroismo circular, estes ligandos tem fraca afinidade e estabilizacdo com aa estruturas
teloméricas. No entanto, isto nao significa que nao podera estabilizar outras sequéncias de G-
quadruplex. Uma vez que as poliaminas na forma livre se podem ligar ao DNA ou RNA, sendo
reguladores essenciais da expressao genética e da divisao celular, podendo afetar a interacao
entre proteinas e o DNA [84]. Devido a sua capacidade de interagir com o DNA, um outro
objetivo foi desenhar as moléculas de forma a conter pelo menos uma poliamina ligada a um
acido biliar, uma vez que estes também possuem a capacidade de entrar na célula e interagir

com o DNA e moléculas intracelulares.

Os valores dos ICs, para cada composto em estudo e para cada tipo de célula estao
sumarizados na Tabela 2. De todos os compostos sintetizados, na concentracao de 30uM
apenas se obtiveram resultados significativos em termos de citotoxicidade para o produto 7,
que se distingue dos restantes ao ser mais hidrofilico por apresentar um grupo OH na posicao
12, podendo ser esta a razao da sua citotoxicidade perante as linhas celulares cancerigenas,
nao afetando a linha NHDF, ou seja as células saudaveis. De acordo com os resultados da
citometria de fluxo este composto parece ativar um mecanismo de apoptose, ficando a divida
de qual sera a via ativada. Como apo6s 4horas havia ja alteracbes evidentes nas células,
sugere-se que possa ter sido por ativacao de recetores de membrana, uma vez que sao vias
mais rapidas, e nao tanto pela interacao com o DNA, ja que esta acao foi também descartada

pelo dicroismo circular, pelo menos para a sequéncia telomérica de G-quadruplex.

O produto 7 demonstra também ser mais seletivo para as linhas celulares MCF-7, LNCaP e T-
47D, que sdao de tumores hormono-dependentes, sendo que estas células apresentam como
caracteristica a presenca de recetores sensiveis a esteroides, mais propriamente estrogénios,
nas células MCF-7 e T-47D, sendo nas LNCaP receptores de androgénios. Os compostos que a
que estas células sao sensiveis apresentam uma estrutura base esteroide, tal como os acidos
biliares, sendo talvez esta a razao explicativa dos efeitos do produto 7 nestas linhas celulares
[72, 73].

Quanto aos restantes compostos, na literatura encontra-se descrito o acido 3-succinoiloxi-
litocolico, tendo-se provado que apresenta um ICso de 12puM em culturas de células de figado
de rato em estudos de inibicao da enzima a-2,3-sialiltransferase, sugerindo que os compostos
sintetizados a partir deste possam vir a apresentar um efeito noutro tipo de células ou de
estudo [64].

Num outro estudo, com o objetivo de analisar a interacdo de compostos derivados de acidos
biliares com o DNA, verificou-se que o acido desoxicolico com uma cadeia poliaminada apenas

no carbono 24, apresenta uma elevada afinidade com o DNA devido a posicdo e
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estereoquimica dos grupos hidroxilo. No entanto, um outro composto semelhante sintetizado
a partir do acido litocdlico tem ainda uma maior capacidade de interacdo com o DNA que o
derivado do acido desoxicolico [63]. Ou seja, a interacdo com o DNA pode ocorrer, mas esta

dependente dos compostos, bem como ainda da sequéncia com que pode interagir.

Adicionalmente, num estudo envolvendo acidos biliares com substituicdo nas cadeias laterais,
concluiram que a interacdo com o DNA era favorecida pela quantidade de aminas, em vez de
elementos de oxigénio, por apresentarem uma maior superficie hidrofébica [62]. Esta pode

ser uma razao explicativa de o produto 7 nao ser um bom estabilizador do G-quadruplex.
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5. Conclusao

O cancro é uma patologia com elevada morbilidade e mortalidade a nivel mundial, estando
associado a um enorme impacto socioeconémico. Apesar do rapido avango cientifico neste
campo observado nas Ultimas décadas, a sua incidéncia tem vindo a aumentar,
principalmente os cancros hormono-dependentes, como o cancro da mama na mulher e o
cancro da prostata no homem, sendo por isso cada vez mais urgente a procura de novas
alternativas.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho consistiu na sintese de novos compostos
derivados do acido litocdlico e desoxicolico com um potencial antiproliferativo em diferentes
linhas cancerigenas e nao-cancerigenas, bem como com potencial para a interacdo e

estabilizacdo da sequéncia telomérica de G-quadruplex.
Dos resultados obtidos pode-se concluir:

< A via sintética adaptada é reprodutivel para diferentes acidos biliares, como também
para diferentes poliaminas, porém obtém-se rendimentos relativamente baixos.

< O produto 7 apresenta seletividade para as células tumorais hormono-dependentes
estudadas, ndo afetando a linha celular saudavel NHDF, podendo a sua citotoxicidade
seletiva estar relacionada com a presenca de recetores de estrogénios e de
androgénios.

«» A estrutura condiciona os efeitos observados, uma vez que dois compostos
estruturalmente semelhantes apresentam efeitos antiproliferativos diferentes, como
€ o caso do produto 7 e do produto 5, em que o primeiro apresenta apenas mais um
grupo hidroxilo na posicao 12.

< Como ligando, o produto 7 interage e estabiliza pouco a sequéncia telomérica do G-
quadruplex, porém sao necessarios estudos noutros tipos de sequéncias.

« Todos os compostos que revelaram baixa citotoxicidade sao potencialmente

exploraveis em estudos futuros noutras areas, nomeadamente a sua potencial

aplicacao como agentes antimicrobianos.

Concluindo, com este trabalho foi possivel sintetizar novos compostos que nao se encontram
descritos na literatura, em que um deles tem potencial para continuar a ser estudado e ser a
base para gerar novos analogos com potencial farmacologico melhorado de forma a aumentar

a seletividade e poténcia dos efeitos.
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6.

Perspetivas futuras

Ao longo do atual trabalho desenvolvido e apresentado foram surgindo dividas e novas ideias

para futuros estudos:

®,
*

Procura de novas vias alternativas para a reacao de sintese de aminoamidas
esteroides, de forma a ultrapassar a dificuldade de purificacado e do baixo
rendimento.

Adaptar a via sintética a outros acidos biliares, nomeadamente o acido colico, por
apresentar mais um grupo -OH ligado ao carbono 7, comparativamente com o acido
desoxicolico.

Estudo de relacao estrutura-atividade do produto 7, uma vez que aparenta ser o mais
promissor em termos de seletividade entre células saudaveis e tumorais. As alteracoes
estruturais a realizar podem ser, por exemplo, a formacao de uma estrutura
macrociclica com um segundo acido desoxicolico ou com um anel aromatico a ligar as
duas poliaminas do composto, de forma a aumentar o efeito citotoxico nas linhas
celulares tumorais e/ou favorecer a estabilizacao do G-quadruplex.

Estudo dos mecanismos biologicos explicativos da citotoxicidade do composto 7 e
analogos que aparentem ser promissores depois de estudos de viabilidade celular,
nomeadamente a identificacao de vias de morte celular, por exemplo por apoptose,
envolvendo caspases, bax, P53 e citocromo c, etc.

Estudo farmacocinético, nomeadamente de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
eliminacdo, dos compostos obtidos posteriormente a partir do produto 7 e/ou de
analogos, que aparentem ser promissores depois de estudos de viabilidade celular
Estudar a interacdo do produto 7 e analogos com outras sequéncias de DNA G-

quadruplex, nomeadamente c-MYC.

Os compostos sintetizados, exceto o produto 7, apresentam baixa citotoxicidade em todas as

linhas celulares tumorais e nao tumorais e, para todos, o outros estudos poderao passar por:

Estudar a atividade antimicrobiana dos compostos.
Estudar a possibilidade dos compostos sintetizados como scaffolds de transporte de

compostos, uma vez que nao apresentam citotoxicidade na linha NHDF.
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8. Anexos

8.1. Culturas celulares as 4h e 24h de incubacdao com
compostos

Figura 22: Fotografias efetuadas as células MCF-7, apo6s 4horas de incubacdo com compostos a
concentracao 50uM para o procedimento de citometria de fluxo, (a) e (b) sao controlos, (c) e (d) do
produto 7 e (e) e (f) do 5-flourouracil (3x10*cel/mL) (Ampliacdo de 100X - microscopio Olympus CKX 41,
equipado com maquina fotografica digital Olympus SP 500UZ)
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Figura 23: Fotografias efetuadas as células MCF-7, apds 24horas de incubacdo com compostos a
concentracdo 50uM para o procedimento de citometria de fluxo, (a) e (b) sao controlos, (c) e (d) do
produto 7 e (e) e (f) do 5-flourouracil (3x10*cel/mL) (Ampliacdo de 100X - microscopio Olympus CKX 41,
equipado com maquina fotografica digital Olympus SP 500UZ)
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8.2. Citometria de fluxo

Produto 7

FSC-Height
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100 10! 102  10® 10%
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Grafico 7: resultados da viabilidade celular das células MCF-7 com o marcador iodeto de propideo, em
que o controlo consiste em células sem qualquer tratamento, células tratadas com o produto 7, como
ainda células tratadas com 5-flourouracil, tendo sido incubadas por 24horas apds adicdo dos compostos
as culturas celulares (3x10* cel/mL). Em que R2=células viaveis e R3=debris.
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