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“Never forget what you are, for surely the world will not. Make it your strength. Then it can
never be your weakness. Armor yourself in it, and it will never be used to hurt you.”

George R.R. Martin, A Game of Thrones
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Resumo

A oxidacéao alilica é um processo sintético de grande importancia industrial devido a sua ampla
variedade de aplicacdes na sintese de produtos quimicos e farmacéuticos. Alguns exemplos
relevantes deste tipo de reacdo incluem a oxidacdo de A%-esteroides aos seus derivados A>-7-
oxoesteroides correspondentes. Os métodos classicos para realizacao destas reagdes envolvem
o uso de um excesso de reagentes indesejaveis de cromio, manganésio ou selénio.
Recentemente o uso de hidroperoxidos, em combinacao com diferentes tipos de catalisadores
metalicos em formas homogéneas e heterogéneas, tem despertado interesse. Posteriormente,
outros processos diferentes foram relatados e, entre estes, a combinacao de clorito de sodio,
como oxidante, e N-hidroxiftalimida, como catalisador, revelou ser um procedimento eficiente
e mais aceitavel em termos ambientais para esta transformacao. Para acelerar esta reacao de
oxidacdo, o potencial de varios catalisadores metalicos foi explorado. Na presente dissertacao
descrevem-se oxidacoes alilicas de A’-esteroides nestas condicdes, mas explorando o uso de
compostos de vanadio, como o VO(acac);, bem como de outros catalisadores metalicos.
Curiosamente, o consumo total de substrato foi observado apés 15 minutos de reacao; no
entanto, um produto secundario também foi detetado, além dos A’-7-oxoesteroides esperadas.
Na tentativa de ultrapassar esta observacao, diferentes condicdes de oxidacdo foram também

investigadas com o objetivo de melhorar este processo oxidativo.

Para além disso, foi também estudado o efeito antiproliferativo de alguns A3-esteroides e os
seus correspondentes A’-7-oxoesteroides, em linhas celulares PC3 e N27. Este estudo foi
realizado com o intuito de avaliar o potencial destes compostos como agentes anticancerigenos,
tendo sido calculado o IC5y de cada um destes compostos. Interessantemente, verificou-se que
os compostos 7-oxidados da diosgenina e da pregnenolona se apresentaram mais toxicos que os

percursores nao oxidados para a linha celular PC3.

Palavras-chave

A’-Esteroides; Oxidacao alilica; 7-Oxoesteroides; Citotoxicidade; Desidroepiandrosterona; 7-

Oxodesidroepiandrosterona.
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Abstract

Allylic oxidations are industrially important synthetic processes due to their wide variety of
applications in the synthesis of pharmaceuticals and fine chemicals. Relevant examples include
the oxidation of A>-steroids to the corresponding A3-7-ketone derivatives. Classical methods to
perform these reactions involve the use of large excess of undesirable chromium, manganese
or selenium reagents. Of particular interest is the use of hydroperoxides, combined with
different types of metal catalysts in homogeneous and heterogeneous forms. Later, other
different processes were reported and, among these, the combination of sodium chlorite as the
oxidant and N-hydroxyphthalimide as catalyst revealed to be a green procedure for this
transformation. In order to accelerate this oxidation reaction, the potential interest of several
metal catalysts was explored. Here is reported the very fast allylic oxidations of A%-steroids by
using vanadium compounds such as VO(acac), as well as other metal catalysts. Interestingly,
total substrate consumption was observed after 15 minutes of reaction; however, a side product
was also detected in addition to the expected A%-7-ketones. Therefore, different oxidation

conditions were also explored to improve this oxidation process.

Moreover, it was also studied the antiproliferative effects of some A3-steroids and their
corresponding A3-7-ketones on PC3 and N27 cell lines to understand the potential of these
compounds as anticancer agents and the corresponding ICsy was also calculated. Interestingly,
it was observed that 7-oxodiosgenin and 7-oxopregnenolone have higher cytotoxicity against

PC3 cells than the observed with the corresponding precursors.

Keywords

N>-Steroids; Allylic Oxidation; 7-Oxosteroids; Cytotoxicity; Dehydroepiandrosterone; 7-

Oxodehydroepiandrosterone.
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Capitulo 1-Introducao

1.1 Generalidades sobre Esteroides

1.1.1 Caracteristicas estruturais

Os esteroides sao compostos anfipaticos muito abundantes, da familia dos lipidos, que se
encontram em quase todos os seres vivos [1]. Apresentam varias atividades especificas a nivel
celular, e é conhecida uma grande variedade de tipos diferentes de compostos biologicamente
ativos deste grupo [2-5], os quais justificam o interesse na sua obtencédo por sintese quimica
[1,7-9]. De facto, estes compostos estao presentes em medicamentos Uteis [1,4] no tratamento
de varios tipos de doencas, incluindo na terapia de multiplos tipos de cancro [10-13].
Apresentando uma grande gama de diferentes compostos, quer naturais, quer sintéticos, os
esteroides, como ja foi referido, sdo uma opcao viavel na terapéutica de varios tipos de
doencas, através da sua utilizacdo como hormonas sexuais, corticosteroides, acidos biliares,
derivados da vitamina D, ou outros, que demonstram vasta aplicacdo em diversos estados
clinicos [1]. Devido a sua relevancia, varios tipos diferentes de esteroides tém sido isolados de
diferentes fontes animais [1,6], ou sintetizados com alteracoes especificas [6-8].
Estruturalmente, os esteroides sao compostos que possuem o esqueleto de um
ciclopentanoperidrofenantreno, formado por 17 carbonos, que consiste em quatro anéis
fundidos (designados A, B, C, D), dos quais trés dos anéis sdo de 6 atomos de carbono e um de
5 atomos de carbono (Figura 1). Além disso, habitualmente apresentam grupos metilo ligados
aos carbonos 10 e 13. As principais alteracoes ocorrem no carbono 17, sendo a principal a
presenca de uma cadeia alquilo [1,14]. Os carbonos da estrutura sao numerados segundo o
IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied Chemistry/International Union of
Biochemistry), na Joint Commission on Biochemical Nomenclature, e, por convencao, qualquer
atomo ou grupo substituinte acima do plano do composto tem estereoquimica B, enquanto os

localizados abaixo do plano sao designados de a-substituintes [14].



4 6
Figura 1-Estrutura quimica e numeracao do esqueleto esteroide.

1.1.2  Importancia biologica

,

O processo de esteroidogénese (producdo de hormonas esteroides) é realizado por poucas
estruturas do organismo, sendo elas as glandulas suprarrenais, as gonadas (ovarios, testiculos)
e, em caso de gravidez, a placenta [2-5].

Neste processo (Figura 2), o colesterol (composto de 27 atomos de carbono) é clivado em
progesterona e derivados (compostos de 21 atomos de carbono), que precedem os androgénios
(compostos de 19 atomos de carbono) e finalmente os estrogénios (compostos de 18 atomos de
carbono) [3,4]. As hormonas esteroides sao divididas em duas classes: os corticosteroides, que
compreendem o0s mineralocorticoides e os glucocorticoides, e as hormonas sexuais, as quais
compreendem os progestagénios, os androgénios e os estrogénios. Todos estes estao envolvidos
em varias funcdes, como a regulacdo do metabolismo celular, o desencadeamento de processos
de inflamacdo, a regulacdo da homeostasia, o desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias ou a resposta a infecdes e a doencas [2-5]. Outro tipo de esteroide incluem os
acidos biliares e a vitamina D, que apresenta semelhancas com as familias dos corticosteroides
e das hormonas sexuais [15,16].

As glandulas adrenais, que se encontram imediatamente acima dos rins, tém o seu cortex
dividido em trés areas e cada uma delas é responsavel pela producao de um tipo especifico de
hormona [2,3]. As trés areas sao: a zona glomerulosa, camada mais externa e produz
aldosterona, que ajuda na regulacaio da homeostase do organismo; a zona
fasciculada/intermédia, que produz cortisol, que interfere na metabolizacdo dos hidratos de
carbono e na resposta dos vasos sanguineos as catecolaminas; e a zona reticular, camada mais
interna, que produz precursores de androgénios, como o desidroepiandrosterona (DHEA) e a sua
forma sulfatada [2-5].

Ao nivel das gonadas, elas produzem maioritariamente estrogénios, progestagénios e
androgénios [3-5].

A producao destas hormonas esteroides inicia-se sempre com o colesterol (Figura 2), que foi o
primeiro esterol a ser descoberto ha mais de 230 anos por cientistas franceses. Este foi alvo de
uma grande investigacao, na qual foram atribuidos alguns prémios nobel por pesquisas, levando
um vencedor a referi-lo como “a molécula pequena mais versatil em biologia” [17]. A sua

sintese € um processo complexo que ocorre no figado e que inicia a partir do mevalonato [2].



A producdo das hormonas é regulada por sinalizacao interna, designadamente através da
corticotrofina (ACTH), da hormona luteinizante (LH) e da hormona foliculo estimulante (FSH).
Envolvidas nesta sintese encontram-se muitas enzimas, sendo as principais da familia do
citocromo P450. Apos a sintese, estas sdo transportadas no sangue por proteinas especificas,
como a glicoproteina que se liga as hormonas esteroides (SHBG), indo atuar de forma especifica

e restrita em diferentes tipos de células alvo [3-5].

| Colesterol |

Colesterol desmolase
r 17a-hidroxilase 17a-hidroxilase
17,20-liase | | 17,20-liase |
Pregnenolona - 17-0H Pregnenolona ~ DHEA
[ presmnctora_| [17-0n regnencien | |
3B-hidroxiesteroide] 3B-hidroxiesteroide 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase desidrogenase desidrogenase
4 17a-hidroxilase 17a-hidroxilase 3
Progesterona 17,20 liase 17-OH Progesterona 17,20-liase :I Androstenediona |
21-hidroxilase 21-hidroxilase 17B-hidroxiesteroide
__________________________________________ desidrogenase
Desoxicorticosterona | 11-desoxicortisol | Testosterona |
11B-hidroxilase 11B-hidroxilase
Corticosterona | Cortisol |
18-hidroxilase
|18-OH Cor‘ticoster‘ona|
18-oxidase
A A

| Aldosterona |

Figura 2-Esteroidogénese, enzimas e vias e intermediarios.

Para além das hormonas esteroides, um outro tipo de esteroides é sintetizado pelo organismo,
como a vitamina D e os acidos biliares. Estes desempenham funcdes diferente das hormonas,
apesar de serem sintetizados a partir do mesmo percursor, o colesterol [15,16].

A vitamina D é sintetizada nas células da epiderme da pele, a partir do 7-desidrocolesterol que
se encontra nestas células. Este processo envolve a radiacao solar UV e ocorre a conversao em
pré-colecalciferol (pré-vitamina D;), uma forma nao ativa que posteriormente é ativada nos
rins e figado, sendo depois transportada na corrente sanguinea. A vitamina D tem como funcédo
principal manter a homeostase do calcio, designadamente interferindo na absorcdo de minerais
ao nivel do intestino. A vitamina D pode também ser obtida na alimentacao [15].

Os acidos biliares sao esteroides acidos conhecidos por ajudar na digestao, na absorcao de
lipidos e na homeostase do colesterol. Existem varios tipos no organismo e encontram-se
divididos em 2 grupos, os primarios, sintetizados no figado, e os secundarios, produzidos por
acdo enzimatica de bactérias no colon. Quando sintetizados no figado, antes de serem

libertados para o estdmago, sdao conjugados com uma de duas moléculas, a taurina ou a glicina,



formando um de oito acidos biliares possiveis, que sao também comumente conhecidos por sais
biliares [16].

Todos os esteroides sintetizados sao eliminados do organismo, depois de cumprirem as suas
funcoes. Os acidos biliares e as hormonas esteroides, ja sem a cadeia lateral do colesterol, sao
geralmente hidroxilados, e conjugados com sulfato ou acido glucurdnico, sendo entao

eliminados na urina e por via hepatobiliar [4,6].

1.2 A’-7-oxoesteroides

1.2.1  Métodos quimicos para a sua obtencao

De todas as alteracdes quimicas que podem ser efetuadas nos esteroides, um dos tipos mais
praticados sao os que envolvem a oxidacdo de posicoes especificas do esteroide através de
diferentes métodos de oxidacado [1,7-9]. Estas reacdes tém sido alvo de um vasto e extenso
estudo ao longo dos anos, tais como as oxidacdes alilicas com formacdo alcoois, ésteres e
compostos a,B-insaturados, epoxidacao, ou outros tipos de funcionalizacées [7,8]. Neste
sentido, tém sido alcancados grandes progressos, envolvendo otimizacdes do tempo de reacao
requerido, utilizacao de reagentes novos e mais amigos para o ambiente, melhorando a
eficiéncia, obtendo-se cada vez melhores rendimentos [8,9,17-19].

Uma das transformacdes que tem demostrado maior interesse na quimica dos esteroides € a
reacdo de oxidacdo alilica com introducdo de uma fungdo cetona no carbono 7, mais
especificamente os 7-oxo-A*-esteroides, que sao obtidos a partir dos respetivos A>esteroides
(Figura 3) [19-22]. Uma oxidacao alilica define-se habitualmente como a formacao de uma nova
ligacao carbono oxigénio, numa posicao alilica a um grupo funcional, geralmente a ligacdo
dupla de um alceno. Se a oxidacdo ocorrer na posicao a em relagdo a um composto aromatico
esta designa-se por oxidacdo benzilica. Esta reacao ocorre quando a abstracdo do hidrogénio
alilico/benzilico é parte dominante em relacdo ao ataque eletrofilico na ligacdo dupla,
mantendo esta, podendo assim serem realizadas funcionalizacdes posteriores [22,23]. Esta
transformacdo é um processo que normalmente envolve radicais livres, e geralmente ocorre na

presenca de metais de transicao [24].

R R
.u\\\\R3 ..\\\\\RS

R R 0

Figura 3-Oxidacao alilica de A>-esteroides a 7-oxo-A’-esteroides.



Para a realizacdo desta transformacdo, muitas sao as opgdes que foram ja descobertas e
aplicadas ao longo dos anos, tendo-se vindo a melhorar o rendimento, o tempo e o tipo de
reagentes usados. Na maior parte das reacoes é necessaria a protecao do grupo 3B8-hidroxilo,
geralmente na forma de acetato ou benzoato, pois em algumas condicées podia ocorrer também
a oxidacao daquele grupo, se este nao se encontrasse protegido [8,19,23].

Inicialmente, eram principalmente utilizados compostos de crémio (IV), como trioxido de
cromio (CrOs), cromato de t-butilo e cromato/dicromato de sddio em acido acético [25,26] para
estas oxidacoes. E também recorrente o uso de complexos de CrOs;, como CrO;-piridina, 3,5-
dimetilpirazol combinado com CrO; [27], benzotriazole-CrOs;, clorocromato de piridina e
dicromato de piridina [28,29].

No entanto, a requerida utilizacdo de grandes quantidades dos reagentes de cromio e outros
metais de transicao alguns muito toxicos, bem como a necessidade de grandes volumes de
solventes, e os complexos processos de purificacao ou os tempos de reacao longos inviabilizam
as suas aplicacoes a escala industrial.

Esta reacao foi também realizada por via de outros métodos estequiométricos, como foi o caso
da utilizacao de radiacao de solucdes na presenca de N-bromossuccinimida [30,31] ou de HgBr,
(brometo de mercdrio) e ar [32]. Também foi reportada a combinacao de ar ou oxigénio
molecular com N-hidroxiftalimida (NHPI) para formacao de varias enonas esteroides [33] e
também a utilizacdo de reagentes de iodo hipervalente [34].

Em contraste com estes métodos, foram desenvolvidos processos cataliticos, menos agressivos
a nivel ambiental e também mais rentaveis a nivel econémico. Sdo exemplos o uso de
hidroperdxidos em combinacao com varios tipos de catalisadores metalicos para se conseguir
varios tipos de reagdes [35-38], ou imobilizacdo do oxidante e catalisador em suportes
heterogéneos, tornando mais faceis os processos de separacao, podendo haver aumento dos
rendimentos do produto [39,40].

Neste ambito, foi demostrando que com quantidades cataliticas de reagentes com cromio(Vl),
nomeadamente CrOs;, em combinacdo com t-butilhidroperdxido (TBHP) é possivel obter bons
rendimentos de 7-oxo-esteroides, com a reagao de epoxidacao a ser residual [41]. A atividade
catalitica de outros metais, como Cr(CO)4 [42] ou RuCl; [43] em conjugacdao com o TBHP esta
também descrita. No entanto, este tipo de reacbes continua a presentar elevada toxicidade,
principalmente as que envolvem os metais cromio e ruténio. Adicionalmente, sendo estas
reacoes exotérmicas e necessitando de grandes quantidades de TBHP, mostrou-se que em
condicoes de escala alargada na presenca do ruténio ha também o perigo de explosao, o que
levou os investigadores a continuarem as pesquisas na procura de reacdes menos toxicas e mais
simples e seguras. Uma alternativa econdmica &, por exemplo, a utilizacdo de catalisadores de
cobre em conjunto com o TBHP [44,45]. Mais recentemente, outros investigadores reportaram
0 uso de Mn(OAc)3-2H,0 como catalisador homogéneo combinado com TBHP para oxidacao de
alcenos simples e alguns A3-esteroides [46].

Adicionalmente foram também desenvolvidos processos que envolvem a utilizacao de oxidantes

baratos e de facil acesso, o hipoclorito de sodio (lixivia comum) e o clorito de sodio [47,48].



Este Ultimo oxidante pode ser usado em combinacdo com o NHPI para realizar reacdes de
oxidacéao alilica ou benzilica sem a presenca de metais de transicao, sendo possivel obter com
bons rendimentos os esteroides 7-oxidados. Neste ambito, o clorito de sodio é um oxidante
barato bastante usado na industria téxtil e do papel, ou na purificacdo de aguas para o consumo
humano, que pode também ser usado como oxidante em reacdes de oxidacao, o qual pode ser
facilmente separado e eliminado no fim da reacao, excluindo assim os muitos problemas de
separacao e eliminacao os quais se apresentam por exemplo nas reagées com metais de
transicao (Ex: reagentes de cromio(Vl)) muito recorrentemente usados neste tipo de reacoes
[47].

1.2.2  Importancia bioldgica e sintética

Ao longo dos anos, varios estudos foram realizados envolvendo os A>-7-oxoesteroides,
comprovado a ampla aplicacao e importancia ao nivel biolégico e medicinal destes compostos
[49].

Um dos exemplos é o 7-oxocolesterol, produto natural que resulta da auto-oxidacao do
colesterol no organismo, e que é também produzido por enzimas especificas. Atualmente sabe-
se que este composto tem diferentes fungdes no organismo, como regular a propria sintese de
colesterol, estar envolvido na regulacao do ciclo celular com iniciacao da sinalizacao da
apoptose ou necrose, iniciacao de processos inflamatorios e oxidativos e esta também associado
a regulacdo e acumulacao de fosfolipidos [50,51]. Outro exemplo também conhecido € o do 7-
oxo-DHEA, conhecido por ter influéncia na producao e regulacao de enzimas termogénicas [52],
através do condicionamento do potencial de membrana com abertura de canais especificos na
mitocondria [53] e na sua forma acetilada foi demostrado a influéncia positiva no aumento da
memoria de ratos com idade ja avancada [54]. Devido a estas e outras aplicacdes, 0 composto
encontra-se atualmente disponivel no mercado e é usado como nutracéutico [55] e pode ser
Gtil no tratamento e prevencao de ataques de Raynaud primarios [56]. Além disso, este tipo de
compostos pode ser usado para tratar doencas resultantes de deficiéncias imunologicas ou
mesmo problemas neuronais, como € o caso da doenca de Alzheimer [57].

Adicionalmente, foi também provado que este tipo de esteroides oxigenados afeta e tem
influéncia no tratamento de varios tipos de cancro [11-13], tendo-se demostrado a capacidade
de inibir a replicacao celular [58-60]. Muitos dos esteroides com utilidade no tratamento do
cancro (Figura 4) sao inibidores de enzimas especificas que desempenham funcdes importantes
no seu desenvolvimento, tais como aromatase ou sulfatase no cancro da mama, 5a-redutase ou
CYP17 em cancro da prostata avancado [11]. Conhecendo e tendo em conta a forma de atuar
dos esteroides e os mecanismos na origem do cancro que envolvem estas mesmas moléculas,
existem varias estratégias que podem ser utilizadas, entre as quais o uso de compostos
biossintéticos, como é o caso dos A’-7-oxo-esteroides, como inibidores enzimaticos ou
antagonistas de recetores, interrompendo vias de sinalizacao importantes para o tumor [12].
Os esteroides sdo também importantes pelo facto de serem lipossolUveis, o que facilita a sua

entrada nas células e, tendo em conta que com as alteracdes os oxoesteroides podem perder



as suas funcoes base (Ex: hormonais), estes podem servir como moléculas inibidoras da iniciacao
e progressao de tumores (Figura 4), apresentando-se, assim, como uma estratégia no combate

do cancro, quer por provocarem citotoxicidade, quer por inibirem vias de proliferacao [11,12].

| Esteroides como agentes antitumorais

Anti hormonais/Anti proliferativos | Citotoxicos
(A partir de alvos de nio hormonais)

Inibidores enzimaticos | Inibidores de Recetores |
Anti estrogénios | | Anti androgénios | | Anti progestinas |
Inibidores da Inibidores Inibidores da 178 Inibidores
Sulfatase de da hidroxiesteroide da CYP17
esteroides (STSI) Aromatase desidrogenase

Figura 4-Esteroides como agentes antitumorais.

Para além dos esteroides derivados do colesterol, produzidos no organismo humano, existem
outros compostos como as saponinas ou os glicosideos cardiotonicos, que sdo usados na
farmacologia como base de medicamentos para o tratamento de varios tipos de patologias,
como resultados interessantes [11,12].

Os glicosideos cardiotonicos, sdo, por exemplo, encontrados principalmente como produtos
secundarios produzidos em plantas e sao compostos organicos que tém a capacidade de
aumentar a forca da contracao cardiaca, diminuindo ao mesmo tempo a sua frequéncia através
da interacdo com a bomba de sédio e potassio na membrana celular, apresentando uma grande
gama de aplicacgdes a nivel bioldgico [61], sendo até sugerido a sua aplicacao no tratamento do
cancro [62]. No entanto, as suas relativas toxicidades, impede que sejam usados em grande
extensao [61,62].

A diosgenina é um produto obtido da hidrélise alcalina/acida ou por acdo de enzimas da
saponina dioscina, extraida de diferentes tipos de tubérculos de algumas plantas. E usada como
precursor na sintese comercial de algumas hormonas esteroides, como a cortisona e a
progesterona, usados em tratamentos hormonais, e mais recentemente tem demostrado

interesse como potencial agente antitumoral [63,64].






Capitulo 2-Objetivos

Tendo em conta a importancia das modificacdes nos anéis de esteroides, e sendo ja conhecido
um vasto espectro de reagentes e condicoes reacionais a usar, este trabalho tem como objetivo
encontrar uma reacao de oxidacao alilica mais simples e rapida de forma a obter diferentes
esteroides 7-oxidados puros.

Sendo também conhecidas as varias aplicacoes dos 7-oxoesteroides, nas quais o possivel
tratamento de diferentes tipos de cancro, apds a sua sintese, propde-se a posterior avaliacao
biologica da citotoxicidade dos compostos DHEA, pregnenolona e diosgenina e seus derivados
7-oxidados, comparando os seus efeitos e calculando o ICsy, em células cancerigenas humanas

do cancro da prostata PC3 e células dopaminérgicas neuronais de rato N27.
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Capitulo 3-Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes foram utilizados conforme recebidos, sendo a sua pureza analitica. O sulfato
de sodio anidro foi adquirido a empresa José Manuel Gomes do Santos e o acido cloridrico foi
adquirido a Panreac. Os solventes metanol, acetato de etilo, éter de petroleo 40-60°C e
diclorometano foram adquiridos a empresa Fisher Scientific UK. O acetonitrilo, acido sulfrico
e areia foram adquiridos a empresa VWR international. O terc-butanol e o catalisador 6xido de
vanadio (V,0s) e o ortovanadato de sodio (Na3VO4) foram adquiridos da empresa Merck. O
fluoreno, pregnenolona, progesterona, o catalisador acetilacetonato de vanadio (VO(acac),)
(acac=acetilacetonato), TBAC (cloreto de tetrabutilamodnio) e o gel de silica (0,060-0,200 mm,
60 A) foram adquiridos a Acros Organics. O tert-butil hidroperdxido (solucdo 5,0-6,0M em n-
decano e solucao aquosa a 70%) anidrido acético, acetato de pregnenolona, colesterol, clorito
de sbédio, DHEA, os compostos 4-dimetilaminopirimidina, NHPI, e os catalisadores nitrato de
cério(IV) aménia, metavanadato de aménio (NH,VO;), o trifluorometanossulfonato de bismuto
() e a H,0, (30% V/V) foram adquiridos a Sigma Aldrich, bem como o BiCl;, KMnO,,
pregnenolona e FeSO4H,0. As placas de CCF (cromatografia em camada fina) foram adquiridas
a Macherey-Nagel e foram observadas a luz ultravioleta 254nm e reveladas com uma mistura
de etanol:acido sulflrico (95:5) com posterior secagem e aquecimento numa placa para o efeito
a 120°C. Na cromatografia em coluna, o eluente encontra-se indicado como proporcao v/v de
solventes.

Os espectros de RMN foram registados a 400MHz para 'H-NMR num espectrofotometro Bruker
XS 400 utilizando CDCl; como solvente. Os principais dados dos espectros sao apresentados na

seguinte ordem: desvio quimico em ppm, multiplicidade e atribuicdo do sinal.

3.2 Acetilacao de 3B-hidroxi-A’-esteroides

Num balao de fundo redondo de 100mL dissolveu-se 3mmol do substrato em THF (16 ml),
adicionando-se, de seguida anidrido acético (1 ml) e DMAP (1,4mmol). A reacdo decorreu a
temperatura ambiente. O controlo da reacao foi feito por CCF usando um eluente de éter
etilico:éter de petréleo 40-60°C (2:1).

Apos a paragem da reacao foi adicionado a mistura 20ml de agua e a extracao realizada com
adicdo de 200mL de diclorometano (CH,Cl,) (2x). Seguidamente, a fase organica foi lavada
sucessivamente com 20mL de HCl a 10%, 20mL NaHCO; a saturacdo e 30mL de agua (2x). A
mistura foi entdo seca com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente,
obtendo-se um produto sélido branco que foi seco na estufa a vacuo.

A acetilacdo da DHEA demorou uma hora e trinta minutos; 0,9563g, n=96%.

A acetilacao do colesterol durou uma hora e trinta minutos; 0,9511g, n=95%.
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A acetilacao da diosgenina durou uma hora e vinte minutos; 0,9624g, n=96%.
3.3 Reacoes de Oxidacao alilica

3.3.1 Oxidacao alilica do acetato de desidroepiandrosterona

I. Num balao de fundo redondo de 50mL dissolveu-se acetato de DHEA (0,25mmol) num solvente
de acetonitrilo:agua (2:1; 3mL). A solucdo previamente estabilizada a temperatura de 50°C
adicionou-se lentamente NaClO, (solido, 80%) (0,375mmol) e NHPI (0,025mmol). A reacao
decorreu, com agitacdo magnética e a temperatura de 50°C, durante 6 horas, sendo a mesma
completa. O controlo da reacao foi feito por CCF com um eluente de éter etilico:éter de
petroleo 40-60°C (1:1).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao de sulfito
de sodio a 10% (40ml), durante varias horas. De seguida, fez-se extracdo com acetato de etilo
(3x 40mL) e posterior lavagem da fase organica com solucao saturada de bicarbonato de sodio
(20mL) e agua destilada (20mL), secou-se com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e evaporou-se
a secura, obtendo-se um produto sélido branco, que foi seco na estufa a vacuo [9], 0,0551g,
n=64%.

'H (CDCl;, 400 MHz) & 0,82 (s,3H,18-Hs), 1,17 (s, 3H, 19-H;), 1,98 (s, 3H, CH3CO), 4,65 (m,1H,
3a-H), 5,58 (s, 1H, 6H)

Il. A reacéo realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.l, foi adicionado um catalisador de

cério [Ce(NH,4);(NOs)s] (0,025mmol), imediatamente apds a adicdo do NHPI. A reacdo decorreu
durante 6 horas observando-se formacgao de produto, mas sem consumo total do substrato, nao

tendo sido realizada extracao.

lll. A reacéo realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.l, foi adicionado um catalisador de

bismuto (BiCl;) (0,025mmol). A reacdo decorreu durante 6 horas. Apos extracao e isolamento
do produto realizados de forma similar a reacdo descrita em a 3.3.1.1, foi obtido um oleo
esbranquicado; 0,753g (n=87%).

IV. A reacao realizada em condicoes semelhantes a 3.3.1.l, foi adicionado um catalisador de

bismuto [Bi(OTf);,H,0] (0,025mol). A reacdao decorreu durante 6 horas, observando-se
formacao de produto, mas sem se observar consumo total do substrato nao tendo sido realizada

extracao.
V. A reacéo realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.1, foi adicionado um catalisador

metalico de vanadio [VO(acac),]. A reacdo decorreu durante 6 horas, sem se observar consumo

total do substrato, nao tendo sido realizada extracao.
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VI. Na reacédo realizada em condicdes semelhantes a 3.3.1.V, foi usado 0,0125 mmol do

catalisador metalico [VO(acac);] e 0,05mmol de NHPI. A reacdo decorreu durante 6 horas, sem

se observar consumo total do substrato, ndao tendo sido realizada extracao.

VII. Na reacdo realizada em condicdes semelhantes a 3.3.1.lll, a quantidade de NaClO, foi

alterada para 0,75mmol, a de NHPI para 0,05mmol e a de BiCl; para 0,0125 mmol, tendo-se
observado o consumo total do substrato ao fim de 15 minutos. Apos extracao e isolamento

efetuado de forma similar a reacao 3.3.1.1, obteve-se um produto em 6leo; 0,0670g (n=77%).

VIII. Na reacéo realizada em condigdes semelhantes a 3.3.1.V, a quantidade de NaClO, foi

alterada para 0,75mmol, a de NHPI para 0,05mmol e a de [VO(acac),] para 0,0125 mmol, tendo-
se observado o consumo total do substrato ao fim de 15 minutos. Apds extracao e isolamento

efetuado de forma similar a reacao 3.3.1.1, obteve-se um produto em 6leo; 0,0673g (n=78%).

IX. Na reacédo realizada em condicdes semelhantes a 3.3.1.VIIl, a quantidade de NaClO, foi

alterada para 0,5625mmol, tendo-se observado o consumo total do substrato ao fim de 15
minutos. Apos extracao e isolamento efetuado de forma similar a reacédo 3.3.1.l, obteve-se um
produto em o6leo; 0,0446g (n=51%).

X. Na reacao realizada em condigdes semelhantes a 3.3.1.IX, a quantidade de catalisador foi

alterada para 0,004mmol, tendo-se observado o consumo total do substrato ao fim de 30
minutos. Apos extracao e isolamento efetuado de forma similar a reacdo 3.3.1.l, obteve-se um
produto em oleo; 0,0551g (n=64%).

Xl. A reacao realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.1X, decorreu a temperatura ambiente

(15-20°C), tendo a reacao decorrido durante 6 horas, sem se observar consumo total do

substrato, nao tendo sido realizada extracao.

XIl. A reacao realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.1X, decorreu a temperatura de 25°C,

tendo-se observado o consumo total do substrato ao fim de 3 horas. Apos extracao e isolamento

efetuado de forma similar a reacao 3.3.1.1, obteve-se um produto em 6leo; 0,0426g (n=51%).

XIll. Na reacao realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.1X, foi usado alternativamente o

catalisador V,0s, tendo-se observado o consumo total do substrato ao fim de 15 minutos. Apos
extracao e isolamento efetuado de forma similar a reacao 3.3.1.l, obteve-se um produto em
oleo; 0,0419g (N=49%).
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XIV. Na reacéo realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.1X, foi usado alternativamente o

catalisador Na3VO,, tendo-se observado o consumo total do substrato ao fim de 4 horas. Apds
extracao e isolamento efetuado de forma similar a reacdo 3.3.1.1, obteve-se um produto em
oleo; 0,680 (nN=79%).

XV. Na reacao realizada em condigdes semelhantes a 3.3.1.IX, foi usado alternativamente o

catalisador NH4VO;, tendo-se observado o consumo total do substrato ao fim de 1 hora. Apds
extracao e isolamento efetuado de forma similar a reacao 3.3.1.l, obteve-se um produto em
oleo; 0,0654 (n=76%).

XVI. Na reacao realizada em condi¢cées semelhantes a 3.3.1.IX, foi utilizando o TEMPO em vez

de NHPI. A reacao decorreu durante 6 horas, sem se observar consumo total do substrato, nao

tendo sido realizada extracao.

XVII. A reacéo realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.IX, mas utilizando o TBHP (solucao

aquosa a 70%) em vez de NaClO, decorreu durante 6 horas, sem se observar consumo total do

substrato, nao tendo sido realizada extracao.

XVIII. A reacao realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.IX, utilizando o H,0, (30% V/V)

em vez de NaClO, decorreu durante 30 horas, sem se observar consumo total do substrato. Apds
extracao e isolamento efetuado de forma similar a reacao 3.3.1.1, obteve-se um produto em
oleo; 0,0674 (n=87%).

XIX. A reacao realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.1X, utilizando o H,0, (30% V/V) em

vez de NaClO,, e com adicao de 7pL de solucao de oxidante a cada 15 minutos durante 2 horas,
decorreu durante 30 horas, sem se observar consumo total do substrato, ndao tendo sido

realizada extracdo, nao tendo sido realizada extracao.

XX. A reacdo realizada em condicdes semelhantes a 3.3.1.1X, utilizando alternativamente

1,4mmol H,0, (30% V/V) em vez de NaClO,, decorreu durante 30 horas, sem se observar

consumo total do substrato, nao tendo sido realizada extracao.
XXI. A reacéo realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.XX, mas utilizando 1mmol NHPI e

fazendo adicao gradual do oxidante durante 2 horas, decorreu durante 30 horas, sem se

observar consumo total do substrato, ndao tendo sido realizada extracao.
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XXII. A reacao realizada em condicées semelhantes a 3.3.1.1X, mas utilizando o formaldeido
em vez de NHPI decorreu durante 30 horas, observando-se o consumo praticamente total do
substrato. Apos extracao e isolamento efetuado de forma similar a reacdo 3.3.1.l, obteve-se
um produto em oleo; 0,0638g (nN=74%).

XXIIl. A reacdo realizada em condicdes semelhantes a 3.3.1.IX, com 1mmol de substrato,
NaClO, (2,25mmol), NHPI (2,25mmol) e o catalisador VO(acac), (0,05mmol), decorreu durante
3 horas. Apos extracéo e isolamento efetuado de forma similar a reacao 3.3.1.1, obteve-se um
produto na forma de 6leo esbranquicado, 0,305g (n=84%). Esse oleo foi dissolvido em 2ml de
acetato de etilo e foi realizada uma coluna cromatografica com silica-gel, com um eluente de
acetato de etilo:éter de petréleo 40-60°C (1:5), obtendo-se um produto solido branco; 0,1480g
(n=41%) [9].

3.3.2  Oxidacao alilica do acetado de pregnenolona com NaClO;, NHPI e
o catalisador VO(acac):

Num balao de fundo redondo de 50mL dissolveu-se acetato de pregnenolona (0,25mmol) em
acetonitrilo:agua (2:1; 3mL). A solucdo previamente estabilizada a temperatura de 50°C
adicionou-se lentamente NaClO, (sélido, 80%) (0,5625mmol), NHPI (0,05mmol) e o catalisador
VO(acac); (0,125mmol). A reacdo decorreu, com agitacdo magnética e a temperatura de 50°C,
durante 15 minutos, tendo sido o controlo da reacao realizado por CCF com eluente éter
etilico:éter de petroleo 40-60°C (1:1).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao saturada
de sulfito de sodio (40 ml) durante algumas horas. De seguida, fez-se extracdo com acetato de
etilo (3x 40mL) e a fase organica foi sucessivamente lavada com uma solucao saturada de
bicarbonato de sodio (20mL) e agua destilada (20mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada
e evaporada até a secura, obtendo-se um produto oleoso ap6s secagem na estufa a vacuo,
0,0760g (n=84%) [9].

'H (CDCl;, 400 MHz) 6 0,58 (s, 3H, 18-Hs), 1,15 (s, 3H, 19-H;), 1,98 (s, 3H, 21-H3), 4,65 (m,1H,
3a-H), 5,64 (s, 1H, 6H)

3.3.3  Oxidacao alilica do acetado de colesterilo com NaClOz, NHPI e o
catalisador VO(acac):
Num balao de fundo redondo de 50mL dissolveu-se acetato de colesterilo (0,25mmol) em
acetonitrilo:agua (2:1; 3mL). A solucdo previamente estabilizada a temperatura de 50°C
adicionou-se lentamente NaClO, (solido, 80%) (0,5625mmol), NHPI (0,05mmol) e o catalisador

VO(acac); (0,0125mmol). A reacao decorreu, com agitacao magnética e a temperatura de 50°C,

durante 1 dia, sem haver formacao significativa de produto, de acordo com a analise por CCF.
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3.3.4  Oxidacao alilica da desidroepiandrosterona com BiClz e TBHP

Num baldo de fundo redondo de 50mL dissolveu-se DHEA (0,5mmol) em acetonitrilo (3mL). A
solucao previamente estabilizada a temperatura a 70°C adicionou-se TBHP em solucao 5,0-6,0M
de n-decano (5mmol) e o catalisador BiCl; (0,05mmol). A reacdao decorreu, com agitacao
magnética e a temperatura de 70°C, durante aproximadamente 1 dia e 6 horas, sendo o controlo
feito por CCF com eluente de éter etilico:éter de petroleo 40-60°C (2:1).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao saturada
de sulfito de sodio (40 ml) durante algumas horas. De seguida, fez-se extracdo com acetato de
etilo (3x 40mL) e a fase organica foi sucessivamente lavada com uma solucao saturada de
bicarbonato de sodio (20mL) e agua destilada (20mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada
e evaporada a secura, obtendo-se o produto, em 6leo branco 0,0546g (n=36%).

Apos seco na estufa a vacuo, o produto foi diluido em éter etilico (2ml) e separado numa coluna
cromatografica de silica-gel, com um eluente de éter etilico:éter de petroleo 40-60°C (1:5).
Apos separacao, o solvente foi evaporado e o produto foi seco na estufa a vacuo, obtendo-se
um produto solido branco 0,0271 g (n=18%) [36].

'H (CDCls, 400 MHz) 6 0,83 (s, 3H, 18-H;), 1,16 (s, 3H, 19-Hs), 3,63 (m,1H, 3a-H), 5,68 (s, 1H,
6H)

3.3.5 Oxidacao alilica do acetato de pregnenolona com BiClz e TBHP

Num balao de fundo redondo de 50mL dissolveu-se o acetato de pregnenolona (0,5mmol) em
acetonitrilo (3mL). A solucdo previamente estabilizada a temperatura a 70°C adicionou-se TBHP
em solucao 5,0-6,0M de n-decano (5mmol) e o catalisador BiCl; (0,05mmol). A reacao decorreu,
com agitacdo magnética e a temperatura de 70°C, durante 1 dia e 6 horas, sendo o controlo da
reacao realizado por CCF com eluente de éter etilico:éter de petrdleo 40-60°C (2:1).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao saturada
de sulfito de sodio (40ml) durante algumas horas. De seguida, fez-se extracdo com acetato de
etilo (3x 40mL) e a fase organica foi sucessivamente lavada com uma solucao saturada de
bicarbonato de sodio (20mL) e agua destilada (20mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada
e evaporada a secura, obtendo-se um produto soélido branco 0,0584g (n=35%).

Apos seco na estufa a vacuo, o produto foi diluido em éter etilico (2 ml) e separado numa coluna
cromatografica de silica-gel, com um eluente de éter etilico:éter de petroleo 40-60°C (1:5). No
final, o solvente foi evaporado e o produto foi seco na estufa a vacuo, obtendo-se um produto
solido branco 0,0745g (n=48%) [65].

H (CDCl;, 400 MHz) 6 0,59 (s, 3H, 18-Hs), 1,15 (s, 3H, 19-Hs), 1,99 (s, 3H, 21-Hs), 2,07 (s, 3H,
CH5CO), 4,65 (m,1H, 3a-H), 5,65 (s, 1H, 6H)

3.3.6  Oxidacao alilica da diosgenina com BiClz e TBHP

Num balao de fundo redondo de 50mL dissolveu-se a diosgenina (0,5mmol) em acetonitrilo (3

mL). A solucdo previamente estabilizada a temperatura a 70°C adicionou-se TBHP em solucéo
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5,0-6,0M de n-decano (5mmol) e o catalisador BiCl; (0,05mmol). A reacao decorreu, com
agitacdo magnética e a temperatura de 70°C, durante 1 dia e 6 horas, sendo o controlo da
reacao realizado por CCF com eluente de éter etilico:éter de petréleo 40-60°C (2:1).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao saturada
de sulfito de sddio (40ml) durante algumas horas. De seguida, fez-se extracdo com acetato de
etilo (3x 40mL) e a fase organica foi sucessivamente lavada com uma solucao saturada de
bicarbonato de sodio (20mL) e agua destilada (20mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada
e evaporada a secura, obtendo-se um produto sélido branco 0,0633g (n=39%) [65].

Apos seco na estufa a vacuo, o produto foi diluido em éter etilico (2 ml) e tentou-se purificar
numa coluna cromatografica de silica-gel, com um eluente de éter etilico:éter de petréleo 40-

60°C (1:5), nao tendo sido possivel extrair o produto no final da coluna.

3.3.7  Oxidacao alilica do acetato de diosgenina com TBAC, CuBr e TBHP

Num balao de fundo redondo de 50mL adicionou-se acetato de diosgenina (0,5mmol) brometo
de cobre (0,34mmol), TBAC (0,6mmol), que foram dissolvidos em diclorometano (2,5mL). O
TBHP (70% em H,0) foi adicionado em 3 partes as 0, 1,5 e 3 horas, numa quantidade de 0,32mL.
A reacéo foi realizada a temperatura ambiente e decorreu durante 4 horas, sendo o controlo
da reacao realizado por CCF com eluente de éter etilico/éter de petroleo 40-60°C (1:2).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao saturada
de sulfito de sodio (500 ml) durante varias horas. De seguida, fez-se extracdo com
diclorometano (2x 60mL) e a fase organica foi sucessivamente lavada com HCl 10%, solucao
saturada de bicarbonato de sodio (20mL) e agua destilada (20mL), seca com sulfato de sodio
anidro, filtrada e evaporada a secura, obtendo-se um produto solido amarelado (0,0349 g).
Apos seco na estufa a vacuo, o produto foi dissolvido em éter etilico e separado numa coluna
cromatografica de silica-gel com um eluente de éter etilico:éter de petrdleo 40-60°C (1:9),
obtendo-se um produto solido branco, 0,0335 g (n=14%). A reacao foi realizada tendo em conta

a referéncia 45.

3.4 Reacoes de hidrolise

3.4.1 Hidrolise do acetato de 7-oxodiosgenina

Num balao de fundo redondo de 50mL dissolveu-se o acetato de 7-oxodiosgenina (0,330¢g) em
etanol (1ml) e uma solucao aquosa de KOH 10%, (350uL) foi adicionada, tendo a reacao
decorrido a temperatura ambiente durante cerca de meia hora, sendo o controlo da reacao
realizado por CCF com eluente de éter etilico:éter de petréleo 40-60°C (1:3). A mistura
reacional foi concentrada no evaporador rotativo, e a mistura resultante foi adicionado
diclorometano (100ml) e agua (20ml), seguindo-se agitacao magnética durante 2 horas. A fase

organica foi extraida com diclorometano (2x 200ml) e lavada com agua (2x 20mL), seca com
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sulfato de sddio anidro, filtrada e evaporada, e seca na estufa a vacuo, obtendo-se o composto
solido branco 0,0115¢g (n=5%) [65].

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz): 6 0,72 (s, 3H, 18-H3), 1,15 (s, 3H, 19-H3), 3,65 (m, 1H, 3a-H), 5,63
(s, 1H, 6-H)

3.4.2 Hidrdlise do acetato de 7-oxopregnenolona

Num balao de fundo redondo de 50mL dissolveu-se o acetato de 7-oxopregnenolona (0,0745g)
em etanol (1ml) e uma solucao de KOH 10%, (350uL) foi adicionada, tendo a reacao decorrido
a temperatura ambiente durante cerca de meia hora, sendo o controlo da reacao realizado por
CCF com eluente de éter etilico:éter de petroleo 40-60°C (1:3). A mistura reacional foi
concentrada no evaporador rotativo, e a mistura resultante foi adicionado diclorometano
(100ml) e agua (20ml), seguindo-se agitacdo magnética durante 2 horas. A fase organica foi
extraida com diclorometano (2x 200ml) e lavada com agua (2x 20mL), seca com sulfato de sodio
anidro, filtrada e evaporada, e seca na estufa a vacuo, obtendo-se o composto sélido branco
0,0424g (n=64%) [9].

"H-RMN (CDCl;, 400 MHz): 6 0,59 (s, 3H, 18-H3), 1,14 (s, 3H, 19-H3), 2,07 (s, 3H, 21-H3), 3,61
(m, 1H, 3a-H), 5,64 (s, 1H, 6-H)

3.5 Reacdes de oxidacao benzilica

3.5.1 Oxidacao benzilica do Xanteno

I. Num baldo de fundo redondo de 50mL dissolveu-se o Xanteno (0,25mmol) em

acetonitrilo:agua (2:1; 3mL). A solucdo previamente estabilizada a temperatura de 50°C,
adicionou-se lentamente NaClO, (solido, 80%) (0,5625mmol), NHPI (0,05mmol) e o catalisador
de vanadio [VO(acac),] (0,0125mmol). A reacdo decorreu, com agitacdo magnética e a
temperatura de 50°C, tendo sido o controlo da reacdo realizado por CCF com eluente éter
etilico:éter de petroleo 40-60°C (1:1).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao saturada
de sulfito de sodio (40 ml) durante varias horas. De seguida, fez-se extracdo com acetato de
etilo (3x 40mL) e a fase organica foi sucessivamente lavada com solucdo saturada de
bicarbonato de sodio (20mL) e agua destilada (20mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada
e evaporada, obtendo-se o produto solido, branco que foi seco na estufa a vacuo, 0,0373g
(n=76%), e apos analise do 'H-RMN, foi confirmada a obtencao da xantona [9].

H-RMN & (CDCl3, 400 MHz) 7,36 (t, 2H, 2-H, 7-H), 7,49 (d, 2H, 4-H, 5-H), 7,70 (m, 2H, 3-H, 6-
H), 8,34 (dd, 2H, 1-H, 8-H)
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Il. Foi efetuada uma reacao igual a anterior, mas a temperatura de 25°C, tendo ficado completa

ao fim de 3 horas. A extracao e purificacao foram realizadas de forma similar em 3.4.1.l,
obtendo-se um produto [0,0455g (n=92%)], com as mesmas caracteristicas e espectro 'H-RMN

similar.

3.5.2  Oxidacao benzilica do Fluoreno

I. Num baldo de fundo redondo de 50mL dissolveu-se o Fluoreno (0,25mmol) em

acetonitrilo:agua (2:1; 3mL). A solucdo previamente estabilizada a temperatura de 50°C
adicionou-se lentamente NaClO, (solido, 80%) (0,5625mmol), NHPI (0,05mmol) e o catalisador
de vanadio [VO(acac);] (0,0125mmol). A reacdo decorreu, com agitacdo magnética e a
temperatura de 50°C, tendo sido o controlo da reacdo realizado por CCF com eluente éter
etilico:éter de petrdleo 40-60°C (1:1).

A reacao foi parada e a mistura reacional foi colocada em contacto com uma solucao saturada
de sulfito de sodio (40ml) durante varias horas. De seguida, fez-se extracdo com acetato de
etilo (3x 40mL) e a fase organica foi sucessivamente lavada com solucdo saturada de
bicarbonato de sodio (20mL) e agua destilada (20mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada
e evaporada, obtendo-se o produto solido branco que foi seco na estufa a vacuo, 0,0407g
(n=90%), e apds analise do 'H-RMN, foi confirmada a obtencao de fluorenona [9].

"H-RMN & (CDCl;, 400 MHz) 7,26 (m, 2H, 2-H, 7-H), 7,48 (m, 4H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H), 7,65 (d,
2H, 1-H, 8-H).

Il. Foi efetuada uma reacao igual a anterior, mas a temperatura de 25°C, tendo ficado completa
ao fim de 3 horas. A extracao e purificacdo foram realizadas de forma similar ao descrito em
3.5.2.1 obtendo-se um produto [0,0415g (n=91%)] com as mesmas caracteristicas e espectro 'H-
RMN similar.

3.6 Reacao de 5B,6B-epoxidacao do acetato de
desidroepiandrosterona

Num balado de fundo redondo, dissolveu-se o substrato acetato de DHEA (0,25mmol) em 3,23ml
de CH,Cl,. A parte, misturou-se muito bem, num almofariz, os sais permanganato de potassio
(KMnQ,) e Fe,(504).7H,0, 0,215¢g e 0,107g respetivamente. De seguida, adicionaram-se 0s sais
misturados no baldo da reacao. Adicionou-se ainda 53,65ul de agua e, de seguida, 270ul de
terc-butanol (catalisador de transferéncia de fase). A reacao decorreu, a temperatura
ambiente sob agitacdo magnética, observando-se alteracao da cor do permanganato de potassio
de roxo para acastanhado, deixando-se reagir por 24 horas, sendo o controlo da reacao
realizado por CCF com um eluente de acetato de etilo:éter de petroleo 40-60°C (1:2) .

Apds o término da reacdo, adicionou-se de éter etilico (20mL) ao balao e fez-se filtracao, sob

vacuo, por uma coluna de celite (+ 3/4cm) de forma a reter a parte solida (sais inorganicos) e
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outras impurezas da reacao, lavando-se a coluna com éter dietilico (2x10mL). De seguida,
adicionou-se mais 200ml de éter dietilico e a fase organica foi lavada com uma solucdo aquosa
de NaOH 10% (40mL), agua (40mL), e seca com sulfato de soédio anidro. Depois de filtrada, a
fase organica foi evaporada em evaporador rotativo e obteve-se um produto solido branco que
foi seco em estufa de vacuo. 0,0817g (n=95%) [9].

'H (CDCl;, 400 MHz) & 0,77 (s,3H,18-Hs), 0,96 (s, 3H, 19-H;), 1,96 (s, 3H, CH3CO), 3,07 (m, 1H,
6a-H) 4,7 (m,1H, 3a-H)

3.7 Ensaios Celulares

3.7.1 Culturas Celulares

Neste trabalho foram utilizadas duas linhas celulares distintas; células PC-3 do cancro da
prostata e células N27, dopaminérgicas neuronais de rato.

As células PC-3 consistem numa linha celular, que nao expressa o recetor dos androgénios, nem
o PSA, sendo androgénio independentes [66,67], as células N27, obtidas a partir de embrides
de ratos, sao uma linha celular clonal muito usada em estudos da doenca de Parkinson,
apresentando caracteristicas dopaminérgicas, apresentando atividade tirosina hidroxilase e
baixa concentracao de transportadores dopaminérgicos [68,69].

Estas células foram cultivadas em caixas de 75 cm?, com meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute - Sigma Aldrich, Portugal) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS,
Biochrom AG, Portugal), e 1% de antibiotico/antimicético (10,000 unidades/ml de penicilina,
10mg/ml de estreptomicina e 25ug/ml de anfotericina B), e foram mantidas na estufa (Bioblock
Scientific) a 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de CO,. Substituiu-se o meio de
cultura a cada dois dias.

Importa referir ainda que apos preparacao, os meios utilizados foram esterilizados através de
filtracao por uma membrana com um poro de 0,2um e diametro 50mm, sob um sistema de
vacuo em camara de fluxo laminar vertical. O seu armazenamento foi feito a 4°C, sendo

necessario um aquecimento prévio, num banho de agua a 37°C, para a sua utilizagao.

3.7.2  Tripsinizacao, contagem e sementeira das culturas

Quando as células nas caixas de cultura atingiam uma confluéncia de 80-90%, (observacao ao

Microscoépio, Olympus CK 40), foram expandidas para mais frascos de cultura ou utilizadas para
a experiéncias de avaliacdo dos efeitos dos compostos na sua proliferacao e tendo em conta
que as células em estudo sao aderentes, procedeu-se a utilizacdo do método da tripsinizacao,
que permite que as células aderentes ao fundo das caixas se soltem para poderem ser
trabalhadas. O meio de cultura é em primeiro lugar aspirado, seguido da lavagem das células
com tampao fosfato salino (10mL de tamp&o para uma caixa de 75cm?). Apds aspirar o tampao,
€ adicionado um volume de tripsina-EDTA 0,025% (Sigma-Aldrich®, Missouri, Portugal)

suficiente para cobrir as células, fazendo com que as células se soltem do fundo da caixa, apos
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incubacao dos frascos a uma temperatura de 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de
CO, durante cinco minutos. Apods se verificar ao microscopio que as células ja nao se
encontravam aderidas, neutralizou-se a tripsina com meio de cultura completo, transferindo-
se o0 conteudo para um falcon que é levado a centrifuga durante oito minutos a 1000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com meio de cultura. Nesta fase, pode
efetuar-se a contagem das células. Quando se pretendeu expandir as células, a suspensao
celular foi semeada novamente em novos frascos de cultura; quando se pretendeu realizar o
estudo da avaliacao dos efeitos dos compostos na sua proliferacao foi preparado o volume
pretendido com a concentracao adequada de células para semear em caixas multiwells de 96
pocos e retiraram-se 10uL da solucao de células ressuspendida para um tubo eppendorf ao qual
se adicionou um volume igual de solucao de azul de triptano 0,4% (Merck, Alemanha). Colocou-
se a suspensao resultante sob uma lamela numa camara de Neubauer para se contabilizar ao
microscopio o nimero de células existente em cada quadrante. Apds a contagem das células,
calculou-se a média de células existente por quadrante e duplicou-se o valor obtido (devido a
diluicao provocada pela adicdo da solucdo de azul de triptano), obtendo-se através da formula
de Neubauer a concentracao de células na suspensao celular. A partir deste valor preparou-se,
por diluicdo, o volume pretendido de suspensdo celular com uma densidade de 2x10*
células/mL, procedendo-se a cultura das células nas placas aos quais foram adicionados 100uL
de suspensao celular em cada poco. As placas foram depois colocadas na incubadora a 37°C

numa atmosfera humidificada com 5% de CO,, durante 48h, para aderéncia e crescimento.

3.7.3  Avaliacao antiproliferativa dos compostos por ensaios com o
método MTT

As solucbes dos compostos a estudar nas células foram preparadas a partir de uma solucdo-mae
dos compostos a 10uM. A partir desta solucao mae foram preparadas diluicdes sucessivas nos
meios de cultura especificos, de modo a obter as concentracdes especificas para estudos de
concentracao-resposta e determinacao do 1Csp: 0,01uM, 0,1uM, 1uM, 10pM, 50puM e 100uM,
estudando-se um Ad-esteroide e o seu derivado 7-oxidado por caixa de 96 wells. Para os
screenings foi preparada uma solucao de 30uM.

Ao fim de 48h de incubacdo apds a sementeira, o meio foi substituido pelas solucdes
previamente preparadas, tendo sido realizados dois ensaios independentes, com quatro pocos
para cada composto. Apos 72h de incubacéo das células na presenca dos compostos em estudo,
0 meio foi aspirado e os pocos lavados com algumas gotas de tampao fosfato salino (PBS).

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos foi utilizado o ensaio do brometo de 3-(4,5
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), usando-se uma solucdao deste composto a
5mg/mL em PBS nos ensaios, seguindo-se incubacao de 4h.

O teste do MTT é um método sensivel para testar compostos potencialmente anticancerigenos

e é util para medir a citotoxicidade in vitro e a proliferacao celular. E um teste preciso,
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sensivel, conveniente, rapido e economico, que depende do nimero de células presentes e da
atividade mitocondrial por célula; a sensibilidade depende também do tipo de linhagem celular.
Este teste fundamenta-se no facto da enzima mitocondrial sucinato desidrogenase ser capaz de
clivar o sal de tetrazolio e transforma-lo num produto insollvel de coloracao azul-arroxeada
(formazano) que é impermeavel as membranas celulares. Sendo assim, considera-se que a
quantidade de formazano produzida é proporcional a quantidade de células viaveis, pois os
cristais acumulam-se nas células vivas [65]. Os cristais sao habitualmente solubilizados com
DMSO apos se aspirar o sobrenadante e efetua-se leitura espectrofotométrica a 570nm.

0 ensaio tem de ser realizado sem luz pois o MTT é um composto sensivel a luz.

O controlo negativo continha apenas meio de cultura e a média obtida da absorvancia dessas
quatro wells foi considerada como sendo 100% de viabilidade celular; todos os outros valores
foram considerados em relacao ao controlo negativo.

Juntamente com os esteroides usados no estudo, foi utilizado também o composto 5-FU, como
controlo positivo. Este composto é um farmaco utilizado no tratamento de varios tipos de
cancro [70] e serve para comparacao no qual se pode inferir a atividade relativa dos esteroides

em estudo.

3.7.4 Analise estatistica

Para comparar os resultados obtidos nas células, recorreu-se a uma analise estatistica.

Os resultados obtidos foram analisados e os graficos produzidos através do software GraphPad
Prism 6 como valores médios + desvio padrdao. A comparacdo entre o controlo negativo e os
efeitos dos compostos/concentracdes foi efetuada pelo teste t-Student, com um intervalo de
significancia de 95%, para determinar a existéncia de diferencas significativas entre as médias.
A diferenca entre grupos foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05 e a
coluna assinalada com um *. Os valores de ICs, respeitantes a acdo antiproliferativa dos
compostos foram calculados a partir da curva dose-resposta por calculos de ajustamento

sigmoide, utilizando-se as seis concentracoes diferentes de cada composto.
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Capitulo 4-Resultados e Discussao

4.1 Reacdes quimicas
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Figura 5-Esquema geral das reacdes de oxidacao alilica e benzilica efetuadas.
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Este trabalho foi realizado com o intuito de descobrir e otimizar um novo processo para a
producao de enonas esteroides e baseou-se num trabalho [47] que reporta a utilizacao de
NaClO, como oxidante e NHPI como catalisador radicalar. No entanto, e apesar da obtencao de
rendimentos razoaveis a bons, de A3-7-oxoesteroides, o tempo de reacio era ainda uma variavel
a explorar, tendo sido reportados os tempos de 6 a 144 horas de reacao.

Foi entao colocada a possibilidade da utilizacao de um segundo catalisador, neste caso um
catalisador metalico, tendo em conta a vasta gama dos mesmos, usados em reacoes conhecidas
para a oxidacao de A’-esteroides [7,8,20,36,37].

Primeiramente, procedeu-se a acetilacdo dos compostos colesterol, DHEA e diosgenina, pois,
como ja foi referido, nas condicdes reacionais utilizadas poderia ocorrer concomitantemente a
oxidacao do grupo hidroxilo no carbono 3.

Na tabela 1 podem ser observadas as diferentes condicdes reacionais exploradas, incluindo
reagentes utilizados e quantidades dos mesmos, tempos de reacao e dados retirados da
observacao dos espectros 'H-RMN, tendo sido usado como reagente para todas as reacoes o
acetato de DHEA 1 (Figura 5).

Inicialmente foi realizada a reacéo ja descrita [9], tendo-se obtido o produto solido pretendido
ao fim de 6 horas de reacao (Tabela 1, entrada 1), com um rendimento de 65%.

De seguida, utilizando as condicdes descritas na entrada 1, foram testados 4 catalisadores
metalicos diferentes, um de cério, dois de bismuto e um de vanadio (Tabela 1, entradas 2-5,
respetivamente), nos quais apenas se observou consumo total do substrato quando se usou o
catalisador BiCls, ao fim de 6 horas, e obteve-se um rendimento de 87% de produto. No entanto,
parecia observar-se, principalmente quando se usou o catalisador VO(acac),, que a reacao era
bem mais rapida que a nao catalisada, mas sem consumir o substrato na totalidade. Assim,
levantou-se a possibilidade de estar a haver consumo nao produtivo de oxidante e/ou
degradacao do catalisador NHPI.

Assim, optou-se entdo pelo aumento da quantidade do NHPI para o dobro e reducdo da
quantidade do catalisador de vanadio para metade da inicial, sem efeitos significativos, quer
no consumo de substrato, quer no tempo total da reacdo (Tabela 1, entrada 6), seguindo-se o
estudo do aumento da concentracao do oxidante para o dobro, na presenca do catalisador BiCl;,
no qual se observou que a reacao foi completa ao fim de 15 minutos (entrada 7). De seguida,
foi repetida esta reacao, mas com utilizacao, desta vez, do catalisador VO(acac), (Tabela 1,
entrada 8), observando-se os resultados similares obtidos na reacao da entrada anterior, tendo
as 2 reacoes apresentado rendimentos semelhantes, de 77 e 78%, respetivamente.

A partir da analise mais cuidada dos espectros 'H-RMN do produto das reacdes efetuadas,
observou-se, porém, algum grau de duplicacao do sinal dos picos caracteristicos, o que sugere
a presenca de um produto secundario, bem como de um sinal suspeito com desvio quimico na

zona dos 3ppms, como pode ser observado na figura 6.
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Tabela 1-Resultados do estudo da oxidacao alilica do acetato de DHEA 1.

Oxidante/ Catalisador Organico/ Catalisador Metalico/ Temperatura/ Rendimento Réacio (%)
Entrada Tempo

mmol mmol mmol °C (%) PP/PS?
1 NaClO,/0,375 NHP1/0,025 50 6h 64 90/10
2 NaCl0,/0,375 NHP1/0,025 Ce(NH4)2 (NO3)6/0,025 50 6h
3 NaCl0,/0,375 NHP1/0,025 BiCl3/0,025 50 6h 87 70/30
4 NaCl0,/0,375 NHP1/0,025 Bi(OTf)3.xH20/0,025 50 6h
5 NaCl0,/0,375 NHP1/0,025 VO(acac),/0,025 50 6h
6 NaCl0,/0,375 NHP1/0,05 VO(acac),/0,0125 50 6h
7 NaCl0,/0,75 NHP1/0,05 BiCl3/0,0125 50 15min 77 65/35
8 NaCl0O,/0,75 NHPI/0,05 VO(acac),/0,0125 50 15min 78 65/35
9 NaClO,/0,5625 NHP1/0,05 VO(acac),/0,0125 50 15min 51 65/35
10 NaClO,/0,5625 NHPI/0,05 VO(acac),/0,004 50 30min 64 75/25
11 NaClO,/0,5625 NHP1/0,05 VO(acac),/0,0125 15220 6h
12 NaClO,/0,5625 NHP1/0,05 VO(acac),/0,0125 25 3h 51 75/25
13 NaClO,/0,5625 NHP1/0,05 V205/0,0125 50 15min 49 75/25
14 NaClO,/0,5625 NHP1/0,05 Na3VO4 0,0125 50 4h 79 75/25
15 NaClO,/0,5625 NHP1/0,05 NH4VO0s 0,0125 50 1h 76 75/25

2 PP = produto principal (7-oxoesteroide); PS = produto secundario; o ratio PP/PS foi determinado com base no sinal do 3a-H no espectro 'H-RMN.
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Figura 6-Espectro '"H-RMN da reacao de oxidacdo do acetato de DHEA 1.

Partindo da integracdo relativa do sinal do 3a-H (0+/-4,65-4,85), foi possivel inferir a
percentagem da presenca do produto pretendido, o acetato de 7-oxo-DHEA, em relacao ao
produto secundario, que nao foi possivel identificar por analise dos restantes picos presentes
no espectro (Figuras 6 e 7). E de notar que mesmo na reacio sem catalisador metdlico (Tabela
1, entrada 1) ha uma pequena percentagem de produto secundario.

Ja sabendo que a reacao, no minimo, demoraria 15 minutos, tentou-se reduzir as quantidades
necessarias de reagentes para se obter os mesmos resultados. Inicialmente estudou-se a
diminuicao apenas da quantidade do oxidante NaClO, (Tabela 1, entrada 9), observando-se o
mesmo tempo reacional, e o0 mesmo espectro 'H-RMN, com identificacdo do produto principal
e o produto secundario, porém, o rendimento de crude isolado foi inferior. Seguidamente
avaliou-se a diminuicao da quantidade de catalisador, conseguindo-se que a reacao fosse
completa ao fim de 30 minutos (Tabela 1, entrada 10), com o mesmo espectro 'H-RMN, apenas
com uma maior percentagem de produto em relacdo ao secundario e com rendimento de crude
um pouco superior.

Outra variavel estudada foi a temperatura, sendo que primeiramente a reacao foi realizada a
temperatura ambiente (cerca de 15 a 20°C) (Tabela 1, entrada 11), nao se observando consumo
total do substrato. No entanto, a reacao realizada num banho a 25°C (Tabela 1, entrada 12), ja
ficou completa ao fim de 3 horas, e observou-se uma maior percentagem de produto principal,
quando comparada com a reacao similar a 50°C (Tabela 1, entrada 9), o que revela que a

temperatura representa um papel fundamental na reacao estudada.
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Figura 7-Ampliacao do espectro da figura 6.

Finalmente, estudaram-se diferentes catalisadores de vanadio, em condicoes reacionais
semelhantes as da entrada 9 da Tabela 1. Quando se usou o V,0s (Tabela 1, entrada 13), a
reacao foi completa ao fim de 15 minutos, com o Na3;VO,, a reacao foi completa ao fim de
quatro horas e com o NH,VO; a reacao terminou ao fim de uma hora. Em todas estas 3 reacoes,
observou-se um perfil similar sinais de produto principal/produto secundario no espectro de 'H-
RMN. Porém, os rendimentos obtidos foram mais elevados com os dois Ultimos catalisadores.
Em relacao a natureza do produto secundario, tendo em atencao a observacao do espectro, foi
possivel levantar a hipdtese de que a alteracao ocorria na zona da ligacdo dupla, pois o sinal
do 6H era o Unico que nao se encontrava duplicado, e foi também observado um sinal relevante
perto de 3ppms (Figura 8), como ja referido. Embora a integracdo deste sinal nao fosse
concordante com a proporcao de produto secundario, tendo em conta o desvio quimico, e o
tipo de reacao usada, foi equacionado que o produto secundario poderia ser um epoxido.

Para testar esta teoria e comparar os espectros, para se verificar se o sinal correspondia ou nao
ao sinal ja obtido nos outros espectros, realizou-se uma reacao de 58,6B8-epoxidacao do acetato
de DHEA (Figura 9), e foi possivel constatar que o sinal do 6a-H do epoxido nao correspondia
ao sinal observado nos espectros das reacoes de oxidacao alilica, o que indica que o produto
secundario muito provavelmente nao sera um epoxido.

Ainda para tentar identificar o produto secundario, tentou-se separa-lo do produto principal,
tendo sido, para isso, realizada uma reacao seguindo as condicoes da entrada 9 da tabela 1,
mas partindo de Tmmol de substrato. No final da reacao, efetuou-se uma coluna cromatografica

com silica-gel, da qual foi possivel obter sete fracdes diferentes. Destas fracdes, foi obtido um
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produto sélido em quatro delas, apds evaporacdo, sendo que o produto pretendido se
encontrava na quarta fracdo retirada da coluna. Contudo, apo6s analise por 'H-RMN, foi
constatado de que o espectro se encontrava similar aos obtidos anteriormente, identificando-
se a presenca do produto secundario em conjunto com o principal, ndo tendo sido possivel,
assim, separar os dois. As outras fracdes foram todas analisadas por 'H-RMN, no entanto, nao

foi possivel tirar qualquer conclusao, pois os espectros nao foram claros.
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Figura 9-58,6B-Epoxidacao do acetato de desidroepiandrosterona.

Uma outra possibilidade para explorar o tipo de produto secundario formado que nao foi
estudada consiste na utilizacao de scavengers de hipoclorito, como o 2-metil-2-buteno ou
mesmo DMSO como realizado em [71]. De facto, o clorito de sédio pode originar hipoclorito e
este composto pode ser responsavel, designadamente, por reacées de cloracao.

Seguidamente, o objetivo foi testar outros oxidantes, catalisadores e substratos (0,25mmol)

como observado na tabela 2.
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Tabela 2-Reacdes de oxidacéao alilica a 50°C com catalisador de vanadio VO(acac); (0,0125mmol).

Catalizador Racio
Substrato/ Oxidante/
Entrada Organico/ Rendimento? | Tempo (%)
0,25 mmol mmol
mmol PP/PS
1 Ac DHEA 1 H,0,/0,5625 NHPI/0,05 87% 30h
2 Ac DHEA 1 H,0,/0,5625P NHPI/0,05 30h
3 Ac DHEA 1 H202/1,4 NHPI/0,05 30h
4 Ac DHEA 1 H,02/1,4P NHPI/0,1 30h
5 Ac DHEA 1 NaCl0O,/0,5625 TEMPO/0,05 6h
6 Ac DHEA 1 TBHP</0,5625 NHPI/0,05 6h
7 Ac DHEA 1 NaCl0O,/0,0125 CH,0/0,05 74% 30h
8 Ac Pregnenolona 2 | NaCl0O,/0,5625 NHPI/0,05 84% 15min 60/30
9 Ac Colesterilo 3 NaCl0;/0,5625 NHPI1/0,05

20 rendimento da reacao foi calculada para o crude obtido.
PA adic&o do H.0: (30% V/V) foi feita por fases, adicionando 7pL a cada 15 minutos durante duas horas apds inicio da
reacao.

“Solucao aquosa a 70%.

Inicialmente, testou-se a utilizacdo de peroxido de hidrogénio, em vez de clorito de sodio e,
para isso, a reacao foi realizada em condicoes similares as da entrada 9, da tabela 1, a qual foi
deixada a reagir durante 30 horas, nao se observando consumo completo do substrato (Tabela
2, entrada 1). No entanto, a extracdo de produto reacional foi feita para posterior analise por
"H-RMN, a qual revelou a existéncia de produto principal, o substrato inalterado e a presenca,
mais uma vez, do produto secundario nao identificado em proporcoes de 30, 55 e 15%
respetivamente. Na entrada 2 da Tabela 2, a adicao do H,0, foi feita por fases, conforme
descrito na parte experimental desta dissertacao, tendo a reacdo decorrido igualmente por 30
horas. Apesar de parecer ter havido maior formacao de produto, a reacao nao foi completa.
Seguidamente, aumentou-se a quantidade de H,0, (Tabela 2, entrada 3), com adicdo do
oxidante de uma soé vez, e ndo se observaram alteracdes relevantes na quantidade de produto
consumido. Posteriormente, e para completar o estudo em relacédo a utilizacdo do peroéxido de
hidrogénio como potencial oxidante, foi aumentada sua quantidade bem como a de NHPI
(Tabela 2, entrada 4). No entanto, ao fim das mesmas 30 horas de reacao, os resultados foram
semelhantes aos anteriormente obtidos, em relacao ao consumo do substrato.

Na literatura, o radical TEMPO encontra-se descrito como um inibidor radicalar que também
pode atuar como agente oxidante [72-74]. Como o NHPI é um catalisador radicalar tentou-se
verificar o seu envolvimento neste processo de oxidacdo que esta descrito como um processo
de natureza radicalar [9]. Assim, substituiu-se o NHPI pelo TEMPO (Tabela 2, entrada 5) com a
finalidade de inibir a reacao, a qual se veio a verificar.

Para além do perodxido de hidrogénio, foram testados mais oxidantes, designadamente o TBHP,
observando-se fraca formacao de produto ao fim de 6 horas de reacao (Tabela 2, entrada 6),

ao contrario do descrito na literatura num sistema similar, mas usando outros catalisadores
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metalicos [35]. Uma vez que estava descrito o uso de aldeidos na promocao de reacdes com
NaClO, [75], também foi estudada a combinacao deste oxidante com o formaldeido (Tabela 2,
entrada 7), sendo neste caso os resultados similares aos observados com o uso de H,0,.

Foi também testada a reacdo na oxidacdo de outros esteroides (Figura 5), como o acetato de
pregnenolona 2, na qual a reacao foi considerada completa ao fim de 15 minutos (Tabela 2,
entrada 8), no entanto, e como nas reacdes com o acetato de DHEA 1, foi observada a presenca
do produto 7-oxidado, bem como a existéncia de um produto secundario ndo identificado. A
reacao realizada com o acetato de colesterilo 3 como substrato nao levou a qualquer formacao
evidente de produto 8, no entanto, foi possivel ver que a dissolucao deste esteroide no solvente
nao foi completa, o que pode ter influenciado a mesma.

Esta reacao nao foi utilizada para a oxidacdo do acetato de diosgenina 11 pois ja tinha sido
reportado anteriormente [9] que nas condicdes reacionais utilizadas ha degradacédo da cadeia
lateral.

Com o intuito de completar mais um pouco o estudo e comprovar a aplicabilidade da reacao
foram oxidados outros substratos (Figura 5), designadamente o xanteno 15 e o fluoreno 16.
Ambos os substratos foram submetidos as condicdes reacionais descritas na entrada 9 da tabela
1, tanto a 50 como a 25°C, tendo as reacoes ficado completas ao fim de 15 minutos e 3h horas
respetivamente, obtendo-se os produtos 17 e 18, com um rendimento a rondar os 95%. Neste
caso, os produtos foram obtidos puros sem qualquer contaminacao ou formacao de produtos
secundarios, como foi comprovado pelo espectro 'H-RMN.

A luz dos resultados obtidos e na impossibilidade de se obter produto puro para utilizacdo nos
estudos de citotoxicidade nas linhas celulares, foi necessario recorrer a outro tipo de reacoes
para a obtencao dos esteroides 7-oxidados que foram usados nos estudos celulares.

Assim, fez-se a oxidacao alilica dos substratos DHEA 4, acetato de pregnenolona 2 e acetato de
diosgenina 11. Os 2 primeiros foram oxidados com TBHP e BiCl; em acetonitrilo a 70°C [36],
tendo os substratos sido consumidos ao fim de 1 dias e 6 horas, obtendo-se os produtos 9 e 7
puros, apos realizacdo de uma coluna cromatografica para purificacdo. O acetato de 7-
oxopregnenolona 7 foi ainda hidrolisado para originar o correspondente derivado 3-hidroxilado
10.

Uma vez que nao se conseguiu isolar o derivado 7-oxidado na reacdo da diosgenina 12 com
TBHP e BiCls, foi entdo utilizado um outro método de oxidacao alilica, reportado por Arsenou
e colaboradores [45], na oxidacao do acetato de diosgenina 11, usando TBHP, brometo de cobre
e TBAC, a temperatura ambiente. Apesar de ter sido completa ao fim de 4 horas, esta reacao
revelou alguns problemas na fase da purificacao. Na hidrolise para obtencdo do 7-oxodiosgenina
14 (Figura 10) também se encontraram algumas dificuldades, obtendo-se um rendimento muito

baixo de apenas 5%.
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Figura 10-Hidrdlise alcalina do acetato de 7-oxodiosgenina 13.

4.2 Ensaios de viabilidade celular

Apods a preparacao das solucdes mae dos seis compostos a estudar (DHEA 4, 7-oxoDHEA 9;
diosgenina 12, 7-oxodiosgenina 14; Pregnenolona 5, 7-oxopregnenolona 10), e uma do
composto 5-FU, foi realizado um primeiro ensaio de screening de citotoxicidade nas duas linhas
celulares em estudo. Nas figuras 11 e 12 estao apresentados os resultados deste ensaio obtidos
para as linhas celulares N27 e PC3, respetivamente. Observando as duas figuras, podemos tirar
algumas conclusdes em relacdo ao comportamento das células na presenca dos compostos.
Tendo em conta que as células N27 sao células normais e as células PC3 sdo cancerigenas, um
objetivo é observar se os compostos em estudo sdo ou ndo mais toxicos para as células do cancro
do que para células normais.

Observando a figura 11, podemos observar que a 7-oxodiosgenina 14 e a pregnenolona 5 se
apresentam bastante toxicos para as células, e que, em comparacdo com o 5-FU, todos os
outros compostos sdo menos toxicos. Em relacao a figura 12, mais uma vez, um dos compostos
mais toxicos € a 7-oxodiosgenina 14 e, neste screening, a pregnenolona 5 e a 7-
oxopregnenolona 10 foram tdxicos a niveis muito idénticos. Nestes estudos, é ainda de realcar

que a oxidacao da diosgenina 12 parece aumentar a sua citotoxicidade.
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Figura 11-Efeito na viabilidade celular nas células N27 dos compostos a 30uM, apds 72h de exposicao.
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Figura 12-Efeito na viabilidade celular nas células PC3 dos compostos a 30uM, apds 72h de exposicao.

% Viabilidade Celular Relativa

Seguidamente a realizacdo dos screenings e observando o comportamento das células em
relacdo as solucdes a 30uM, foram realizados os ensaios para determinacao dos ICsy, sendo

apresentado a seguir as figuras dos resultados obtidos e o ICsq calculado para cada composto.
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Figura 13-Efeito dos compostos DHEA 4 e 7-oxoDHEA 9 na viabilidade celular das células N27, apds 72h
de exposicao; *p<0,05 (teste t-Student).
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Figura 14-Efeito dos compostos diosgenina 12 e 7-oxodiosgenina 14 na viabilidade celular das células

N27, apds 72h de exposicao; *p<0,05 (teste t-Student).
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Figura 15-Efeito dos compostos pregnenolona 5 e 7-oxopregnenolona 10 na viabilidade celular das células

N27, apds 72h de exposicao; *p<0,05 (teste t-Student).
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Figura 16-Efeito dos compostos DHEA 4 e 7-oxoDHEA 9 na viabilidade celular das células PC3, apo6s 72h

de exposicao; *p<0,05 (teste de t-Student).
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Figura 17-Efeito dos compostos diosgenina 12 e 7-oxodiosgenina 14 na viabilidade celular das células
PC3, apods 72h de exposicdo; *p<0,05 (teste de t-Student).
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Figura 18-Efeito dos compostos pregnenolona 5 e 7-oxopregnenolona 10 na viabilidade celular das células

PC3, ap6s 72h de exposicdo; *p<0,05 (teste de t-Student).
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Tabela 3-ICso e r?2 dos compostos nas duas linhas celulares estudadas.

Linha Celular Composto estudado ICso (M) r2
DHEA 4 ND2 ND?2
7-oxo-DHEA 9 >100 ND?2
Diosgenina 12 100,6 ND2
N27 7-Oxodiosgenina 14 31,35 0,7171
Pregnenolona 5 13,65 0,8509
7-Oxopregnenolona 10 NDa ND2
5-FU 0,5067 0,9097
DHEA 4 69,42 0,9096
7-oxo-DHEA 9 >100 ND?2
Diosgenina 12 >100 ND2
PC3 7-Oxodiosgenina 14 39,58 0,6650
Pregnenolona 5 70,21 0,8169
7-Oxopregnenolona 10 55 0,8889
5-FU 61,17 0,9018

a ND = nao definido

Inicialmente e observando a figura 13, pode-se constatar que a variacao da proliferacao celular
com o aumento da concentracao observada para ambos os compostos nao € a mais habitual,
embora pareca haver maior toxicidade para o DHEA 4. Contudo, devia repetir-se este ensaio
para se ter resultados mais claros em relacao aos efeitos destes compostos. Quando comparados
estes dados com os observados com estes compostos na linha celular cancerigena (Figura 16),
parece haver maior toxicidade destes androstanos para as células normais.

Analisando a figura 14, respeitante ao conjunto diosgenina 12 e 7-oxodiosgenina 14, é evidente
que o derivado 7-oxidado é bastante mais citotoxico para as células N27 que a diosgenina 12.
De facto, apenas nas duas concertacoes mais elevadas (50 e 100pM) de diosgenina, se observa
uma reducdo evidente da proliferacao celular. Para a 7-oxodiosgenina 14, o ICs, calculado foi
de 31,35uM (Tabela 3) e é superior ao determinado para a diosgenina 12. Também com estes
compostos se observou menor toxicidade para as células tumorais (Figura 17).

De acordo com a figura 15, a pregnenolona 5 parece ser menos toxica para as células N27 que
o seu derivado 7-oxidado, embora quando se calcula os ICsy dos 2 compostos os dados possam
parecer enganadores (Tabela 3). Quando comparados estes dados com os observados com estes
compostos na linha celular cancerigena (Figura 18), parece haver maior toxicidade da 7-
oxopregnenolona 10 para as células normais.

Em relacdo aos dados obtidos nos ensaios com as células PC3, observam-se perfis diferentes em
funcdo da série de esteroides: o DHEA 4 é mais citotoxico que o 7-oxoDHEA 9 e o inverso
acontece com a diosgenina 12/7-oxodiosgenina 14; no caso da pregnenolona 5 e derivado
oxidado 10, a citotoxicidade deste também parece ser um pouco superior.

E conhecido que, uma vez que nas células, parte significativa da DHEA 4 e da pregnenolona 5

pode ser metabolizada a hormonas esteroides [65], e isto pode contribuir para um aumento da
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viabilidade celular em concentracées mais baixas destes esteroides. De facto, na figura 15,
observa-se um aumento da proliferacdo das células N27 na presenca de 0,1uM de pregnenolona
5. Esta situacdo, teoricamente nao devera ocorrer para os seus 7-oxoderivados, pois estes ja
nao serao metabolizados a hormonas [49,76], e este aspeto potencial de seguranca destes
compostos tem explicado parte do interesse neles ao longo dos anos. Neste ambito, é
interessante verificar que a introducao da cetona em C7 levou a um aumento dos efeitos
antiproliferativos, particularmente no caso do 7-oxodiosgenina 14 nas células PC3, quando se
compara com os esteroides precursores, facto que pode ser explorado em estudos posteriores.
Neste contexto, foi observado que a introducao do grupo 7-cetona aumentou significativamente
a atividade antileucémica de androstanos conjugados com clorambucilo em comparacdo com
os correspondentes analogos ndo oxidados [77]. Porém, noutros estudos em células hepaticas
(HepG2) e intestinais (Caco-2), observou-se que a DHEA 4 se revelou mais toxica para as células
0 que a 7-oxoDHEA 9 [78]. Adicionalmente, estudos mais recentes envolvendo células MCF-7,
LNCaP e NHDF corroboram estes ultimos resultados [65].

Na extrapolacdo dos dados obtidos em ensaios celulares para o que devera acontecer in vivo,
€ necessario ter em conta a heterogeneidade e as interacoes celulares inter e intratumorais, a
escolha das concentragdes dos farmacos relevante para determinado tipo de tumor, e a grande
interferéncia das condicbes experimentais utilizadas. O proprio processo de cultura celular
utilizada causa stress oxidativo, quer por facilitar a producao de espécies reativas de oxigénio,
quer por poder impedir a regulacao adaptativa de antioxidantes celulares existindo sempre
erros associado a este tipo de testes [65].

Finalmente nas figuras 19 e 20 estao os resultados obtidos para o composto 5-FU, que foi usado
para comparagao, pois € um composto usado na clinica, e os seus efeitos estao bem conhecidos
[70]. Os ICs calculados foram de 0,5067puM para as células N27 e 61,17uM, para as células PC3
e é evidente a elevada citoxicidade deste composto para as células N27, ao contrario do

observado nas células PC3.
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Capitulo 5-Conclusdes e Perspetivas
Futuras

Apds terminada a realizacdo deste trabalho, as principais conclusdes adquiridas foram que um
novo processo para a oxidacao alilica de A%-esteroides foi explorado, no qual foi possivel ter
consumos completos de substrato ao fim de 15 minutos de reacao. No entanto, esta reacao
apresenta a presenca de um produto secundario, o qual ndo foi possivel identificar ou separar
do produto principal.

Ao nivel dos estudos da citotoxicidade nas linhas celulares, e calculo do ICsy dos compostos,
verificou-se que os compostos 7-oxidados da diosgenina e da pregnenolona se apresentaram
mais toxicos que os percursores nao oxidados para a linha tumoral PC3. No entanto, estes
estudos preliminares nao nos permitem tirar conclusdées de modos de atuacao, mecanismos ou
vias envolvidas que levam a sua atividade de diminuicao da viabilidade celular.

Como perspetivas futuras e de forma a tentar ultrapassar o problema da formacao do produto
secundario, em estudos futuros é de considerar o uso de diferentes tipos de scavengers de
hipoclorito como por exemplo o 2-metil-2-buteno, muito usado em reacées com o NaClO,, a
utilizacao de diferentes temperaturas ou quantidade de reagentes, e um estudo mais intensivo
dos espectros na tentativa de identificacao do composto formado.

Ao nivel celular, é proposto o estudo em diferentes tipos de linhas celulares e com outros
esteroides 7-oxidados. Além disso, poderao realizar-se estudos de citometria de fluxo para
confirmacdo dos processos de apoptose e de imunofluorescéncia para confirmacdo da

localizacao dos compostos na célula e do seu local de atuacao.
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