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Resumo

Em mais de 50% dos tumores humanos, o gene TP53 esta mutado ou deletado enquanto que,
em tumores com p53 wild type, a fungdo da p53 é inativada pela sobre-expressdo dos seus
reguladores negativos, como por exemplo, a proteina murine double minute 2 (MDM2). Posto
isto, inibir a interacdo p53-MDM2, de modo a reativar a p53, surgiu como uma nova estratégia
no combate contra a progressdo tumoral.

Além dos papeis bem conhecidos da p53, esta mostrou ter um papel chave na diferenciagao
celular, inibindo o potencial cancerigeno das células estaminais promovendo o processo de
diferenciagéo celular, incluindo a neurogénese.

Varias familias de spirooxinddis foram desenhadas para inibir a interagdo p53-MDM2. No
entanto, o efeito desses compostos na regulacdo da diferenciacdo celular e consequente
regulagdo do fenétipo maligno dos tumores nunca foi explorado e, por isso, nesta tese, foi
sintetizada uma nova biblioteca de spiropirazolina oxindéis com o intuito de descobrir novos
reativadores da p53 com potencial para induzir diferenciagao celular.

Inicialmente, foi realizado um screening dos compostos nas linhas celulares cancerigenas
HCT116 p53(+/+) e HCT116 p53('/') de modo a avaliar a citoxicidade e seletividade dos compostos
para a proteina p53. Posteriormente, foi avaliado o potencial diferenciador do composto mais
seletivo em células estaminais neurais (NSCs).

Neste trabalho, identificamos a spiropirazolina oxindole 11a como o composto mais seletivo para
a linha celular HCT116 p53(+/+) apresentando um ICsy de 25 uM, sendo que estas caracteristicas
sugeriam um potencial deste composto na indugdo de diferenciagdo em NCSs. De fato,
demonstrou-se que o composto induz diferenciagdo em NSCs através da redugao dos niveis da
proteina SOX2 e aumento dos niveis da proteina lll-tubulina, marcadores de multipoténcia e
diferenciagdo, respetivamente. Notavelmente, este composto demonstrou capacidade na
reducéo do estado de indiferenciacdo em células cancerigenas de glioma (GI-261), através da
redugao dos niveis proteicos de SOX2.

Palavras-chave: células estaminais neurais, diferenciagdo, MDM2, p53, spiropirazolina oxindole.
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Abstract

In more than 50% of human cancers, the TP53 gene is mutated or deleted whereas in cancers
with wild type p53, this protein function is inactivated by the overexpression of its negative
regulator, such as murine double minute 2 (MDM2). Thus, targeting the p53-MDM2 interaction to
reactivate p53 has emerged as a promising new cancer therapeutic strategy.

In addition to the well-established role of p53, it has been show to play a key role in differentiation
process in several cell types. In fact, p53 inhibits the carcinogenic potential of stem cells by
promoting the process of cell differentiation, including neurogenesis.

Several families of spirooxindoles have been designed to inhibit the p53-MDM2 interaction, but
despite this, the effect of these compounds on the regulation of differentiation and consequent
regulation of malignant tumor phenotype has never been explored. Therefore, in this thesis, a
new library of spiropyrazoline oxindoles was synthesized in order to discover new reactivators of
p53 with potential of inducing cell differentiation.

Firstly, a screening study on HTC116 p53™"*) and HTC116 p53"") was performed to evaluate the
compound cytotoxicity/selectivity to p53 and, after this, evaluate their differentiation potential in
neural stem cells (NSCs).

A spiropirazoline oxindole 11a was identified as a promise and selective molecule, presenting an
IC50 of 25 uM. The selectivity for carcinogenic cell lines with p53 and the non-induction of high
cytotoxicity in this cell line suggested a great potential of this compound in the induction of
differentiation in NSCs. In fact, our data have shown that this compound induced NSC
differentiation through reduction of SOX2 and increase of llI-tubulin levels, markers of
multipotency and differentiation, respectively. More importantly, the same compound showed the

ability to reduce stemness in glioma cancer cells (GI-261), by reducing SOX2 protein levels.

Key-words: differentiation, MDM2, neural stem cells, p53, spiropyrazoline oxindole.
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1. Introducao

1.1 Tumorigénese

A morte celular geneticamente programada, ou apoptose, € um processo vital para o bom
desenvolvimento e funcionamento dos organismos multicelulares. Ao eliminar as células
redundantes ou danificadas, a apoptose mantém a homeostase dos tecidos sendo o controlo
deste processo essencial, uma vez que um nivel elevado de morte celular pode contribuir para
condi¢cdes degenerativas e um nivel reduzido de morte celular pode conduzir a tumorigénese.
Assim, os tumores séo originados pelo crescimento celular descontrolado ou redugéo dos niveis

fisiologicos de morte celular, causado por aberragbes genéticas.1

De acordo com a Organizagédo Mundial de Saude, o cancro é a segunda principal causa de morte
em todo o mundo e representou 8,8 milhdes de mortes em 2015.% Evitando fatores de risco
importantes, como por exemplo, o consumo de alcool, o sedentarismo ou o consumo de tabaco,

poderiam ser evitadas entre 30 a 50% das mortes causadas por cancro.

O tratamento tumoral reside essencialmente na radioterapia e na quimioterapia, sendo a
radioterapia um tipo de tratamento no qual se faz incidir altas doses de radiagcdo no local do
tumor, danificando as células cancerigenas e levando-as & morte. E um tratamento indolor e os
efeitos colaterais normalmente sado limitados a area do corpo exposta a radiagdo, como por
exemplo, irritagdo da pele.’

Na quimioterapia, sao utilizados medicamentos anti-neoplasicos. Existem varios medicamentos
utilizados na quimioterapia e a sua escolha varia em cada caso, dependendo de muitos fatores
como o tipo de tumor, o seu estagio ou a idade do doente. A dose administrada a cada doente
também devera ser ajustada em fung¢éo do seu estado nutricional, do funcionamento renal ou da
necessidade de administragdo de outro medicamento.’

Os medicamentos utilizados na quimioterapia atuam interferindo na estrutura e fungéo do acido
desoxirribonucleico (ADN) levando a morte das células cancerigenas, no entanto, devido a sua
baixa seletividade, estes medicamentos demonstram também ter efeito citotoxicos e
mutagénicos em células ndo cancerigenas.*

Em alguns casos, nos quais as células cancerigenas se propaguem para outros 6rgaos, além do
6rgéo onde o tumor se originou, podem ser utilizadas as duas terapias em conjunto.3

Quando os tumores se encontram numa fase avangada, um dos tipos de tumor tratados com as
duas terapias em conjunto é o cancro colo-retal. Este é, de facto, um dos tumores com maior
incidéncia e mortalidade em Portugal e na Europa, sendo que, em 2012, era a segunda forma

de tumor mais letal na Europa, afetando igualmente mulheres e homens.® A maioria dos tumores



colo-retais comegam com um crescimento anormal, chamado pélipo, no revestimento interno do
célon e, dependendo do seu tipo, apenas alguns pélipos podem dar origem ao tumor.

Existem dois tipos de pdlipos: adenomas e polipos inflamatérios, sendo que os adenomas s&o o
tipo de polipos que podem conduzir ao cancro colo-retal e, por isso, sdo designados pré-
cancerigenos, enquanto que os polipos inflamatérios sdo mais comuns, mas, normalmente, ndo
séo pré—cancerigenos.3

Outro tipo de tumor é denominado de glioma, que abrange todos os tumores primarios do sistema
nervoso central de origem em células gliais (Figura 1.1). As células gliais incluem células
ependimarias, oligodendrécitos e astrocitos, todas derivadas do mesmo progenitor de origem
glial, enquanto que os microgliécitos derivam de células estaminais mesenquimais.&7

Quanto as células ependimarias, essas revestem os espagos ventriculares no cérebro e o canal
central da medula espinhal e ajudam a regular a difusdo do liquido cefalorraquidiano podendo
dar origem a tumores conhecidos como ependimomas.

Os oligodendrécitos cercam o axénio de cada neurénio com uma bainha de mielina para
aumentar a eficiéncia da condugdo de impulsos elétricos ao longo do neurdnio. Os
oligodendrdcitos podem dar origem a tumores chamados oligodendrogliomas.

Por ultimo, os astrécitos sdo as células gliais que fornecem nutrigdo aos neurdnios podendo

originar tumores designados astrocitoma.”

| Células Gliais I

| Oligodendrdcitos

@Iigodendroma

Figura 1.1 — Células gliais incluem varios tipos de células diferentes, as quais podem dar origem a
diferentes tipos de tumores, denominados gliomas (imagem adaptada de 7).




1.2 Ciclo celular, p53 e tumorigénese

A divisédo celular consiste em dois processos consecutivos, caraterizados principalmente por
replicacdo do acido desoxirribonucleico (ADN) e segregagcédo dos cromossomas replicados em
duas células separadas, denominando-se mitose e interfase, respetivamente.

O processo mitético inclui préfase, metafase, anafase e telofase. Quanto a interfase, esta inclui
ainda as fases G1, S e G2 onde a replicacdo do ADN ocorre na fase S da interfase sendo esta
precedida pela fase G1, durante a qual a célula se prepara para a sintese do ADN. A fase G1 é
seguida pela fase G2, na qual a célula se prepara para a mitose.® Estas fases, G1 e G2,
funcionam como pontos de controlo, de maneira a que a célula consiga garantir que avanga para

a proxima fase sem qualquer erro genético.

Na tumorigénese, aparecem alteragbes fundamentais no controlo genético da divisdo celular,
resultando numa proliferagcéo celular descontrolada. As mutagdes ocorrem principalmente em
duas classes de genes: proto-oncogenes e genes supressores de tumores. Nas células néo-
cancerigenas, as proteinas codificadas pelos proto-oncogenes atuam em diferentes niveis ao
longo do processo que estimula a proliferagdo celular. Assim, versbes mutadas de proto-
oncogenes podem promover o crescimento tumoral.

A inativagdo ou mutagdo em genes supressores de tumores, como o TP53, resulta na disfungéo
de proteinas que normalmente inibem a progresséo do ciclo celular, causando uma proliferagéo

celular descontrolada e & tumorigénese.®

A p53 é uma proteina supressora de tumores, que responde a diversos sinais de stress e
orquestra respostas celulares especificas, incluindo a paragem do ciclo celular, a senescéncia
celular e a apoptose, que sdo processos associados a supressao tumoral (Figura 1.2).

A importancia da proteina p53 na supressao tumoral é inequivoca, uma vez que mais de 50%
dos tumores humanos apresentam mutagdes ou a delegdo no gene que codifica a p53 (TP53) e
pela suscetibilidade a tumorigénese em individuos com sindrome de Li-Fraumeni (herdam alelo
mutante TP53). Estes tumores tém caracteristicas mais malignas, como baixos niveis de
diferenciagdo celular, a instabilidade genética e o aumento da invasividade e potencial
metastatico.*"°

A atividade bioquimica melhor caracterizada da p53 é a de fator de transcrigdo, possuindo, tal
como outros fatores de transcricdo, dominios responsaveis pela ligagdo a uma sequéncia
especifica de ADN. Mais de 80% das mutagbes no gene TP53 localizam-se no dominio de
ligagdo ao ADN e comprometem a ligagdo da p53 ao ADN, o que sugere que a fungéo da p53

como fator de transcrigdo &, de fato, crucial para a supressao tumoral.'"""?



Danos no Expressao de
Hipoxia  ADN oncogenes

Stress Desgaste dos

oxidativo \ / telémeros

Metabolismo
Senescéncia

Angiogénese

P L
Paragem do Apoptose \I ' \J | | I\
ciclo celular Reparagao do ADN

Y

Supressao de tumores

Autofagia

Figura 1.2 — Sinais de stress que ativam a proteina p53 e as suas vias de sinalizagao celulares (imagem
adaptada de 12).

1.3 Células estaminais, células cancerigenas e células estaminais

cancerigenas

As células estaminais reinem a capacidade de perpetuar a sua linhagem, dando origem a células
diferenciadas e interagir com seu ambiente para manter um equilibrio entre quiescéncia,
proliferagdo e auto-renovagao.'>™

A medida que foram realizadas descobertas sobre as caracteristicas das células estaminais e
células cancerigenas, foram sendo expostas evidéncias que relacionavam semelhangas
biolégicas nos dois tipos celulares. Na verdade, trés destas evidéncias s&o as semelhangas nos
mecanismos que regulam a auto-renovagao de células estaminais e das células cancerigenas,
a possibilidade de que células cancerigenas possam surgir de células estaminais e a nogéo de
que os tumores podem conter células estaminais cancerigenas (CECs), células raras que se
conseguem auto-renovar, lideram a formagéo e o crescimento tumoral e sdo responsaveis pela

resisténcia as terapias convencionais."



Uma das questdes mais importantes na biologia das células estaminais € a compreenséo dos
mecanismos que regulam o seu potencial de auto-renovacao e de diferenciagdo, uma vez que
estes processos séo cruciais para a fungéo das células estaminais ao longo de toda a vida. Por
outro lado, a compreensdo da regulagdo da auto-renovagdo das células estaminais pode ser
fundamental para a compreenséo da regulagéo da proliferagéo de células cancerigenas.

Enquanto que as células estaminais utilizam as caracteristicas referidas anteriormente quando
participam na homeostase do tecido, as CECs comportam-se como equivalentes malignos,
exibindo estabilidade em varias circunstancias, incluindo a manuteng¢ao da progresséo do tumor

(Figura 1.3) e a interagdo com o meio ambiente em busca de fatores-chave de sobrevivéncia."

\/

Resposta do tumor ao
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Figura 1.3 — Tratamento tumoral com métodos convencionais e com terapia especifica para CECs (imagem
adaptada de 15)

Um aspeto muito importante nas células estaminais é o equilibrio entre os processos de auto-
renovacgao e a diferenciagdo. A manipulagcido deste equilibrio tem sido estudada e, em 2004,
constatou-se que a p53 tinha um papel importante na diferenciagcdo de células estaminais
embrionarias de rato. De fato, a exposi¢cao das células a radiagao ultravioleta por quatro horas,

induziu um aumento de p53 nas células, mas estas ndo seguiram um caminho apoptético,



verificando-se uma diminui¢cdo nos niveis de Nanog que é um fator de transcrigdo envolvido na
auto-renovacgao das células estaminais. O mesmo ndo aconteceu quando realizado o mesmo
estudo em células estaminais com o gene TP53 silenciado o que levou a conclusédo que a p53
tem um papel na regulacdo da transcricdo de proteinas chave na auto-renovagdo e,

consequentemente, na diferenciacdo celular.®

1.3.1 Células estaminais neurais (NSCs)

As células estaminais neurais (NSCs) s&o as células mais primordiais do sistema nervoso
capazes de gerar qualquer tipo de neurdnio do sistema nervoso central durante o
desenvolvimento e ao longo da vida, sendo também fonte de células gliais, como astrécitos e

18 Os neurédnios,

oligodendrécitos e por isso, sdo consideradas células multipotentes.
componentes funcionais do sistema nervoso, sdo responsaveis pelo processamento e
transmissao da informagéo, enquanto as células gliais suportam a neurotransmisséo e isolam os
axonios para acelerar os processos elétricos da comunicagao celular.™

No sistema nervoso adulto, estas células encontram-se em zonas especificas chamadas nichos
neurogénicos. Um nicho é definido como um microambiente que abriga anatomicamente as
NSCs e controla funcionalmente o seu desenvolvimento in vivo, regulando a quiescéncia, a auto-
renovagéo, bem como a diferenciagao destas células. Estes nichos neurogénicos sdo compostos
por varios componentes, incluindo as proprias NSCs, a matriz extracelular e canais externos
provenientes de fontes distantes de dentro ou fora do tecido.?’ No embrido, as NSCs e os seus
nichos existem apenas por periodos relativamente breves, a medida que o cérebro se
desenvolve. Por outro lado, no cérebro adulto, as NSCs e os seus nichos sdo mantidos em
regides restritas ao longo da vida.”’

A neurogénese € um processo neurobioldgico complexo pelo qual os neurdnios funcionais séo
gerados a partir das NSCs e tem sido observada em duas principais regides do cérebro adulto:
na zona subgranular do giro dentado (SGZ) do hipocampo e na zona subventricular dos
ventriculos laterais (SVZ). Ao longo da vida, as células nascidas na SVZ migram para o bulbo
olfatério através do fluxo migratdrio rostral, onde se diferenciam em interneurénios (neurénios
que possibilitam a comunicagao entre neurénios e o sistema nervoso central). Os neurénios do

hipocampo, nascem localmente na SGZ e migram para o giro dentado do hipocampo.?*%



Para melhorar as terapias de neuroregeneracédo, € necessario levar em conta muitas questdes,
como por exemplo, as diferengas entre os microambientes dos sistemas nervosos centrais, uma
vez que o microambiente recém-formado pode ndo fornecer as condigdes corretas essenciais
para a sobrevivéncia e diferenciagcao celular. Por outro lado, a incapacidade de migracdo das
células até as zonas das lesdes, que podem estar longe do local onde é feito o transplante

celular, é outro grande problema.

1.3.2 p53 e células estaminais

Uma vez que a auto-renovagado e a diferenciagao de células estaminais podem contribuir para
disturbios hiperproliferativos, um controlo rigido da auto-renovacao e diferenciagcado das células
estaminais é fundamental para a manutengado da homeostase nos tecidos e drgéos. A proteina
p53 contribui para esse controlo, regulando a proliferacéo, auto-renovacgéo e diferenciagdo das
células estaminais embrionarias e adultas e, com o crescente interesse na biologia das células
estaminais nos ultimos anos, esta fungdo da p53 ganhou significativamente mais atengéo.

A proteina p53 representa uma forgca motriz importante para a diferenciacdo de células
estaminais devido ao fato da diferenciagdo espontdanea de células estaminais ser
significativamente reduzida quando os niveis de p53 diminuem.”* Além da supressdo da
transcrigédo do gene Nanog, ja referida anteriormente, a p53 mostra também a capacidade de se
ligar ao promotor do gene que transcreve a proteina Oct4 sendo esta, a par da Nanog, um
marcador de pluripoténcia pois € essencial para a manutengdo do estado indiferenciado das
células estaminais.®

Outras evidéncias quanto a importancia da p53 na diferenciagdo surgiram da andlise da
diferenciagdo mediada pelo acido retindico. O tratamento com este acido € um método
amplamente utilizado para diferenciar células estaminais em cultura suprimindo, também, a
transcricdo de Nanog. No entanto, quando utilizado o tratamento com o acido retinéico em
células com o gene TP53 silenciado, a supressao da transcricdo de Nanog néo foi tao evidente,
indicando que a p53 desempenha um papel fulcral na diferenciacéo celular mediada pelo acido

retindico.®

Nas células estaminais neurais (NSCs), a primeira indicagdo de que a p53 poderia regular a sua
auto-renovacgao ocorreu quando o gene que a codifica foi silenciado, observando-se nos ratos
knockout para o gene p53 (p53 KO), um crescimento celular excessivo no cérebro.”

Comparando os ratos wild-type (Wt) e p53 KO, notou-se um aumento na auto-renovagao celular



nas regides SVZ dos ratos p53 KO. Estas observagdes sugerem que a p53 é um regulador

negativo da auto-renovagéo das NSCs.

Assim como nas células estaminais, a p53 € um fator importante na diferenciacdo das NSCs
onde existem dois processos celulares inter-relacionados: progressdo dos estagios do
crescimento de neurites e paragem do ciclo celular.?® Utilizando culturas primarias de neurénios
de ratos, demonstrou-se que, durante a diferenciagcdo, a p53 é transportada para o nucleo,
enquanto que nas células maduras diferenciadas, esta presente principalmente no citoplasma.
A inibicdo da atividade da p53, pela introdugdo de uma proteina reguladora da mesma, inibiu a
diferenciagdo dos neurdnios primarios sugerindo que a p53 desempenha um papel regulador na

diregao de neurodnios primarios para a diferenciac,:éo.26

No momento em que o processo de diferenciagdo neural ocorre, a atividade da p53 aumenta.”’
Também em culturas de NSCs, a expressdo de p53 aumenta durante a diferenciagédo, o que
pode ter origem numa regulagéo positiva gradual da proteina responsavel pela paragem do ciclo
celular, p19Arf, uma vez que este se liga ao dominio central do regulador negativo da p53, murine
double minute 2 (MDM2) e inibe a degradacéo da p53 mediada por MDM2. Neste caso, ocorre,
assim, uma acumulagao de p53 na célula de uma maneira dependente da dose de p19Arf.28 De
fato, foi demonstrado que as NSCs em estagio inicial, expressam baixos niveis de p19Arf e
mantém uma elevada capacidade de auto-renovagédo enquanto que, NCSs em estagio tardio,
tém uma menor capacidade de auto-renovacéo e diferenciam-se em células gliais. Além disto, a
inducdo da diferenciacdo nas NSCs leva a fosforilagdo da p53 na serina 15 e aumenta a sua
atividade de ligacdo ao ADN.*

Foi também observado que a desmetilase da lisina 27 da histona 3 (JMJD3) induz a expressao
de p19Arf que, por sua vez, estabiliza a p53. Posto isto, os resultados obtidos no estudo
mostraram que, numa fase inicial da diferenciagéo, ha aumento de JMJD3 que coincide também
com o aumento de p53, mostrando, novamente, evidéncias quanto ao papel da p53 na
diferenciagcéo e, neste caso, da JMJD3 como estabilizadora da p53.30

O processo de diferenciacdo celular pode ser estudado através da avaliagdo dos niveis de
proteinas caracteristicas de diferentes estados de diferenciagdo como por exemplo, as proteinas
(sex determining region Y)-box 2 (SOX2) e plll-tubulina (Figura 1.4). A proteina SOX2 é um fator
de transcrigdo essencial para a manutencao da capacidade de auto-renovacéo, pluripoténcia e
multipoténcia e, por isso, € um marcador de indiferenciagdo, enquanto que a proteina plll-
tubulina € um microtdbulo encontrado quase exclusivamente nos neurénios e, por isso, € um

marcador de diferenciagao.
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Figura 1.4 — Processo de diferenciacédo celular mediado pela proteina p53 e consequente alteragdes nos
niveis proteicos.

No lado oposto a indugéo da diferenciagéo, as células somaticas podem ser reprogramadas em
células pluripotentes por inducéo de sobre-expressao de combinagdes de diferentes fatores de
pluripoténcia.

Em 2006, foram criadas as primeiras células pluripotentes induzidas (iPSCs) através da sobre-
expressao de oct4, sox2, kif4 e c-myc em fibroblastos adultos e embrionarios.*’ No entanto, a
tendéncia destas células induzirem transformagdes malignas através da sobre-expressdo de
proto-oncogenes, suscitam duvidas sobre a aplicabilidade clinica dessa abordagem.

A reprogramacao ocorre apenas numa percentagem muito pequena de células transfetadas,
sugerindo a existéncia de barreiras de reprogramagéo. Uma vez que a diminui¢cdo dos niveis de
p53 foram observados em iPSCs, assumiu-se que a p53 pode desempenhar um papel repressor
no processo de reprogramacgdo de células somaticas, confirmando-se este fato quando a
diminuigado dos niveis de p53 por (small interfering RNA) siRNA levou a uma melhoria drastica
da eficiéncia na formagao das iPSCs. 3132

Embora a supressao da p53 possa parecer ser uma maneira viavel de melhorar a eficiéncia da
reprogramacao, a sua supressado permanente podera interferir na regulagéo celular, permitindo

a continuidade do crescimento celular com les6es permanentes no ADN.

©



1.4 Regulagao da p53

Como referido anteriormente, em mais de metade dos tumores humanos, a p53 esta inativa
devido a uma mutacdo ou delegcdo no gene que a codifica. Nos restantes casos de tumores
humanos, que tém a p53 ativa, existe uma sobre-expressao dos reguladores negativos da p53,
tais como a murine double minute 2 (MDM2).*
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Figura 1.5 — Mecanismo de autorregulagéo da p53 e MDM2. A ativagdo da p53 aumenta a transcrigdo de
MDM2 que, por sua vez, inibe a p53 (imagem adaptada de 34).

A MDM2 e a p53 regulam-se mutuamente através de um mecanismo de feedback negativo
(Figura 1.5). Em células com a p53 ativa, quando sujeitas a determinados estimulos, a p53
transcreve o gene que codifica a MDM2, levando a um aumento nos niveis deste inibidor que,
por sua vez, se liga a p53 através do seu terminal amino e inibe a sua fungéo através de trés
mecanismos principais: ubiquitinagdo através da sua atividade de ligase E3, promovendo a sua
degradagéo por proteossomas; interagdo p53-MDM2 bloqueia a capacidade da p53 se ligar ao
ADN, tornando-a ineficaz como fator de transcrigdo; exportagdo da p53 para fora do nucleo da
célula, tornando-a inacessivel ao ADN.*

Em 1996, determinou-se a estrutura cristalina da MDM2 complexada com a p53, fornecendo
assim, os detalhes da interagdo p53-MDM2, surgindo assim, a possibilidade de desenho de
inibidores desta interacdo. Especificamente, a estrutura cristalina mostra que a p53 adota uma
configuracao o-helicoidal e interage com a MDM2 principalmente através de trés residuos
hidrofobicos, Phe19, Trp23 e Leu26,% que se agrupam num bolso hidrofébico bem definido

(Figura 1.6). Atualmente ja foram descobertos novos aminoacidos importantes na interagéo p53-
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MDM2, como a Leu22 e a His96> e a investigacdo de novos inibidores da interagédo é alvo de

grande estudo quer na academia, quer na industria farmacéutica.

Figura 1.6 — Estrutura cristalina da MDM2 complexada com a p53. Os aminoacidos Phe19, Trp23 e
Leu26 da p53 séo essenciais na ligagdo a MDM2 (imagem adaptada de 34).

1.5 Inibidores da interagao p53-MDM2
1.5.1 Nutlinas

Apesar da investigacdo feita em laboratérios académicos e/ou empresas farmacéuticas, o
desenho de moléculas nao-peptidicas especificas para a inibicdo da interagdo p53-MDM2, com
um mecanismo de ag&o bem definido, provou ser muito mais dificil do que o previsto inicialmente.
O primeiro avango ocorreu em 2004, com a descoberta das nutlinas pela empresa farmacéutica
Hoffman-La Roche.® Entre as nutlinas desenvolvidas inicialmente, foi a Nutilin-3a (Figura 1.7)
que mostrou uma atividade mais promissora com um ICso de 1,5 uM na linha celular SUSA-1 e
uma constante de afinidade de ligacdo para a MDM2 de 90 nM apresentando, assim, um

mecanismo de agéo consistente inibindo a interagdo p53-MDM2.
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A estrutura cristalina da Nutlin-2 (analogo da Nutlin-3a) complexada com a MDM2 mostrou
claramente que as nutlinas mimetizam os trés principais locais de ligacdo da p53 a MDM2
(Phe19, Trp23 e Leu26).

Otimizagcbes feitas na Nutlin-3a para melhorar a sua afinidade de ligagdo a MDM2,
citotoxicidade, farmacocinética e estabilidade quimica resultaram na descoberta de RG7112
(RO5045337), o primeiro inibidor da interagdo a chegar a ensaios clinicos (Figura 1.7).* O
RG7112 apresentou melhorias em relacdo a Nutlin-3a, tendo uma constante de afinidade de
ligagdo para a MDM2 de 18nM e um ICs, com uma média de 0,4uM em linhas celulares
cancerigenas sem p53 mutado (HCT116, SISA-1 e RKO)

Nos resultados dos ensaios clinicos (fase 1) o composto demonstrou atividade anti-tumoral em
pacientes com lipossarcoma; 14 dos 20 pacientes apresentaram estabilidade no crescimento do
lipossarcoma apos o tratamento com RG7112. Todos os pacientes tratados tiveram pelo menos
um evento adverso e 12 eventos adversos graves foram observados em oito pacientes, incluindo

neutropenia e trombocitopenia e, por isso, 0 composto foi retirado dos ensaios clinicos.
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Figura 1.7 — Nutlinas que mostraram capacidade em inibir a interagdo p53-MDM2.

1.5.2 Piperidinonas

Compostos derivados de piperidinona foram concebidos como inibidores da interagdo p53-
MDM2 com base numa analise estrutural de inibidores ja conhecidos, para também mimetizar
os trés residuos de ligagcao chave da p53. O primeiro composto contendo piperidinona testado
mostrou uma constante de afinidade de ligagdo para a MDM2 de 34nM e serviu como um
excelente ponto de partida para otimizagoes.

Em 2012, cientistas da Amgen, sintetizaram um composto derivado de piperidinona, o AMG232
que apresentou uma constante de afinidade de ligagdo para a MDM2 de 0,6 nM e um IC5, de
10nM quando testado na linha celular cancerigena HCT116 (Figura 1.8) % encontrando-se ainda

em ensaios clinicos.
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AMG 232
Figura 1.8 — Derivado de piperidona AMG 232 com capacidade de inibir a interagdo p53-MDM2.

1.5.3 Benzodiazepinadinonas

Cientistas da empresa americana Johnson & Johnson criaram uma biblioteca de 1,4-
benzodiazepina-2,5-dionas (BDP) para inibir a interagdo p53-MDM2 onde o composto 1 (Figura
1.9) foi o mais ativo e foi cristalizado complexado com a MDM2 para determinar o modo de
ligagdo das BDPs. O composto, como a maioria dos outros inibidores, encaixa-se nos locais da
Phe19, Trp23 e Leu26 e faz pontes de hidrogénio com trés moléculas de agua diferentes. As
pontes de hidrogénio podem ser removidas sem afetar substancialmente a afinidade da molécula
com a MDM2. O composto 1 apresentou uma constante de afinidade de ligagdo para a MDM2
de 80 nM e um IC5y de 30 uM quando testado numa linha celular cancerigena da placenta com
p53 wild type (linha celular JAR).*

Figura 1.9 — Composto 1 com capacidade de inibir a interagdo p53-MDM2.
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1.5.4 Spirooxindoéis

Shaomeng Wang, da Universidade de Michigan, descreveu uma classe de compostos
conhecidos como spirooxindois usando uma estratégia computacional de novo desing baseada
na estrutura onde o ponto de partida para estes estudos computacionais foi o Trp23 da p53.40
Descobriu-se que o oxindole mimetizava na perfeicdo o Trp23 tanto na realizagdo de pontes de
hidrogénio, como na interagéo hidrofébica com a MDM2. Numa primeira fase, iniciou-se a
pesquisa de produtos naturais derivados de oxindole permitindo identificar alguns, como a
spirotriprostatina A ou a alstonisina (Figura 1.10), embora, depois de conhecidas as suas
estruturas, fosse claro que o impedimento estéreo ndo permitiria a ligagdo destes produtos
naturais com a MDM2. No entanto, estes serviram como ponto de partida para o desenho de

uma nova classe de inibidores da interagdo p53-MDM2.

MeO

Spirotriprostatina A Alstonisina

Figura 1.10 — Exemplos de oxinddis presentes na natureza.

Depois da descoberta dos produtos naturais da Figura 1.10 e depois de mais estudos
computacionais, observou-se que o anel spiro poderia fornecer uma estrutura rigida na qual os
grupos hidrofébicos se podiam projetar para mimetizar a Leu26 e a Phe19.

A partir desta estrutura de spirooxindole foram feitos estudos de docking onde foi descoberto o
composto 2 e que, depois de varias otimiza¢des, deu origem ao composto 3 (Figura 1.11) que
apresentou uma constante de afinidade de ligagdo para a MDM2 de 86 nM e um IC5, de 0,83 uM

em células cancerigenas da prostata humana com p53 wild type (LNCaP).*'

Figura 1.11 — Otimizag&o do spirooxindole 2 dando origem ao spirooxindole 3 com capacidade de inibir a
interagdo p53-MDM2.
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De maneira a aumentar a constante de ligacdo a MDM2 e melhorar as suas propriedades
farmacocinéticas, os compostos foram otimizados para que também mimetizassem a Leu22 da
p53. O fato da Leu22 ndo se encontrar completamente no local da ligagao da p53 com a MDM2
e estar parcialmente exposta, permitiu explorar a adicdo de uma parte polar aos compostos
servindo assim este novo substituinte ndo apenas para mimetizar a Leu22, mas também para

melhorar as suas propriedades fisico-quimicas, tais como a solubilidade aquosa.34

Uma otimizag&o extensiva destes compostos resultou na descoberta de MI-77301* e MI-888*
(Figura 1.12) apresentando constantes de afinidade de ligagdo para a MDM2 de 0,88 e 0,44 nM,
respetivamente, sendo estas 50 vezes mais potentes do que Nutlin-3a. Quando testados na
linha celular SUISA-1, o MI-77301 e o MI-888 apresentaram um IC5, de 0,092uM e 0,08uM,
respetivamente sendo estes compostos 10 vezes mais potentes do que a Nutlin-3a na inibicao
do crescimento celular em linhagens celulares cancerigenas com p53 wild type mostrando
também uma seletividade 100 vezes superior para linhas celulares com p53 versus linhas sem
p53.

A estrutura cristalina do MI-77301 complexado com a MDM2 mostra que este mimetiza os trés
residuos principais de ligagcao da p53 e ainda esta envolvido em interagdes adicionais onde, por
exemplo, o grupo fenilo substituido tem uma interagao n-x com a His96 da MDM2. O composto

MI-77301 estd neste momento em ensaios clinicos (fase ).

MI-77301 MI-888

Figura 1.12 — Spirooxindois resultantes de sucessivas otimizagdes. MI-77301 esta neste momento em
ensaios clinicos.

Muito recentemente, foi descoberto um novo spirooxindole (Figura 1.13) com uma constante de
afinidade de ligagdo para a MDM2 menor que 1nM, com um ICsy de 104 + 36 nM em HCT116 e
com excelentes propriedades farmacocinéticas. Este composto também se encontra em ensaios

clinicos (fase 1).**
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Figura 1.13 — Mais recente spirooxindole publicado e em ensaios clinicos.

Nos ultimos anos tém vindo a ser desenvolvidos no nosso grupo de investigacdo novos

#4547 nicialmente foram sintetizadas

spirooxinddis com diferentes anéis de 5 membros.
spiroisoxazolina oxindois, tendo o composto 5 (Figura 1.14) sido o mais ativo (ICs, de 26,56 +
1,07 uM em HCT116). Adicionalmente, esta familia mostrou a capacidade de inibir a interagéo
p53-MDM2 através de um ensaio de fluorescéncia (BiFC) mas, no entanto, testes em linhas
celulares com a p53 silenciada mostraram que estes compostos também tém efeitos

independentes da p53.

Figura 1.14 — Spiroisoxazolina 5 com ICs de 26,56 + 1,07 uM em HCT116.

A alteracdo do anel de 5 membros de isoxazolina por um anel de pirazolina permitiu adicionar
mais um substituinte no anel de 5 membros para uma possivel nova interagdo com a MDM2
(Figura 1.15). Além desta vantagem, as pirazolinas sao aneis de 5 membros muito priveligiados
na quimica medicinal uma vez que apresenta varios tipos de atividades como, por exemplo,

anticancerigena, anti-inflamatoéria, antidepressiva, antioxidante e anti-alzheimer, 849501
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Otimizagao R4
p——

Figura 1.15 — Substituicdo do anel de 5 membros de isoxazolina por um anel de pirazolina.

O composto 6 (Figura 1.16) demonstrou ter uma boa atividade em linhas celulares cancerigenas
HCT116 e MCF-7, apresentando um ICs, de 13,1 £ 1 uM em HCT116 e um ICsode 7,3 £ 1,4 uM

em MCF-7, sendo que também mostrou capacidade de inibir a interagao p53-MDM2 através de

um ensaio de fluorescéncia (BiFC). ***’

Ph
=
Ph N

Br. —Ph

o

Iz

6
Figura 1.16 - Spiropirazolina 6 com capacidade de inibir a interagdo p53-MDM2.
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2. Resultados e Discussao

2.1 Spiropirazolina oxindole: desenho e sintese

O grupo da professora Maria Santos (iMed.ULisboa) tem vindo a investigar o potencial
anticancerigeno de varias familias de spirooxinddis com aneis de 5 membros.***%*’

Com base nos resultados obtidos anteriormente pelo grupo e tendo como estrutura base o
composto MI-219, foram desenhados novos derivados de spiropirazolina oxinddis, contendo fluor
e cloro nas posi¢des 5 e 6 do nucleo indole (Figura 2.1), respetivamente, uma vez que a insergéao

de halogéneos no indole melhora a capacidade de mimetizar o Trp23 da p53.%

p—

Iz

Figura 2.1 — Otimizag&o do nucleo do indole.

De forma a mimetizar a Leu26,” foi também feita outra otimizagao, substituindo na maioria dos

compostos o grupo fenilo por um terc-butilo no substituinte R,.

Visto que os aminoacidos mais importantes na ligagdo p53-MDM2 s&do Phe19, Trp23 e Leu26,
foram sintetizados 3-metilenoindolinonas 7 e cloretos de hidrazonilo 8 contendo substituintes
para mimetizar estes aminoacidos (Tabela 2.1 e 2.2) sendo estes os intermediarios para a
sintese das spiropirazolina oxindodis. Este intermediarios foram sintetizados com diferentes
substituintes tento em conta a capacidade de anéis aromaticos de 5 membros halogenados se
inserirem no sitio de ligacdo da Phe19 e substituintes alifaticos ramificados conseguirem
mimetizar a Leu26.%

As 3-metilenoindolinonas 7 contendo grupos aromaticos R; foram sintetizadas por condensagéo
alddlica entre 2-indolinonas substituidas 9 e diferentes aldeidos aromaticos 10 na presenca de
piperidina com rendimentos entre 58-92%. No esquema 2.1 esta representado o mecanismo da
reacgao.

18



Esquema 2.1 — Mecanismo da sintese das 3-metilenoindolinonas 7a-j.

Tabela 2.1 — 3-metilenoindolinonas 7a-j sintetizadas.

Composto R, R, R; Rendimento
(%)
7a F Cl Ph 69
7b F Cl Ph-o-Br 92
7c F Cl Ph-m-Br 76
7d F Cl Ph-p-Br 54
Te F Cl Ph-o-F 72
7f F Cl Ph-p-F 71
79 F Cl Ph-m-Cl 74
7h F Cl Ph-p-ClI 81
7i F Cl Ph-o-F-m-Cl 58
7j H Cl Ph-o-F-m-Cl 93

Os cloretos de hidrazonilo 8 foram sintetizados usando a reagdo de Appel, onde a hidrazona

reage com a trifenilfosfina e tetracloreto de carbono. As hidrozonas foram sintetizadas através

de uma reacao SN; entre hidrazinas e cloretos de acido (Esquema 2.2).
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Esquema 2.2 — Mecanismo da sintese dos cloretos de hidrazonilo 8a-c.

Tabela 2.2 — Cloretos de hidrazonilo 8a-c sintetizados.

Composto R4 Rs Rendimento (%)
8a t-Bu Ph 73
8b t-Bu Ph-p-ClI 95
8c Ph Ph-p-ClI 82

As spiropirazolina oxindéis foram obtidos por cicloadicdo 1,3-dipolar entre as 3-
metilenoindolinonas 7 e nitrilo-iminas (geradas in situ por desidro-halogenagéo de cloretos de
hidrazonilo 8) (Esquema 2.3). A cicloadicdo 1,3-dipolar € uma reacédo de cicloadicdo entre
moléculas 1,3-dipolares e dipolardfilos, neste caso, as nitrilo-iminas e as 3-metilenoindolinonas,
respetivamente. Esta reacdo foi explorada pela primeira vez por Huisgen na década de 1960 e
pode ser dividida em duas categorias: o tipo propargil e o tipo alilo,** sendo gue no esquema trés
esta representado o tipo alilo. Mecanisticamente, pensa-se que a maioria das cicloadigées 1,3-

dipolares passa por um processo concertado.
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Esquema 2.3 — Mecanismo para a sintese das spiropirazolina oxindéis 11a-u e respetivo regioisomero
formado.
Tabela 2.3 - Spiropirazolina oxindois 11a-u sintetizadas.
Composto R; R, R3 R, Rs Rendimento
(%)

11a F Cl Ph t-Bu Ph 92

11b F Cl Ph t-Bu Ph-p-ClI 70

11c F Cl Ph-o-Br Ph Ph-p-ClI 67

11d F Cl Ph-o-Br t-Bu Ph 53

11e F Cl Ph-o-Br t-Bu Ph-p-ClI 30

11f F Cl Ph-m-Br t-Bu Ph 52

119 F Cl Ph-m-Br t-Bu Ph-p-ClI 72

11h F Cl Ph-p-Br t-Bu Ph 63

11i F Cl Ph-o-F Ph Ph-p-ClI 83

11j F Cl Ph-o-F t-Bu Ph 74

11k F Cl Ph-p-F t-Bu Ph 66

111 F Cl Ph-p-F Ph Ph-p-ClI 67

11m F Cl Ph-m-Cl t-Bu Ph-p-ClI 94

11n F Cl Ph-m-Cl t-Bu Ph 73

110 F Cl Ph-p-ClI t-Bu Ph-p-ClI 85

11p F Cl Ph-p-ClI t-Bu Ph 42

11q F Cl Ph-o-F-m-ClI  Ph Ph-p-ClI 75

1Mr F Cl Ph-o-F-m-Cl  t-Bu Ph 91

11s F Cl Ph-o-F-m-Cl  t-Bu Ph-p-ClI 98

11t H Cl Ph-o-F-m-Cl  t-Bu Ph 92

11u H Cl Ph-o-F-m-Cl  t-Bu Ph-p-ClI 76

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear
(RMN). Os sinais caracteristicos dos mesmos so, no espetro de RMN de 'H, um singleto
correspondente ao H-4’ que se situa entre os 4,21 e os 6,12 ppm, um dupleto correspondente ao
H-4 que se situa entre 5,32 € 6,41 ppm e que tem esta multiplicidade pois o fluor do carbono 5

tem a capacidade de desdobrar o seu sinal com uma constante de acoplamento de 9Hz. Outros
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sinais caracteristicos sédo o singleto correspondente ao NH que se situa entre os 7,6 e os 8,62
ppm e, quando presente, o singleto correspondente ao terc-butilo que se situa entre 1,16 € 1,19
ppm.

Na Figura 2.2, podemos observar o espetro de RMN de H do composto 11b, onde podemos
facilmente identificar os sinais caracteristicos: o singleto a 8,2ppm (NH), o dupleto a 5,98ppm (H-
4) e os singletos a 4,45ppm (H-4’) e a 1,18ppm (terc-butilo).
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Figura 2.2 — Espetro de RMN de H do composto 11b.

Ja no espetro de RMN de C, ha quatro sinais caracteristicos. Entre os 177 e os 179 ppm
encontra-se o sinal correspondente ao carbono do grupo carbonilo. Entre os 161 e os 162 ppm
encontra-se o sinal correspondente ao C=N enquanto que a campo mais alto, entre 76 e 77 ppm
esta o sinal do carbono spiro. O desvio quimico do carbono spiro revela qual dos regioisomeros
é formado aquando da cicloadigdo 1,3-dipolar (Esquema 2.3), sendo que o regioisémero
pretendido possui o carbono spiro com desvio entre 76 e 78 ppm. O desvio do carbono spiro do
regioisomero formado é conhecido, pois estdo descritas na literatura estruturas de raios-X

47,55

desses regioisémeros. Entre 54 e os 67 ppm encontra-se o sinal do carbono 4’ enquanto que

o sinal do carbono 4 se encontra entre os 114 e os 116 ppm sendo este sinal também
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desdobrado, com uma constante de acoplamento entre 21 e 30Hz, pela proximidade ao fluor do
carbono 5. Por fim, identifica-se facilmente o carbono 5 pois tem um grande desdobramento por
estar ligado ao fluor, encontrando-se entre 154 e 156 ppm com uma constante de acoplamento
caracteristica entre 242 e 244Hz.

Na figura 2.3, esta representado o espetro de RMN de ®Cdo composto 11b e podem-se observar
0s sinais caracteristicos: 177 ppm (C=0); 162 ppm (C=N); 155 ppm (C5); 115 ppm (C4); 77 ppm
(Cspiro) e 62 ppm (C-4’).
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Figura 2.3 — Espetro de RMN de 3C do composto 11b.

2.2 Estudos de estabilidade em DMSO

De maneira a avaliar a estabilidade do composto 11a em DMSO, solvente que iria ser utilizado
nos ensaios biolégicos, foi feito um espetro de RMN H (Figura 2.4) e, passados quatros dias,
com o tubo a temperatura ambiente e exposto a luz solar, repetiu-se o espetro (Figura 2.5). Como
se pode observar pelos espetros e pela sua sobreposi¢cdo (Figura 2.6), ndo ha qualquer

alteragdo. Com isto, pode concluir-se que, no minimo até 4 dias, o composto 11a é estavel em
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DMSO. Adicionalmente, estudos realizados anteriormente no nosso grupo mostraram que as

spiropirazolina oxinddis sdo estaveis em PBS até 72 horas.>®
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Figura 2.4 — Espetro de RMN de H do composto 11a.
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Figura 2.5 — Espetro de RMN de 'H do composto 11a apds 4 dias da realizagdo do primeiro espetro.
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Figura 2.6 — Sobreposicao dos dois espetros das figuras 2.4 e 2.5.

2.3 Estudos de estrutura/atividade na linha celular HCT116
Depois da sintese da biblioteca de compostos, foi efetuado um screening dos mesmos nas linhas
celulares HCT116 p53(+’+)e HCT116 p53('/')de modo a avaliar a sua citotoxicidade e seletividade

para a proteina p53 (Tabela 2.4) e realizar-se o estudo de relagao entre estrutura/atividade.

Na Tabela 2.4 encontram-se os resultados do ensaio de MTS efetuado para avaliar a viabilidade

celular nas concentragbes de 12,5 e 25 uM dos compostos 11a-u.
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Tabela 2.4 - Avaliagdo da viabilidade celular apés 72 h de incubagdo com os compostos 11a-u, com as
concentragdes de 12,5 e 25 uM através do ensaio de viabilidade MTS. O DMSO foi utilizado como controlo
(fold change = 1). Os dados representam a média dos triplicados de uma experiéncia. ? Linha celular
HCT116 p53“'*): ® Linha celular HCT116 p53")

Composto Viabilidade Viabilidade Viabilidade Viabilidade
Celular? Celular® Celular? Celular®
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change)
12,5 uM 12,5 uM 25 uM 25 uM
11a 0,6 0,91 0,51 0,75
11b 0,96 0,93 0,34 0,24
11c 0,9 1,03 0,75 0,52
11d 0,65 0,96 0,55 0,79
11e 1,09 0,92 0,35 0,34
11f 0,66 0,86 0,6 0,4
119 0,37 0,44 0,33 0,31
11h 0,41 0,79 0,33 0,32
11i 0,84 0,78 0,35 0,41
11j 0,89 0,81 0,45 0,57
11k 0,7 0,96 0,89 0,71
111 0,46 0,83 0,32 0,35
11m 0,41 0,42 0,33 0,33
11n 1,1 1,1 0,35 0,37
110 0,71 0,92 0,33 0,27
11p 0,6 0,96 0,33 0,31
11q 0,96 0,86 0,32 0,39
1M1r 0,4 0,49 0,34 0,35
11s 0,56 0,67 0,35 0,35
11t 1,02 0,94 0,49 0,31
11u 0,41 0,41 0,32 0,31

De maneira a analisar a influéncia da presenca de halogéneos nas diferentes posi¢des do grupo
fenilo do substituinte R3, a citotoxicidade e seletividade apresentada pelos compostos foi sempre
comparada com a citotoxicidade e seletividade do composto 11a (Figura 2.7), pois este nao

possui qualquer halogéneo no grupo fenilo do substituinte Rs.

Analisando os resultados dos compostos 11a e 11b, observa-se que a inser¢do de um cloro na
posicdo para do anel aromatico do substituinte Rs tornou o composto 11b mais citotéxico na

concentragao de 25 uM, mas também o tornou n&o seletivo para a linha celular com p53.

Quanto aos compostos com bromo em diferentes posicdes do anel aromatico do substituinte Rg,
nota-se que a insercdo de bromo na posi¢cdo orfo n&o alterou os niveis de citotoxicidade
continuando também a apresentar seletividade (11d). Como anteriormente, a inser¢éo de cloro
na posicao para do anel aromatico do substituinte Rs retirou a seletividade ao composto 11c e a
substituicdo do grupo terc-butilo por um anel aromatico do substituinte R, tornou-o menos ativo

relativamente ao composto 11e (compostos que diferem apenas no substituinte Ry)
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Figura 2.7 — Spiropirazolinas oxinddis sintetizadas 11a-u.

Quanto aos compostos com bromo na posi¢cao meta estes tornaram-se néo seletivos (11f e 11g)
mas, apesar disso, o0 composto com cloro na posi¢ao para do anel aromatico do substituinte Rs
foi um dos mais citotoxicos (11g). J& o composto com bromo na posigdo para, mostrou um
aumento da citotoxicidade e também da seletividade, mas apenas na concentragcdo 12,5 uM
(11h).

Analisando os resultados para os compostos com fluor nas posigdes para e orto no anel
aromatico do substituinte R3, observou-se que a insergao de fluor em qualquer uma das posigdes
ndo confere mais citotoxicidade apesar de conferir seletividade ao composto 11l apenas na
concentragado de 12,5 uM. Uma raz&o para estes compostos ndo serem tdo ativos como os
restantes pode advir da necessidade de halogéneos volumosos no substituinte R; para este
conseguir mimetizar corretamente a Phe19 e encaixar-se no seu local de ligagdo. Uma vez que

o fluor ndo é um atomo volumoso como, por exemplo, o cloro e o bromo, o substituinte R; ndo
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consegue mimetizar corretamente a Phe19 piorando a afinidade de ligagdo dos compostos com

a MDM2 e consequentemente tornando-os menos citotoxicos.

Foram também sintetizados compostos com cloro nas posi¢cdes para e meta no anel aromatico
do substituinte R3. A insergcédo de cloro na posigdo meta tornou o composto ndo seletivo e nao
aumentou a sua citotoxicidade (11n), no entanto, com cloro na posi¢ao para do anel aromatico
do substituinte Rs a citoxicidade do composto aumenta bastante apesar de continuar sem
seletividade (11m). Quanto aos compostos com cloro na posi¢do para do anel aromatico do
substituinte R; estes mostram seletividade mas apenas na concentragéo 12,5 uM (11p) e um

pequeno aumento na citoxicidade (110).

Por fim, analisando os resultados dos compostos com cloro na posigdo meta e fluor na posigao
orto no anel aromatico do substituinte Rj;, pode observar-se que nenhum destes compostos
apresentou seletividade. No entanto, com a exceg¢do do composto 11q que tem um anel
aromatico na posi¢do do substituinte R4, todos os compostos apresentaram um aumento de
citotoxicidade quer na concentragédo de 12,5 como 25 uM (11r e 11s).

Os compostos com cloro na posicdo meta e fluor na posi¢gdo orto no anel aromatico do
substituinte R3, mas com apenas com cloro na posi¢gdo 6 do indole, ndo apresentaram
seletividade, mas, como ja visto anteriormente, o composto com cloro na posi¢ao para do anel

aromatico do substituinte Rs apresenta uma maior citotoxicidade (11u).

Posto isto, notou-se que a presenga de um halogéneo nas posi¢gdes meta ou para conferiam uma
maior citotoxicidade aos compostos sendo o cloro o halogéneo que mais citotoxicidade conferiu.
Comparando os resultados entre os compostos 11¢c e 11e e entre os compostos 11q e 11s nota-
se que os compostos com terc-butilo apresentam uma maior atividade do que os compostos com
um fenilo na posi¢do do substituinte R4 sugerindo que, eventualmente, o grupo terc-butilo pode
ser um melhor mimetizador da Leu26.

Quanto a seletividade, os compostos 11a e 11d (Figura 2.7) mostraram seletividade nas
concentragdes de 12,5 e 25uM para a linha celular com p53.

Os compostos 11h, 111, 11p (Figura 2.7) relevaram-se seletivos na concentragdo de 12,5 uM.
Uma caracteristica comum a estes trés compostos, € a presenca de um halogéneo na posi¢cao
para do anel aromatico do substituinte R3, o que indica que possivelmente essa posicado é
importante na ligagdo dos compostos a MDM2.

Adicionalmente, a inser¢ao de um cloro na posigado para do anel aromatico do substituinte Rs

aumentou sempre a citotoxicidade, mas retirou a seletividade aos compostos.
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Figura 2.8 — Consequéncias das otimizagdes feitas nas spiropirazolinas oxindaéis.

2.4 Viabilidade e diferenciagcao em NSCs

Numa fase seguinte, o composto 11a foi escolhido para ser testado em NCSs estando na base
desta escolha as caracteristicas apresentadas por este no screening efetuado anteriormente:
néo ser muito citotéxico (ICsode 25 uM) e possuir um elevado valor de seletividade para a linha
celular cancerigena com p53. Estas duas caracteristicas foram cruciais para a escolha deste
composto uma vez que, nesta fase, o objetivo seria induzir diferenciacdo nas NCSs através da
p53 e ndo induzir morte nas mesmas.

Para avaliar a viabilidade celular das NSCs na presenca do composto 11a, realizou-se um ensaio
de MTS nos time-points de 24 e 48 h em condigbes de auto-renovagdo ou em processo de

diferenciagéo celular (Figura 2.9).
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Figura 2.9 — Avaliag&o da viabilidade celular por MTS em NSCs em condi¢des auto-renovagao (A) ou em
processo de diferenciacdo (B), apos 24 e 48 horas de incubagéo com 5, 12,5 ou 25 uM do composto 11a.
O DMSO foi utilizado como controlo (fold change = 1). Os dados representam a média + SEM de trés

experiéncias independentes.

Analisando os graficos das Figuras 2.9, pode-se observar que quer em condigbes de auto-
renovagéo, quer em condi¢cbes de diferenciacéo, as 24 e 48 horas, a viabilidade celular néo é

significativamente afetada pelo composto 11a, nas concentragées de 5; 12,5 e 25 uM.

Visto que a viabilidade celular ndo se alterou, as concentragdes escolhidas para avaliar a

capacidade de indugéo de diferenciagdo foram as de 12,5 e 25 uM.

30



Para a avaliagdo do estado de diferenciagdo celular foram quantificados os niveis de duas
proteinas por Western blot: (sex determining region Y)-box 2 (SOX2) e plll-tubulina.

A proteina SOX2 é um fator de transcricdo que tem um papel chave em muitos estagios do
desenvolvimento dos mamiferos sendo que também é essencial na auto-renovagao das células
estaminais, sendo por isso considerado um marcador de pluripoténcia e multipoténcia (no caso
das NSCs). Posto isto, € de esperar que, com o avango do estado de diferenciagédo celular os
niveis de SOX2 vao gradualmente diminuindo.

Por outro lado, a Blll-tubulina € uma proteina da familia das tubuluinas e constituinte do
microtubulo, encontrada quase exclusivamente nos neurdnios. Ao contrario da SOX2, a plllI-
tubulina € um marcador de diferenciagéo neural e, por isso, é expectavel que os seus niveis vao
gradualmente aumentando ao longo da diferenciagao celular.

Os niveis de expressao destas proteinas foram entdo analisados apods incubagao com o

composto 11a em condi¢des de auto-renovagao ou durante o processo de diferenciagao.

Nos graficos da Figura 2.10 estdo representados os niveis proteicos de SOX2 nas NSCs em
condi¢des auto-renovacao (A) ou em processo de diferenciagdo (B), depois de 24 e 48 horas da
incubagdo com composto 11a. Analisando os gréficos, observa-se, as 24 h de incubagao com o
composto, uma diminuigao significativa dos niveis de SOX2 quando as NSCs se encontram em
processo de diferenciagdo. No entanto, quando estas se encontram em condi¢cbes de auto-
renovagado nao se observam diminui¢des nos niveis proteicos de SOX2, notando-se, até, um

ligeiro aumento destes na concentragédo de 12,5 uM.
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Figura 2.10 — Efeito do composto 11a, as concentragdes de 12,5 e 25 uM, nos niveis proteicos de SOX2
das NSCs em condigdes de auto-renovagéo (A) ou em processo de diferenciacéo (B). Niveis de SOX2
quantificados a partir do isolamento de proteinas totais de NSCs depois de 24 e 48 horas de incubacéo
com o composto. O DMSO foi utilizado como controlo (fold change = 1) e normalizagéo feita com ponceau.
Dados representam a média + SEM de seis experiéncias independentes. *p<0.05.

Com a analise dos resultados depois de 24 h de incubagao, podemos afirmar-se que o composto
estd, de alguma maneira, a reduzir os niveis proteicos de SOX2 quando as NSCs se encontram
em processo de diferenciagdo e por isso, este parece ter potencial para reduzir o estado de
indiferenciagdo das NSCs.

Analisando os resultados dos niveis proteicos de SOX2, apds 48 h de incubagdo com o composto
11a, observa-se uma diminuigao expectavel entre o controlo das 48 h e o das 24 h pois as NSCs
encontram-se em processo de diferenciagdo. Ja o composto, depois de 48 h da sua incubagao
ndo parece ter qualquer efeito nos niveis de SOX2, sugerindo que o composto possa ter um
efeito transiente nas NSCs em cultura.
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Nos graficos da Figura 2.11 estéo representados os niveis proteicos de Slll-tubulina nas NSCs
em condi¢des auto-renovagao (A) ou em processo de diferenciacéo (B), depois de 24 e 48 h da
incubagcdo com composto 11a. Analisando os graficos, observa-se, que, na presencga do
composto, ha um aumento consideravel as 24 h nos niveis de Blll-tubulina apenas quando as
NSCs se encontram em processo de diferenciagado. No entanto, quando estas se encontram
em condi¢des de auto-renovagéo ndo se observa um aumento nos niveis proteicos de pllI-

tubulina, observando-se até, uma diminuigdo nos seus niveis.
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Figura 2.11- Efeito do composto 11a, as concentragdes de 12,5 e 25 uM, nos niveis proteicos de pllI-
tubulina das NSCs em condi¢des de auto-renovagéo (A) ou em processo de diferenciacédo (B). Niveis de
Blll-tubulina quantificados a partir do isolamento de proteinas totais de NSCs depois de 24 e 48 h de
incubagcdo com o composto. O DMSO foi utilizado como controlo (fold change = 1) e a normalizagéo feita
com ponceau. Dados representam a média + SEM de seis experiéncias independentes. **p<0.01.

A partir da analise dos resultados depois de 24 h de incubagéo, pode afirmar-se que o composto
esta, de alguma maneira, a aumentar os niveis proteicos de BlllI-tubulina quando as NSCs se
encontram em processo de diferenciacdo e por isso, este composto demonstrou ter, uma vez

mais, ter potencial para aumentar o estado de diferenciacdo das NSCs as 24 h de incubacgao.

Quanto aos resultados dos niveis proteicos de plll-tubulina, apés 48 h de incubagcdo com o

composto 11a, estes, como no caso dos niveis proteicos de SOX2, ndo sdo os esperados.
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Apesar de se observar um aumento expectavel entre o controlos das 48 h e o controlo das 24 h,
depois de 48 h de incubagdo com o composto ndo se observa qualquer aumento nos niveis de
Blll-tubulina, registando-se até um efeito contrario ao esperado pela diminuicdo dos niveis

proteicos de plll-tubulina na presenca do composto.

Como se pode observar no grafico A da Figura 2.12, a presenga do composto 11a por 24 h levou
a um aumento muito significativo dos niveis proteicos de p53, os quais coincidem com a alteragéo
dos niveis proteicos das proteinas SOX2 e glll-tubulina analisadas anteriormente no mesmo time
point. Estes resultados, demonstram, entdo, que o mecanismo de agao de 11a parece ser de

fato pelo aumento da estabilizagdo da proteina p53.

Nas condi¢des de auto-renovacgao, os nossos resultados demonstraram que os niveis proteicos
de SOX2 e glll-tubulina ndo acompanharam os niveis de p53. De facto, neste contexto celular,
os niveis elevados de p53 promovidos pelo composto 11a ndo parecem ser suficientes para

induzir diferenciagéo celular.
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Figura 2.12 — Efeito do composto 11a, as concentragdes de 12,5 e 25 uM, nos niveis proteicos de p53 das
NSCs em condigbes de auto-renovagdo (A) ou em processo de diferenciacdo (B). Niveis de p53
quantificados a partir do isolamento de proteinas totais de NSCs depois de 24 e 48 horas de incubacéo
com o composto. O DMSO foi utilizado como controlo (fold change=1) e normalizagéo feita com ponceau.
Dados representam a média £+ SEM de seis experiéncias independentes. *p<0.05;
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Analisando os resultados dos niveis proteicos de p53, apds 48 horas de incubagdo com o
composto 11a, observa-se que este ndo tem qualquer efeito nos niveis proteicos de p53, uma
vez que ndo ha grandes diferencas entre o valor do controlo das 48 horas e os valores da
incubagdo do composto a 12,5 e 25 uM. De fato, no time point das 48 horas, os niveis de § Il -
tubulina e SOX2 também nao foram alterados pelo composto. Pode afirmar-se que, as 48 horas,
0 composto 11a ja ndo tem qualquer efeito como indutor da proteina p53 e subsequentemente
na inducéo da diferenciagéo celular. Neste sentido, e ndo obstante o potencial terapéutico deste
composto na modulagao da diferenciagao celular, os métodos de administragdo deste composto

numa futura aplicagao terapéutica deverao ser cuidadosamente analisados.

Por fim, foram avaliados os niveis da proteina Bcl-2-associated X (Bax) (Figura 2.13). A
expressdo do gene que codifica a proteina Bax é positivamente regulada pela p53 e ja foi

demonstrado que esta proteina esta envolvida na apoptose mediada por p53.57
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Figura 2.13 — Efeito do composto 11a, as concentragdes de 12,5 e 25 uM, nos niveis proteicos de Bax das
NSCs em condigbes de auto-renovagdo (A) ou em processo de diferenciagdo (B). Niveis de Bax
quantificados a partir do isolamento de proteinas totais de NSCs depois de 24 e 48 horas de incubacéo
com o composto. O DMSO foi utilizado como controlo (fold change=1) e normalizagéo feita com ponceau.
Dados representam a média + SEM de seis experiéncias independentes.

35



Como ja era expectavel, e de acordo com os resultados dos ensaios de viabilidade, os niveis da
proteina Bax mantém-se muito proximos do controlo o que significa, que, nestas concentragdes

e condicdes, as células nao se encontram em condi¢des apoptéticas.

Visto que, em condigdes de diferenciagdo, o composto 11a mostrou capacidade de indugao de
diferenciagao nas NCSs através da diminuigao dos niveis proteicos de SOX2 e do aumento dos
niveis proteicos de Blll-tubulina, avaliou-se a capacidade do mesmo composto na indugao de
diferenciagdo na linha celular cancerigena GI-261 (glioma) pois, células cancerigenas

diferenciadas serdo muito mais sensiveis a quimioterapia.

2.5 Viabilidade e diferenciagao em GI-261

Em primeiro lugar foi avaliado a viabilidade celular através do ensaio de MTS na linha celular

cancerigena GI-261 (Figura 2.13).
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Figura 2.14 — Avaliagcéo da viabilidade celular por MTS em GI-261 apds 24 de incubagao com 5, 12,5 e 25
uM do composto 11a. O DMSO foi utilizado como controlo (fold change = 1). Os dados representam a
média + SEM de trés experiéncias independentes.

Como se pode observar no grafico da Figura 2.14, apds 24 h da incubagédo do composto 11a,
quase nao existem alteracdes na viabilidade celular. Enquanto que nas NSCs a manutengao da
viabilidade era um fator chave, neste caso, se a viabilidade diminuisse, até poderia ser um
resultado promissor uma vez que estas células (GI-261) s&do células cancerigenas. Uma vez que
células diferenciadas sdo menos resistentes a quimioterapia avaliou-se a capacidade de indugao

de diferenciagao do composto 11a em GI-261.
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Nos graficos da figura 2.15 estao representados os niveis proteicos de SOX2 (A) e Blll-tubulina
(B) depois de 24 horas de incubagdo com o composto 11a. Como se pode observar, os niveis
de SOX2 diminuiram consideravelmente com a presenga de 25 uM do composto 11a. Pelo
contrario, uma ligeira alteragdo nos niveis de lll-tubulina foi apenas verificada a 12,5 uM, nao
sendo no entanto significativa. Ainda assim, com a reducgéo dos niveis proteicos de SOX2, pode
afirmar-se que o composto tem a capacidade de reduzir eficazmente o estado de indiferenciagao

das células de glioma, possivelmente podendo torna-las mais sensiveis a quimioterapia.
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Figura 2.15 — Efeito do composto 11a, as concentragdes de 12,5 e 25 uM, nos niveis das proteinas SOX2
(A) plll-tubulina (B). Niveis proteicos quantificados a partir do isolamento de proteinas totais de células de
glioma (GI261) depois de 24 horas de incubagdo com o composto. O DMSO foi utlizado como controlo e
normalizagao feita com ponceau. Dados representam a média + SEM de trés experiéncias independentes.
*p<0.05.
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3. Conclusoes e perspetivas futuras

O cancro continua a ser uma das principais causas de morte em todo mundo sendo, por isso,
necessario e urgente o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Este projeto teve
como objetivo a descoberta de novas moléculas com potencial de diferenciagdo neural para
possivel aplicagao futura em células tumorais neurais de modo a torna-las menos resistentes a
terapia. Uma vez que a abordagem da diferenciagéo celular se encontra em ascensao, o0 nosso
intuito foi o estudo da diferenciagao celular através da modulagdo da p53 em diferentes linhas
celulares sendo que, para esse efeito, foi sintetizada uma biblioteca de spiropirazolina oxindéis,
cuja capacidade em inibir a interagdo p53-MDM2 ja tinha sido anteriormente demonstrada.

Na primeira fase de sintese dos compostos, pode afirmar-se que, aquando da cicloadigéo 1,3-
dipolar, o regioisomero formado €& o regioisomero pretendido através da analise do espetro de
RMN de *C, uma vez que o sinal do carbono spiro a 77 ppm é caracteristico apenas de um
regioisdmero. Depois da sintese, foram efetuados estudos de estabilidade em DMSO onde se
comprovou, através da analise dos espetros de RMN de 'H, que o composto 11a era estavel em
DMSO, no minimo até 4 dias a temperatura ambiente. Adicionalmente, estudos realizados
anteriormente no nosso grupo demonstraram que as spiropirazolina oxinddis sao estaveis em
PBS até 72 horas.

Depois do screening nas linhas celulares HCT116 p53<+/+)e HCT116 p53('/') observou-se que a
presenga de um halogéneo nas posicbes meta ou para do anel aromatico do substituinte Rj
conferia uma maior citoxicidade aos compostos, sendo o cloro o halogéneo que concedia uma
maior citoxicidade. Outro aspeto importante foi a verificagao de seletividade para a linha celular
HCT116 p53™“"*) em trés compostos (11h, 111 e 11p), todos eles com halogéneos na posi¢éo
para do anel aromatico do substituinte R;, o que poderia indicar que esta € uma posigcao
importante na interagdo com a MDM2.

A seletividade e o aumento de citoxicidade apresentada por varios compostos na presenca de
halogéneos no anel aromatico do substituinte R; leva-nos a afirmar que, com estes halogéneos,
o local de ligagdo da Phe19 é melhor preenchido melhorando a interagdo composto-MDM2.
Quanto ao potencial de diferenciagao celular, o composto 11a mostrou capacidade de indugao
de diferenciagdo em NSCs depois de 24 h de incubagao através da redugao dos niveis de SOX2
e do aumento dos niveis de Blll-tubulina. Visto que, na presenga do composto, os niveis proteicos
de p53 aumentam quando as NCSs se encontram quer em condigdes de auto-renovagao quer
em processo de diferenciacdo e, como se observaram apenas alteragdes nos niveis proteicos
de SOX2 e BllI-tubulina em processo de diferenciagédo, pode concluir-se que apenas o efeito da
p53 nao é suficiente para induzir diferenciagdo quando as NCSs se encontram em condicdes de
auto-renovacao.

Na linha celular GI-261, depois de 24 horas de incubagdo com o composto 11a, apesar de nao

se registarem alteragdes significativas nos niveis proteicos de plllI-tubulina, notou-se uma
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diminuigdo nos niveis de SOX2, o que indica a diminuicdo do estado de indiferenciacdo desta
linha celular. Visto que o composto 11a induz uma diminuigdo do estado de indiferenciagao, as
células podem tornar-se mais sensiveis a quimioterapia, pelo que este aspeto vai ser avaliado
futuramente.

O estudo do mecanismo de agdo dos compostos ira ser realizado futuramente através de um
ensaio de complementagéo de fluorescéncia biomolecular (BiFC).

Em suma, identificou-se uma spiropirazolina oxindole 11a potencialmente ativador e
estabilizador da proteina p53 e com a capacidade de induzir diferenciagdo nas NSCs quando
estas se encontram em processo de diferenciagao. Notalvemente, esta spiropirazolina oxindole,
mostrou capacidade de redugdo do estado indiferenciado de células cancerigenas de glioma
através da diminuicdo dos niveis proteicos de SOX2, tornando-as, eventualmente, mais

sensiveis a quimioterapia.
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4. Materiais e métodos

Todos os reagentes foram obtidos através fornecedores comerciais e foram utilizados sem
purificacdo adicional. Os solventes também foram obtidos através de fornecedores comerciais e
foram destilados antes de serem utilizados. Quando utilizado como solventes de reagédo, o
diclorometano foi seco com CaCl, e destilado; o THF foi destilado a partir do sistema de sédio
benzofenona. A trietilamina foi destilada e armazenada com molecular sieves. A cromatografia
em camada fina foi realizada utilizando placas de aluminio Merck Silica Gel 60 F254, visualizadas
por luz UV. A cromatografia em coluna foi realizada com Merck Silica Gel (200-400 mesh ASTM).
As preparativas foram realizadas com Merck Silica Gel 60 GF254 sobre placas de vidro.

Os espetros de RMN 'H e ®C foram obtidos através de um Bruker 300 Ultra-Shield a 300 MHz
("H RMN) e 75 MHz ("*C RMN). Os desvios quimicos de 'H e "°C (5) sdo expressos em partes
por milhdo (ppm) usando o solvente como referéncia interna e as constantes de acoplamento
dos protdes (J) em hertz (Hz). Os dados espectrais 1H s&o relatados da seguinte forma:
deslocamento quimico, multiplicidade, constante de acoplamento e integragdo. Todos os
compostos apresentaram uma pureza =95% por LC-MS sendo que a cromatografia liquida foi
realizada a 20°C, num HPCL Waters Alliance 2695 com uma coluna Sunfire C18 (2.1x100mm; 5
pm) utilizando como fase movel uma solugéo de agua com 0,5% de acido férmico em acetonitrilo
(30:70) e usando um detetor de fotodiodo para examinar a absorgéo dos comprimentos de onda
entre 210 e 780 nm. Experiéncias de espectometria de massa foram realizadas num
espectometro de massa Micromass® Quattro Micro (Waters®, Ireland) com uma
electropulvirizagdo em modo de ides (ESI+), fonte de ides a 120 °C, voltagem dos capilares de
3.0 kV e fonte de voltagem de 30V.

4.1 Procedimento para sintese das 3-metilenoindolinonas 7a-j
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Esquema 4.1 - Procedimento geral para sintese das 3-metilenoindolinonas 7a-j.
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Sintese da 3-benzilideno-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7a)

A uma solugao de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (47mg; 0,25mmol) em 6ml etanol, foi adicionado
benzaldeido (28uL; 1,1 eq.) e piperidina (27uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional em refluxo
durante 1:30 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagao, a mistura foi colocada em banho de
gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filirado a vacuo com etanol frio obtendo-se um

solido amarelo (7a). *'

Sintese da 3-(2-bromobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7b)

A uma solugédo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (28mg; 0,15mmol) em 6mL etanol, foi adicionado
2-bromobenzaldeido (21ul; 1,1 eq.) e piperidina (18ulL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional
em refluxo durante 1 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagao, a mistura foi colocada em
banho de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com etanol frio obtendo-

se um solido cor de laranja (7b).

Sintese da 3-(3-bromobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7¢)

A uma solugédo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (39mg; 0,21mmol) em 6mL etanol, foi adicionado
3-bromobenzaldeido (30uL; 1,1 eq.) e piperidina (25uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional
em refluxo durante 1:30 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagao, a mistura foi colocada em
banho de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com etanol frio obtendo-

se um solido amarelo (7¢).

Sintese da 3-(4-bromobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7d)

A uma solugéo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (35mg; 0,19mmol) em 6mL etanol, foi adicionado
4-bromobenzaldeido (25uL; 1,1 eq.) e piperidina (20uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional
em refluxo durante 1 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagao, a mistura foi colocada em
banho de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com etanol frio obtendo-

se um solido cor de laranja (7d).

Sintese da 3-(2-fluorobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7¢)

A uma solugdo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (110mg; 0,59mmol) em 6mL etanol, foi
adicionado 2-fluorbenzaldeido (69uL; 1,1 eq.) e piperidina (65uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura
reacional em refluxo durante 1:30 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagdo, a mistura foi
colocada em banho de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com

etanol frio obtendo-se um sélido cor de laranja (7e).
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Sintese da 3-(4-fluorobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7f)

A uma solugédo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (30mg; 0,16mmol) em 6mL etanol, foi adicionado
4-fluorbenzaldeido (22uL; 1,1 eq.) e piperidina (16uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional em
refluxo durante 2:30 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagdo, a mistura foi colocada em
banho de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com etanol frio obtendo-

se um solido amarelo (7f).

Sintese da 3-(3-clorobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7g)

A uma solugédo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (34mg; 0,18mmol) em 6mL etanol, foi adicionado
3-clorobenzaldeido (22uL; 1,1 eq.) e piperidina (19uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional em
refluxo durante 2:30 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagdo, a mistura foi colocada em
banho de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filirado a vacuo com etanol frio obtendo-

se um solido cor de laranja (79).

Sintese da 3-(4-clorobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7h)

A uma solugéo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (39mg; 0,21mmol) em 6mL etanol, foi adicionado
4-clorobenzaldeido (36mg; 1,1 eq.) e piperidina (24uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional em
refluxo durante 1 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagao, a mistura foi colocada em banho
de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com etanol frio obtendo-se

um solido cor de laranja (7h).

Sintese da 3-(2-cloro-3-fluorobenzilideno)-6-cloro-5-fluoroindolina-2-ona (7i)

A uma solugéo de 6-cloro-5-fluoro-2-indolinona (50mg; 0,27mmol) em 6mL etanol, foi adicionado
2-cloro-3-fluorbenzaldeido (35mg; 1,1 eq.) e piperidina 364uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura
reacional em refluxo durante 1:30 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagdo, a mistura foi
colocada em banho de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com

etanol frio obtendo-se um sélido amarelo(7i).

Sintese da 3-(2-cloro-3-fluorobenzilideno)-6-cloroindolina-2-ona (7j)

A uma solugao de 6-cloro -2-indolinona (49mg; 0,29mmol) em 6mL etanol, foi adicionado 2-cloro-
3-fluorbenzaldeido (38mg; 1,1 eq.) e piperidina (31uL; 1 eq.). Colocou-se a mistura reacional em
refluxo durante 1 h, sob atmosfera de azoto. No final da reagao, a mistura foi colocada em banho
de gelo, tendo o produto precipitado. O produto foi filtrado a vacuo com etanol frio obtendo-se

um solido cor de laranja (7j).
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4.2 Procedimento para a sintese dos cloretos de hidrazonilo 8a-c
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Esquema 4.2 - Procedimento geral para a sintese dos cloretos de hidrazonilo 8a-c.

Procedimento para a sintese de cloreto N-fenilpivaloilhidrazonilo (8a)

A uma solugéo de fenilhidrazina (1mL; 10mmol) em 15mL THF seco, adicionou-se trietilamina
(2,7mL; 2 eq.), em banho de gelo e sob atmosfera inerte. Apds agitacdo durante 10 minutos,
adicionou-se, gota a gota, também em banho de gelo, cloreto de trimetilacetil (1,4mL; 1,2 eq.).>®
Depois de 24h, foi adicionada agua (15mL) a mistura reacional. De seguida, adicionou-se AcOEt
(15mL) e separaram-se as fases, lavando a fase aquosa mais duas vezes com AcOEt (15mL).
Todas as fases orgénicas foram extraidas trés vezes com uma solugao saturada de bicarbonato
de sodio (NaHCO3;) e secas com sulfato de sédio (Na,SO,). Finalmente, a fase orgénica foi
evaporada no evaporador rotativo.

De seguida, adicionou-se ftrifenilfosfina (4,8g; 2,5 eq.) a uma solugdo da hidrazona (1,4g;
7,4mmol) obtida no passo anterior dissolvida em acetonitrilo (15mL). Ap6és 30 minutos de
agitagéo, adicionou-se tetracloreto de carbono (1,81mL; 2,5eq.), a temperatura ambiente sob
atmosfera de azoto. Depois de 24 horas, o solvente foi evaporado no evaporador rotativo. Por
fim, a mistura reacional foi purificada por cromatografia flash usando eluente n-hexano/EtOAc

(4:1) obtendo-se um 6leo avermelhado (8a).*

Procedimento para a sintese de cloreto N-(4-clorofenil)pivaloilhidrazonilo (8b)

A uma solucdo de 4-clorofenilhidrazina (509mg; 3,5mmol) em 15mL THF seco, adicionou-se
trietilamina (995uL; 2 eq.), em banho de gelo e sob atmosfera inerte. Apds agitacdo durante 10
minutos, adicionou-se, gota a gota, também em banho de gelo, cloreto de trimetilacetil (516uL;
1,2 eq.). Depois de 24h, foi adicionada agua (15mL) a mistura reacional. De seguida, adicionou-
se AcOEt (15mL) e separaram-se as fases, lavando a fase aquosa mais duas vezes com AcOEt
(15mL). Todas as fases organicas foram extraidas trés vezes com uma solugéo saturada de
bicarbonato de s6dio (NaHCO;) e secas com sulfato de sodio (Na,SO,). Finalmente, a fase
organica foi evaporada no evaporador rotativo.

De seguida, adicionou-se trifenilfosfina (2,2g; 2,5 eq.) a uma solugado da hidrazona (664mg;
3,4mmol) obtida no passo anterior dissolvida em acetonitrilo (15mL). Ap6és 30 minutos de
agitagéo, adicionou-se tetracloreto de carbono (842uL; 2,5 eq.), a temperatura ambiente sob

atmosfera de azoto. Depois de 24 horas, o solvente foi evaporado no evaporador rotativo. Por
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fim, a mistura reacional foi purificada por cromatografia flash usando eluente n-hexano/EtOAc

(4:1) obtendo-se um solido cor de rosa (8b).

Procedimento para a sintese de cloreto N-(4-clorofenil)benzoilhidrazonilo (8c)

A uma solucdo de 4-clorofenilhidrazina (509mg; 3,5mmol) em 15mL THF seco, adicionou-se
trietilamina (995uL; 2 eq.), em banho de gelo e sob atmosfera inerte. Apds agitacdo durante 10
minutos, adicionou-se, gota a gota, também em banho de gelo, cloreto de benzoilo (487uL; 1,2
eq.). Depois de 24h, foi adicionada agua (15mL) a mistura reacional. De seguida, adicionou-se
AcOEt (15mL) e separaram-se as fases, lavando a fase aquosa mais duas vezes com AcOEt
(15mL). Todas as fases organicas foram extraidas trés vezes com uma solugédo saturada de
bicarbonato de s6dio (NaHCO3;) e secas com sulfato de sodio (Na,SO,). Finalmente, a fase
organica foi evaporada no evaporador rotativo.

De seguida, adicionou-se frifenilfosfina (1,62g; 2,5 eq.) a uma solugédo da hidrazona (612mg;
2,4mmol) obtida no passo anterior dissolvida em acetonitrilo (15mL). Apdés 30 minutos de
agitagéo, adicionou-se tetracloreto de carbono (584uL; 2,5 eq.), a temperatura ambiente sob
atmosfera de azoto. Depois de 24 horas, o solvente foi evaporado no evaporador rotativo. Por
fim, a mistura reacional foi purificada por cromatografia flash usando eluente n-hexano/EtOAc

(4:1) obtendo-se um solido avermelhado (8c¢).

4.3 Procedimento geral para a sintese das spiropirazolina oxindéis 11a-u
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Esquema 4.3 - Procedimento geral para a sintese das spiropirazolina oxinddis 11a-c.

A uma solugao de 3-metilenoindolinona (diferentemente substituidas na posig¢éo 3) dissolvida em
diclorometano seco, adicionou-se um cloreto de hidrazonilo (1,2 eq) e trietilamina (2 eq.), a
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temperatura ambiente e sob atmosfera de azoto. Depois de aproximadamente, 16 horas, foi
adicionada agua a mistura reacional. As fases foram separadas e a fase aquosa extraida trés
vezes com acetato de etilo. As fases orgénicas foram secas com sulfato de sodio (Na,SQO,) e o
solvente foi evaporado no evaporador rotativo. A mistura reacional foi purificada por
cromatografia em coluna com eluente n-hexano/AcOEt (4:1) obtendo-se a spiropirazolina

oxindole final.

5'-(terc-butil)-6-cloro-5-fluoro-2',4'-difenil-2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-
pirazol]-2-ona (11a)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7a (0,0408g;
0,18mmol) em CH,Cl, (10mL) foi adicionado 8a (0,0398g; 1,2 eq.) e

Et;N (31ulL; 3 eq.). Tempo de reagédo: 16 horas. Mistura reacional

purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com
CH.Cl,/Heptano para obter o composto 11a na forma de sélido branco (0,041g; 92%)

Ponto de fusdo: 240-242° C

"H-RMN (300 MHz, CDCI,) 5 (ppm): 8,14 (s, NH); 7,46 — 7,29 (m, 3H, ArH); 7,11 - 7,05 (m, 2H,
ArH); 6,88 — 6,64 (m, 6H, ArH); 6,00 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,45 (s, 1H, H-4’); 1,18 (s, 9H,
(C(CHa)a))-

“c NMR (75 MHz, CDCI,) & (ppm): 177 (C=0); 161 (C=N); 155 (d, Jc.r =243Hz); 145 (Cq); 138
(Cq); 136 (Cq); 134 (Cq); 129 (CH); 128 (CH); 121 (d, J=19,5Hz); 116 (Cq); 115 (d, J =24,75Hz);
111,92 (CH); 77 (Cspiro); 62 (CH-4’); 34 (C(CHs)s); 29 (C(CHs)s).

MS (ES|+) m/z C25H24C|FN301 448 [N|+H]+
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5'-(terc-butil)-6-cloro-2'-(4-clorofenill)-5-fluoro-4'-fenil-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11b)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7a
(0,0254g; 0,093mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8b
(0,0272g; 1,2 eq.) e Et3N (38,8uL; 3 eq.). Tempo de reagéo:

18 horas. Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e

recristalizagdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 11b na forma de sélido branco
(0,021g; 70%)

Ponto de fusdo: 220-222° C

'H-RMN (300 MHz, CDCL,) & (ppm): 8,19 (s, NH) 7,41 - 7,29 (m, 4H, ArH); 7,05 (d, J=9 Hz, 2H,

ArH): 6,81 (d, J= 6 Hz, 1H, ArH); 6,75 - 6,68 (m, 3H, ArH): 6,01 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,46 (s, 1H,
H-4’); 1,18 (s, 9H, (C(CHa)s)).
13

C NMR (75 MHz, CDCl,) & (ppm): 177 (C=0); 162 (C=N); 155 (d, Jo.r =243Hz) 144 (Cq); 136
(Cq); 134 (Cq); 129 (CH): 128 (CH); 126 (Cq); 125 (d, J =7,5Hz); 122 (d, J =19,5Hz); 117 (CH);
115 (d, J =25,5Hz); 112 (CH); 77 (Cspiro); 62 (CH-4’); 34 (C(CHa)s); 29 (C(CHs)s).

MS (ES|+) m/z C25H230|2FN301 482 [N|+H]+

(4'-(2-bromofenil)-6-cloro-2'-(4-clorofenill)-5-fluoro-5'-fenil-

2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11¢c)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7b
(0,0538g; 0,15mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8c
(0,042g; 1,4 eq.) e Et3N (62,5uL; 3 eq.). Tempo de reagéo: 18

horas. Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e

recristalizagdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 11c na forma de sdlido branco
(0,0397g; 67%)

Ponto de fusdo: 241-242° C
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"H-RMN (300 MHz, CDCI,) & (ppm): 8,8 (s, 1H, NH); 7,63 — 7,60 (m, 2H, ArH); 7,48 (d, J=6Hz,
1H, ArH): 7,34 — 7,29 (m, 3H, ArH); 7,25 — 7,07 (m, 5H, ArH); 6,93 — 6,89 (m, 1H, ArH): 6,85 (d,
J=9 Hz, 2H, ArH); 6,0 (d,J= 9Hz, 1H, ArH): 5,67 (s, 1H, H-4');

“c NMR (75 MHz, CDCL,) & (ppm): 176 (C=0); 162 (C=N); 155 (d, Jc.r =263,25Hz); 150 (Cq);
142 (Cq); 137 (Cq); 133 (Cq); 133 (Cq); 130 (CH); 129 (CH); 128 (CH); 126 (CH); 125 (d, J
=15,75Hz); 117 (CH); 115 (d, J =26,25Hz) 112 (CH); 77 (Cspiro); 60 (CH-4").

MS (ES|+) m/z C28H1sBrC|2FN30: 580 ['\/|+H]+

4'-(2-bromofenill)-5'-(terc-butil)-6-cloro-5-fluoro-2'-fenill-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11d)

Seguindo o procedimento geral, a uma solu¢cdo de 7b (0,0426g;
0,12mmol) em CH,Cl, (10mL) foi adicionado 8a (0,0388g; 1,4 eq.) e

Et;N (50,1uL; 3 eq.). Tempo de reagéo: 18 horas. Mistura reacional purificada por cromatografia

flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com CH,Cly/Heptano para obter o
composto 11d na forma de sélido branco (0,0222g; 53%)

Ponto de fusdo: 243-245° C

"H-RMN (300 MHz, CDCL,) 3 (ppm): 8,04 (s, NH) 7,48 — 7,28 (m, 3H, ArH); 7,21 — 7,15 (m, 1H,
ArH); 7,08 (t, J=9Hz, 2H, ArH) 6,93 — 6,80 (m, 4H, ArH); 5,90 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 5,11 (s, 1H,
H-4’); 1,20 (s, 9H, (C(CHa)s)).

“c NMR (75 MHz, CDCI,) & (ppm): 176 (C=0); 161 (C=N); 155 (d, Jc.r =243Hz) 145 (Cq); 137
(Cq); 133 (Cq); 133 (Cq); 130 (CH); 130 (CH); 129 (CH); 127 (CH); 125 (d, J=7,5Hz) 121 (CH);
116 (CH); 114 (d, J =25,5Hz) 112 (CH); 77 (Cspiro); 60 (CH-4’); 34 (C(CHy)s); 29,48 (C(CHy)s).

MS (ES|+) m/z C25HgsBrC|FN30: 526 ['\/|+H]+

47



4'-(2-bromofenil)-5'-(terc-butil)-6-cloro-2'-(4-clorofenil)-5-

fluoro-2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11e)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7b
(0,0448g; 0,13mmol) em CH,Cl, (10mL) foi adicionado 8b
(0,0389¢; 1,2 eq.) e EtzN (54,4uL; 3 eq.). Tempo de reagéo:

24 horas. Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e
recristalizagdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 11e na forma de sdlido branco
(0,0147g; 30%)

Ponto de fusdo: 251-252° C

"H-RMN (300 MHz, CDCI,) & (ppm): 7,51 (br s, 1H, NH); 7,49 — 7,39 (m, 2H, ArH) 7,33 - 7,30 (m,
1H, ArH); 7,22 — 7,17 (m, 1H, ArH); 7,05 (d, J=9 Hz, 2H, ArH); 6,85 (d, J=6 Hz, 1H, ArH); 6,75 (d,
J=9 Hz, 2H, ArH); 5,88 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 5,12 (s, 1H, H-4); 1,19 (s, 9H, (C(CHa)s)).

“c NMR (75 MHz, CDCI,) & (ppm): 175 (C=0); 162 (C=N); 155 (d, Jc.r =241,5Hz) 144 (Cq);
137 (Cq); 133 (Cq); 130 (CH); 130 (CH); 129 (CH); 127 (CH); 127 (CH); 125 (CH); 118 (CH); 114
(d, J=24,75Hz) 111 (CH); 77 (Cspiro); 60 (CH-4’); 34 (C(CH3)s); 29 (C(CHa)s).

MS (ES|+) m/z C25HggBrC|2FN30: 560 ['\/|+H]+

4'-(3-bromofenill)-5'-(terc-butil)-6-cloro-5-fluoro-2'-fenil-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11f)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7c¢ (0,0582g;
0,165mmol) em CH,Cl, (10mL) foi adicionado 8a (0,0522g; 1,4 eq.) e

EtsN (69uL; 3 eq.). Tempo de reagdo: 18 horas. Mistura reacional
purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizacdo com

CH.Cl,/Heptano para obter o composto 11f na forma de sélido branco (0,030g; 52%)

Ponto de fusdo: 220-222° C
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"H-RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,61 (s, NH); 7,48 — 7,44 (m, 2H, ArH); 7,13 — 7,06 (m, 3H,
ArH); 6,89 — 6,75 (m, 5H, ArH); 6,10 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,40 (s, 1H, H-4’); 1,18 (s, 9H,
(C(CHa)a))-

“c NMR (75 MHz, CDCl,) & (ppm): 177 (C=0); 161 (C=N); 155 (d, Jo.r =243,75Hz); 145 (Cq) ;
136 (Cq); 131 (CH); 129 (CH); 125 (Cq); 123 (CH); 121 (CH); 116 (CH); 115 (d, J =23,25Hz); 113
(Cq); 112 (CH); 77 (Cspiro); 61 (CH-4"); 34 (C(CHa)s); 29 (C(CH)s).

MS (ES|+) m/z C25HgsBrC|FN30: 526 ['\/|+H]+

4'-(3-bromofenil)-5'-(terc-butil)-6-cloro-2'-(4-clorofenill)-5-
fluoro-2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11g)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7d
(0,0568g; 0,17mmol) em CH.Cl, (10mL) foi adicionado 8b
(0,062g; 1,4 eq.) e Et3N (71uL; 3 eq.). Tempo de reagéo: 17

horas. Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e

recristalizagdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 11g na forma de soélido branco
(0,068g; 72%)

Ponto de fusdo: 201-203° C

"H-RMN (300 MHz, CDCL,) 5 (ppm): 8,37 (s, NH); 7,48 — 7,45 (m, 2H, ArH); 7,11 - 7,01 (m, 4H,

ArH); 6,84 (d, J=6Hz, 1H, ArH); 6,75 — 6,62 (m, 3H, ArH); 6,05 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,39 (s, 1H,
H-4); 1,18 (s, 9H, (C(CHa)s)).

13

C NMR (75 MHz, CDC,) & (ppm): 177 (C=0); 162 (C=N); 155 (d, Jo.r =243,75Hz); 143 (Cq);
142 (Cq); 136 (Cq); 132 (CH); 129 (CH); 125 (d, J=8,25Hz); 123 (CH); 117 (CH); 115 (d, J
=32,25Hz); 113 (Cq); 112 (CH); 77 (Cspiro); 61 (CH-4"); 35 (C(CHa)s); 29 (C(CHs)s).

MS (ES|+) m/z C25HggBrC|2FN30: 560 ['\/|+H]+
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4'-(4-bromofenill)-5'-(terc-butil)-6-cloro-5-fluoro-2'-fenil-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11h)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugéo de 7d (0,02g;
0,059mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8a (0,0179g; 1,2

eq.) e Et3N (24,7uL; 3 eq.). Tempo de reacdo: 17 horas. Mistura reacional purificada por
cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com CH,Cl,/Heptano para

obter o composto 11h na forma de soélido branco (0,0143g; 65%)
Ponto de fuséo: 209-2011° C
'H-RMN (300 MHz, (CD3),CO) & (ppm): 9,69 (s, 1H, NH); 7,56 — 7,35 (m, 4H, ArH); 7,10-7,04 (m,

3H, ArH); 6,85-6,77 (m, 3H, ArH); 6,15 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,81 (s, 1H, H-4); 1,17 (s, 9H,
(C(CHa)a))-

13
C NMR (75 MHz, (CD3),CO) & (ppm): 176 (C=0); 162 (C=N): 155 (d, Jc.r =240Hz); 146 (Cq) ;
139 (Cq); 132 (CH); 129 (CH); 127 (d, J=7,5Hz); 123 (CH); 121 (CH); 116 (CH); 115 (d, J

=24,75Hz); 112 (CH); 77 (Cspiro); 62 (CH-4"); 35 (C(CHa)3); 29 (C(CHa)3).

MS (ES|+) m/z C25HgsBrC|FN30: 526 ['\/|+H]+

6-cloro-2'-(4-clorofenill)-5-fluoro-4'-(2-fluorofenil)-5'-fenil-2',4'-

dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11i)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugao de 7e (0,025g;
0,086mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8¢ (0,039g; 2
eq.) e Et3N (36uL; 3 eq.). Tempo de reacéo: 17 horas. Mistura

reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CHCl,/Heptano para obter o composto 11i na forma de sélido branco (0,0251g; 83%)

Ponto de fusdo: 243-245° C
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'H-RMN (300 MHz, CDCI3) O (ppm): 7,88 (s, 1H, NH); 7,67 — 7,63 (m, 2H, ArH); 7,33-7,31 (m,
4H, ArH); 7,11-7,07 (m, 4H, ArH); 6,92-6,82 (m, 4H, ArH) 6,07 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 5,51 (s, 1H,
H-4%);

1

3

C NMR (75 MHz, CDCl,) & (ppm): 176 (C=0); 161 (C=N); 155 (d, J=256,5Hz); 130 (Cq); 129
(CH); 129 (CH); 128 (Cq); 126 (CH); 125 (d, J=6,75Hz); 124 (Cq); 122 (d, Jc.r =21,75Hz); 121
(CH) 117 (CH); 114 (d, J=24,75Hz); 112 (CH); 77 (Cspiro); 54 (CH-4").

MS (ES|+) m/z C28H18C|2F2N30: 520 [M+H]+

5'-(terc-butil)-6-cloro-5-fluoro-4'-(2-fluorofenil)-2'-fenil-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11j)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7e (0,0561g;
0,19mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8a (0,0486g; 1,2 eq.) e

EtsN (79,3uL; 3 eq.). Tempo de reacdo: 18 horas. Mistura reacional
purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizacdo com
CH.Cl,/Heptano para obter o composto 11j na forma de sdélido branco (0,0658g; 74%)

Ponto de fusdo: 210-211° C

"H-RMN (300 MHz, CDCI,) 5 (ppm): 8,65 (s, 1H, NH); 7,24 — 7,12 (m, 3H, ArH); 7,02 - 6,97 (m,
2H, ArH); 6,88 — 6,82 (m, 1H, ArH): 6,77 — 6,70 (m, 4H, ArH); 5,84 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,81 (s,
1H, H-4"); 1,20 (s, 9H, (C(CHa)s)).

“c NMR (75 MHz, CDCl,) & (ppm): 177 (C=0); 161 (d, Jc.r=246Hz); 160 (C=N); 155 (d, Jc.
F=242,25Hz); 145 (Cq); 137 (Cq); 130 (d, J=8,25Hz); 130 (d, J=3Hz); 129 (CH); 125 (d,
J=6,75Hz); 124 (CH); 122 (Cq); 121 (CH); 116 (d, J =21Hz); 115 (CH); 114 (d, J=26,25)Hz; 112
(CH); 77 (Cspiro); 53 (CH-4’); 34 (C(CHzs)s); 29 (C(CHjs)s).

MS (ES|+) m/z C25H230|F2N301 466 [N|+H]+
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5'-(terc-butil)-6-cloro-5-fluoro-4'-(4-fluorofenill)-2'-fenill-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11k)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7f (0,0279g;
0,096mmol) em CH,Cl, (10mL) foi adicionado 8a (0,0403g; 2 eq.) e

Et;N (40uL; 3 eq.). Tempo de reagdo: 17 horas. Mistura reacional

purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CHCly/Heptano para obter o composto 11k na forma de sélido branco (0,0198g; 66%)
Ponto de fuséo: 216-218° C

"H-RMN (300 MHz, CDC,) 3 (ppm): 8,15 (s, 1H, NH) 7,12 — 7,02 (m, 4H, ArH); 6,87 — 6,75 (m,
5H, ArH); 6,05 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,43 (s, 1H, H-4"); 1,18 (s, 9H, (C(CHa)s)).

“c NMR (75 MHz, CDCL,) & (ppm): 177 (C=0); 161 (C=N); 161 (d, Jc.r=255Hz); 155 (d, Jo.
r=243Hz); 145 (Cq); 143 (Cq); 136 (Cq); 130 (d, J=3Hz); 129 (CH); 125 (d, J=7,5Hz); 124 (CH);
122 (Cq); 121 (CH); 120 (Cq); 116 (CH); 115 (d, J=24,75Hz); 113 (CH); 112 (CH); 77 (Cspiro);
61 (CH-4'); 34 (C(CHzs)s); 29 (C(CHs)s)

MS (ES|+) m/z C25H230|F2N301 466 [N|+H]+

6-cloro-2'-(4-clorofenil)-5-fluoro-4'-(4-fluorofenill)-5'-fenil-2',4'-

dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (111)

Seguindo o procedimento geral, a uma solu¢do de 7f
(0,0432g; 0,176mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8c
(0,0825g; 2 eq.) e Et3N (67uL; 3 eq.). Tempo de reagéo: 19

horas. Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e

recristalizagcdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 11l na forma de soélido branco
(0,0357g; 67%)
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Ponto de fusdo: 217-220° C

"H RMN (300 MHz, CDCI,) & (ppm): 8,01 (s, 1H, NH); 7,63 — 7,60 (m, 2H, ArH); 7,32 — 7,28 (m,

3H, ArH); 7,10 (d, J=9 Hz, 2H, ArH); 6,95 — 6,82 (m, 7H, ArH); 6,21 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 5,14 (s,
1H, H-4");

13C NMR (75 MHz, CDCl,) 6 (ppm): 177 (C=0); 161 (C=N); 155 (d, Jcr=264,75Hz); 149 (Cq);
146 (Cq); 136 (Cq); 130 (d, J=7,5Hz); 129 (CH); 129 (CH); 128 (CH); 127 (Cq); 125 (d, J=13,5Hz);
123 (CH); 122 (Cq); 121 (CH); 120 (Cq); 117 (CH); 116 (d, J=21Hz); 115 (d, J=25,5Hz); 112 (CH);
77 (Cspiro); 62 (CH-4").

MS (ES|+) m/z C28H18C|2F2N30: 520 [M+H]+

5'-(terc-butil)-6-cloro-4'-(3-clorofenil)-2'-(4-clorofenil)-5-fluoro-

2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11m)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7g
(0,0328g; 0,11mmol) em CH.Cl, (10mL) foi adicionado 8b

(0,039g; 1,4 eq.) e EtsN (67uL; 3 eq.). Tempo de reagéo:
17horas. Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e
recristalizacdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 11m na forma de sélido branco
(0,0347g; 94%)

Ponto de fusdo: 169-171° C

"H-RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,29 (s, 1H, NH) 7,32 — 7,29 (m, 2H, ArH); 7,12 — 7,01 (m,

3H, ArH); 6,83 (d, J=6 Hz, 1H, ArH); 6,76 — 6,65(m, 3H, ArH); 6,06 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,41 (s,
1H, H-4’); 1,18 (s, 9H, (C(CHs)s)).
13

C NMR (75 MHz, CDCL,) & (ppm): 177 (C=0); 162 (C=N); 155 (d, Jo.r=244,5Hz); 143 (Cq); 136
(Cq); 135 (Cq); 129 (CH); 127 (Cq); 125 (d, J=9,75Hz); 117 (CH); 114 (d, J=30,75Hz); 112 (CH);
77 (Cspiro); 61 (CH-4"); 35 (C(CHa)s); 29 (C(CHs)s).

MS (ES|+) m/z C25H220|3FN301 516 [N|+H]+
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5'-(terc-butil)-6-cloro-4'-(3-clorofenil)-5-fluoro-2'-fenil-2',4'-

dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11n)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugédo de 7g (0,0409g;
0,13mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8a (0,0335g; 1,2 eq.)

e EtsN (54,3uL; 3 eq.). Tempo de reagdo: 17 horas. Mistura

reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CHyCly/Heptano para obter o composto 11n na forma de soélido branco (0,0311g; 73%)
Ponto de fuséo: 231-233° C

'H-RMN (300 MHz, CDCL,) 3 (ppm): 8,17 (s, 1H, NH); 7,37 — 7,29 (m, 2H, ArH); 7,12 - 7,00 (m,
3H, ArH); 6,88 — 6,69 (m, 5H, ArH); 6,08 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,41 (s, 1H, H-4’); 1,19 (s, 9H,
(C(CHa)a))-

13

C NMR (75 MHz, CDCl,) & (ppm): 177 (C=0); 161 (C=N); 155 (d, Jor=243,75Hz); 145 (Cq);
136 (Cq); 135 (Cq); 129 (CH); 125 (d, J=7,5Hz); 121 (CH); 118 (CH); 116 (CH); 115 (d, J=22,5Hz);
112 (CH); 77 (Cspiro); 61 (CH-4"); 34 (C(CH3)s); 29 (C(CHa)s).

MS (ES|+) m/z C25H230|2FN301 482 [N|+H]+

5'-(terc-butil)-6-cloro-2',4'-bis(4-clorofenil)-5-fluoro-2',4'-

dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (110)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugdo de 7h
(0,02464g; 0,079mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8b
(0,0235g; 1,2 eq.) e Et3N (33uL; 3 eq.). Tempo de reagéo: 19

horas. Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e

recristalizagdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 110 na forma de sélido branco
(0,03469; 85%)
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Ponto de fusdo: 128-130° C

"H-RMN (300 MHz, CDCL,) 3 (ppm): 8,43 (s, 1H, NH); 7,43 — 7,31 (m, 2H, ArH); 7,23 - 7,12 (m,

1H, ArH); 7,04 (d, J=9Hz, 2H, ArH); 6,83 (d, J= 6Hz, 1H, ArH); 6,77 — 6,69 (m, 3H, ArH); 6,04 (d,
J=9Hz, 1H, ArH); 4,41 (s, 1H, H-4'); 1,16 (s, 9H, (C(CHs)s)).

“c NMR (75 MHz, CDCL,) & (ppm): 177 (C=0); 162 (C=N); 155 (d, Jor=243,75Hz); 144 (Cq);
136 (Cq); 134 (Cq); 132 (Cq); 130 (d, J=3,75Hz); 129 (CH); 127 (CH); 125 (d, J=7,5Hz); 122 (d,
J=19,5Hz); 118 (CH); 115 (d, J=27Hz); 112 (CH); 77 (Cspiro); 61 (CH-4’); 35 (C(CHa)s); 29
(C(CHa)a).

MS (ES|+) m/z C25H220|3FN301 516 [N|+H]+

5'-(terc-butil)-6-cloro-4'-(4-clorofenil)-5-fluoro-2'-fenil-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11p)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugéo de 7h (0,0276g;
0,089mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8a (0,0226g; 1,2
eq.) e EtsN (37,4uL; 3 eq.). Tempo de reacgao: 19 horas. Mistura

reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CHyCly/Heptano para obter o composto 11p na forma de soélido branco (0,0122g; 42%)
Ponto de fusdo: 220-221° C

"H-RMN (300 MHz, CDCL,) 5 (ppm): 8,8 (s, 1H, NH) 7,41 — 7,33 (m, 1H, ArH); 7,20 — 7,05 (m,
3H, ArH); 6,88 — 6,66 (m, 5H, ArH); 6,08 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,42 (s, 1H, H-4); 1,17 (s, 9H,
(C(CHa)a))-

“c NMR (75 MHz, CDCL,) & (ppm): 177 (C=0); 161 (C=N); 155 (d, Jc.r =243,75Hz); 145 (Cq);
136 (Cq); 134 (Cq); 133 (Cq); 129 (CH); 125 (d, J =7,5Hz); 122 (Cq); 121 (CH); 116 (CH); 115 (d,
J=24,75Hz); 112 (CH); 77 (Cspiro); 61 (CH-4’); 34 (C(CHa)s); 29 (C(CHs)s).

MS (ES|+) m/z C25H230|2FN301 482 [N|+H]+
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6-cloro-4'-(3-cloro-2-fluorofenil)-2'-(4-clorofenil)-5-fluoro-5'-

fenil-2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11q)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugao de 7i (0,0491g;
0,15mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8¢ (0,08g; 2 eq.)
e EtsN (63uL; 3 eq.). Tempo de reagdo: 17 horas. Mistura

reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CHyCly/Heptano para obter o composto 11q na forma de soélido branco (0,0621g; 75%)
Ponto de fusdo: 236-237° C

'H-RMN (300 MHz, CDCI,) 3 (ppm): 8,7(s, 1H, NH) 7,67 — 7,63 (m, 2H, ArH); 7,35 — 7,28 (m, 4H,

ArH); 7,11 (d, J=9 Hz, 2H, ArH); 7,02 — 6,92 (m, 3H, ArH); 6,83 (d, J=9 Hz, 2H, ArH); 6,08 (d, 1H,
J= 9Hz, ArH); 5,51 (s, 1H, H-4’).

“c NMR (75 MHz, CDCL,) & (ppm): 177 (C=0); 163 (C=N); 157 (d, Jc.r=247,5Hz); 155 (d, Jor
=268,5Hz); 148 (Cq); 142 (Cq); 137 (Cq); 131 (CH); 130 (Cq); 129 (CH); 128 (CH); 127 (Cq); 126
(CH); 125 (d, J=4,5Hz); 124 (d, J=6Hz); 123 (d, J=38,35Hz); 123 (Cq); 122 (d, J=17,25Hz); 117
(CH): 114 (d, J=24,75Hz); 112 (CH); 76 (Cspiro); 54 (CH-4").

MS (ES|+) m/z C28H17C|3F2N30: 554 [M+H]+

5'-(terc-butil)-6-cloro-4'-(3-cloro-2-fluorofenil)-5-fluoro-2'-fenil-2',4'-

dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11r)

Seguindo o procedimento geral, a uma solucdo de 7i (0,031g;
0,09mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8a (0,024g; 1,2 eq.)

e EtsN (37,5uL; 3 eq.). Tempo de reagdo: 20 horas. Mistura

reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CHCl,/Heptano para obter o composto 11r na forma de soélido branco (0,0292g; 91%)
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Ponto de fusdo: 217-219° C

"H-RMN (300 MHz, CDCI,) 5 (ppm): 7,46 (s, 1H, NH) 7,41 - 7,36 (m, 1H, ArH); 7,22 - 7,18 (m,
2H, ArH); 7,12 — 7,06 (m, 2H, ArH); 6,90 — 6,80 (m, 4H, ArH); 6,0 (d, J= 9Hz, 1H, ArH); 4,90 (s,
1H, H-4"); 1,20 (s, 9H, (C(CHa)s)).

“c NMR (75 MHz, CDCIL,) & (ppm): 176 (C=0); 160 (C=N); 157 (d, Jo.r =247,5Hz); 155 (d, Jor
=243,75Hz); 145 (Cq); 137 (Cq); 131 (CH); 129 (CH); 128 (CH); 125 (d, J=7,5Hz); 124 (d, J
=5,25Hz); 123 (d, J=14,25Hz); 122 (d, J =19,5Hz); 122 (Cq); 121 (CH); 116 (CH); 114 (d,
J=24,75Hz); 112 (CH); 77 (Cspiro); 53 (CH-4"); 34 (C(CHy)s); 29 (C(CHa)s);

MS (ES|+) m/z C25H220|2F2N301 500 [M+H]+

5'-(terc-butil)-6-cloro-4'-(3-cloro-2-fluorofenil)-2'-(4-clorofenil)-

5-fluoro-2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11s)

@CI Seguindo o procedimento geral, a uma solugéo de 7i (0,0341g;
0,1'mmol) em CH,CIl, (10mL) foi adicionado 8b (0,0282g; 1,1

eq.) e Et;N (41,8uL; 3 eq.). Tempo de reagdo: 18 horas.

Mistura reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e
recristalizagdo com CH,Cl,/Heptano para obter o composto 11s na forma de sdlido branco
(0,03564; 98%)

Ponto de fusdo: 218-219° C

"H-RMN (300 MHz, CDCL,) 3 (ppm): 7.48(s, 1H, NH) 7,43 — 7,37 (m, 1H, ArH); 7,23 - 7,18 (m,

2H, ArH); 7,05 (d, J=9Hz, 2H, ArH); 6,88 (d, J= 6Hz, 1H, ArH); 6,73 (d, J=9Hz, 2H, ArH); 5,98 (d,
J=9Hz, 1H, ArH); 4,89 (s, 1H, H-4); 1,20 (s, 9H, (C(CH3)s)).
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1

e NMR (75 MHz, ((CD3),CO) & (ppm): 176 (C=0); 161 (C=N); 158 (d, Jo.r =246Hz); 155 (d, Jc.
r =240,75Hz); 145 (Cq); 139 (Cq); 130 (CH); 129 (CH); 126 (CH); 126 (d, J=4,5Hz); 126 (d,
J=7,5Hz); 125 (d, J=15Hz); 122 (d, J=18,75Hz); 121 (d, J=18Hz); 118 (CH); 115 (d, J=25,5Hz);
113 (CH); 77 (Cspiro); 54 (CH-4); 35 (C(CHa)s); 29 (C(CHa)s).

MS (ES|+) m/z C25H21C|3F2N301 534 [M+H]+

5'-(terc-butil)-6-cloro-4'-(3-cloro-2-fluorofenil)-2'-fenil-2',4'-
dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11t)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugao de 7j (0,0347g;
0,11mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8a (0,026g; 1,1 eq.)

e EtsN (46ulL; 3 eq.). Tempo de reagao: 16 horas. Mistura reacional
purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CH.Cl,/Heptano para obter o composto 11t na forma de sélido branco (0,0487g; 92%)

Ponto de fusdo: 231-232°

"H-RMN (300 MHz, CDCI,) 5 (ppm): 7,85 (s, 1H, NH) 7,37 - 7,31 (m, 1H, ArH); 7,24 — 7,04 (m,
4H, ArH); 6,86 — 6,78 (m, 4H, ArH) 7,11 (dd, J=6Hz, 3Hz, 1H, ArH); 6,07 (d, J= 9Hz, 1H, ArH);
4,86 (s, 1H, H-4’); 1,21 (s, 9H, (C(CHa)s)).

“C NMR (75 MHz, CDCL,) & (ppm): 176 (C=0); 160 (C=N); 157 (d, Jc.r=247,5Hz) 145 (Cq); 144
(Cq); 135 (Cq); 130 (CH); 129 (CH); 128 (CH); 126 (CH); 124 (d, Jor =4,5Hz); 124 (d, Jor
=14,25Hz); 123 (Cq); 122 (CH); 121 (CH); 116 (CH); 111 (CH); 77 (Cspiro); 53 (CH-4’); 34
(C(CHz3)3); 29 (C(CHs)s).

MS (ES|+) m/z C25H230|2FN301 482 [N|+H]+
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5'-(terc-butil)-6-cloro-4'-(3-cloro-2-fluorofenil)-2'-(4-clorofenil)-

2',4'-dihidrospiro[indolina-3,3'-pirazol]-2-ona (11u)

Seguindo o procedimento geral, a uma solugao de 7j (0,0344g;
0,11mmol) em CH,CI, (10mL) foi adicionado 8b (0,0328g; 1,1

eq.) e Et3N (46uL; 3 eq.). Tempo de reacao: 16 horas. Mistura

reacional purificada por cromatografia flash (eluente: n-hexano/AcOEt 4:1) e recristalizagdo com

CHyCly/Heptano para obter o composto 11u na forma de soélido branco (0,0433g; 76%)
Ponto de fuséo: 209-211° C

"H-RMN (300 MHz, ((CD3),CO) & (ppm): 9,83 (s, 1H, NH) 7,53 — 7,48 (m, 1H, ArH); 7,37 — 7,24
(m, 2H, ArH); 7,09 (d, J=12Hz, 2H, ArH); 7,02 (d, J= 6Hz, 1H, ArH); 6,8 (d, J=12Hz, 2H, ArH);
6,68 (dd, J=6Hz, J=3Hz, 1H, ArH); 6,14 (d, J=9Hz, 1H, ArH); 4,96 (s, 1H, H-4’); 1,20 (s, 9H,
(C(CHa)a))-

C NMR (75 MHz, ((CD3),CO) & (ppm): 176 (G=0); 161 (C=N): 158 (d, Jo.s=246Hz) 145 (Cq):
144 (Cq); 136 (Cq); 131 (CH); 130 (CH); 129 (CH); 127 (CH); 126 (Cq): 126 (d, Jo.r =5,25Hz):
125 (d, Jc.r=15Hz); 122 (Cq); 121 (d, J=18,75Hz); 118 (CH); 111 (CH); 76 (Cspiro); 54 (CH-4");
35 (C(CHs)s); 29 (C(CHa)s).

MS (ES|+) m/z C25H220|3FN301 516 [N|+H]+
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4.4 Biologia

Tabela 4.1 — Caracterizagéo geral das linhas celulares utilizadas

Designacao Doenca Organismo Morfologia Propriedades Meio de
da linha da cultura crescimento
celular celular celular

% em (v/v)

HCT-116 p53 | Carcinoma Humano Epitelial Aderente McCoy’s

(+4) colo-retal 10% FBS
1% Pen/Strep
HCT-116 p53 | Carcinoma Humano Epitelial Aderente McCoy’s
) colo-retal 10% FBS
1% Pen/Strep
Gl-261 Glioma Rato - Aderente DMEM,;
10% FBS
1% Pen/Strep
Tau-green - Murganho Astroglial Aderente Meio de
fluorescent diferenciagao:
protein Euromed-N;
(GFP) 10 ng/uL
mouse bFGF; 1% B-
neural stem 27; 1% Pen-
cell (NSC) strep; 0,5% N-
line 2
Meio de auto-
renovagao:
Euromed-N;
20 ng/uL EGF;
20 ng/uL
bFGF; 1%
Pen-strep; 1%
N-2

Todas as linhas celulares (Tabela 4.1) foram cultivadas e mantidas em frascos de cultura celular
de 75 cm2 (BD Biosciences, New Jersey, EUA) numa incubadora de CO2 a 37 °C e com 5% de
C0O2 em atmosfera humidificada. A renovacao da cultura celular foi realizada quando as células
atingiam aproximadamente 90% de confluéncia, que representa a fase critica onde a falta de
nutrientes e espaco leva a morte celular. As células sdo levantadas com a adi¢édo de tripsina
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) durante 3 minutos na incubadora. Depois disso,
€ adicionado o meio celular correspondente a linha celular (4 vezes o volume utilizado de tripsina)
e a suspenséo celular é centrifugada a 400 g durante 4 minutos a temperatura ambiente. Depois

da centrifugacéo o meio celular foi retirado e o pellet ressuspenso com novo meio celular.
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4.4.1 Ensaios de viabilidade

As células das linhas celulares HCT-116 e GI-261 foram cultivadas em placas de 96 pogcos com
10x10° células / poco. Quanto as NSCs, estas também foram cultivadas em placas de 96 pogos
com 2,35x10° células/pogo. As células viaveis foram contadas pelo método de exclusdo num
hemocitometro de uma mistura de 9:1 de Trypan blue a 0.4% (v/v) (Sigma, St. Louis, Estados

Unidos da América) e suspenséo celular, através da seguinte equacéo:

Células _ Total de células contadas

mL ~ n® de campos contados x 10 (fator de diluicdo) X 10* (volume da camara)

Os compostos foram dissolvidos em DMSO e diluidos também em DMSO para atingir as

concentragdes apropriadas na gama dos uM.

Nas linhas celulares HCT116 e GI-261, 24 horas apos a adeséao das células as caixas de cultura,
foram adicionados os compostos nas concentragdes pretendidas (Esquema 4.4). A mesma
quantidade de DMSO foi adicionada nos pogos de controlo. Apds 72 e 24 horas, respetivamente,

a viabilidade celular foi analisada por MTS.

Plagueamento Incubacgéo Andlise da viabilidade celular

24/72 horas MTS 30min

Esquema 4.4 — Diagrama de plagueamento celular e incubagao das linhas celulares HCT116 e GI-261.

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de proliferagdo de células ndo radioativas
CellTiter 96® AQueous (Promega, Madison, EUA), de acordo com as instru¢bes do fabricante.
Este método colorimétrico determina o numero de células viaveis . O ensaio baseia-se na
biorredugcéo do composto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-
tetrazolio (MTS) ao produto formazan, que pode ser medido espetrofotometricamente a 490 nm.

A conversao de MTS no produto formazan é realizada por enzimas desidrogenase encontradas
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em células metabolicamente ativas e é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis
em cultura.®’

Em resumo, o meio celular dos pocos foi substituido por 120 uL de solu¢do MTS/PMS (19:1) e
as células foram incubadas a 37 °C durante 30/45 min. As mudangas na absorvancia foram
medidas a 490 nm usando o Sistema de Detecgdo Multi GloMax® (Sunnyvale, CA, EUA).

Nas NSCs, a viabilidade celular foi analisada 24 e 48 horas depois da incubagdo com os
compostos na gama de concentragdes desejada. Aquando da incubagcdo dos compostos, foi
também substituido o meio celular de meio de auto-renovagao para meio de diferenciagdo nos

pocos destinados a este meio celular (Esquema 4.5). O controlo foi efetuado com DMSO.

Incubagédo e mudancga . N
Plaqueamento para meio de diferenciagdo Analise da viabilidade celular

24/48 horas MTS 30min

Esquema 4.5 - Diagrama de plaqueamento celular e incubacédo das NSCs.

Os resultados da viabilidade celular para cada concentragdo foram normalizados em relagao as
amostras de controlo e obtidos de acordo com a seguinte equagao:

Absorvancia da amostra (490nm)

Viabilidade celular (fold change) = Absorvancia do controlo (490nm)

4.4.2 Extracao de proteinas totais

As NSCs foram plaqueadas em placas de 60mm com 2,35x10° células/placa. Depois de 24
horas, as células foram incubadas com o composto 11a nas concentragdes pretendidas e o
controlo foi feito adicionando a mesma quantidade de DMSO a placa do controlo. Depois de 24
e 48 horas da incubagéo, as células eram levantadas, centrifugadas e guardadas em forma de
pellet a -80° C.
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Para a extragédo das proteinas totais, foi adicionado ao pellet 50uL de buffer de proteinas totais
sendo este composto por buffer de proteinas citoplasmaticas com 1% de Nonidet P-40, inibidores
de fofatases e proteases e 0,7% de DDT. Depois da adigdo do buffer de proteinas totais, todas
as amostras foram levadas ao vortex e deixadas em banho de gelo durante 30 minutos.
Passados os 30 minutos as amostras foram sonicadas durante 30 segundos e, finalmente, foram
centrifugadas a 3200g durante 10 minutos a 4° C, rejeitando o pellet e guardando o sobrenadante
a -80°C.

A concentragdo de proteina em cada extrato foi determinada pelo método colorimétrico de
Bradford utilizando o reagente Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), de acordo com as instrugdes
do fabricante. A proteina BSA (Sigma-Aldrich) foi utilizada como padrdo e as medigbes de
absorvancia foram realizadas a 595nm usando o Sistema de Deteccdo GloMax-Multi+
(Promega). As concentragdes proteicas dos extratos foram interpoladas a partir da curva de
calibragcado da proteina BSA através do Excel.

4.4.3 Western blot

A quantificacdo de proteinas foi efetuada através da técnica de Western Blot. As amostras de
proteinas totais extraidas anteriormente foram desnaturadas na presencga de 5ulL de tampao de
desnaturagao (1,25 ml de 4X upper buffer, 2% SDS pH 6.8, 40% glicerol, 0.2 M DTT e 0.04%
BPB) a 95°C durante 5 minutos. Para tal, 40ug de extratos de proteinas totais e 4uL do marcador
de tamanhos de proteinas (Precision Plus Protein™ Standards Dual Color, BioRad) foram
separados em gel de poliacrilamida com SDS a 14% e transferidos para membranas de
nitrocelulose utilizando o sistema de Trans-Blot Turbo Transfer (Biorad). A separagéo proteica e
respetiva transferéncia foram confirmadas por coloragao transitéria com 0,2% de Ponceau S
(Merck, Darmstadt, Alemanha). De seguida, os locais de ligacdo n&o especificos foram
bloqgueados com uma solugdo de 5% de leite em solugdo salina tamponada com Tris (TBS)
durante 2 horas. A imunomarcacao ocorreu durante a noite a 4° C com os anticorpos primarios
(Tabela 4.2). Apds trés lavagens de 5 minutos com fris-buffered saline (TBS) contendo 0,2% de
Tween 2.0 (TBS-T) as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios anti-coelho
ou anti-murganho durante 3 horas a temperatura ambiente. Finalmente, apos trés lavagens de 5
minutos com TBS-T, os complexos imunorreativos foram visualizados por quimioluminiscéncia
com os substratos ImmobilonTM Western (Milipore) ou SuperSignal West Femto (Thermo Fisher
Scientific, Inc.). A analise densitométrica foi realizada com o software Image Lab versao 5.1 Beta
(Bio-Rad).
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Tabela 4.2 — Anticorpos primarios utilizados no Western Blot.

Antigénio Companhia Numero do Hospedeiro Clonagem Diluicao
catalogo

SOX2 | Merck AB5603 Coelho Policlonal 1:5000

B tubulina lll | Biolegend 801201 Murganho Policlonal 1:5000

p53 | Santa Cruz Sc-99 Murganho Monoclonal 1:5000
Biotechnology

Bax | Santa Cruz Sc-7480 Coelho Policlonal 1:5000
Biotechnology

4.4.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utlizando o software GraphPad. Todos os dados
sdo apresentados como a média + erro padréo da média (SEM) de pelo menos trés experiéncias

independentes ou dos triplicados de apenas uma experiéncia. As diferencas entre as médias

foram testadas quanto a significancia utilizando o teste t de Student (* p <0,05; ** p <0,01; *** p

<0,001).
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