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Resumo

Atualmente, o cancro € considerado das doencas que causa um maior niUmero de mortes a nivel
mundial e, apesar de todos os avancos cientificos, a sua incidéncia continua a aumentar. As terapias
convencionais, como a quimioterapia, continuam a ser os tratamentos mais usados para combater a
doenca. No entanto, com algumas destas terapias, além de ocorrerem efeitos secundarios graves,
com a quimioterapia é possivel as células cancerigenas desenvolverem resisténcia a multiplos
farmacos, levando a um reaparecimento do cancro. Desta forma, torna-se urgente, o
desenvolvimento de novos farmacos mais potentes e seletivos. Os produtos naturais podem
representar o material de partida para a descoberta e sintese de novas moléculas. Neste ambito, no
grupo dos esteroides, que sao um grupo de lipidios que incluem muitos compostos naturais, ha muitas
moléculas com varias atividades biologicas, designadamente acdo anti-tumoral. Neste sentido, o
objetivo deste estudo foi a sintese e purificacdo de derivados oxidados do esteroide diosgenina, ja
conhecida pela sua vasta aplicacdo terapéutica nomeadamente no cancro e avaliacdo biologica in
vitro da sua potencial acao antiproliferativa celular.

Os dez derivados oxidados obtidos foram avaliados biologicamente em diferentes tipos de células
cancerigenas, da mama (MCF-7), da prostata responsivas a androgénios (LNCaP) e da prostata nao
responsivas a androgénios (PC-3), mediante o ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio. Entre estes compostos, o C8 (IC5=9,217uM) e o C6 (IC5,=0,933uM) foram os
compostos mais promissores nas células MCF-7, o C11a (IC50=4,205uM) e o C12 (IC50=0,097uM) nas
LNCaP e o C6 (IC5=47,91uM) e C11a (ICs59=46,32uM) os mais promissores nas PC-3. Nos ensaios de
citometria de fluxo com marcacdo celular com iodeto de propidio, realizada em células MCF-7,
verificou-se que o composto C2, levou a um pequeno aumento do nimero de células mortas em

relacao ao controlo negativo.

Palavras-chave

Cancro, diosgenina, derivados oxidados da diosgenina, acao anti-proliferativa, mama, prostata,
citometria de fluxo
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Abstract

Nowadays cancer is considered one of the disease that cause the large amount of death on a
worldwide scale and, even with all the scientific advances, its incidence continues to increase.
Conventional therapy like chemotherapy remain the most used to combat this disease. However, with
some of this therapies apart from lead to some serious side effects, with chemotherapy it’s possible
that cancer cells develop multidrug resistance, leading to a cancer recurrence. This way, the
development of new pharmaceuticals more potent and selective are extremely important. Natural
products can represent the starting material for the discovery and synthesis of new molecules. In this
scope, the steroid group, that are a group of lipids that includes lots of natural compounds there are
many molecules with different biologic activities, including anti-tumor action. In this sense, the
objective of this study was the synthesis and purification of oxidizes sapogenin steroid diosgenin
derivate already known for its wide therapeutic application in particular cancer and biological

evaluation in vitro of its potential anti proliferative cellular action.

The ten oxidized derivatives obtained were evaluated biologically on different cancer cell types,
breast (MCF-7), prostate responsive to androgens (LNCaP) and prostate non responsive to androgens
(PC-3), by testing 3-(4,5-5Dimethylthiazol-2yl)-2,5diphenyltetrazolium bromide.

Between this compounds, the C8 (IC5=9,217uM) and the C6 (IC50=0,933uM) were the most promising
compounds in cells MCF-7, the C11a (IC50=4,205uM) and the C12 (1C50=0,097pM) at the LNCaP and the
C6 (IC50=47,91uM) and C11a (IC5p=46,32uM) the most promising on PC-3.

On the flow cytometry assays, with cell labeling with propridium iodide realized on MCF-7 cells, the
C2 compound, lead to a small increase in the number of death cells compared to the negative

control.

Keywords

Cancer, diosgenin, oxidized diosgenin derivatives, anti-proliferative action, breast, prostate, flow

citometry
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Capitulo 1 - Introducao

1.1 O cancro

O cancro é considerado uma doenca complexa e multifatorial caracterizada pelo crescimento e
disseminacao celular descontrolada de células anormais, que ocorre por acumulacao de progressivas
mutacdes genéticas e alteracoes epigenéticas que, nao tratado, pode levar a morte [1, 2]. No ambito
desta definicdo geral é importante definir neoplasia como sendo um crescimento descontrolado de
células de tecido novo, sendo o resultado final designado tumor. Por sua vez, os tumores podem ser
benignos ou malignos. Estes ultimos tém a capacidade de invadir tecidos vizinhos e atingir outros
locais mais distantes através de um processo denominado metastase, ao contrario do que acontece

nos tumores benignos, que sao considerados locais [3].

Existem mais de 100 tipos de cancro classificados. Apesar de todos os esforcos na investigacao
cientifica para o seu diagnostico precoce e tratamento, esta doenca continua a ter alta morbidade e
mortalidade, e a sua incidéncia continua a aumentar [1]. Em 2008, essa incidéncia (nimero novos de
casos) era perto de 13% mundialmente [4, 5]. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, estima-se
que em 2012 tenham ocorrido 14 milhdes de novos casos e houve 8,2 milhoes de mortes por cancro na
populacdo mundial e prevé-se um aumento de cerca de 70% do nimero de novos casos, nos proximos
vinte anos. No mesmo ano, 2012, os cancros diagnosticados com maior frequéncia no homem foram o
cancro do pulmao, prostata, colo-retal, estomago e figado enquanto que na mulher, foram o cancro
da mama, colo-retal, pulméao, colo uterino e estdmago. Estima-se ainda que aproximadamente 30%
das mortes causadas por cancro sao devidas a cinco fatores de risco comportamentais e alimentares
como o elevado indice de massa corporal, a baixa ingestdo de frutas e legumes, o consumo de tabaco
e alcool e a nao pratica de atividade fisica, sendo o consumo excessivo de tabaco o responsavel por
cerca de 20% de mortes mundiais por cancro [6]. Segundo a direcao geral de salde, em Portugal,
estima-se para 2020 a existéncia de aproximadamente 55.000 novos casos de cancro (fig.1) [7]. Esta
patologia é uma patologia do presente mas sera cada vez mais uma patologia do futuro. Com elevada
morbilidade e mortalidade associadas, o cancro é das doencas que acarreta um impacto

socioeconomico cada vez maior, relacionado com o avanco clinico-terapéutico e tecnologico [8].
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Fig. 1 - Estimativa da incidéncia de
novos casos de cancro para o ano de 2020
em Portugal. (Adaptado de [7])

Os numeros falam por si e é necessario, portanto, entender a doenca, até aos niveis das bases
moleculares do cancro para se poder traduzir esse conhecimento em novas terapias eficazes. Esse
conhecimento passa pelo entendimento da carcinogénese, a partir do momento em que uma célula
dita normal se transforma numa célula cancerigena. Esta transformacao envolve além de todos os
compostos celulares e de todas as funcdes associadas, inUmeras vias moleculares responsaveis por

esta transformacao.

1.1.1 Biologia geral do Cancro

O processo pelo qual as células normais se transformam em células cancerigenas e crescem
descontroladamente denomina-se carcinogénese, a qual envolve uma sucessdao de alteracdes
genéticas, mais propriamente mutacdes somaticas e complexas que levam a essa transformacao [2,
9]. As mutacdes e anomalias genéticas acumuladas nas células neoplasicas podem passar pela
aneuploidia cromossomal, amplificacoes, delecoes e rearranjos de genes e, consequentemente,

mutacdes que originam perda de funcao ou mutac¢des de ganho de funcao [2].

A carcinogénese divide-se em trés etapas: a iniciacdo, a promocao e a progressdo. Na iniciacdo, as
células sofrem o efeito causado pelos agentes cancerigenos (fisicos, quimicos ou bioldgicos),
provocando acumulacdes de mutacdes em alguns genes. Na fase da promocao, etapa intermédia, o
contacto continuo com os agentes carcinogénicos faz com que as células sofram ja com os genes
modificados, os oncogenes (que antes de modificados se denominam por proto oncogenes), e
caracteriza-se pela multiplicacdo alterada lenta e gradual das células. A progressao caracteriza-se
por uma autonomia de replicacao das células, ou seja, pela multiplicacdo descontrolada e pela
capacidade de invasao das mesmas. Nesta Ultima fase, as células apresentam um fenotipo maligno
caracteristico [10]. Para que a carcinogénese ocorra, existe uma série de propriedades das células
cancerigenas essenciais, tais como: adquirir a capacidade para sinais de crescimento auténomo,

evasdo de sinais inibidores do crescimento, evasdo e resisténcia aos sinais do sistema imunitario,
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evasao de morte celular por apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese (formacao de

novos vasos sanguineos), invasao e metastizacao [1].

Por outro lado, estudos recentes destacam também a importancia das alteracoes epigenéticas de
certos genes na carcinogénese, que podem estar na origem de alguns cancros, e que resultam numa
inativacao das fungdes gendmicas, tais como a metilacdo do ADN, modificacdes na cromatina, e a
modificacdo pos-traducdo de histonas. Este tipo de mutacdes epigenéticas pode levar a um
comportamento anormal comum a todas as células neoplasicas: crescimento desregulado, alta

instabilidade gendmica e propensao para a metastase [2, 9, 11, 12].

Os genes afetados por mutacdes na carcinogénese podem ser divididos em dois principais classes: os
proto oncogenes, que codificam proteinas que promovem a divisdao celular e que apds mutacoes se
transformam em genes que tém mutacdoes de ganho de funcdo (ativacdo) - os oncogenes, que
promovem a proliferacao excessiva; e 0s genes que possuem mutacoes em ambos os alelos, de perda
de funcao (inativacado), que sdo conhecidos como genes supressores tumorais que codificam proteinas
que inibem a divisao celular e que, sujeitos a mutacoes podem levar a uma proliferacao desregulada
(fig.2). A analise mutacional de oncogenes e genes supressores de tumores pode fornecer evidéncia
de uma associacdo especifica entre estes genes e o tipo de tumor. Perto de 100 genes foram
identificados como desempenhando um papel no desenvolvimento ou progressao de cancros humanos,
alguns dos quais tém sido implicados num amplo espectro de cancros, enquanto outros sdo Unicos

para um tipo especifico [1, 2].

~N
Oncogene Dominante _ Crescimento
(Ex: 1n.dutor de | o Anormal
crescimento)
) W
Y
Gene Supressor |\ /| [\ / .
Tumgral VLY Ressecivo _ Crescimento
c s i 1 -
(Ex: inibidor de | [\| [/\ Anormal
crescimento) |/ || |/}
~N
Gene Supressor Haploinsuficiéncia )
Tumoral V » Crescimento
(Ex: inibidor de Anormal
crescimento)
U W

Fig. 2 - Oncogenes e genes supressores tumorais
(adaptado de [1])
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As células neoplasicas, ao contrario das células normais, apresentam um potencial proliferativo
ilimitado e promovem a angiogénese (no caso dos tumores solidos), ou seja, a formacao de novos
vasos sanguineos para o proprio aporte nutricional do tumor, que por sua vez, proporciona a dispersao

neoplasica e consequentemente o aparecimento de possiveis metastases [13-15].

1.1.2 Cancros hormono-dependentes

Os cancros hormono-dependentes constituem um dos tipos de cancros mais frequentes no mundo,
destacando-se entre eles o cancro da mama e da prostata [6, 16, 17], considerando-se a hipdtese de
que podem ter mecanismos de carcinogénese comuns. O metabolismo celular é maioritariamente
controlado por hormonas da corrente sanguinea que chegam aos tecidos alvo. Quando existe uma
desregulacao hormonal, a homeostasia celular, fundamental no funcionamento de todos os tecidos, é
afetada, podendo provocar alteracoes e até levar ao aparecimento do cancro. Neste tipo de cancros,
sdo as proprias hormonas que se comportam como promotores da proliferacao celular [17]. Neste tipo
de patologia, como o proprio nome indica, as hormonas de suporte sao de importancia fundamental
na manutencado da células cancerigenas e, sem a presenca desta, a célula cancerigena morre [18].
Assim, para o tratamento mais especifico dos cancros hormono-dependentes, os farmacos utilizados e
que tém vindo a ser investigados para o seu tratamento, possuem frequentemente estrutura base
esteroide [19].

1.1.3 Prevencao e Tratamento

0 combate desta doenca, que por vezes, cria resisténcia aos proprios tratamentos e ao proprio
sistema imunitario, passa pela prevencdo da mesma e pelos tratamentos adequados a cada tipo de
cancro, as quais continuam a ser um grande desafio para a comunidade cientifica [20]. Na
carcinogénese, existem diferencas nos mecanismos moleculares envolvidos em cada tipo de célula e
no padrao de propagacao de células a partir do sitio de origem tumoral. Assim, o tratamento deve ser
aplicado de forma diferente, por exemplo, a remocao cirlrgica de um crescimento cancerigeno é
mais favoravel para cancros na pele do que nos pulmdes [1]. Por outro lado, a prevencéo passa pela
adocéo de estilos de vida saudaveis por cada pessoa, evitando a exposicao a agentes cancerigenos, e
pela preocupacao em realizar periodicamente auto exames, como a apalpacgao de tecidos propicios a
desenvolvimento tumoral [21]. A realizacao dos rastreios adequados, como métodos de diagnostico
precoce, para que este tipo de doenca possa ser combatido antecipadamente, tendo em conta o
historial clinico e hereditario do paciente, tem sido muito importante. Apesar do aumento
significativo de incidéncia, a mortalidade do cancro da mama, por exemplo, tem-se mantido estavel e

isto deve-se aos programas de rastreio existentes [8].

As terapias convencionais existentes passam pela cirurgia, radioterapia e terapias sistémicas como a
quimioterapia, imunoterapia e terapia hormonal [21]. A cirurgia permite a remocao de tumores

solidos, no entanto, se estes estiverem a pressionar tecidos vitais, o procedimento cirlrgico pode
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ficar comprometido [20]. A radioterapia, utilizacao de radiacao para provocar danos celulares a fim
de eliminar células cancerigenas, pode ser utilizada como tratamento complementar a terapia a ser
utilizada, pode ser indicada para pos operatorio ou para pré operatorio, bem como pode ser o Unico
meio de tratamento. A terapia hormonal baseia-se na administracdo de farmacos que inibam a
biossintese e/ou as acdes de hormonas especificas de alguns tipos de cancro. A imunoterapia consiste
em estimular o sistema imunitario para o combate as células cancerigenas [21]. De entre as terapias
sistémicas, a quimioterapia continua a ser a mais utilizada, eliminando as células cancerigenas para
reduzir o crescimento tumoral. Os agentes quimioterapicos interagem de formas diferentes com o
material genético e podem dividir-se em: agentes alquilantes, farmacos a base de platina,
antimetabolitos, intercalantes, inibidores de topoisomerases, inibidores mitoticos, entre outros mais
especificos [1, 22, 23]. No entanto, nomeadamente devido a sua baixa seletividade, afetando
também significativamente tecidos saudaveis, a quimioterapia classica acarreta alguns efeitos
indesejaveis ao paciente tais como: disfuncdes gastrointestinais, toxicidade neuroldgica, disfuncao
cognitiva e imunossupressao [24]. Por outro lado, os tumores ao serem tratados com esta terapia
classica podem adquirir resisténcias ao agente quimioterapico, o que pode, mais tarde, levar ao

reaparecimento do cancro [23].

Posto isto e devido a taxa de sucesso limitada e as consequéncias ndao desejadas das terapias
convencionais, a procura de novas alternativas terapéuticas, designadamente quimioterapicas, é
primordial, envolvendo, por exemplo a investigacdo de novas moléculas potencialmente anti-
cancerigenas mais seletivas e mais seguras. Esta investigacdo de novas moléculas pode basear-se na
sintese quimica organica de analogos de moléculas ja conhecidas e, como alternativa, o estudo de

substancias naturais que, nomeadamente, possam modular sinais de apoptose [25, 26].

1.2 Os esteroides

Os esteroides pertencem a uma grande familia de lipidos que inclui designadamente hormonas
reprodutoras, vitamina D, colesterol, acidos biliares e fitoesterois, esteroides provenientes de
plantas. Este grupo de compostos, que tem sido estudado ao longo das Ultimas décadas, apresenta
alta importancia fisiologica, patologica e farmacologica. Assim, os esteroides continuam a ser
estudados extensivamente ainda hoje, especialmente com o objetivo de desenvolver novos farmacos
[27].

Quimicamente, os esteroides apresentam como estrutura base um conjunto total de 17 carbonos que
formam um esqueleto com quatro anéis (A, B, C e D) (fig.3) denominado
ciclopentanoperidrofenantreno. Todas as moléculas esteroides pertencentes a esta classe de

compostos possuem este nucleo tetraciclico [27-29].
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Fig. 3 - Estrutura base dos esteroides,
representacao dos 4 anéis e carbonos

Entre si, a nivel estrutural, os esteroides diferem no grau de metilacdo nos carbonos 10 e 13 e na
cadeia carbonada ligada ao C", diferindo nos grupos funcionais, podendo estes ser cetonas, alcoois,
acidos carboxilicos, epoxidos, etc, podendo apresentar estereoquimica a ou B. As ligacdes a sao
representadas a tracejado e referem-se a grupos posicionados abaixo do plano dos anéis, e as B
representam-se por linhas solidas, e dizem respeito a grupos que estdao acima do plano dos anéis.
Quando se encontram no estado saturado, a conformagédo na juncdo dos anéis pode ser cis ou trans,
no entanto, habitualmente é trans. [29-31]. Estas diferentes e possiveis modificacdes a nivel
estrutural promovem a alteracdes significativas nas suas propriedades, levando a diferentes

atividades bioldgicas e farmacologicas [28].

Os esteroides agem sobre uma vasta gama de tecidos e influenciam varios aspetos bioldgicos,
incluindo a diferenciacdo sexual, reproducao, regulacao osmotica e metabolismo. Os principais locais
de sintese e secrecdo de esteroides incluem os ovarios, testiculos, glandulas suprarrenais e a
placenta. As hormonas esteroides desempenham um papel importante na coordenacdo rapida e
sustentada assim como as respostas de célula-alvo, em organismos complexos, a alteracdes no

ambiente interno e externo [32].

As moléculas com estruturas esteroide abrangem uma vasta gama de atividades farmacoldgicas. Além
das acdes hormonais bem caracteristicas, por exemplo, esteroides sexuais, gluco e
mineralocorticoides, muitos esteroides que sao isolados a partir de plantas exercem uma vasta
variedade de atividades farmacologicas tais como anti-oxidante, neuroprotetiva e também atividade

anti-proliferativa. A ultima atividade mencionada é a mais investigada, especialmente em compostos
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de origem natural, ou os seus analogos semi-sintéticos ou sintéticos: aproximadamente 80% dos

anticancerigenos aprovados recentemente sao de origem natural ou de analogos sintéticos [33].

1.2.1 Os esteroides e a sua aplicacao no cancro

O desenvolvimento de terapias anti-cancerigenas utilizando esteroides tem sido uma estratégia
importante, tendo surgido varias moléculas emergentes. Modificacdes semissintéticas ao nivel da

sintese de alguns destes compostos resultam, por vezes, num melhor analogo citotoxico [34].

Muitos esteroides exibem propriedades anti tumorais através da ligacdo a recetores esteroides, bem
como podem atuar, nomeadamente, como agentes alquilantes. Alguns esteroides hormonais tém-se
demonstrado ativos contra a neoplasia coloretal, da mama e noutros o6rgaos [35]. Alguns desses
esteroides anticancerigenos sdo inibidores enzimaticos, nomeadamente inibidores da aromatase e de

sulfatases, Uteis no tratamento do cancro da mama [36].

A maioria dos farmacos com estrutura esteroide sao preparados por semissintese a partir de matérias-
primas naturais, com nlcleo esteroide, provenientes de plantas como por exemplo do género
Dioscorea [37]. Destas plantas, extrai-se a saponina dioscina, da qual se obtém o esteroide
espirostano diosgenina, que é usado como um importante precursor sintético industrial dos farmacos

esteroides.

1.3 A diosgenina

A diosgenina é estruturalmente similar ao colesterol e outros esteroides. Desde a sua descoberta, a
diosgenina é o precursor principal na producdo de esteroides sintéticos na indistria farmacéutica,
servindo de importante material de partida para a producao de corticosteroides, hormonas sexuais,

contracetivos orais, entre outros [38, 39].

Descoberta pela primeira vez por Fujii e Matsukawa em 1935, a diosgenina é uma sapogenina
esteroide de ocorréncia natural, predominantemente presente em diversas espécies vegetais dos

géneros Yams, Fenugreek, Smilax, Trigonella, Costus e Dioscorea [40].

Uma caracteristica muito importante da diosgenina € a sua vasta aplicacdo terapéutica em diversas
doencas. Em alguns paises, nomeadamente no Japao, alimentos naturais que contém diosgenina
foram divulgados como sendo eficazes, por exemplo, no tratamento de algumas doencas como a

osteoporose e sindrome pré-menstrual nas mulheres [41].
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1.3.1 As saponinas esteroides e a sapogenina diosgenina

As plantas constituem um extenso reservatorio de produtos naturais constituindo uma base muito

importante de medicamentos ao longo da historia da civilizacao [40].

As saponinas demonstram ter um vasto leque de beneficios para a salde e sdao um grupo de compostos
glicosideos, encontrados naturalmente em plantas comestiveis ou ndo comestiveis que sao usadas
como precursores de drogas na industria farmacéutica [42]. Sao classificadas em glicosidos de
esteroides e triterpenodides, dependendo do esqueleto carbonado. Estes tipos de compostos tém
consideravel importancia devido as suas varias atividades biolégicas, nomeadamente as suas

propriedades anti-tumorais, as quais tém justificado intensas investigacdes [32, 33].

0 nome saponina provém do latim “sapon” = sabao, sendo um grupo de gliconjugados que se dissolve
em agua. A estrutura das saponinas consiste numa parte oligossacaridea, formada por hidratos de
carbono, como a D-glicose, D-galactose, entre outros, ligada a uma porcao aglicona (ndo acucar),
com baixa solubilidade em agua e chamada genericamente de sapogenina. Assim, a sapogenina é a
porcao nao polar da saponina. Normalmente, a porcdo oligossacaridea esta ligada na posicdao C-3 da
sapogenina ou noutras posicoes. A porcao do aclcar pode ser linear ou ramificada, contendo

geralmente 2 a 5 residuos monossacaridicos [42-44].

As saponinas existem em pelo menos 400 espécies de plantas pertencentes a 60 familias diferentes
[43]. As saponinas esteroides encontram-se principalmente em espécies dos géneros Agavaceae,
Discoreaceae, Liliaceae, Solaceae, Scrophulariacea, Amaryllidaceae, Legminosae, e Rhamnaceae
[40].

As sapogeninas esteroides sao biossintetizadas a partir do colesterol presente nas plantas, através de
uma série de transformacdes que incluem designadamente hidroxilacdes, sendo depois glicosiladas
para formar saponinas esteroides. Ao estarem presentes em tantas plantas, desconhecem-se ainda

todas as enzimas e genes envolvidos nesta biossintese [45].

Presentemente, e como ja referido, a dioscina é a saponina precursora da diosgenina, a qual é uma
sapogenina esteroide que tem sido utilizada como percursor para a sintese de mais de 200 tipos de

farmacos hormonais esteroides [30].

1.3.2 Estrutura e caracteristicas quimicas gerais da diosgenina

A molécula de diosgenina (fig.4) apresenta um grupo hidroxilo e uma dupla ligacao nas posicoes C-3 e
C-5 respetivamente. Além disto, apresenta seis anéis na sua constituicdo: A, B, C e D (sistema
ciclopentanofenantreno, caracteristico dos esteroides) e anéis E e F. Os anéis E (tetrahidrofurano) e F

(tetrahidropurano) estao fundidos na posicao C-22 formando uma estrutura espiro [46].
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A diosgenina nao é sintetizada ou metabolicamente convertida noutro esteroide no corpo humano e
tem sido considerada segura. No entanto, alguns estudos tém indicado que este composto tem efeito

estrogénico em seres humanos, embora ndo haja provas concretas dessa acao [42].

HO

Fig. 4 - Estrutura completa da diosgenina

1.3.3 Atividades farmacoldgicas da diosgenina

A diosgenina é uma sapogenina esteroide conhecida ha alguns anos pela sua bioatividade e, devido a
isso, muitos estudos foram feitos para explorar o seu potencial interesse numa grande diversidade de
condicoes médicas. De facto, este composto é conhecido por possuir, por exemplo, propriedades anti-
inflamatorias e anti-oxidantes [47] e pode ainda ser usada nomeadamente em doencas cerebrais e
sanguineas, alergias, diabetes e obesidade [48], permite atenuar sintomas de menopausa e
envelhecimento de pele, e pode ter um papel na protecao de doencas cardiovasculares (tais como
tromboses e aterosclerose) [49-54] e, ainda mais importante, tem atividade anti-cancerigena [40, 55-
58].

1.3.3.1 Atividade Anti-cancerigena - Mecanismos moleculares associados

O desenvolvimento de terapéuticas para o cancro a partir de compostos esteroides tem sido uma
estratégia bastante explorada e diversas moléculas ativas tém emergido [34, 36]

Neste contexto, varios estudos pré-clinicos investigam os efeitos desta molécula esteroide como um

agente quimico preventivo/terapéutico anti-tumoral [39, 40]

Os mecanismos anti-cancerigenos de acdo da diosgenina estdo associados a modelacédo varios eventos
envolvidos no crescimento celular, proliferacdo, diferenciacao, transicao epitelial-mesenquimal,

migracao e apoptose e angiogénese [39, 40, 59]
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De facto, o efeito anti-cancerigeno da diosgenina tem sido estudado em varias linhas celulares
tumorais e tem sido evidenciado que esta bioatividade depende do tipo de linha celular e da
concentracao do quimico empregue, bem como do tempo de exposicdo ao mesmo. Como exemplos, a
diosgenina apresenta atividade anti-proliferativa nomeadamente em células de cancro da préstata
(células PC-3 e DU-145) [56], cancro do colo-retal (células HCT-116 e HT-29) [57, 60], eritroleucemia
(células HEL) [61], carcinoma escamoso (células A431, Hep2 e RPMI 2650) [62], cancro hepatocelular
(células HepG2 e HCC) [58, 63, 65], cancro gastrico (células BGC-823) [65], cancro do pulmao (células
A549) [66], cancro da mama (MCF-7) [63, 67, 68] e na leucemia mieloide cronica humana (CML)
(células K562) [58]. Mais especificamente, tem-se demonstrado que os efeitos anti-tumorais da
diosgenina sdao mediados, nomeadamente, através da ativacao de p53 (proteina supressora tumoral,
mediadora de muitos sinais apoptdticos), modelacao imunitaria, paragem do ciclo celular, modelacao
das caspases-3, ativacao das vias de sinalizacao da transcricao STAT3 (fator de transcricao), inducao
do TRAIL (citosinas que sao produzidas e secretadas pela maioria dos tecidos normais e causam
apoptose primaria em células tumorais) com os recetores de morte DR4 (conhecido como recetor do
TRAIL 1) e DR5 (conhecido como recetor do TRAIL 2) [42, 58, 63, 67]

Ainda neste contexto, varios estudos importantes demonstram que a diosgenina inibe a proliferacao
de células do osteossarcoma, por inducdo da apoptose e paragem do ciclo celular na fase G1 [69] e
inibe a proliferacdo de células do cancro da mama (células MCF-7) também através da inducéo da
proteina de pro-apoptotica p53 e aumento dos niveis de caspase-3 [63, 70]. Também esta descrito na
literatura que a proliferacdo de células PC-3, células cancerigenas da prostata, € inibida pela
diosgenina, dependendo da dose aplicada, reduzindo a migracao celular e a invasao devido ao
decréscimo da expressdao de metaloproteinases da matriz. Este facto revela o potencial deste

composto como agente anti-metastases [56].

A diosgenina também afeta o crescimento de células cancerigenas do pulmao (A549) pela capacidade
de diminuir a expressao génica do gene hTERT (gene da telomerase transcriptase reversa, existe uma
relacdo entre a elevada expressdo deste gene com o aparecimento do cancro) nessas mesmas células
dependendo do tempo de exposicao. Portanto, esta sapogenina pode constituir uma abordagem
interessante na terapia do cancro do pulmao [66, 71]. Além disso, a diosgenina induz a apoptose nas
células HEL (eritroleucemia) a qual esta relacionada com o aumento da expressao da COX-2
(prostaglandin-endoperoxide synthase - 2). Esta inducdo da apoptose € acompanhada pelo aumento
do racio de Bax/Bcl-2 (principais membros da familia Bcl-2 que desempenham um papel fundamental
na progressao do tumor ou a inibicdo do mesmo através da via apoptotica intrinseca), proteinas que
aumentam a expressao da caspase-3, induzindo a apoptose, clivagem da PARP (Poly (ADP-ribose)
(proteina envolvida numa série de processos celulares que envolvem principalmente a reparacao do

ADN e morte celular programada) e fragmentacao do ADN [72, 73].
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Nas células K562 (células da leucemia mieloide crénica), que apresentam um défice da COX-2, a
diosgenina intervém na inibicdo da ligacdao nuclear do NF-KappaB (fator de transcricao) ao ADN, e
consequente ativacdo da via p38 MAPK (proteina cinase ativada por mitogénio), envolvidos na
mediacao da sinalizacdo em cascata para que haja inducdao da fragmentacao do ADN [74]. As
mitocondrias desempenham papéis fundamentais que integram diversos estimulos apoptoticos através
da via apoptotica nuclear intrinseca via do nucleo intrinseca. O controlo de apoptose é regulado pelas
proteinas da familia Bcl-2, que incluem as proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e Bcl-xL e pro-apoptotica
Bax e Bak. A apoptose induzida por estimulos extracelulares e internos, tais como danos no ADN
ocorre principalmente através da via mitocondrial, com perturbacdo da membrana interna
mitocondrial como um evento precoce. Assim, outros autores também demonstraram que este
esteroide inibe a proliferacao de linhas celulares leucémicas por via da paragem do ciclo celular em
G2/M e induz a apoptose, com um aumento da caspase-3 e um declinio na concentracao de Ca*
intracelular que fez com que houvesse hiperpolarizacao e despolarizacao do potencial da membrana
mitocondrial. Na progressao da apoptose houve producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) e a

proteina Bax, pro-apoptotica, foi regulada positivamente [75].

Nas células cancerigenas hepatocelulares (HCC) humanas, a diosgenina inibe a via de sinalizacao
STAT3, levando a supressao da proliferacao celular e a sintese de quimiocinas e, consequentemente,
a paragem do ciclo celular na fase G1, induzindo assim a apoptose através da ativacdo das caspases-3
e clivagem da PARP [76]. Também ja foi provado nas mesmas células que a diosgenina leva a paragem
do ciclo celular na fase G2 [65]. Nas células hepaticas HepG2, este esteroide induz a apoptose através
da familia de proteinas Bcl-2 (Bcl 2, bax e bit), proteina pro-apoptéticas, mediada através da via
mitocondrial apoptdtica dependente da caspase-3. Além disto, a diosgenina também gera ROS e leva

ao stress oxidativo, que pode induzir apoptose [58].

A diosgenina atua nas linhas celulares do adenocarcinoma do colon rectal (HT-29), levando a inducao

da apoptose através do aumento da expressao de TNF (fator de necrose tumoral) [57].

A nivel da metastizacdo, foi demonstrado que a diosgenina inibe a migracao de células do cancro da
mama (MDA-MB 231), pelo menos parcialmente, através da supressao da atividade da proteina Vav2
[771].

A angiogénese é um processo essencial no desenvolvimento tumoral, uma vez que com a formacao de
novos vasos sanguineos ha maior capacidade invasiva e consequente metastizacao de tumores solidos.
Esta é dependente da acdo de fatores angiogénicos principalmente do VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular). Neste contexto, foi reportado que a expressao de VEGF nas células PC-3 é
reduzida pela diosgenina, dependendo da concentracao, sugerindo-se que este esteroide pode inibir o

processo de angiogénese [77].
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Metabolismo dos Acidos gordos Via inflamatédria
(HMG-CoA redutase/FAS) (NFKB/TNF-a)
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aspase-3/PARP (p21/PI3K, Akt, ERK)

Fig. 5 - Representacao esquematica do mecanismo plausivel das acdes da diosgenina a
nivel celular como um agente terapéutico anti-cancerigeno. Diosgenina regula
negativamente ou positivamente varios candidatos moleculares associados a proliferacao
celular e crescimento, apoptose, regulacdao da transcricdo, metabolismo de acidos
gordos, via inflamatoria e biossintese eicosandide levando a morte das células tumorais,
(Adaptado de [137]).

Todos estes resultados demonstram o potencial interesse deste composto como um novo agente
terapéutico contra varios tipos de cancro. Assim, tem havido esforcos consideraveis para continuar a
estudar o papel da diosgenina e dos seus analogos, assim como de possiveis combinagdes entre a
diosgenina e outros compostos bioativos, na modelacdo da proliferacdo de varios tipos de tumores
humanos. Um exemplo relevante é a combinacdo da diosgenina com a timoquinona, promovendo
efeitos anti-proliferativos e apoptoéticos sinérgicos em células cancerigenas escamosas. Esta
combinacdo poderia ser uma estratégia nova e alternativa para combater células cancerigenas

escamosas [62, 62].

Apesar de todos estes resultados benéficos e potenciais, mais estudos em animais sdo necessarios
para poder passar a ensaios clinicos em humanos de forma a comprovar a seguranca e eficacia da

aplicacao de diosgenina de como um agente preventivo e potencial quimioterapico na pratica clinica.

1.3.3.2 Atividade anti-inflamatoria

Os esteroides também sdo uma classe muito importante de agentes anti-inflamatorios. Entre outras
acoes, inibem a resposta imune através da inibicdo do NF-kB (complexo proteico que desempenha
funcdes como fator de transcricdo) e da supressao de citoquinas pré-inflamatérias. Estes compostos

inibem também a producao de prostaglandinas e leucotrienos. [78].
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A familia dos fatores de transcricao NF-kB é cada vez mais reconhecida por ter um papel crucial na
resposta a estimulos de citocinas, radicais livres entre outros tendo um papel fundamental na
regulacdo da resposta imunitaria da inflamacdo e a sua regulacdo é incorreta esta associada ao
aparecimento do cancro. Recentemente, tem sido relatado que a diosgenina exibe atividade anti-
inflamatdria devido a regulacdo negativa da expressao de ICAM-1 (molécula de adesao intercelular 1)

através da via de sinalizacao dos fatores de transcricao NF-kB [78-80].

A diosgenina inibe a capacidade adesiva das VSMC (células do musculo vascular liso), através da
inibicdo da atividade do TNF-a, mediada pela inducdo de ICAM-1 e VCAM-1 através da inibicdo da via
de sinalizacao MAPK / Akt / NF-kB e da producao de ROS, na aterosclerose dependente dessas
moléculas. Este facto explica a capacidade deste composto para suprimir a inflamacdo na lesdo
aterosclerotica e modular a resposta imune. Além disso, o efeito de diosgenina na modulacdo da
alergia alimentar foi investigado em ratinhos BALB / c., sendo que demonstrou um efeito supressivo
na inflamacao intestinal, através da supressao do ido produzido pelo anticorpo IgE, anticorpo

envolvido no combate de reacoes alérgicas [81, 82].

1.3.3.3 Atividade anti-microbiana

A diosgenina também foi investigada como potencial agente anti-infecioso, nomeadamente contra
fungos, bactérias, protozoarios e virus. Em relacdo as leveduras patogénicas, Candida albicans,
C.glabrata e C.tropicalis verificou-se que este esteroide apresenta baixa atividade antimicrobiana
[83, 84]. Adicionalmente, a diosgenina também tem efeito fraco ou nulo no que diz respeito aos
fungos Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Trichoderma harzianum e Fusarium oxysporum. Por outro
lado, esta sapogenina exibe uma acao significativa contra varias bactérias patogénicas gram-positivas
(Bacillus subtilis, Bacillus cerus, Staphylococcus aureus e Staplylococcus epidermidis) e gram-

negativas (Escherichia coli e Salmonella typhi) [85].

Além disso, a diosgenina revelou ser uma molécula de elevado interesse em algumas doencas virais.
De facto, devido a sua atividade anti-oxidante, a diosgenina pode ser Gtil em pacientes portadores de
HIV com deméncia [58]. Em adicdo, este esteroide exibe atividade antiviral contra o virus da Hepatite
C (HCV) em estudos in vitro. Uma vez que a diosgenina pode reduzir o colesterol plasmatico e o HCV
requer colesterol para uma replicacdo eficiente, este efeito pode ser associado a inibicdo de

replicacoes virais [86].

1.3.3.4 Atividade na diabetes e obesidade

De acordo com varios estudos in vitro, foi demonstrado que este esteroide pode ser benéfico no que
diz respeito a protecado contra doencas metabdlicas, tais como a diabetes e a obesidade [48, 51, 87,

88], sindrome metabolico [89] e dislipidemia, incluindo hipercolesterolemia [42, 53, 90, 91].
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De facto, a diosgenina pode ser Util em tratamentos de diabetes nomeadamente devido a promover a
diferenciacdo de adipdcitos e a inibicao da inflamacdo em tecidos adiposos. Neste contexto, em
modelos experimentais, foi observado que a diosgenina leva a reducao de triglicerideos no plasma em
ratos diabéticos obesos [63, 87, 92] [93]. Além disso, os mecanismos de acao associados a diosgenina
na melhoria da diabetes, induzida experimentalmente, incluem a restauracao da funcionalidade de
células beta pancreaticas, regulacao negativa de enzimas envolvidas na gluconeogénese hepatica e

exportacao da glicose [94, 95].

Este composto também tem efeito positivo nas disfuncées endoteliais associados a resisténcia de
insulina através da ativacdo de IKKB/IRS-1 (substrato recetor da insulina) de uma maneira dependente
portanto pode ser util na prevencdo ou tratamento de doencas cardiovasculares envolvidas na

resisténcia a insulina e diabetes [51].

Noutro estudo, foi demonstrado que apo6s administracdo de diosgenina em ratos diabéticos, a
atividade da glucocinase diminuiu e a atividade de gluco-6-fosfatase e fructose-1,6-bifosfatase
aumentou no figado. Além disso, a diosgenina exibe um efeito protetor nos rins em ratos diabéticos,
implicando que pode ser um potencial candidato ao tratamento de diabetes com complicacoes renais

associadas [88].

1.3.3.5 Atividade anti-coagulante e anti-trombotica

Em modelos in vitro e in vivo foi demonstrado que a diosgenina leva a inibicdo da agregacao de
plaquetas, dependente da concentracdo. Este composto também prolonga o tempo de coagulacdo em
ratos, mais uma vez de uma maneira dependendo da dose administrada [54, 82, 96]. Devido a este
efeito anti-coagulante interessante da diosgenina, um pro-farmaco que consiste num derivado da
diosgenina (teofilina diosgenina) foi desenvolvido para aumentar a solubilidade do farmaco e
prolongar a sua circulacdo sistémica, causando nao s6 uma melhor atividade anti-trombotica

comparativamente a diosgenina mas também foi observada uma menor toxicidade [97].

1.3.4 Derivados da diosgenina e a sua acao anti-cancerigena

Analogos da diosgenina como a dioscina, protodioscina, e metil protodioscina mostraram, em estudos
anteriores, citotoxicidade em células do glioma de rato (células Cé6) e em células K562 da leucemia
mieldéide humana. Nestas ultimas células, estes analogos apresentaram ICs, de 1,0uM (dioscina),
1,6uM (pro-dioscina) e 1,6uM (metil protodioscina), o que comprova a sua citotoxicidade relevante
[42, 98]. De forma a avaliar o potencial anticancerigeno da protodioscina, esta foi testada in vitro em
60 linhas celulares cancerigenas diferentes no programa de um screening de farmacos
anticancerigenos nos Estados Unidos. Este composto revelou ser citotoxico para a maioria das linhas
celulares leucémicas e tumores sélidos, apresentando 50% de inibicdo do crescimento celular a <

2,0uM na linha celular leucémica MOLT-4, em duas linhas celulares do cancro coloretal (HCT-116 e
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SW-620), numa linha celular do cancro do sistema nervoso central (SNB-75), numa linha celular de um
melanoma (LOX IMVI) e numa linha celular renal (786-0) [42, 99]. Além disto, a metil protodioscina

demonstrou efeitos citotoxicos importantes nas células MCF-7 [42, 100, 101].

O derivado oxidado diosgenona bem como os seus analogos 26-cianoselenopseudodiosgenona e 26-
tioacetilpseudodiosgenona, entre outros, foram estudados anteriormente e avaliados os seus efeitos
anticancerigenos em células do cancro coloretal, HCT 116. Neste estudo, observou-se que os pseudo
derivados da diosgenona demonstraram ter melhores efeitos do que a prdpria diosgenona, com

IC50=26pM e enquanto que a diosgenona obteve, nestas células um ICso > 100uM [102].

Além disto, alguns estudos tém demonstrado que a acado antitumoral da diosgenina pode estar
relacionada com os anéis heterociclicos E e F, bem como com a sua dupla ligacao C5=Cé. Além disso a
conformacdao em C5 e em C25, também parecem importantes para a suas acdes biologicas. No
entanto, ndo ha muitos estudos neste contexto, o que justifica que se continuem a preparar e avaliar

analogos da diosgenina, o que constitui o tema central da presente dissertacao.

1.3.5 Recentes aplicacOes terapéuticas da diosgenina e de alguns derivados

Como potencial aplicacao terapéutica, existe uma novidade relativamente recente que é a integracao
da diosgenina em nano particulas, nomeadamente com o propdsito de direcionar a molécula para o
local alvo de acdo e aumentar a sua biodisponibilidade farmacolodgica. A integracdo da diosgenina
também pode ter um papel na constituicdo das proprias nanoparticulas, e pode ser integrada em

conjunto com outros farmacos para permitir efeitos sinérgicos no ataque ao tumor.

Assim, concretamente, a diosgenina ja foi internalizada em nano particulas de 6xido de ferro (fig. 6),
em nano particulas de ferrite de manganés e melhora a funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro e
de prata [103-106]. Além disso, foram desenvolvidas nanoparticulas contendo combinacdes de
tamoxifeno e diosgenina [103], ou acido citrico com diosgenina [105] como possiveis terapias do
cancro da mama. A encapsulacdo de diosgenina em IONPs (nanoparticulas de oxido de ferro)
melhorou o efeito anti-proliferativo contra linhas celulares do cancro da mama em comparacao com a

administracao de diosgenina isolada [105].

Dai Lin et al., produziu nanoparticulas de polietilenoglicol contendo diosgenina e o farmaco
anticancerigeno HCPT (hydroxycamptothecin) com sucesso no que consta a facilidade de preparacéo,
formulacao uniforme, tamanho apropriado, alta capacidade de carga de farmacos e boa estabilidade.
Estas nanoparticulas foram testadas experimentalmente em células do cancro do pulmao,
observando-se efeitos sinérgicos relevantes [107]. Além disso, neste contexto, também Prashanth
kumar et al., prepararam, caracterizaram, e avaliaram nanoparticulas de polietilenoglicol contendo a
diosgenina combinada com tamoxifeno, como um promissor sistema de deliberacao de farmacos para

a terapia de cancro, neste caso cancro da mama [103].
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Diosgenina
Fig. 6 - Representacdao esquematica da
sintese passo a passo de IONPs-D; (Adaptado

de [105])

Capitulo 2 - Justificacao do tema e
Objetivos

Pelo facto de o cancro ser das doencas com maior prevaléncia na nossa sociedade e por apresentar,
em alguns tipos de cancro, uma crescente taxa de mortalidade, tem-se tornado cada vez mais
relevante o descobrimento de novos agentes anticancerigenos promissores no que respeita a sua

eficacia terapéutica e seguranca.

Como ja foi referido anteriormente, varios esteroides, mais propriamente a diosgenina e varios dos
seus derivados tém sido estudados ao longo destas Ultimas décadas por apresentarem caracteristicas

anti-tumorais interessantes.

Assim, com este trabalho pretendeu-se desenvolver compostos oxidados da diosgenina, purifica-los
com as técnicas adequadas e caracteriza-los corretamente para a posteriori observar a sua possivel

aplicabilidade como possiveis agentes anti tumorais em diferentes linhas de células cancerigenas.

16



Sintese e avaliacdo biologica de derivados oxidados da diosgenina como agentes anti tumorais

2.1 Objetivos gerais
O principal objetivo desta dissertacao consistiu em sintetizar e avaliar biologicamente compostos
derivados oxidados da diosgenina em diferentes tipos de células a fim de se encontrar um ou mais

possiveis agentes anti-cancerigenos.

2.2 Objetivos Especificos

Para atingir o principal objetivo, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e Sintese quimica de derivados oxidados da diosgenina, purificacdo e caracterizacdo
estrutural parcial dos mesmos;

e Avaliacdo da acdo anti-proliferativa em diferentes linhas celulares cancerigenas
humanas, tais como do adenocarcinoma da prostata sensiveis a androgénios (LNCaP),
células do adenocarcinoma da prostata nao sensiveis a androgénios (PC-3) e células
epiteliais do adenocarcinoma mamario metastatico (MCF-7). Esta avaliacdo de
viabilidade celular foi efetuada através do ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT);

e Analise qualitativa do efeito dos compostos a nivel da morfologia celular;

e Analise de viabilidade celular mediante citometria de fluxo.

Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1 Sintese Quimica

3.1.1 Reagentes e solventes

Todos os solventes e reagentes utilizados que foram adquiridos comercialmente foram usados

conforme recebidos.

Para a realizacao dos procedimentos de sintese quimica foram utilizados os seguintes reagentes: a
diosgenina (Sigma aldrich e Alpha aesar), o sulfato de sodio anidro (Na,SO,4) adquirido a Panreac, o
anidrido acético (Ac;0) adquirido a José Santos, o 4 (demetilamino) piridina (DMAP) (Sigma aldrich), o
bicarbonato de sodio (NaHCOs;) (Fischer scientific), o acido 3-cloroperoxibenzdico (MCPBA) (Sigma
aldrich), o tridoxido de crémio (CrOs) (Panreac) e acido sulfirico (H,SO4)(VWR, Prolabo), o didxido de
selénio (Se0;) (Acros organics), o terc-butanol (t-BuOH) (Merck), o sulfato de ferro (Il)

heptahidratado (Fe,(SO4).7H,0) (Sigma aldrich), o permanganato de potassio (KMnO,) (Sigma aldrich),
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o terc-butil hidroperéxido (TBHP), 5,0-6,0M em n-decano (Sigma aldrich), o cloreto de bismuto ()
(BiCl;) (Fluka), o hidréxido de sodio (NaOH) (Vencilab), o monoperoxiftalato de magnésio
hexahidratado (MMPP) (Sigma aldrich), o carbonato de sédio (Na,COs) (Panreac), o acido perclorico
(HClO4) (Panreac), o perdxido de hidrogénio (H,0,) aquosa a 30% (Sigma aldrich), HCl 37% (Carlo
erbo), e a celite (VWR, Prolabo).

Os solventes utilizados foram o tetrahidrofurano (THF) e 1,4-dioxano adquiridos a Sigma aldrich,
assim como o cloférmio deuterado (CDCl;) e o DMSO-d, (dimetilsulfoxido deuterado) (utilizados para a
analise RMN), o acetonitrilo a Fluka chemika, diclorometano, o éter dietilico, o éter de petroleo 40-

60°C, o acetato de etilo, o metanol (MeOH), e a acetona, adquiridos a Fischer Scientific.

3.1.2 Equipamentos

As reacdes foram realizadas em balées de fundo redondo, em placas de aquecimento e de agitacao
Heidolph e a evaporacao dos solventes foi efetuada com o auxilio de evaporadores rotativos da Blichi.
Os compostos foram secos em atmosfera de vacuo na estufa Raypa drying oven digit e as reacdes
foram seguidas por cromatografia em camada fina (CCF), utilizando placas de aluminio revestidas por
com silica-gel (Macherey-Nagel 60 G/UVys4). Algumas placas foram visualizadas através da radiacao
UV, a um comprimento de onda de 245 nm, no leitor CN-15.LC. Sempre que necessario, para
homogeneizar os compostos tanto para os analisar em RMN como para os dissolver melhor para

procedimentos cromatograficos, utilizou-se o sonicador da Branson.

Os espectros de infravermelhos foram obtidos através de um espetrofotometro Nicolet iS10: smart
iTR, da Thermo Scientific, por ATR (Attenued Total Reflectance) e software Omnic 8.2, com as
seguintes definicées: background com 64 scans; amostra com 32 scans; resolucdo de 4 cm™, entre

4000 e 600 cm™. Os dados obtidos deste espectro, na caracterizacao dos compostos, sdo indicados
pela seguinte ordem: frequéncia maxima da banda de absorcdo (Vms €m cm™) e atribuicdo a um

grupo de atomos na molécula, no caso das bandas caracteristicas.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN), de 'H e ®C RMN, foram realizados no
espectrometro Bruker Avance Il 400 MegaHertz (MHz) (400,13 para o espetro de protao e 100,62 para
o espetro de carbono), sendo, posteriormente, processados e analisados no software Topspin 3.1. O
solvente utilizado para dissolver os compostos para o RMN foi o cloroférmio deuterado (CDCls) e, em
um dos casos utilizou-se DMSO-d, (dimetilsulfoxido deuterado). Na caracterizacdo dos compostos, os
dados obtidos nos espetros de RMN de 'H- estdo indicados pela seguinte ordem: desvio quimico, 0
(ppm), integracao, multiplicidade do sinal [s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo
duplo dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto) ou m (multipleto)], constante de acoplamento [J em
Hertz (Hz)], indicacdo do protdao na molécula que originou o sinal. Os espetros de "C-RMN foram
realizados com desacoplamento de protao sendo apresentados os desvios quimicos observados (3, em

ppm) e a indicacao do carbono na molécula.
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3.1.3 Procedimentos de cromatografia - visualizacao e purificacao de produtos

Todas as reacdes foram monitorizadas e analisadas através da utilizacao de placas de cromatografia
em camada fina (CCF). O/os eluentes usados nesta monitorizacao das reacdes sao apresentados em
cada reaccao descrita, assim como as respetivas proporcoes (v:v), no caso de mistura de eluentes.
Para visualizar algumas das placas cromatograficas, como ja foi referido, utilizou-se um leitor UV a
254nm, que permitiu a observacdao do comportamento da reacdao, quando estavam presentes
compostos com absorcao UV. Apods a leitura UV, a placa cromatografica foi imersa numa solucdo de
revelacao composta por uma mistura de etanol e acido sulfarico (95:5, v:v), seguindo-se aquecimento
(cerca de 120°C) numa placa de aquecimento.

Em algumas das reacdes realizadas, por se obter mais que um produto principal ou porque a reacao
era incompleta e o substrato permanecia, ou porque algum reagente nao se consumiu totalmente,
apos o workup convencional, foi necessaria a purificacdo através de cromatografia em coluna. Para
isso, utilizou-se silica gel (0.063-0.200 nm ou 0,035-0,070 dependendo da quantidade a purificar e da
coluna a utilizar), da Merck, como fase estacionaria. A proporcao dos eluentes utilizados € indicada,

segundo a proporc¢ao v:v, no procedimento experimental.
3.1.4 Procedimentos experimentais da sintese quimica

3.1.4.1 (C1) Sintese do acetato de diosgenina - Reacao de acetilacao da diosgenina
[108]

\
\\\

Ac,0,
DMAP,
THF .
HO AcO
Diosgenina (CO) Acetato de diosgenina (C1)

Fig. 7 - Sintese do C1.

Num baldao de fundo redondo, dissolveu-se o substrato diosgenina (Zmmol, 1eq., 829,26mg) em
tetrahidrofurano (THF, 15,5ml), e foi depois adicionado anidrido acético (0,2ml, 1,1eq) e 4-
(dimetilamino) piridina (DMAP, 0,03g). A mistura reacional foi colocada em agitacao magnética (1000-
1200rpm) a temperatura ambiente. Apds 21h, e apds a confirmacao por CCF (eluente: acetato de

etilo/éter de petroleo 40-60°C; 1:1), que mostrou a presenca de uma mancha com Rf=0,8,
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correspondente ao produto final, e nao mostrou presenca de substrato, revelando que a reacao

estava completa, o solvente foi evaporado no evaporador rotativo.

0 solido branco resultante da evaporacdo do solvente foi dissolvido em CH,Cl;, (250ml) e procedeu-se
a extracao liquido-liquido. Para isso, lavou-se a fase organica com 30ml HCl (solucdo aquosa a 5%), 30
ml de solucdo aquosa NaHCO; a saturacdo e 30 ml de agua. A fase organica foi seca com Na,SO,
anidro. Depois da filtracdo sob vacuo, o solvente organico foi evaporado, obtendo-se um produto final

solido, 0,9g, de cor branca com n = 97% que foi seco em estufa de vacuo.
Posteriormente, o produto foi analisado por espetroscopia de RMN [109].

H RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 5.31 (1H, d, J = 4.9 Hz, CH-6), 4.53 (1H, m CH-3), 4.34 (1H, m, CH-
16), 3.40-3.30 (2H, m, CH,-26), 1.96 (3H, s, CH;COO0), 0.97 (3H, s, CH3-19), 0.90 (3H, d, J = 6.9 Hz,
CH3-21), 0.75 (6H, m, CH;-18 e CH;-27).

3.1.4.2 (C2) Sintese da diosgenona - Reacao de oxidacao da diosgenina pelo reagente
de Jones [110]

\
\\\

Reagente de
Jones, acetona

HO 0]

Diosgenina (CO) Diosgenona (C2)

Fig. 8 - -Sintese do C2.

Dissolveu-se, num balao de fundo redondo, o substrato diosgenina (0,5mmol, 207mg) em acetona
(27,3ml) e colocou-se a solucao em gelo, 0°C. De seguida, adicionou-se, com muito cuidado, gota a
gota o reagente de Jones, até a mistura reacional ficar laranja e permaneceu em agitacao (700/800
rpm), durante (1-2h) no gelo. Apds a confirmacdo por observacao de CCF (eluente: acetato de
etilo/éter de petréleo 40-60°C; 1:1, v:v), que mostrou a presenca de uma mancha com Rf=0,8,
correspondente ao produto final, e ndao mostrou presenca de substrato, revelando que a reacao

estava completa, adicionou-se depois a temperatura ambiente, 5 a 10 ml de metanol, tornan
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do a mistura reacional verde escura. O metanol e acetona foram evaporados no evaporador rotativo.
Ao produto foram adicionados 150ml de acetato de etilo, e a fase organica foi lavada com 20ml de
solucdo aquosa saturada de cloreto de sodio (Brine) e seca com Na,50, anidro. Depois de filtrada a

fase organica, o solvente organico foi evaporado, obtendo-se um produto sélido amarelo.
O reagente de Jones utilizado como oxidante nesta reacao foi preparado da seguinte forma:
A 2,7g de CrQO; (trioxido de cromio) adicionou-se 2,3ml de H,50, muito devagar e 10ml de agua.

Posteriormente, o produto foi analisado por espetroscopia RMN. Uma vez que se detetaram algumas
impurezas, houve necessidade de o purificar através de cromatografia em coluna de silica, (eluente:
acetato de etilo/éter de petrdleo 40-60°C, 1:1, v:v) da qual se obteve 0,07g de produto final, n=57%.

Apos uma segunda analise RMN, concluimos que o produto final ja se encontrava puro:

"H RMN (CDCls, 400 MHz) ppm: 6.12(1H, s, CH-4), 4.43 - 4.30 (2H, m, CH-16), 3.41-3.31 (2H, m, CH,.
26), 2.68 - 2.56 (1H, m), 1.12 (3H, d, J = 4.8 Hz, CH;-19), 0.92 (3H, t, J = 6.7 Hz, CH3-21), 0.77 (3H,
s, CH;-18)

3C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 202,29, 199,78, 126,11, 109,78, 80,74, 67,37, 62,35, 56,72, 51,32,
47,27, 42,13, 40,94, 40,22, 39,61, 35,96, 34,41, 34,13, 31,95, 31,78, 30,71, 29,20, 21,17, 18,05,
17,78, 16,81, 16,74, 14,94.

IV (cm™): 2925, 2870, 2854, 1688, 1614, 1455, 1375, 1340, 1263, 1219, 1175, 1157, 1119, 1093, 1079,
1050, 1006, 994, 979, 964, 916, 898, 866, 796, 759, 675.

3.1.4.3 (C3) Sintese do 7-oxodiosgenina acetato - Reacao de oxidacao alilica do

acetato de diosgenina [111-113]

BiCls,
TBHP, CH,CN
AcO AcO (0]

Acetato de diosgenina (C1) Acetato de 7-oxo-diosgenina (C3)
Fig. 9 - Sintese do C3.
Num balao de fundo redondo, dissolveu-se o substrato acetato de diosgenina, (0,5mmol, 228mg) em
acetonitrilo (3ml). Depois adicionou-se 0,9ml de TBHP e 0,016g do catalisador BiCl;. Este sistema

reacional foi colocado em agitacao (700 rpm), a 70°C.
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Apos a confirmacao por observacdo de CCF (eluente: acetato de etilo/éter de petroleo 40-60°C; 1:2),
que mostrou a presenca de uma mancha com Rf=0,7, correspondente ao produto principal, e que
também mostrou a presenca de uma mancha com absorcao UV correspondente a um co produto e a
auséncia de substrato, a reacao considerou-se completa, depois de 24h desde o inicio. Depois de
terminada, colocou-se a mistura reacional em contacto com uma solucdo aquosa de sulfito de sodio
(Na;S03) a 10%, durante duas horas. De seguida, procedeu-se a extracao com éter dietilico (3x50ml) e
lavou-se a fase organica com 30 ml de solucdo aquosa de NaHCO; a saturacao e 30 ml de agua. A fase
organica foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada em evaporador rotativo, obtendo-se um

solido branco, 0,26g, que foi seco em estufa de vacuo.

Apds analise por 'H RMN, conseguimos observar os sinais corretos do produto principal, mas a
caracterizacao do co produto obtido foi impossivel. Decidiu-se usar este produto, mesmo estando

impuro, na reaccao descrita na seccao 3.1.4.4.

3.1.4.4 (C4) Sintese da 7-oxodiosgenina - Reacao de hidrolise alcalina do acetato de

7-oxodiosgenina [111-113]

NaOH, MeOH
AcO 0 HO 0

Acetato de 7-oxo-diosgenina (C3) 7-Oxo-diosgenina (C4)

Fig. 10 - Sintese do C4 a partir do C3.

Dissolveu-se, num balao de fundo redondo, o acetato de 7-oxodiosgenina, (cerca de 0,25mmol,
117,9mg) em 2ml de metanol (MeOH), a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética (500rpm). De

seguida, adicionou-se 268l de uma solucao aquosa de NaOH.

Ao controlar a reacdo por CCF (eluente: acetato de etilo/éter de petroleo 40-60°C; 1:2, v:v),
verificou-se que estava completa ao fim de 6h, tendo o substrato sido praticamente consumido,
observando-se uma mancha com absorcao no UV que ficou amarela apo6s revelacdo com acido

sulfarico, com Rf de 0,39.

Apos ter sido parada, a mistura reacional foi concentrada no evaporador rotativo por evaporacao d o
metanol. De seguida, num erlenmeyer, adicionou-se 10ml de diclorometano e 5ml de agua e o

produto e esta mistura ficou em agitacao durante 2h. No final, extraiu-se a fase aquosa com 2x62,5ml
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de acetato de etilo. A fase organica foi seca em Na,50, anidro, filtrada e evaporada, obtendo-se o
composto que, depois de purificado por cromatografia em coluna com o eluente acetato de etilo/éter
de petroleo 40-60°C; 1:2, originou 0,03g, n=28%, do produto final, dleo, que foi seco em estufa de

vacuo.
Apos analise por RMN e IV, conseguimos observar os sinais corretos do produto principal:

'H RMN (CDCls, 400 MHz) ppm: 5.70 (1H, s, CH-6), 4.48 (1H, m, CH-3), 3.67 (1H, m, CH-16), 3.49-3.44
(2H, m, CH,-26), 3.39 (1H, t), 2.87 (1H, t) 2.55-2.48 (1H, m), 2.45-2.36 (m, 2H), 1.22 (3H, s, CH3-19),
0.98 (3H, d, J= 7,0Hz, CH;-21) 0.8 (6H, d, J=4,7Hz, CH-18 e CH;-27)

13C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 202,17, 165,82, 126,36, 109,67, 81,40, 70,90, 67,26, 61,54, 50,24,
49,94, 45,33, 42,31, 42,03, 41,41, 39,17, 38,87, 36,79, 34,17, 31,89, 31,60, 30,78, 29,25, 21,41,
17,79, 17,59, 16,90, 15,11.

IV (cm™): 3500, 3387, 3250, 2927, 2875, 2160, 1737, 1670, 1632, 1457, 1376, 1359, 1342, 1296, 1265,
1240, 1227, 1182, 1132, 1094, 1066, 1039, 1007, 994, 978, 954, 918, 899, 861, 841, 826, 788, 756,
667, 624.

3.1.4.5 (C5) Sintese de 4B-hidroxidiosgenina - Reacao de 4-beta-hidroxilacao da

diosgenina [114]

Se0,,
1,4-dioxano

HO
OH

Diosgenina (CO) 4B-Hidroxidiosgenina (C5)

Fig. 11 - Sintese do C5.

Dissolveu-se, num balao de fundo redondo, o substrato diosgenina (0,5mmol, 207mg) em 3,12ml de
1,4-dioxano e adicionou-se 625ul de H,0, ou seja, numa proporcao de 5:1 de 1,4-dioxano/ H,0. De

seguida, adicionou-se 0,195g de Se0O,. Esta reacao decorreu a 80°C, sob agitacdo magnética (600rpm).
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Ao controlar a reacao por CCF (eluente: acetato de etilo/éter de petréleo 40-60°C; 3:1), verificou-se
que, apos 18h, a reacdo estava completa, observando-se uma mancha principal, correspondente ao
produto pretendido, com Rf de 0,6. Apos o término da reacdo, adicionou-se um pouco de éter
dietilico ao baldao para se poder transferir a mistura reacional para um sistema em coluna de celite,
fazendo-se seguidamente filtracdo sob vacuo e lavagem com mais 140ml de éter dietilico. Desta
forma pretendeu-se reter o solido formado na reaccao e outras impurezas na celite. A fase organica
foi lavada com 2x40ml de solucdo saturada de cloreto de sodio (Brine) e seca com Na,SO, anidro.
Depois de filtrada, a fase organica foi evaporada em evaporador rotativo e obteve-se um oleo laranja

o qual foi seco em estufa de vacuo.

Como por observacdo por CCF, se observou mais que um produto além do produto pretendido, houve
necessidade de purificacdo deste composto (C5) através de cromatografia em coluna de silica,
eluente acetato de etilo/éter de petrdleo 40-60°C; 1:2, obtendo-se 0,07g, n=33% de produto final, um

solido branco, pos coluna.

Apos analise por RMN e IV, conseguimos observar os sinais corretos do produto principal:

H RMN (CDCls, 400 MHz) ppm: 5.66 (1H, dd, J = 5.0Hz, CH-6), 4.40 (1H, m, CH-16), 4.13 (1H, d, J =
3.7 Hz, CH-3), 3.54-3.46 (2H, m, CH,-26), 3.36 (1H, t, J = 10.9 Hz), 1.19 (3H, s, CH3-19), 0.96 (3H, d,
J = 6.9 Hz, CH;-21), 0.78 (6H, t, J = 3.2 Hz, CH;-18 e CH;-27).

13C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 142,85, 128,36, 109,32, 80,80, 77,22, 72,41, 66,86, 62,03, 56,65,
50,09, 41,61, 40,26, 39,70, 36,90, 36,16, 32,24, 31,82, 31,37, 30,29, 28,79, 25,37, 21,04, 20,34,
17,14, 16,30, 14,52.

IV (cm™): 3571, 3442, 2948, 2908, 2865, 2828, 2160, 1738, 1666, 1447, 1430, 1386, 1373, 1310, 1258,
1241, 1224, 1199, 1178, 1169, 1153, 1134, 1097, 1073, 1046, 1014, 976, 961, 915, 893, 867, 836, 819,
797,763, 748, 686, 673, 649.
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3.1.4.6 (C6 e C7) Sintese do acetato de 4B-hidroxiespirost-5-en-3B-ilo (C6) e do
acetato de 6a-hidroxiespirost-4-en-38-ilo (C7) - Reacao de oxidacao do acetato de

diosgenina com Se0; [114]

AcO

OH
Acetato de
Se0,, 4B-hidroxiespirost-5-en-3p-ilo (C6)
1,4-dioxano _ +
AcO
Acetato de diosgenina (C1)
AcO Y
OH

Acetato de

6a-hidroxiespirost-4-en-3p-ilo (C7)

Fig. 12 - Sintese do Cé e C7 a partir do C1.

Dissolveu-se, num baldao de fundo redondo, o substrato acetato de diosgenina (0,25mmol, 114mg) em
1,56ml de 1,4-dioxano e adicionou-se 312,5ul de H,0, ou seja, numa proporcao de 5:1 de 1,4-
dioxano/ H,0. De seguida, adicionou-se 0,097g de SeO,. Esta reacao decorreu a 80°C, sob agitacao

magnética (600rpm).

Ao controlar a reacdo por CCF (eluente: acetato de etilo/éter de petrdleo 40-60°C; 3:1), verificou-se
que, apds aproximadamente 45h, a reacdo estava completa, observando-se duas manchas principais
com Rf’s de 0,54 e 0,39, correspondentes aos dois produtos principais, e ainda uma mancha de um co
produto com absorcdao UV. Apds o término da reacao, adicionou-se um pouco de éter dietilico ao
balao para se poder transferir a mistura reacional para um sistema em coluna de celite, fazendo-se
seguidamente filtracdo sob vacuo e lavagem com mais 70ml de éter dietilico. A fase organica foi
lavada com 2x20ml de solucao saturada de cloreto de sodio (Brine) e seca com Na,SO, anidro. Depois
de filtrada, a fase organica foi evaporada em evaporador rotativo e obteve-se um produto, o6leo
alaranjado, o qual foi seco em estufa de vacuo. Para podermos separar e purificar os dois compostos
principais obtidos (C6 e C7), foi feita uma cromatografia em coluna de silica, eluente acetato de
etilo/éter de petrdleo 40-60°C; 3:1, obtendo-se cerca de 0,03g e 0,02g de cada composto, sendo o

primeiro produto um sélido amarelo e o segundo um sélido branco, com n=25% e n= 17%.
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Apos analise por RMN e IV, conseguimos observar os sinais corretos dos produtos principais:

Cé:

"H RMN (CDCls, 400 MHz) ppm: 5.69 (1H, dd, J = 4.9Hz, CH-6), 4.75 - 4.67 (1H, m, CH-3), 4.43 - 4.37
(1H, m, CH-16), 4.24 (1H, dd, J = 3.3Hz), 3.49 - 3.44 (2H, m, CH,-26), 3.37 (1H, t, J = 10.9 Hz), 2.09
(3H, s, CH;C00), 1.23 (3H, s, CH3-19), 0.96 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH;-21), 0.78 (6H, t, J = 3.2 Hz, CH;-18
e CH;-27)

13C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 129,15, 109,30, 80,78, 75,58, 75,37, 66,86, 62,04, 56,57, 50,10,
41,62, 40,26, 39,64, 36,92, 36,32, 32,21, 31,81, 31,40, 31,32, 30,30, 28,80, 21,69, 21,36, 21,05,
20,29, 17,15, 16,29, 14,53.

IV (cm™): 3467, 2948, 2904, 2871, 1731, 1451, 1376, 1258, 1167, 1094, 1078, 1047, 1015, 980, 962,
919, 898, 864, 796, 668.

C7:

TH RMN (CDCls, 400 MHz) ppm: 5.83 (1H, dd, J = 5.0Hz), 5.38 (1H, dd, J = 3.6Hz, CH-6), 4.40 (1H,
ddd, J = 8.6Hz, CH-3), 3.63-3.46 (2H, m, CH,-26), 3.37 (1H, t, J = 10.9 Hz), 2.07 (3H, s, CH;C0O0),
1.11 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-21), 0.79 (6H, d, J = 5.8 Hz, CH3-18 e CH3-27).

13C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 171,16, 138,81, 110,98, 109,31, 80,75, 79,23, 71,70, 62,03, 56,56,
50,09, 40,23, 39,65, 36,14, 32,21, 31,38, 31,18, 30,30, 28,80, 20,37, 17,14, 16,25, 14,53.

IV (cm™): 3460, 2951, 2941, 2926, 2910, 2888, 2875, 1733, 1703, 1667, 1453, 1426, 1372, 1341, 1259,
1239, 1174, 1157, 1133, 1088, 1069, 1047, 1019, 976, 963, 919, 894, 867, 839, 797, 763, 746, 674,
637, 618.
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3.1.4.7 (C8) Sintese de acetato de 58,6B-epoxidiosgenina- Reacao de epoxidacao do

acetato de diosgenina com KMnO4 [115, 116]

KMnO,,
Fe,(50,).7H,0,
t-BUOH, CH,CL,
AcO © AcO

(0

Acetato de

Acetato de diosgenina (C1) 53, 63-epoxidiosgenina (C8)

Fig. 13 - Sintese do C8 a partir do C1.

Num balao de fundo redondo, dissolveu-se o substrato acetato de diosgenina (0,25mmol, 114mg) em
3,23 ml de CH,Cl,. Por outro lado, misturou-se muito bem, num almofariz, os sais permanganato de
potassio (KMnQ,) e (Fe,(504).7H,0), 0,215¢ e 0,107g respetivamente. De seguida, adicionaram-se os
sais misturados no baldo da reacao. Adicionou-se ainda 53,65ul de agua e de seguida, 270ul de terc-
butanol (catalisador de transferéncia de fase). Esta reacao decorreu, a temperatura ambiente e sob
agitacdo, observando-se alteracdo da cor do permanganato de potassio (roxo passa para
acastanhado). Ao controlar a reacdo por CCF (eluente: acetato de etilo/éter de petroleo 40-60°C;
1:2), verificou-se que, apos aproximadamente 24h, a reacao estava completa, com a presenca de
uma mancha caracteristica do epdxido, com Rf de 0,8. Apds o término da reacao, adicionou-se um
pouco de éter dietilico ao baldo e fez-se filtracdo, sob vacuo, por uma coluna de celite (+ 3/4cm) de
forma a reter a parte solida (sais inorganicos) e outras impurezas da reacao, lavando-se a coluna com
2x10ml de éter dietilico. De seguida, adicionou-se 200ml de éter dietilico e a fase organica foi lavada
com 40ml de solucdo aquosa de NaOH a 10%, 40ml de agua, e seca com Na,SO4 anidro. Depois de
filtrada, a fase organica foi evaporada em evaporador rotativo e obteve-se um produto, sélido branco

(0,09g), n=64%, o qual foi seco em estufa de vacuo.

Esta reacao foi posteriormente repetida, em maiores quantidades, para depois utilizar este composto
(C8), como substrato para a reacao descrita em 3.1.4.8.

O produto final foi analisado por espetroscopia de RMN e IV.

"H RMN (CDCl, 400 MHz) ppm: 4.77 (1H, m, CH-3), 4.38 (1H, m, CH-16), 3.46-3.35 (2H, m, CH,-26),
3.08 (1H, d, J = 2.5 Hz), 2.02 (3H, s, CH;C00), 1.01 (3H, s, CH3-19), 0.95 (3H, d, J = 7.1 Hz, CH;-21),
0.78-0.73 (6H, m, CH;-18 e CH;-27).
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13C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 170,56, 109,29, 80,66, 71,27, 66,86, 63,43, 62,51, 62,09, 55,89,
50,97, 41,61, 40,24, 39,79, 37,97, 36,63, 35,18, 32,59, 31,35, 30,29, 29,27, 28,78, 27,18, 21,68,
21,32, 17,13, 16,18, 14,50.

IV (cm™): 2905, 2869, 2838, 1659, 1551, 1447, 1365, 1240, 1171, 1157, 1074, 1047, 980, 962, 919,
899, 865, 812, 785.

3.1.4.8 (C9) Sintese da 5B,6B-epoxidiosgenina (C9) - Hidrélise alcalina do acetato de
5B8,6B-epoxidiosgenina [116]

Na,CO;
MeOH

AcO
C 0 HO 0

Acetato de

5B,6B-E idi i C9
5b,6b-epoxidiosgenina (C8) B,6p-Epoxidiosgenina (C9)

Fig. 14 - Sintese do C9 a partir C8.

Dissolveu-se, num balao de fundo redondo, o acetato de 58,6B-epoxidiosgenina (0,25mmol, 118mg)
em 9,30 ml de metanol. Apés 5 min em agitacao (500rpm) e a temperatura ambiente, adicionou-se
0,026g de carbonato de sodio. Ao controlar a reacdo por CCF (eluente: acetato de etilo/éter de
petrdleo 40-60°C; 1:2), verificou-se que apos aproximadamente 24h, a reacdo estava completa, com a
presenca de uma mancha caracteristica do epoxido, com Rf de 0,45. Apds o término da reacdo,
procedeu-se a evaporacdo do solvente (metanol). De seguida, adicionou-se 100ml de acetato de etilo
e a fase organica foi lavada com 40ml de solucdo saturada de NaCl, fez-se secagem com Na,SO,
anidro, filtracdo e evaporacdo em evaporador rotativo. O produto obtido, solido branco, 0,11g,

n=73%, foi seco em estufa de vacuo.
Posteriormente, o produto final foi analisado por espetroscopia de RMN e IV.

'H RMN (CDCl3, 400 MHz) ppm: 4.36 (1H, m, CH-16), 3.66 (1H, m), 3.49 - 3.30 (2H, m, CH,-26), 3.09 -
2.84 (1H, m), 1.01 - 0.91 (3H, m, CH;-21), 0.80 - 0.69 (6H, m, CH3-18, CH;-27)

13C-RMN (CDCl3, 100 MHz) ppm: 107,92, 79,29, 67,97, 65,48, 62,17, 61,54, 60,70, 54,58, 49,94, 40,80,
40,22, 38,86, 38,48, 35,80, 33,63, 31,35, 30,34, 29,95, 29,62, 28,90, 27,92, 27,38, 20,38, 15,75,
14,80, 13,11.
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IV (cm™): 3519, 3371, 3256, 2945, 2929, 2891, 2837, 2161, 1650, 1455, 1430, 1368, 1339, 1310, 1214,
1208, 1173, 1156, 1139, 1107, 1085, 1055, 1036, 1009, 994, 977, 960, 917, 898, 863, 819, 780, 755,
723, 700, 671.

3.1.4.9 (C10) Sintese do acetato de 5a,6a-epoxidiosgenina - Reacao de epoxidacao

do acetato de diosgenina com MMPP [117]

MMPP,
CH,CL,
AcO AcO

Acetato de

Acetato de diosgenina (C1
8 ) 5a,60-epoxidiosgenina (C10)

Fig. 15 - Sintese do C10 a partir do C1.

Num balao de fundo redondo, dissolveu-se o substrato diosgenina acetato (0,5mmol, 228mg) em 3,75
ml de CH,Cl,. De seguida, adicionou-se 25ul de agua e 0,17g de MMPP, de uma s6 vez, como agente
oxidante. Esta reacao de epoxidacao ocorreu a temperatura ambiente durante aproximadamente 24h.
Por observacao de CCF (eluente: acetato de etilo/éter de petroleo 40-60°C; 1:2), verificou-se que a
reacdo estava completa. Observou-se uma mancha principal, correspondente ao produto epoxido
pretendido, com Rf de 0,8. Apos o término da reacdo, parou-se a mesma e arrefeceu-se, seguindo-se
uma filtracdo e evaporacao do solvente. Posteriormente, dissolveu-se o sélido branco obtido apos
evaporacao, em éter dietilico (100ml) e lavou-se a fase organica com 25ml de solucao aquosa de
sulfito de sodio (Na,503) a 10%, 25 ml de uma solucéo de bicarbonato de sodio a saturacdo e 25ml de
agua. Depois de seca com Na,S0, anidro e filtrada, a fase organica foi evaporada em evaporador

rotativo e o produto final obtido (0,22g), n=93% sélido branco, foi seco em estufa de vacuo.

Mais tarde, houve necessidade de repeticao desta reacao de epoxidacao, para se obter maiores

quantidades de substrato para a reaccao descrita em 3.1.4.10.
Posteriormente, o produto final foi analisado por espetroscopia de RMN e IV.

'H RMN (CDCl, 400 MHz) ppm: 4.94 (1H, td, J = 11.4Hz, CH-3), 4.37 (1H, q, J = 7.4 Hz, CH-16), 3.51 -
3.42 (2H, m, CH,-26), 3.35 (1H, t, J = 10.9 Hz), 2.89 (1H, d, J = 4.4 Hz, CH-6), 2.00 (3H, s, CH;COO),
1.09 (3H, s, CH3-19), 0.94 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-21), 0.78 (3H, d, J = 6.2 Hz, CH3-18).
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13C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 170,22, 109,26, 80,62, 71,32, 66,84, 65,14, 61,86, 58,98, 56,57,
42,41, 41,59, 40,30, 36,10, 35,13, 31,64, 31,37, 30,30, 29,44, 28,95, 28,81, 27,21, 21,36, 20,42,
17,14, 16,29, 15,91, 14,50.

IV (cm™): 2950, 2936, 2869, 2159, 1726, 1455, 1367, 1240, 1167, 1155, 1139, 1094, 1073, 1047, 1033,
1009, 975, 894, 867, 796, 748, 718, 660, 614.

3.1.4.10 (C11a) Sintese de 5a,6a-epoxidiosgenina - Reacao de hidrolise do acetato

de 5a,6a-epoxidiosgenina [116]

Na,CO;
MeOH

AcO ER
o"

Acetato de

50, 60-Epoxidi ina (C11
5a,60-epoxidiosgenina (C10) o,60-Epoxidiosgenina (C11a)

Fig. 16 - Sintese do C11a a partir do C10.

Dissolveu-se, num balao de fundo redondo, o acetato de 5a,6a-epoxidiosgenina (0,25mmol, 118mg)
em 9,30 ml de metanol. Apoés 5 min em agitacao (700rpm) e a temperatura ambiente, adicionou-se
0,026g de carbonato de sodio. Ao controlar a reacdo por CCF (eluente: acetato de etilo/éter de
petrdleo 40-60°C; 1:2), verificou-se que, apo6s aproximadamente 45h, a reacao estava completa, com
a presenca de uma mancha caracteristica do epoxido, com Rf de 0,45. Ap6s o término da reacao,
procedeu-se a evaporacao do solvente (metanol). Seguidamente, adicionou-se 100ml de acetato de
etilo e a fase organica foi lavada com 40ml de solucao saturada de cloreto de sodio, seca com Na,SO,4
anidro, filtrou-se e fez-se a sua evaporacao em evaporador rotativo. O produto obtido, 0,11g, n=73%,

foi seco em estufa de vacuo.
Posteriormente, o produto final foi analisado por espetroscopia de RMN e IV.

'H RMN (CDCls, 400 MHz) ppm: 4.38 (1H, m, CH-16), 3.90 (1H, t, J = 10.8Hz), 3.46-3.35 (2H, m, CH,-
26), 3.35 (1H, t, J = 10.9 Hz), 2.90 (1H, d, J = 4.3 Hz, CH-6), 1.07 (3H, s, CH5-19), 0.94 (3H, d, J = 6.8
Hz, CHs-21), 0.78-0.71 (6H, m, CH;-18 e CH3-27).
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3C-RMN (CDCl;, 100 MHz) ppm: 109,26, 80,62, 68,65, 66,84, 65,66, 59,10, 56,63, 42,54, 41,57, 40,30,
39,83, 39,41, 34,98, 32,39, 31,64, 31,36, 31,07, 30,28, 29,45, 29,01, 28,80, 20,49, 17,14, 16,30,
15,99,14,49.

IV (cm™): 3400, 2927, 2872, 2159, 1659, 1449, 1377, 1241, 1174, 1154, 1095, 1049, 1007, 979, 967,
920, 898, 864, 796, 726, 615.

3.1.4.11 (C11a+C11b) Sintese de 5,6-epoxidiosgenina - Reacao de epoxidacao da
diosgenina com MMPP [117]

\
\\\

MMPP,
CH,Cl, N
"~ Ho
HO o
Diosgenina (CO) 5,6-Epoxidiosgenina
(C11a+C11b)

Fig. 17 - Sintese do 11 a e 11b.

Num balao de fundo redondo, dissolveu-se o substrato diosgenina (0,25mmol, 103mg) em 3,77 ml de
CH,Cl,. De seguida, adicionou-se 25ul agua e 0,17g de MMPP, de uma sb vez. Esta reacdo de
epoxidacdo ocorreu a temperatura ambiente durante aproximadamente 24h. Por observacdo de CCF
(eluente: acetato de etilo/éter de petroleo 40-60°C; 1:2), verificou-se que a reacdo estava completa.
Observou-se uma mancha principal, correspondente ao produto epdxido pretendido, com Rf de 0,4.
Apos o término da reacao, parou-se a mesma e arrefeceu-se, seguindo-se uma filtracdao e evaporacao
do solvente. Posteriormente, dissolveu-se o solido branco obtido apos evaporagao, em diclorometano
(100ml) e lavou-se a fase organica com 25ml de solucao aquosa de sulfito de sodio (Na,SO3) a 10%, 25
ml de uma solucdo de bicarbonato de sodio a saturacdo e 25ml de agua. Depois de seca com Na,SO,
anidro e filtrada, a fase organica foi evaporada em evaporador rotativo e o produto final obtido
(0,1g), n=91% solido branco, foi seco em estufa de vacuo. A analise por RMN de protdao mostrou a

existéncia de mistura de isomeros, tal como descrito na literatura [117].

Mais tarde, o produto final desta reacao de epoxidacao, foi utilizado para a reaccao de abertura do

anel epoxido (seccao 3.1.4.12).
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3.1.4.12 (C12) Sintese de espirostan-38,5a,6B-triol - Reacao de abertura do anel
epoxido [118]

HCLO,,
acetona
HO
0]
OH
5,6-Epoxidiosgenina
(C11a+C11b) Espirostan-3p,5a,6p-triol (C12)

Fig. 18 - -Sintese do C12 a parti do C11 ae b.

Dissolveu-se, num balao de fundo redondo, o substrato 5,6-epoxidiosgenina (0,23mmol, 90mg) em
5,21 ml de acetona. De seguida, adicionou-se 663,5ul de agua e 94,8ul de acido perclérico. Esta
reacdo da abertura do anel epoxido ocorreu a temperatura ambiente, sob agitacao (600rpm), durante
aproximadamente 5h. Por observacdo de CCF (eluente: acetato de etilo/éter de petroleo 40-60°C;
1:2), verificou-se que a reacao estava completa. Observou-se uma mancha principal, correspondente
ao produto pretendido, com Rf de 0,25. Finalizada a reacao, seguiu-se o workup, iniciando-se com a
evaporacao da acetona, seguida da adicdo de 60ml de acetato de etilo, e a fase organica foi lavada
com 3x2,5ml de solucdo saturada de cloreto de sodio (Brine) e 3x2,5ml de bicarbonato de sodio. De
seguida, a fase organica foi seca com Na,50, anidro, filtrada e evaporada em evaporador rotativo. O

produto final, solido branco, (0,07g), n=70%, foi seco em estufa de vacuo.
Posteriormente, o produto final foi analisado por espetroscopia de RMN e IV.

H RMN (CDCl, 400 MHz) ppm: 4.39 (1H, d, J = 7.3 Hz, CH-3), 4.10 (1H, m, J = 9.6, 8.4 Hz, CH-16),
3.61 - 3.43 (1H, m, CH-26), 3.37 (1H, t, J = 10.9 Hz, CH-26), 1.22 (3H, d, J = 24.3 Hz, CH;-19), 0.96
(1H, d, J = 7.0 Hz, CH3-21), 0.79 (3H,s, CH;-18).

13C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) ppm: 108,58, 80,44, 74,47, 74,24, 66,09, 65,90, 62,09, 55,71, 44,84,
41,31, 41,08, 40,38, 38,10, 34,87, 32,22, 31,66, 31,30, 31,08, 30,03, 29,87, 28,69, 20,73, 17,30,
16,49, 16,47, 14,84.

IV (cm™): 3495, 3316, 2950, 2928, 2860, 2160, 1737, 1457, 1379, 1351, 1307, 1278, 1241, 1206, 1177,
1150, 1068 (C-0), 1057, 1043, 1027, 1008, 978, 963, 895, 865, 794, 756, 730.

Todos os espetros acima descritos nas reacdes realizadas encontram-se devidamente representados e

analisados na seccao 8.1, anexos.
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3.2 Avaliacao Bioldgica

3.2.1 Avaliacao in vitro da atividade dos compostos derivados da diosgenina

Depois da sintese e purificacdo dos compostos foi avaliada a sua capacidade anti-proliferativa nas
células. Os efeitos destes compostos foram comparados com os controlos positivos diosgenina e 5-
fluorouracilo, nas linhas celulares do cancro da mama, cancro da prostata sensiveis (LNCaP) e ndo

sensiveis (PC-3) a androgénios.

3.2.2 Materiais e Reagentes

Para a realizacdo dos ensaios com células, foram utilizados o meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) e meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), adquiridos a Sigma
Aldrich. O Soro Fetal Bovino (SFB) foi adquirido a Biochrom AG. Quanto aos antibidticos Ab (solucao
com 10,000 unidades/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina e 25 pg/ml de anfotericina-B) e
SP (solucdao com 10,000 unidades de penicilina e 10mg/ml de estreptomicina), a tripsina (1 g de
tripsina para 666 ml de PBS/EDTA), o brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio
(MTT), o dimetilsulfoxido (DMSO) a L-Glutamina, o HEPES, o piruvato de sédio foram todos adquiridos
a Sigma Aldrich. O corante azul de triptano (0,4%) foi adquirido a Merck e o bicarbonato de sodio
(NaHCOs) a Panreac. Para a realizacao dos ensaios MTT, semearam-se as células em placas de 96
wells da Thermo Fisher Scientific, e para a avaliacdo morfoldgica das células e citometria de fluxo

utilizaram-se placas de 6 wells e 12 wells, respetivamente também da Thermo Fisher Scientific.

3.2.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados ao longo dos ensaios de avaliacao bioldgica foram: a camara de fluxo
laminar vertical NuAire, de Classell, que permitiu trabalhar em condicdes de assepsia durante os
ensaios; a incubadora NuAire DHD Autoflow CO, Air-Jacketed, permitiu manter as células a 37°C numa
atmosfera humidificada, contendo 5% de CO,; a centrifuga Bioblock Scientific (Sigma-3K18C), para
separar as células do meio; o microscopio otico Olympus CKX 40/41 para observacao das células; o
banho de aquecimento Fisher Scientific para aquecimento dos meios de cultura e afins; o leitor
espectrofotométrico de placas Bio-rad xmark spectrophotometer permitiu ler e quantificar a
absorvancia originada pelos cristais de formazano formados no ensaio de MTT. Para o ensaio de

citometria de fluxo foi utilizado o citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, BD).

3.2.4 Linhas celulares

Neste estudo de avaliacdo bioldgica utilizaram-se trés linhas celulares distintas, que incluiram células
de adenocarcinoma da préstata sensiveis a androgénios (LNCaP), células de adenocarcinoma da
prostata nao sensiveis a androgénios (PC-3) e células epiteliais de adenocarcinoma mamario

metastatico sensiveis a estrogénios (MCF-7).
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Estas células foram geralmente cultivadas em T-flasks de 75 cm? ou de 175 cm?, incubadas sob as
condicées adequadas ao seu crescimento: 37°C, sob atmosfera humidificada com 5% de CO,. A cada
2/3 dias era feita a substituicdo do meio de cultura e as células foram tripsinizadas e expandidas para

novos T-flasks, quando a confluéncia das mesmas era alcancada.

3.2.4.1 LNCaP

As células LNCaP (Lymph node carcinoma of the prostate), sao células epiteliais do adenocarcinoma
da prostata, sensiveis a androgénios. Foram isoladas a partir de uma metastase num nédulo linfatico
supra clavicular esquerdo, em 1977, de um homem caucasiano de 50 anos. As células deste tipo sao
aderentes e podem crescer de forma isolada ou sob a forma de agregados [119-121]. Estas células

foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de antibiotico SP.

3.2.4.2 MCF-7

As células MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) sao células epiteliais de um adenocarcinoma
mamario metastatico, obtidas a partir da efusao pleural de uma mulher de 69 anos, caucasiana. As
MCF-7 sao células aderentes, sensiveis a estrogénios e o seu crescimento € em monocamada [119,
122]. Estas células foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),

suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico Ab.

3.2.4.3 PC-3

As células PC-3 (human prostate cancer cell line), sdao células epiteliais de um adenocarcinoma
prostatico de grau IV, isoladas a partir de uma metastase oOssea, de um homem de 62 anos,
caucasiano. Sao células aderentes, nao responsiveis a androgénios, e o seu crescimento é em
clusters. Este tipo celular exibe baixa atividade de fosfatases acidas e de testosterona-5a-redutase
[119]. Estas células foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e
1% de antibiotico SP.

3.2.5 Técnicas de Cultura Celular

3.2.5.1 Preparacao dos meios de cultura

Para que as células crescam adequadamente, para cada tipo de célula é necessario um meio de
cultura mais indicado, os quais estao referidos na seccao 3.2.4 para cada linha celular usada no
presente trabalho. Os meios de cultura foram preparados com agua MiliQ, o pH foi medido através de
um potenciometro e ajustado através das solucoes de 1M de HCl e NaOH. Para meio DMEM, o pH deve
ser 7,4, e deve ser 7,2 para o meio de cultura RPMI. Na substituicao dos meios nos T-flaks, na técnica
de tripsinizacao e na adicao de compostos utiliza-se meio completo enquanto que para o ensaio de
viabilidade celular (ensaio MTT), utiliza-se meio incompleto. O meio de cultura completo é
suplementado com SFB e os antibioticos adequados e o meio de cultura incompleto é meio sem a

adicdo de SFB e sem adicao de antibioticos.
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Apds a preparacao de cada meio, estes foram filtrados de forma estéril, na camara de fluxo laminar,
com o auxilio do sistema de vacuo e, posteriormente foram identificados, datados e armazenados a
uma temperatura de 4 a 8°C. Sempre que utilizados em ensaios ou em alguma técnica de cultura

celular, os meios foram previamente aquecidos num banho de agua a 37°C.

3.2.5.2 Congelamento e Descongelamento de células

As linhas celulares usadas na avaliacdo biologica deste trabalho estavam armazenadas em bancos de
células em azoto liquido, em tubos de criopreservacdao e foram descongeladas a temperatura
ambiente. De seguida, adicionou-se, ao falcon contendo as células, 3 ml de meio adequado completo,
previamente aquecido, juntamente com o conteldo da aliquota dos tubos de criopreservacao. Depois
procedeu-se a centrifugacdo a 1000 rpm, durante 8 minutos. O sobrenadante foi descartado com o
objetivo de remover o meio com DMSO (usado na criopreservacao) e o pellet foi ressuspenso em meio
completo. Por fim, transferiu-se a suspensdo celular para um T-flask de 75 cm?, ou de 175 cm?, e
adicionou-se 15 ou 30 ml de meio de cultura completo e indicado para cada tipo celular. As células

foram mantidas a 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de CO,.

Quando ja ndo havia necessidade de utilizacdo das linhas celulares para ensaios e era necessaria a sua
conservacao e armazenamento, usou-se um reagente crio-protetor (como por ex: DMSO), e as células
foram mantidas em azoto liquido (-180°C). Para procedermos ao congelamento, as células tém que
apresentar confluéncia adequada para poderem ser tripsinizadas. Assim, depois de uma etapa de
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso num volume adequado de
meio de cultura completo contendo 10% de DMSO. A suspensao final foi dividida por tubos de
criopreservacao (1 ml por cada tubo), que foram colocados a -20°C durante 4 horas, transferidos para

0 -80°C cerca de 1 a 3 dias e, posteriormente, armazenados a -180°C em azoto liquido.

3.2.5.3 Tripsinizacao
A tripsinizagcdo é um processo que permite dissociar as células entre si e liberta-las ao mesmo tempo
do suporte solido (T-flask) através de uma enzima proteolitica, a tripsina, que degrada as proteinas
associadas a adesado celular. Esta técnica s6 deve ser realizada quando as células atingem um
crescimento exponencial, ou seja, cerca de 70% a 90% de confluéncia, dependendo, nomeadamente,
do tipo de células [123].

Assim, quando as células atingiram a confluéncia pretendida, observada através do microscopio,

utilizamos esta técnica de tripsinizacao.

O processo de tripsinizacao consistiu na aspiracao do meio de cultura do T-flask, e lavou-se o mesmo
com 10 ml de tampéo fosfato salino (PBS) (90% agua miliQ e 10% PBS 10x) quente, e apds a aspiracao
deste, adicionou-se 3 ml de solucao de tripsina. As células foram incubadas em contacto com a

tripsina durante 3-5 minutos, para que as células aderidas se soltassem e dissociassem. Apds este
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tempo, observou-se as células ao microscopio para confirmacao da formacao da suspensao celular. No
entanto, em algumas situacdoes a dissociacdo das células foi dificil e recorremos muitas vezes a
movimentos mecanicos para auxiliar essa dissociacdo. Depois deste passo, a neutralizacdo da acao da
tripsina € necessaria e foi efetuada através da adicao de meio de cultura completo, uma vez que este
contém SFB, o qual permite esta inativacdo. O conteldo foi transferido para um falcon para ser
centrifugado a 1000 rpm durante 8 minutos. De seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido com meio de cultura completo correspondente (quantidade em ml ajustavel consoante
o pellet). A suspensdo celular foi colocada em novos T-flasks (apenas uma aliquota, com volume e
concentracao celular ajustavel ao tamanho do T-flask), ou utilizada para contagem, preparacao
posterior de suspensdes celulares e sementeira para realizacao de um ensaio de viabilidade celular
(ensaio MTT).

3.2.5.4 Contagem e sementeira celular

A suspensao celular resultante do ultimo passo da tripsinizacdo permite semear as células para depois

realizar ensaios.

Primeiramente é necessario proceder a contagem do nimero de células para que estas possam ser
semeadas na densidade adequada. Assim, retiraram-se 10 pl de solucao de azul de triptano (0,4%)
para um tubo eppendorf ao qual se adicionaram mais 10 pl da suspensado celular. O conteldo
resultante foi aplicado na lamela da camara de Neubauer, procedendo-se a contabilizacdo do nimero
de células em cada quadrante. Para o calculo do volume a retirar da suspensao celular em estudo foi
necessario calcular a média de células existentes por quadrante e multiplicar-se o valor obtido por 2
(devido a diluicdo das células pela adicao da solucdo de azul de triptano). Depois, aplicou-se a
formula de Neubauer para saber a concentracgao inicial de células para de seguida fazer a diluicao

adequada.

Na presente avaliacdo biologica, as células foram semeadas em placas multiwells de 96 pogos e
preparou-se uma suspensao celular de 2x10“ células/ml. Esta suspensao foi colocada em 60 pocos da
placa (100 pl), nos pocos centrais, enquanto que nos pocos circundantes foi adicionado apenas agua
esterilizada, funcionando como os “zeros”. As placas foram incubadas durante 48 horas, para

favorecer a aderéncia e o crescimento celular antes de proceder a aplicacao dos compostos.

3.2.6 Ensaio de viabilidade celular (ensaio MTT)

0 ensaio de MTT tem sido bastante utilizado para testar compostos potencialmente anticancerigenos
e baseia-se na clivagem redutiva celular (através da enzima mitocondrial sucinato-desidrogenase em
células viaveis), do MTT (sal solivel em agua, o brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio) a cristais de formazano insolUveis (cor azul-arroxeado), impermeaveis as

membranas celulares sendo que se considera que a quantidade produzida é proporcional a quantidade
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de células viaveis onde se acumulam estes cristais [124, 125]. Este é um teste sensivel, preciso,
rapido e econdémico. Os cristais de formazano, depois de formados, e ao serem dissolvidos, vao
absorver na regiao do visivel o que permite a sua quantificacdo através de espectrofotometria. Assim,
este ensaio depende do numero de células presentes e da atividade mitocondrial, sendo a quantidade

de formazano produzida considerada proporcional ao nimero de células viaveis [126].

Para proceder ao ensaio propriamente dito, é necessario, dias antes, semear as células nas placas o
que implica a tripsinizacao das células, incuba-las durante um periodo de tempo com os compostos

em estudo, neste caso, 48h, e s6 depois realizar o ensaio.

E de salientar que em todos os procedimentos das técnicas de cultura celular, as condicdes assépticas
e de seguranca foram seguidas cuidadosamente, e, principalmente neste ensaio de viabilidade celular
uma vez que o MTT é fotossensivel e, porque deve ser manuseado cuidadosamente desde a sua

pesagem, a sua adicdo e remocdo uma vez que € um agente carcinogénico.

3.2.6.1 Preparacao e incubacao dos compostos

Para realizar o estudo de viabilidade celular, foram preparadas solucées mae (10 mM) dos compostos,
C2, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C11a e C12, e ainda da diosgenina e da solucao controlo do 5-FU (5-
fluorouracilo), dissolvidos em etanol absoluto (99%) e posteriormente armazenados a 4°C.

Foram entao testados os seguintes compostos nas diferentes linhas celulares:

e Diosgenina, Sigma Aldrich (Portugal); \

e Solucao de 5-FU (5-fluorouracilo);
o (2
o (4
e (5
e C6; 10 Compostos sintetizados,
. diosgenina comercial e solucao de 5-
o (C7;
FU
e (8;
e (9;
. C10;
e (CMla;

C12. /

Os ensaios realizados neste estudo de viabilidade celular, foram desenhados para determinacao do
ICso (concentracao de composto que inibe 50% do crescimento celular), ou seja, foram ensaios de
curva concentracao-resposta. Assim, a partir das solucdbes mae preparadas anteriormente foram
preparadas seis solucdes diluidas no respetivo meio de cultura com as concentracoes de 0,01 pM, 0,1

UM, 1 pM, 10 pM, 50 pM, e 100 pM (fig.19). Apos a sementeira, aderéncia e crescimento celular,
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durante 48 horas foram aplicadas estas solucées com os compostos as células. Seguidamente, a placa
foi novamente incubada durante 48 horas. Posteriormente realizou-se o ensaio MTT para avaliar a

viabilidade celular a estas seis diferentes concentragcées de compostos.

A placa continha wells com apenas meio de cultura, sem células nem compostos, que correspondeu,
no ensaio de MTT, a primeira coluna da placa, dos pocos B a G, inclusive, como se pode observar na
fig.19, dois controlos negativos (apenas células e meio de cultura, colunas indicadas com um C) e os

compostos aplicados conforme as concentracdes assinaladas igualmente na fig.19.

Posto isto, apds a observacdo das células ao microscopio, o meio de cultura foi removido dos pocos e
adicionadas as solucdées dos compostos (n=4), conforme as concentracoes assinaladas na fig.19, e nas
colunas onde esta representado um “C” na mesma fig.19, abaixo, foi adicionado apenas meio de
cultura, representando, depois, no ensaio MTT, os controlos negativos. As células foram incubadas
com os compostos durante 48 horas e, posteriormente, realizou-se o ensaio MTT para avaliar a

viabilidade celular.

3.2.6.2 Ensaio de viabilidade celular propriamente dito (ensaio MTT)

Terminado o tempo de incubacao das células com os compostos a avaliar, procedeu-se a aspiraciao
cuidadosa do sobrenadante (meio de cultura) de cada poco, e a agua presente nos pocos da primeira
coluna (de B-G, assinalado na fig.19) que funcionaram como os “zeros”. De seguida, fez-se a lavagem
com PBS, e, por fim, adicionou-se, na auséncia de luz, 100pL da solucdo de MTT a cada poco
(previamente dissolvido em PBS e no meio de cultura incompleto). As placas, ja com a solucdo de
MTT adicionado, permaneceram durante um periodo de 4 horas em contacto com as células, numa
atmosfera de 37°C em 5% de CO,. Apos o tempo de incubacdo, aspirou-se cuidadosamente o
sobrenadante existente nos pocos das placas e adicionou-se 100uL de DMSO para solubilizar os cristais
de formazano, de forma a serem quantificados, obtendo-se uma solucao de cor arroxeada.
Seguidamente, quantificou-se a absorvancia, a 570 nm, num leitor espectrofotométrico. A
intensidade da cor é diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazano formados,
sendo que, como ja foi referido anteriormente, a absorvancia esta relacionada com o nimero de
células viaveis no final do ensaio. No fim do ensaio, as placas sdao descartadas no contentor dos

residuos quimicos (contentor vermelho).
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\__ CompostoA  J\  CompostoB )

Fig. 19 - Esquema representativo das microplacas para o ensaio de curva dose-resposta, com uma
gama de diferentes concentracdes (pUM). Foram realizados ensaios com n=4, para todas as
concentracoes.

3.2.7 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € um método que pode utilizado para avaliar a viabilidade celular. Neste
estudo, o objetivo foi a analise da viabilidade celular por marcacao com iodeto de propidio (IP). Para
0 ensaio de citometria de fluxo, utilizou-se a linha celular PC-3 e os compostos diosgenina e 5-FU,
adquiridos comercialmente, e os C2 e C9, sintetizados, selecionados considerando os seus resultados
em ensaios MTT. As células foram semeadas em caixas de 12 wells, numa densidade de 4x10*
células/mL num volume de trabalho de 1mL, e incubaram-se durante 48horas. Apds este tempo,
foram adicionados os compostos nas concentracoes de 50uM e fez-se incubacao durante 24horas.
Como controlo negativo utilizaram-se células ndo tratadas e como controlo positivo o composto 5-
flourouracilo e diosgenina, também a 50uM.

Apos as 24 horas de incubacdao com os compostos, os sobrenadantes de cada poco foram recolhidos
para diferentes falcons de 15mL, e de seguida lavou-se cada poco com 400uL de PBS, recolheu-se
depois para os falcons com os sobrenadantes correspondeste do poco e manteve-se em gelo.
Entretanto, procedeu-se a tripsinizacao das células com 400ul de solucao de tripsina e incubou-se por
5 minutos e, seguidamente, adicionou-se 400ul de meio completo frio. Por fim, obteve-se uma
suspensao de células que foram colocadas nos respetivos falcons contendo ja o sobrenadante
anterior. De seguida, centrifugou-se durante 8 minutos a 1000 r.p.m., aspirou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em 400ul de meio frio com uma solucao de EDTA (agente quelante do calcio)
a 2mM. O EDTA foi adicionado de uma solucdo ja preparada a 0,123M. Este passo foi inserido no

processo de citometria de fluxo uma vez que o EDTA age como quelante, formando complexos muito
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estaveis com diversos ides metalicos, essencialmente com o CaZ* e Mg¥*, presentes nas células
permitindo o desagregar das células entre si e mantendo-as em suspensdo, através das suas

propriedades proteoliticas sobre as proteinas intercelulares de adesao.

Da suspensao celular resultante transferiu-se 398 pl para tubos de citometria de fluxo (tubos FACS) de
5mL, seguindo-se da adicdo do marcador iodeto de propideo (2ul). Os tubos foram ligeiramente
agitados, mantidos no escuro e em gelo. Posteriormente, realizou-se a aquisicao de dados no
citometro de fluxo, até um total de 20.000 eventos e, para tal, utilizou-se software BD CellQuest Pro

para a aquisicao, e posterior analise de dados.

Para determinar a percentagem de células viaveis e mortas foi necessario, no software, determinar e
definir inicialmente trés regides para excluir “debris”. Assim, a analise da marcacao por iodeto de
propidio foi efetuada em dot plots, apresentando eventos contidos nas regides R1, R2 e R3 definidas.

Para cada composto foi realizada uma analise em triplicado, n=3.

3.2.8 Andlise estatistica

Para comparar os resultados obtidos, recorreu-se a uma analise estatistica. Os resultados graficos
provenientes do ensaio de MTT foram expressos como valores médios + desvio padrao, e foram
tratados no programa Microsoft Excel. A comparacdo entre os multiplos grupos foi analisada pelo
teste t-Student para determinar a existéncia de diferencas significativas entre as médias. Esta
diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05. Os valores de 1Cso indicados
foram calculados a partir da curva dose-resposta de regressao nao linear, por calculos de ajustamento
sigmoide. No caso da citometria de fluxo, para comparar resultados obtidos também se recorreu a
uma analise estatistica, onde a comparacao entre os multiplos grupos foi analisada pelo teste ANOVA.

A diferenca entre as médias, foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1 Sintese Quimica
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Fig. 20 - Esquema geral da sintese quimica realizada
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0 objetivo principal da sintese quimica apresentada neste trabalho teve como foco a preparacdo de
varios derivados oxidados da diosgenina. Para tal objetivo se concretizar, foram realizadas varias
reacoes de oxidacdo, incluindo epoxidacdes, e algumas hidrolises de alguns compostos oxidados. O
esquema da fig.20 representa toda a sintese feita para obter os dez compostos finais. O primeiro
passo foi sintese do intermediario, acetato de diosgenina, pretendendo-se proteger o grupo OH, uma

vez que poderia reagir em condicoes reacionais usadas para efetuar outras oxidacoes.

A epoxidacao da diosgenina e do acetato de diosgenina com MMPP, que originou o composto C10 (que
mais tarde foi utilizado como substrato para a sintese do composto 11a) e C11a+C11b (usados para a
sintese do composto C12), inicialmente foi realizada com MCPBA, um oxidante bastante utilizado na
sintese organica [127]. No entanto, usando este oxidante, apds analise 'H RMN verificou-se que o
composto obtido estava impuro, tendo sido detetada presenca de residuos do oxidante e do co-
produto da reaccdo (acido m-clorobenzédico). Como mesmo apds a realizacdo de cromatografia em
coluna, os referidos residuos continuavam presentes, optou-se por outra via de epoxidacao, utilizando
outro oxidante com propriedades similares, mas mais hidrossolivel, o MMPP. O MMPP é relativamente
estavel, pelo que o seu manuseio € menos perigoso, e devido a sua solubilidade em agua, o workup
reacional torna-se mais facil. Por estas vantagens, este oxidante tem sido bastante utilizado como
alternativa para epoxidar substratos menos polares, em solventes apropriados e, apesar da velocidade
de acdo ser mais lenta, a epoxidacdo de A’-esteroides é mais estereosseletiva [117, 128]. Deste

modo, com este oxidante ja foi possivel obter os produtos pretendidos.

A epoxidacao do acetato de diosgenina com KMnO, combinado com Fe,(S0O4).7H,0 para se obter o
composto C8 (que foi depois hidrolisado para originar o produto final C9) tentou-se inicialmente
usando isopropanol e, mais tarde, com n-butanol, devido a indisponibilidade, nessa altura, do terc-
butanol (catalisador de transferéncia de fase descrito na literatura para esta reacgao), sem sucesso.
S6 quando, posteriormente, se adquiriu o terc-butanol é que a reacao ocorreu, o que significa que

esta reacdo parece ser marcadamente dependente do tipo de alcool usado [115].

No caso da hidrolise destes epoxidos, usou-se Na,CO; [116] em vez do habitual NaOH ou KOH para

reduzir o risco de ocorrer abertura hidrolitica do anel oxirano, o que se verificou nao ter ocorrido.

Por outro lado, a oxidacao da diosgenina pelo reagente de Jones, que originou o composto C2, foi
conseguida com sucesso, apos purificacdo de cromatografia em coluna. Este resultado foi também um
pouco surpreendente, uma vez que em condicdes similares a esta esta referida a formacéao de A*-3,6-

dicetonas esteroides [110, 129].

Quanto a reacao de oxidacao alilica do acetato de diosgenina, a fim de se obter o composto C3, que
hidrolisado deu origem ao composto final C4, também decorreu como esperado [111], tendo apenas

sido necessaria a purificacdo de cromatografia em coluna.
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As reacoes de beta-hidroxilacao da diosgenina e do acetato de diosgenina, que originaram os
compostos C5, Cé e C7, respetivamente, decorreram igualmente como esperado [114], sendo também
efetuada a purificacdo destes trés compostos por cromatografia em coluna para obter os produtos

com elevado grau de pureza.

Um dos objetivos desta sintese era a obtencdo da diosgenina com 5a- e 6B-hidroxilos, composto 12,
uma vez que o oxiesterol correspondente da série colestano esta descrito com sendo altamente
citotoxico [36]. Assim, tentou-se, inicialmente, obter este compostos através da reacao de
dihidroxilacao [130] direta do acetato de diosgenina com SeO, e H,0, [118], mas a reacdo nao
ocorreu, pelo que se optou por hidrolisar os compostos C11a+C11b com HClO, [43], e obteve-se

diretamente o triol, como pretendido [118].

A tabela 1 apresenta os rendimentos finais obtidos para cada composto. Os rendimentos mais baixos
foram os dos compostos C4, C5, C6 e C7. Estes rendimentos devem-se ao facto dos compostos em
questao terem sido purificados por coluna cromatografica, onde pode ter havido algumas perdas de
composto. O composto C2 também foi purificado por coluna cromatografica mas apresenta um

rendimento mais favoravel que os compostos anteriores.

Tabela 1 - Lista dos rendimentos obtidos dos
compostos sintetizados

Compostos Finais Rendimentos
Finais (%)

Acetato de diosgenina 97%
C2 58%
c4 28%
C5 33%
C6 25%
c7 17%
cs8 64%
c9 73%

c10 93%
C11a 91%
c12 70%

43



Sintese e avaliacdo bioldgica de derivados oxidados da diosgenina como agentes anti tumorais

No que respeita a caracterizacdo dos compostos sintetizados realizada mediante espetros de IV, 'H
RMN e 3C RMN), sdo apresentados alguns dados relevantes para algumas estruturas. No caso do
composto 8, resultante da reacao de epoxidacao do acetato de diosgenina com KMnO, e sais
metalicos, no espetro 'H RMN, verificou-se a presenca de um sinal a 3,08 ppm, correspondente ao
protdo 6a-H e no espetro de '3C RMN observou-se dois sinais caracteristicos do epoxido C° (62,51 ppm)
e C® (63,43 ppm). Quanto ao composto C10, o diastereoisomero do C8, originado pelo mesmo tipo de
reacdo, mas usando MMPP, entre outros, os sinais que ajudaram na sua identificacdo foram, no 'H
RMN, o surgimento de um dupleto a 2,89 correspondente ao protao 6B-H deste B-epoxido e, no '3C
RMN, identificaram-se dois sinais caracteristicos, C> (65,14 ppm) e C® (61,86 ppm). Foi interessante
observar a elevada pureza isomérica destes compostos, o que é concordante com o descrito na

literatura.

O composto C11a, resultante da hidrélise do composto C10, possui sinais IV, 'H RMN, 3C RMN muito
semelhantes ao composto C9. Pela analise dos espetros, o IV apresenta uma banda a 3400 cm™
caracteristica das vibracoes do grupo OH, e perda da banda caracteristica das vibragées CH;COO, no
espetro 'H RMN, também a presenca do sinal caracteristico é notoria a 2,90 ppm do protao 6a-H, no

espetro "3C RMN os sinais caracteristicos do epoxido estavam presentes C> (65,66 ppm) e C° (66,84).

Em relacdo a abertura do anel epoxido C12, os sinais caracteristicos para a identificacdo deste
composto foram: ao nivel do espetro IV, estdo representadas duas bandas caracteristicas das
vibracées do grupo OH a 3495cm™ e a 3316cm™ (OH); no espetro 'H RMN sao de salientar os sinais dos
hidrogénios ligados aos carbonos hidroxilados; no espetro '*C RMN observaram-se, entre outros, os
sinais dos carbonos C¢ (74,24 ppm), C° (74,47ppm) e C3 (66,09ppm).

A hidrélise do composto obtido pela oxidagao alilica do acetato de diosgenina originou C4. Em relacao
ao espetro de IV, este composto apresenta bandas caracteristicas de vibracées do grupo (OH) a
3442cm™ e do grupo carbonilo (C=0, do carbono C7) a 1670cm™. Em relacdo aos sinais do espetro 'H
RMN, um sinais que auxilia a identificacao deste composto encontra-se a 5,70 ppm (H-6). Para
auxiliar nesta caracterizacao, os carbonos caracteristicos deste composto em *C RMN, sao o C7 (C=0)
a 202,17ppm, o C*> a 165,82ppm, o C a 126,36ppm e o C3 a 70,90ppm.

Por fim, o composto C2, sintetizado através da oxidacdo da diosgenina com o reagente de Jones,
originou um sinal novo no espetro IV importante que permitiu a sua rapida identificacdo, a 1688cm™’

(C=0 conjugado). No espectro de 'H RMN surgiu um sinal caracteristico a 6,12ppm, do protédo H-4.

Depois de todas estas analises das caracterizacoes dos compostos sintetizados, pode-se afirmar que o
conjunto da analise IV, '"H RMN e 3C RMN é essencial e imprescindivel aquando da identificacao dos

compostos em questao.
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4.2 Avaliacao Biologica

Para demonstrar a potencialidade anti-cancerigena dos compostos derivados oxidados da diosgenina,
foram realizados ensaios de viabilidade celular. Assim, os compostos C2, C4, C5, Cé6, C7, C8, C9, C10,
C11a e C12 (depois de sintetizados e purificados), e ainda a diosgenina e o controlo 5-FU foram
testados em diferentes linhas celulares: MCF-7 (cancro da mama), LNCaP e PC-3 (ambas linhas
celulares do cancro prostatico). Para isso, realizaram-se de estudos para obter curvas concentracao-
resposta através do ensaio MTT. Os controlos positivos escolhidos, para efeitos de comparacéo, foram
o 5-FU uma vez que este composto é utilizado comercialmente no tratamento do cancro,
nomeadamente no cancro da mama [131, 132] e também a diosgenina, uma vez que € o substrato de
toda a sintese quimica descrita e porque tem sido um esteroide, precusor de muitos outros
esteroides, alvo de muitos estudos na area da oncologia, tendo sido testada em cancros da mama e
prostata, entre outros [56, 77]. O tempo de incubagao apds sementeira das células e apds adicao dos

compostos nestes ensaios foi de 48h.

4.2.1 Determinacao dos ICso dos compostos sintetizados e comparacao da sua acao

nas diferentes linhas celulares

Mediante os ensaios MTT realizados, obtiveram-se as curvas de concentracao-resposta. Através destas

curvas, quando possivel, foi efetuado o calculo dos valores de I1Cs, dos compostos.

Segundo dados da literatura, o ICsq do 5-FU nas células MCF-7 é 0,71pM, usando o ensaio colorimétrico
da sulforrodamina B (SRB) [131]. Mediante o ensaio MTT, na mesma linha celular e apds 24h de
incubacao, o ICs, calculado foi 12,03uM e apos 48h de incubacao foi 6,16uM. O mesmo composto ja foi
estudado também nas células PC-3 e LNCaP apresentando ICs, de 19,5uM e 68,5uM, respetivamente,
em ensaios com 48h de exposicao [133]. No caso do presente estudo, os ICs; determinados para o
controlo positivo, 5-FU, nas MCF-7 foi 15,75uM, nas PC-3 foi 11,70uM e nas LNCaP foi 72,08uM, sendo

valores bastantes proximos aos valores apresentados na literatura.

Quanto a diosgenina, o seu efeito anti-cancerigeno ja foi bastante estudado nas células PC-3. De
acordo com a literatura, abaixo da concentracao 20puM, a uma incubacao de 48h, este composto nao
afeta significativamente a viabilidade celular. Por outro lado, e apesar de nao afetar a viabilidade
celular a baixas concentracodes, este composto inibe a migracao das células PC-3 [56]. Este composto
também foi testado em células do cancro da mama, nomeadamente em células MCF-7, em que a
baixas concentracdes também n&o afeta significativamente a viabilidade celular, apresentando um
IC50=11,03uM [63, 70]. Para além de testada nestes dois tipos celulares (MCF-7: 1C5,=33,71uM e PC-3:
IC50=68,50uM), a diosgenina também foi testada nas LNCaP, células da prostata responsivas a

androgénios, em que apresentou um ICso de 42,38uM.

Posto isto e através da analise comparativa dos dados de ICsy determinados e apresentados na tabela

2, podemos inferir que os melhores compostos, a nivel de ICso, nas células LNCaP sdao o C2
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(1C50=69,78uM), o C5 (IC50=55,93pM), o C4 (IC50=51,72pM), o C7 (IC50=49,53uM), o C11a (ICs0=4,205uM)
e 0 C12 (IC5=0,097puM). Assim, podemos confirmar que os compostos que parecem ser mais potentes
sdo o epoxido C11a (5a,6a-epoxido com o 3B-OH livre) e o composto derivado da abertura do anel
epoxido, C12 (triol). E interessante notar que o 5a,6a-epéxido com o 3B-OH acetilado (C10) é muito

menos citotdxico que o analogo com o OH livre (C11a).

Quanto as células MCF-7, os valores de ICs, mais relevantes foram para os compostos C2
(IC50=67,46uM), 0 C8 (IC50=9,217uM) e o0 C6 (IC50=0,933uM). Ou seja, neste caso, sao os derivados da
diosgenina acetilada com um b5a,6a-epoxido ou com um 4B-OH que parecem afetar mais a

proliferacao celular a baixas concentracoes.

Nas células PC-3, o composto com ICs, mais relevante foi o C12 (IC5p=36,80uM), composto derivado da
abertura do anel epdxido, seguido do epoxido C11a (IC50=46,32uM) e do composto 4B-hidroxilado-3B-
acetilado C6 (IC50=47,91uM. Este derivado, C6, parece afetar mais as células MCF-7 e PC-3, ao

contrario do que acontece nas LNCaP.

Assim, tendo em conta esta analise dos valores de ICsy dos diferentes compostos (derivados oxidados
da diosgenina) testados nas diferentes linhas celulares, representados na tabela 2, podemos inferir
que um mesmo composto em estudo pode apresentar ICsy diferentes nas diferentes linhas celulares.
De facto, alguns destes compostos tém alguma seletividade para uma determinada linha celular e,
consequentemente, para um determinado cancro. Neste ambito, as células PC-3, parecem ser menos
afetadas que as linhas celulares MCF-7 e LNCaP, o que estar relacionado com o facto de estas células
nao serem responsivas a hormonas e com o facto destes compostos serem esteroides, havendo a

possibilidade de interagirem em maior ou menor extensao com recetores hormonais.

Fazendo uma comparacao com o ICs5, da diosgenina nas diferentes linhas celulares, podemos verificar
que ha compostos com ICs, nas trés linhas celulares inferiores aos calculados para a diosgenina, o que
nos leva a deduzir que poderao ser mais potentes do que o proprio precursor como agentes anti-
proliferativos. De facto, e por exemplo, o 5a,6a-epoxido com o 3B-OH livre (C11a) e o triol (C12)
parecem afetar muito mais as LNCaP do que as PC-3. Por outro lado, as células MCF-7 parecem ser
muito mais afetadas que as células prostaticas pelos compostos Cé6 e C8. Adicionalmente, podemos
afirmar que estes 4 compostos aparentam ser os mais promissores neste trabalho, no que respeita aos

seus I1Csg.

No entanto, mais estudos necessitam de ser efetuados para confirmar e complementar esta
informacao e permitir uma melhor compreensao destes resultados. Além disso, o estudo do efeito de
todos estes compostos em linhas celulares normais (Ex: fibroblastos normais da derme humana), de
forma a provar se existe toxicidade seletiva destes compostos também tera de ser efetuado

futuramente.
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Os compostos C10, C11 e C13, na tabela 2, nas células MCF-7 nao apresentam valores de ICs
calculados, isto porque depois dos varios ensaios realizados destes compostos nestas células, os
graficos das curvas de dose-resposta obtidos ndo foram satisfatorios para a determinacao desse

mesmo valor e, a realizacdo de mais ensaios de viabilidade celular (MTT) é necessaria.

Tabela 2 - Valores de ICso para os compostos sintetizados testados nas diferentes linhas celulares e os
controlos 5-FU e Diosgenina.

Composto Linha Celular Icso R?
Diosgenina LNCaP 42,38 0,89
PC-3 68,50 0,81
MCF-7 33,71 0,89
5-FU LNCaP 72,08 0,78
PC-3 11,70 0,89
MCF-7 15,75 0,71
Cc2 LNCaP 69,78 0,66
PC-3 95,45 0,96
MCF-7 67,46 0,75
C4 LNCaP 51,72 0,62
PC-3 >100 _
MCF-7 >100 _
Cc5 LNCaP 55,93 0,73
PC-3 >100 _
MCF-7 >100 _
Cé LNCaP 86,99 0,77
PC-3 47,91 0,84
MCF-7 0,933 0,72
c7 LNCaP 49,53 0,89
PC-3 >100 _
MCF-7 >100 _
c8 LNCaP 97,24 0,76
PC-3 >100 _
MCF-7 9,217 0,81
c9 LNCaP >100 _
PC-3 >100 _
MCF-7 >100 _
Cc10 LNCaP >100 _
PC-3 >100 _
MCF-7 _ _
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C11A LNCaP 4,205 0,75
PC-3 46,32 0,83

MCF-7 _ -
C12 LNCaP 0,097 0,65
PC-3 36,80 0,80

MCF-7 _ _

4.2.2 Apresentacao das curvas dose-resposta - avaliacao da viabilidade celular

De seguida, apresentam-se os resultados obtidos nos ensaios de avaliacao dos efeitos na proliferacao

celular da diosgenina e do composto com maior potencial para cada linha celular, MCF-7, LNCaP e PC-

3.

MCF-7:

CONTROLO

Diosgenina 8.9.16 - MCF-7

0,01 0,1 1 10 50

*

100

Grafico 1 - Proliferacao celular relativa na linha celular MCF-7 incubadas com a diosgenina, numa
gama de concentragcdes entre 0,01 pM e 100 pM por 48 horas. Os dados das percentagens de
proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao representadas como
médias e as linhas o desvio padrao. *p <0,05 versus respetivo controlo (teste t-Student), n=4.

Passagem 26 das células.

Analisando o grafico 1, verifica-se um decréscimo mais significativo da proliferacdo celular relativa a

partir da concentracao de 1puM de diosgenina. Para esta linha celular incubada com a diosgenina

comeca a verificar-se uma diminuicao gradual da proliferacao celular relativa nas concentracées mais

baixas, sendo esta mais acentuada nas concentracoes de 50uM e 100puM, como esperado [63, 70].
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Grafico 2 - Proliferacao celular relativa na linha celular MCF-7 incubadas com o composto Cé6, numa
gama de concentracoes entre 0,01 pM e 100 pM por 48 horas. Os dados das percentagens de
proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao representadas como
médias e as linhas o desvio padrao. *p <0,05 versus respetivo controlo (teste t-Student), n=4.
Passagem 26 das células.

O grafico 2 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da proliferacao celular do composto Cé nas
MCF-7. Pela sua observacao, verifica-se um decréscimo significativo da proliferacao celular relativa
logo a partir da concentracao de 0,1uM do composto. Para esta linha celular incubada com este
composto C6 comeca a verificar-se uma diminuicao gradual da proliferacao celular relativa a partir
dessa concentracao, sendo esta mais acentuada nas concentracdes de 10uM, 50uM e 100puM. O ICs

calculado para este composto foi bastante baixo, como ja foi descrito anteriormente (IC50=0,933uM).
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Grafico 3 - Proliferacao celular relativa na linha celular PC-3 incubadas com a diosgenina, numa
gama de concentracoes entre 0,01 pM e 100 pM por 48 horas. Os dados das percentagens de
proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao representadas como
médias e as linhas o desvio padrdo. *p <0,05 versus respetivo controlo (teste t-Student), n=4.
Passagem 29 das células.

49



Sintese e avaliagdo biologica de derivados oxidados da diosgenina como agentes anti tumorais

Analisando o grafico 3, verifica-se que existe um decréscimo significativo da proliferacdo das células

PC-3 apenas nas concentracdes de 50uM e 100pM de diosgenina. Este resultado esta de acordo com o

descrito anteriormente na seccao (4.2.1) e segundo a literatura [56].
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Grafico 4- Proliferacao celular relativa na linha celular PC-3 incubadas com o composto C12, numa
gama de concentracdes entre 0,01 pM e 100 pM por 48 horas. Os dados das percentagens de
proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao representadas como
médias e as linhas o desvio padrdo. *p <0,05 versus respetivo controlo (teste t-Student), n=4.
Passagem 36 das células.

Pela observacao do grafico 4, verifica-se um decréscimo acentuado e significativo da proliferagao

celular relativa nas concentracoes mais elevadas, 50pM e 100pM, causado pelo composto C12 (5,6-

diol-3B-0H). O valor de ICso deste composto é de 36,80uM, o melhor ICs, nestas células.
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Grafico 5 - Proliferacao celular relativa na linha celular LNCaP, incubadas com a diosgenina, numa
gama de concentracdes entre 0,01 pM e 100 pM por 48 horas. Os dados das percentagens de
proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao representadas como
médias e as linhas o desvio padrdo. *p <0,05 versus respetivo controlo (teste t-Student), n=4.
Passagem 27 das células.
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No grafico 5, estao apresentados os resultados obtidos no estudo da proliferacao celular relativa das
células LNCaP quando incubadas com a diosgenina. Assim, pode observar-se que sd nas concentracoes
de 50uM e 100uM ocorreu um decréscimo significativo da proliferacdo celular relativa. O valor de ICs

da diosgenina nestas células é 42,38uM.
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Grafico 6 - Proliferacao celular relativa na linha celular LNCaP, incubadas com o composto C12,
numa gama de concentracdes entre 0,01 pM e 100 pM por 48 horas. Os dados das percentagens de
proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, onde as barras sao representadas como
médias e as linhas o desvio padrao. *p <0,05 versus respetivo controlo (teste t-Student), n=4.
Passagem 27 das células.

Analisando o grafico 6, verifica-se que existe um decréscimo gradual, significativo, da proliferagao
celular relativa a partir da concentracao de 0,1uM do composto C12 (triol). Esse decréscimo, ao ser
observado logo nas concentracdes mais baixas, reflete-se no valor de ICs, calculado para o composto:
0,097uM.

4.3 Avaliacao morfologica das células sob a acdao dos compostos
sintetizados

A fim de se fazer uma avaliacao posterior do efeito de alguns compostos nas células, foi efetuado um
registo fotografico, em duas das trés linhas celulares em estudo, com controlos negativos (so6 células
e meio), controlos positivos (neste caso, incubadas com o 5-FU e com a diosgenina) e com dois

compostos previamente escolhidos consoante os seus resultados nos ensaios MTT.

Esta percecao qualitativa também é interessante comparada com a avaliacao quantitativa uma vez
gue nos pode dar uma pequena indicacao dos resultados que pudemos obter nos ensaios de citometria
de fluxo. Com a observacao e registo fotografico podemos observar em tempo real, ou seja, podemos

ver a acao exercida dos compostos nas células no momento desta apreciacao e as diferencas que eles
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causaram ao longo do tempo de incubacao. Essas diferencas passam pela observacao da alteracao da

morfologia celular, o tamanho, e a presenca ou nao de detritos celulares.

4.3.1 Avaliacao morfologica de alguns compostos nas células MCF-7
Apods a sementeira das células em placas de 6 wells, n=2, estas foram incubadas com os compostos (5-
FU, diosgenina, C9 e C12). Passadas 24h desta incubacdo, foi realizada a observacao e registo

fotografico das alteracdes a nivel morfoldgico destas células.

Fig. 21 - Avaliacdo morfologica das células MCF-7: A - Controlo negativo; B- expostas ao 5-FU; C -
expostas a diosgenina; zoom:100x

Pela observacao da fig. 21 primeiramente podemos afirmar que existem diferencas entre os controlos
positivos (B e C) e o controlo negativo (A), ou seja, as células MCF-7 expostas ao 5-FU e diosgenina

mostram diferencas a nivel da morfologia, quantidade de células distribuidas e agregados.

Na imagem B, pode ver-se algumas diferencas na morfologia, e pode ver-se também a existéncia de
alguns detritos celulares, que poderao ser provenientes da apoptose celular (detritos apoptdticos). Na
imagem C (células expostas a diosgenina), as diferencas morfologicas sao ainda mais significativas,

sendo que a forma das células passou a ser mais arredondada e com tamanho menor.

Fig. 22 - Avaliacdo morfoldgica das células MCF-7: A - Controlo negativo; B- expostas ao composto
C9; C - expostas ao composto C12; zoom:100x

Na fig. 22, também se pode observar que existem diferencas entre as imagens E e F, células expostas
ao composto C9 e células expostas ao composto C12, respetivamente, em relacdo ao controlo D. Na

imagem E, células expostas ao composto C9, pode observar-se a presenca de detritos e aglomerados
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celulares que ndo estavam presentes no controlo D. Na imagem F, células expostas ao composto C12,
as células aparentam estar mais pequenas e com uma morfologia irregular, diferente do controlo D,

sendo mais notodria a diferenca do que em relacdo a imagem E.

4.3.2 Avaliacao morfologica de alguns compostos nas células PC-3 (pré-citometria de

fluxo)

Apos a sementeira das células em placas de 12 wells, n=4, estas foram incubadas com os compostos
(5-FU, diosgenina, C2 e C9). Passadas 24h, foi realizada a observacao e registo fotografico das
alteracoes a nivel morfoldgico destas células imediatamente antes da técnica de citometria de fluxo,

descrita na seccao seguinte (4.4).

Fig. 23 - Avaliacdo morfoldgica das células PC-3: A - Controlo negativo; B- expostas ao 5-FU; C - expostas a
diosgenina; zoom:100x

Pela observacao da fig. 23, pode-se afirmar que existem diferencas entre os controlos positivos (B e
C) e o controlo negativo (A), ou seja, as células PC-3 expostas ao 5-FU e diosgenina, respetivamente,
mostram grandes diferencas a nivel da morfologia, quantidade de células distribuidas e agregados. As
células PC-3 tém grande poder proliferativo, como se pode observar pela imagem A e nas imagens B,
C, expostas a agentes anti-cancerigenos como o 5-FU e diosgenina é notdria uma menor quantidade

de células.
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Na imagem B, pode ver-se também algumas diferencas na morfologia, sendo que as células
aparentam estar mais arredondadas. Na imagem C da fig. 22, com as células expostas a diosgenina, as
diferencas morfoldgicas, tal como se observou nas células MCF-7, sao mais significativas, sendo que a
forma das células passou a ser mais arredondada e com tamanho menor, o que se pode traduzir num
maior nimero de células mortas pela observacdo da imagem. Mais tarde, nos ensaios de citometria de
fluxo, seccao 4.4, confirmou-se esta observacao em relacao aos efeitos da diosgenina nas células PC-
3.

Fig. 24 - Avaliacdo morfoldgica das células PC-3: A - Controlo negativo; B- expostas ao composto C2; C -
expostas ao composto C9; zoom:100x

Na fig. 24, pode-se verificar que existem diferencas entre as imagens E e D, ou seja, entre as células
expostas ao composto C2 e o controlo. O mesmo parece nao acontecer entre a imagem F, células
expostas ao composto C9, em relacdo ao controlo D. Na imagem E, células expostas ao composto C2,
pode observar-se diferencas morfologicas das células uma vez aparentam ser mais pequenas € ao
mesmo tempo mais irregulares. Quanto a imagem F, pode observar-se que parece ser bastante similar
ao controlo, D. Estas observacdes também parecem concordantes com os resultados verificados no

estudo por citometria de fluxo.

4.4 Citometria de fluxo

A fim de avaliar a morte celular e viabilidade das células PC-3 expostas ao tratamento por 24 horas
com os compostos C2 e C9, foi realizada a técnica de citometria de fluxo, apds marcacdao com iodeto
de propidio (IP). O IP é uma sonda fluorescente que permite avaliar a integridade da membrana
plasmatica, ou seja, se as células integrarem o IP, poderemos concluir que houve perda dessa
integridade da membrana ligando-se este ao seu ADN, sendo que as células normais sao impermeaveis

ao mesmo [134].

A técnica de citometria de fluxo permite descriminar célula a célula, evento a evento, subpopulacoes

com base no seu estado fisioldgico e metabolico. A andlise da citometria de fluxo recorrendo a
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marcacao pelo IP € um método simples e rapido para diferenciar facilmente células viaveis de células

mortas, criando-se assim duas subpopulacoes [135].

Os resultados obtidos por citometria de fluxo com IP nas células PC-3, expostas ao 5-FU, diosgenina, e
composto C2 e C9, estao representados nas figuras 12 e 13, colocadas na seccao dos anexos, 8.2, na
fig. 25 e no grafico 7. Definiram-se, inicialmente trés regides: a regiao R1 corresponde a zona de
eventos no plot onde se situam as células vivas, a R2 a regido corresponde a zona de eventos no plot,
onde se situam as células mortas e uma regiao R3 intermédia, definida entre a R1 e R2. Os resultados
obtidos sugerem que a diosgenina, a 50uM, durante 24h, é o composto que originou uma morte
celular significativa em relacao ao controlo. O composto C2, em condicdes similares, também origina
alguma morte celular em relacdo ao controlo negativo, mas muito inferior a observada com a
diosgenina. Em relacao ao controlo positivo 5-FU, a 50puM, durante 24horas, 0 mesmo nao se verifica,
uma vez que este composto em relacdao ao controlo negativo nao originou uma morte celular
significativa. Em relacdo ao composto C9, os resultados foram proximos aos observados com o
controlo negativo e com o 5-FU. Contudo, é importante aumentar o tempo de incubacdo dos

compostos para se perceber com maior confianca como estes afetam as células ao longo do tempo.
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Grafico 7- representacao estatistica da viabilidade celular resultante
de todos os “dot plots” de cada composto nas trés regides: R1-
células/eventos sem IP; R2 - células/eventos marcadas com IP; R3 -
regiao intermédia de eventos. 5-Fu - 5 fluorouracilo; DO - diosgenina

O grafico 7 representa de forma estatistica, indicando os resultados estatisticamente significativos,
todos os resultados de todos os dot plots, realizados neste ensaio para o controlo e os quatro

compostos testados, mostrando as trés regies representativas e o numero relativo de eventos.

Assim, podemos concluir que a diosgenina foi o composto que originou significativamente, uma maior

percentagem de células mortas, ou seja, na regidao R2. Seguido da diosgenina, o composto C2, ainda
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conseguiu originar algumas células mortas. Para além destes resultados, existem eventos na regiao
R3, na regiao intermédia. Esta regido intermédia é um pouco indefinida, uma vez que contem os dois
tipos de marcacao e ndao podemos concluir se sdo e quais sao as células mortas e, assim poder
distingui-las das vivas. A R3, por ser uma regiao intermédia pode conter células vivas da regidao R1 e
também células mortas ou detritos celulares da regidao R2.

Outro resultado interessante a assinalar é o facto de haver diferencas entre o primeiro plot do
primeiro controlo a ser passado no citometro e o plot do Ultimo controlo, onde podemos observar
(fig. 12 e 13 da seccao 8.2, anexos) que ao longo do tempo, o nimero de células mortas vai
aumentado, de 2,2% para 4,6% mesmo tratando-se do controlo, uma vez que as células nao se

encontravam em ambiente apropriado (incubadas em atmosfera humificada, a 37°C e 5% de CO,).

Ainda neste ensaio, obteve-se um resultado interessante mas inexplicavel. Na imagem E, da fig. 13,
na seccao 8.2, anexos, no plot correspondente aos eventos com o composto C2, pode-se observar que
os eventos da regiao R1 estao mais desviados para a direita comparados com os eventos desta mesma
regiao no controlo (D) e com o plot dos eventos com o outro composto, C9. Posto isto, resolveu-se
aquando da analise dos resultados, elaborar um histograma que representa a intensidade da
fluorescéncia no canal em questdo com o count de eventos nessa regido e obteve-se o histograma

apresentado na figura 25.

Controlo
Cc2

DO

Count

5-Fu
c9

Fig. 25 -Histograma que representa a
intensidade da fluorescéncia no canal
FLA3-A vs count de eventos.

Através da observacdo do histograma, fig.25, podemos observar que a curva da intensidade de
fluorescéncia, a azul representativa dos eventos/células incubadas com o composto C2 esta mais
desviada e mais a direita das outras. Este desvio podera ser originado de uma possivel auto
fluorescéncia celular, uma vez que também se elaborou o mesmo histograma dos plots sem marcacdo
com IP e resultou num histograma idéntico. Nao se sabe o que causa essa possivel auto fluorescéncia

nas células PC-3, incubadas com o composto C2, mas € um resultado a investigar. Também no
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histograma consegue-se visualizar perfeitamente a curva correspondente aos eventos/células
incubadas com a diosgenina e perceber o seu efeito anti-proliferativo em relacao aos outros

compostos testados (curva mais baixa).
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Capitulo 6 - Conclusao e Perspetivas Futuras

A diosgenina, uma saponina encontrada em algumas espécies de plantas, é relatada como uma
biomolécula bioativa promissora tendo diversas e importantes propriedades medicinais, incluindo
propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatorias e atividades anti-proliferativas, entre outras. Por esta
razdo, a diosgenina é uma molécula potencial de interesse na prevencao / tratamento de varias
doencas. O elevado potencial de alguns dos seus analogos, ou de combinagdes desta com outros
compostos ja esta também comprovado. No entanto, € importante desenvolver novos compostos

analogos da diosgenina para melhorar a sua eficacia e reduzir os potenciais efeitos colaterais.

Assim, o principal objetivo deste trabalho foi a sintese, purificacdo e caracterizacado parcial de
derivados oxidados da diosgenina. Neste sentido, foram realizadas varias reacdes de oxidacéao,

incluindo epoxidacdes, e algumas hidrolises de alguns compostos oxidados.

A acdo anti-proliferativa dos compostos sintetizados foi avaliada em diversas linhas celulares
cancerigenas humanas, tais como em células do cancro da prostata responsivas a androgénios
(LNCaP), células do cancro da prostata nao responsivas a androgénios (PC-3) e do cancro da mama
(MCF-7). Assim, realizaram-se ensaios MTT para avaliacao dos efeitos dos compostos na viabilidade
celular. Para isso, realizaram-se estudos de concentracao-resposta com diferentes concentracoes dos
compostos (0,01uM, 0,1uM, 1uM, 10uM, 50uM, 100uM) e, apos esses ensaios, para os compostos que
mostraram efeitos significativos, calculou-se o ICso, em todas as linhas celulares estudadas. Tendo em
conta toda a analise, ensaios MTT e valores dos ICsy conclui-se que o C8 (IC5=9,217uM) e C6
(IC50=0,933uM) foram os compostos mais promissores nas MCF-7, o C11a (IC5p=4,205uM) e C12
(1C50=0,097uM) paras as LNCaP e o Cé6 (IC5=47,91uM) e C11a (IC50=46,32uM) os mais promissores nas
PC-3. Também se pode concluir que o mesmo composto pode ser promissor em linhas celulares
diferentes como o C11a nas PC-3 e LNCaP mas que mesmo assim parece ser mais potente nas células
LNCaP, que podera ser pelo facto desta linha celular ser responsiva a androgénios. O mesmo acontece

com o composto C6 nas MCF-7 e PC-3.

Quanto aos estudos por citometria de fluxo apds marcacao com iodeto de propidio, foram testados os
compostos C2 e C9 em células MCF-7, sendo que o composto C2 levou a um pequeno aumento da
percentagem de células mortas e que o C9 ndao mostrou morte celular relevante, comportando-se de

forma similar ao observado com o 5-fluorouracilo.

Assim, através deste estudo, foi possivel observar o interesse biologico dos derivados oxidados da
diosgenina sintetizados, embora mais ensaios e testes tenham de ser aplicados aos compostos mais

promissores para aprofundamento dos seus efeitos e dos seus mecanismos de acao, bem como a sua
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avaliacao da sua nao toxicidade em relacao a células normais para a continuacao da avaliacao do seu

potencial interesse como potenciais futuros compostos anticancerigenos.

Em relacdo as perspetivas futuras do trabalho descrito nesta dissertacdo, de forma a ficar um

trabalho ainda mais completo, sao de salientar os seguintes pontos:

e Em relacdo a sintese quimica, seria interessante a sintese de mais epdxidos e outros derivados
oxidados da diosgenina, por exemplo a oxidacao do composto Cé e a hidrélise do éster do C7,
entre outras hipoteses.

e Quanto a avaliacdo bioldgica, seria importante testar os compostos sintetizados em células
normais ndo cancerigenas, como por exemplo, em fibroblastos da derme humana. Por outro
lado, seria interessante testar estes compostos noutro tipo de linhas celulares para além
destas trés linhas estudadas. Além disso, seria de considerar também a variacdo do tempo de
exposicao aos compostos e, uma vez que um tumor, nao sendo uma massa homogénea de
células, mas sim constituido por diferentes células, seria interessante realizar ensaios em co
culturas e avaliar este efeito anti-cancerigeno como um todo [136]. Adicionalmente, também
€ importante a obtencdo de dados que possam dar indicacdes sobre o possivel mecanismo de
atuacao destes compostos. Depois de provada a toxicidade ou nao toxicidade dos compostos
sintetizados e de ter alguma informacdo sobre o seu mecanismo de acdo, também seria
interessante, para os mais promissores, comecar a investigar formas de administracao dos
mesmos, de forma a melhorar a eficacia terapéutica e diminuir a toxicidade deste potenciais
agentes anti-cancerigenos.

e Em relacdo ao estudo do efeito dos compostos sintetizados nas células, através ensaios de
citometria de fluxo, deveriam ser realizadas um maior nimero de experiéncias, otimiza-las
de forma a obter um valor estatistico mais fiavel e, realizar as experiéncias em todas as
linhas celulares estudadas.

e Além da citometria de fluxo, para estudar a viabilidade celular e o efeito dos compostos
sintetizados nas células, deveria realizar-se outro tipo de técnicas complementares como a

microscopia de fluorescéncia nas varias linhas celulares estudadas.
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Capitulo 8 - Anexos

8.1 Espetros RMN e IV dos compostos avaliados biologicamente

8.1.1 Espetro '"H-RMN do acetato de diosgenina (C1)
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8.1.2 Espectros 1TH RMN e 13C-RMN e IV da Diosgenona (C2)
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8.1.3 Espetros 'H RMN e '3C-RMN e IV do 7-oxodiosgenina (C4)
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8.1.4 Espetros 1TH RMN e 13C-RMN e IV do 4B-hidroxidiosgenina (C5)
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8.1.5 Espetros 'H RMN e '3C-RMN e IV do 4B-hidroxiespirost-5-en-3B-ilo (C6)
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8.1.6 Espetros 1TH RMN e 13C-RMN e IV do 6a-hidroxiespirost-4-en-3B-ilo (C7)
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8.1.7 Espetros 'H RMN e '3C-RMN e IV do acetato de 5B,6B-epoxidiosgenina (C8)
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8.1.8 Espetros 'H RMN e 3C-RMN e IV do 5B,6B-epoxidiosgenina (C9)
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Sintese e avaliagdo biologica de derivados oxidados da diosgenina como agentes anti tumorais

8.1.9 Espetros 'H RMN e '3C-RMN e IV do acetato de 5a,6a-epoxidiosgenina (C10)
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8.1.10 Espetros '"H RMN e 3C-RMN e IV do 5a,6a-epoxidiosgenina (C11a)
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8.1.11 Espetros 'H RMN e 3C-RMN e IV do espirostano-38-5a,6B8-triol (C12)
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8.2Citometria de fluxo

8.2.1 “Dot plots” da citometria de fluxo
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Fig. 12 - “Dot plots” da analise com a marcacao com iodeto de propideo em células PC-3. A-
controlo negativo; B - tratadas com controlo positivo, 5-Flu; C- tratadas com diosgenina. Plot
dividido em trés regides representativas: R1- células/eventos sem IP; R2 - células/eventos
marcadas com IP; R3 - regidao intermédia de eventos. FL3-A - canal do citdbmetro que marca a
vermelho, canal do IP.
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Fig.13 - “Dot plots” da analise com a marcacdo com iodeto de propideo em células PC-3. D-
controlo negativo; E - células tratadas com o composto C2, F - células tratadas com o composto
C9. Plot dividido em trés regides representativas: R1- células/eventos sem IP; R2
células/eventos marcadas com IP; R3 - regido intermédia de eventos. FL3-A - canal do citometro
que marca a vermelho, canal do IP.
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