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Resumo

Os oxiesterdis representam um grupo de lipidos derivados do colesterol que tem
atraido muita atencdo nos ultimos anos devido a sua relevante bioactividade, que varia de
acordo com alteragGes estruturais observadas no nucleo esterdide. Os oxiesterdis estdo
implicados numa série de importantes processos biolégicos, como por exemplo na regulacao
da homeostase do colesterol, inflamacgado e diferenciacao celular, no entanto, foi o seu perfil
citotoxico que mais despertou o nosso interesse, focado em sintetizar, isolar e avaliar a
bioactividade destas moléculas.

No presente dissertacdo, foi sintetizada uma biblioteca de novos derivados
oxiesterdis acetalizados nos anéis A e B do nucleo esterdide, com o objectivo de obter novas
moléculas que induzam a toxicidade celular em células cancerigenas. Nos processos de
sintese efectuados, ao longo de todo o procedimento, o custo, a toxicidade e a estabilidade
dos reagentes usados foram tidos em conta, procurando seguir os principios da quimica
verde. As reacc¢Oes efectuadas foram rdpidas, simples e apresentaram bons rendimentos.

No presente estudo relatamos ainda a avaliagdo in vitro de seis novos oxiesterdis em
células humanas de cancro do pulmdo e estabelecemos estudos de relagdes estrutura-
actividade. A actividade anti-proliferativa destes novos compostos foi comprovada quando
se verifica uma alteracdo estrutural no anel B, que envolve uma acetalizacdo e a presenca de
um hidroxilo na posicdo 3B do colestano. Os resultados obtidos revelaram a actividade
citotdxica dos oxiesterdis a concentragdes micromolares de uma forma dose-dependente.

Por outro lado, comprovamos também que a acetalizacdo do esterdide no anel A ndo
é uma opcao a ter em linha de conta. Esta série de derivados dos oxiesterdis ndo apresentou
actividade citotdxica relevante.

Em suma, dependendo das caracteristicas estruturais dos oxiesterdis, podemos
afirmar que alguns destes compostos poderdo ser candidatos para desenvolvimento com

vista a sua utilizacdo na terapia do cancro.
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Abstract

The oxysterols represent a cholesterol-derived lipid group that has gained significant
interest in the last few years due to its own bio-activity relevance, which changes according
to structural modifications observed in the steroid core. This group of steroids is implicated
in a serie of important biological processes, such as cholesterol homeostasis regulation,
inflammation and cellular differentiation. However, it is their cytotoxic characteristics that
has justifies the interest to synthesize, isolate and evaluate the bio-activity of these
molecules.

In the present work, a library of new acetal oxiesterol derivatives in rings A and B of
the steroid core was synthesized with the goal of generating new molecules that induce the
cell toxicity in cancer cells. During the synthetic processes develops, the reagents were use,
thinking in their cost account, toxicity and stability, considering the principles of green
chemistry. The reactions developed were quick, simple and with good yields.

The present study also comprises the evaluation in vitro of six new oxysterols in lung
cancer applied to human cells and the analysis of structure—activity relationships. The anti-
proliferative activity of these new compounds was proven when a structural modification in
the B-ring, involving an acetalization, and the presence of a hydroxyl group in the 3B position
of the colestane has occurred. The results obtained revealed a cytotoxic activity at
micromolar concentrations and in a dose-dependent form.

On the other hand, it was also proven that the acetalization of the steroid on the A-
ring is not an option to be considered for further anti-cancer therapies.

As a concluding remark, depending on the oxysterols structural features, one can say

that some of these compounds can be viable candidates to develop for anti-cancer drugs.

Xii
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Lista de abreviaturas

A549 — Linha celular de adenocarcinoma epitelial do pulmao

AB — Amildide-B

AB - Ensaio de citotoxicidade Alamar Blue

Acetil CoA — Acetilcoenzima A

ADN - Acido desoxirribonucleico

ARPE-19 — Linha celular do epitélio pigmentado da retina

ADMET — Absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade

ADN - Acido desoxirribonucleico

BJ — Linha celular de fibroblastos

Cdk1 — Cycling-dependent Kinase 1

Ch25h - Colesterol 25-Hidroxilase

COX — Ciclooxigenase

CYP27A1 - Esterol 27-hidroxilase. Citocromo P450, familia 27, subfamilia A, polipeptido 1
CYP3A4 - Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipeptido 4

CYP3A5 — Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipeptido 5

CYP 450 — Citocromo P450

CYP7A1 — Colesterol 7a-hidroxilase. Citocromo P450, familia 7, subfamilia A, polipeptido 1
DMSO — Dimetilsulféxido

DEPT — Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

EM (ID-ES) — Espectroscopia de massa. Infusdo directa e ioniza¢do por electrospray
EPR — Epitélio pigmentado da retina

EtOH - Etanol

ERKs — Extracellular signal-regulated kinases

HT-29 — Linha celular de adenocarcinoma do coldn

HEPES — Acido N-(2-hidroxietilo)-piperazina-N'-2-etanesulfénico

HepG2 - Linha celular de carcinoma do figado

HMG-CoA — Hidroximetil glutaril coenzima A

ICso — Concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular

IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry

xiii



Oxiesterdis citotoxicos. Sintese e Avalia¢do bioldgica

IV — Espectroscopia de Infravermelho

LAMA-84 — Linha celular de leucemia crénica mieloide
m-CPBA — Acido meta-cloroperbenzdico

MCF -7 — Linha celular de adenocarcinoma da mama
MeOH — Metanol

MMP — Matrix metalloproteinases

MMPP — Magnesium monoperoxyphthalate hexahydrate
MTT — Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio
NADPH — Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
OMS — Organizagdao Mundial de Saude

PBS — Phosphate-buffered saline

PC3 — Linha celular de cancro da préstata

Penstrep — Penicilina-Estreptomicina

PLA, — Fosfolipase A,

QSAR — Quantitative structure—activity relationships
RMN 'H - Ressonancia magnetica nuclear de protao
RMN *3C — Ressonancia magnetica nuclear de carbono
SAR — Structure—activity relationshipss

SFB — Soro fetal de bovino

SH-SY5Y — Linha celular de neuroblastomas

SNC — Sistema nervoso central

Scap — SREBP-Cleavage activating protein

SREBP — Sterol regulatory element binding proteins

THF — Tetrahidrofurano

TIMP — Tissue inhibitors of metalloproteinases

TLC — Thin layer chromatography

t-BHP — tert-Butyl hydroperoxide

VEGEFb — Proteina sinalizadora que estimula a angiogenese e a vasculogénese

WHO — World Health Organization
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Problematica

O cancro é uma das doencas que mais mortalidade causa no mundo e estima-se que
o numero global de ébitos aumentara 45% no periodo de 2007 a 2030. Prevé-se um
aumento de 11.7 milhdes para 15.5 milhdes de novos casos de morte, influenciado em parte
pelo aumento da populacdo global. No mesmo periodo sdo esperados novos casos de
cancro, de 11.3 milhdes de doentes em 2007 para 15.5 milhdes em 2030 (WHO-World
Health Organization, 2008). Em Portugal, é a segunda maior causa de morte, logo a seguir as

doencgas cardiovasculares (Araujo et al., 2009).

O cancro do pulmao, que foi considerado relativamente raro no inicio do século XX, é
actualmente diagnosticado mais frequentemente do que qualquer outro tipo de cancro em
todo o mundo (Zamboni, 2002). Numa perspectiva global, o cancro do pulmado é
responsavel por cerca de 1,4 milhdes de mortes por ano, o equivalente a 30% das mortes
devidas a cancro, ultrapassando a percentagem de 6bitos devido ao cancro da mama, da
prdstata, dos ovarios e do célon somadas (Harras et al., 1996). Segundo a organizacao
mundial de saude (OMS), em 2012 sera o principal factor de mortalidade entre os homens e
o segundo entre as mulheres. Anualmente sdo registados cerca de 1,6 milhdes de novos
casos no mundo. Em Portugal registaram-se 4064 mortes em 2010, o que reflete um
aumento de 24,2 % relativamente ao ano 2000 e um acréscimo de 5,6 % em relacdo a 2009
(dados do Instituto Nacional de Estatistica).

A OMS considera o tabagismo um grande factor de risco e o principal responsavel
pelo cancro do pulmao. Cerca de 90% dos doentes que apresentam esta patologia, sdo, ou
foram fumadores activos. Nos ultimos anos tem-se observado uma diminui¢cdo dos casos de
cancro do pulmdo no homem e um aumento na mulher, que coincide com a reducdo do
tabagismo em individuos do sexo masculino e 0 aumento no sexo feminino (Zamboni, 2002).

O quadro actual é caracterizado pela existéncia de tratamentos de elevado custo e
indice terapéutico relativamente reduzido. Pode afirmar-se que os gastos com o tratamento
do cancro ficam aquém do que seria necessario e portanto parece estar a ser sub-financiado
(Araujo et al., 2009). Por outro lado, ha diversas classes farmacolédgicas de agentes
quimioterdpicos, disponiveis para o tratamento do cancro, mas nenhuma delas se tem
mostrado capaz de erradicar as células cancerigenas sem afectar os tecidos sauddveis

(Salmon et al., 2003). Como tal, muitos tém sido os esforcos no sentido de encontrar um
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tratamento para o cancro do pulmao, no entanto, ainda ndao existem indicagbes sobre os
efeitos dos oxiesterdis acetalizados nesta patologia especifica. Pelo que, serd interessante
efectuar estudos que avaliem a actividade dos oxiesterdis acetalizados e esclarecam acerca

do seu contributo para terapia do cancro do pulmao.

O envelhecimento populacional é também um dos maiores desafios da saude publica
contemporanea e tem-se vindo a verificar de uma forma acentuada. Em paralelo a estas
modificacbes, observadas na piramide populacional, as doencas associadas ao
envelhecimento ganham também maior expressao. Viver o maior numero de anos possivel é
uma aspiracdo de qualquer sociedade, no entanto ndao chega por si s6, é necessario
conseguir-se agregar qualidade ao envelhecimento (Lima-Costa et al., 2008). A medicina
regenerativa é uma especialidade que esta integrada nos conceitos mais avancados da
medicina anti-envelhecimento e que se encontra em crescente evolucao (Gurtner et al.,

2007; Bajada et al., 2008).

Os oxiesterdis, derivados oxigenados do colesterol, estdo actualmente a atingir um
nivel de interesse bastante elevado devido principalmente a sua actividade citotdxica (Vejux
et al., 2009) e a sua intervencdo na via de sinalizacdo de Hedgehog, a qual tem um papel
chave na morfogénese (Kha et al., 2004; Dwyer et al., 2007) e consequentemente na

medicina regenerativa.
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Objectivos cientificos

a. Objectivo geral

De acordo com o problema anteriormente exposto, e com base em conhecimentos
prévios no que respeita a correlacdo do perfil citotéxico de oxiesterdis enddgenos e
derivados polioxigenados sintéticos, esta dissertacdo teve como objectivos construir uma

biblioteca de oxiesterdis acetalizados e avaliar o perfil citotoxico destes novos compostos.

b. Objectivos especificos

A primeira parte desta dissertacao teve como principais objectivos a sintese de novos
oxiesterdis. Utilizando como materiais de partida compostos de facil preparacdo, ou até
mesmo comercialmente disponiveis, tentou-se obter directamente, numa reacg¢ao tipo one-
pot, acetais de oxiesterdis com caracteristicas estruturais especificas. Caracteristicas estas
gue pressupomos estarem associadas a uma actividade anti-tumoral, como sdo por
exemplo, a formagdo de acetalis quer no anel A, quer no anel B do nucleo esterdide.
Experimentalmente esta dissertacdo teve como objectivo principal a aprendizagem de

técnicas utilizadas em sintese quimica e em andlise estrutural.

Numa segunda abordagem e apds a caracterizacdo dos novos oxiesteréis, o principal
objectivo foi testar a sua eficacia bioldgica. Utilizando uma linha celular de cancro do pulmao
(A549), e incubando essas mesmas células com os oxiesterdis sintetizados, tentou-se chegar
a uma concentragdo minima em que fosse notdria a morte de 50% das células. Sob o ponto
de vista experimental, o principal objectivo desta dissertacdo foi a aprendizagem das

técnicas utilizadas em ensaios de citotoxicidade e manuseamento de culturas celulares.
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1. Fundamentos teoricos

1.1. Quimica Medicinal

A quimica medicinal é uma ciéncia interdisciplinar que transita entre subareas da
quimica organica e das ciéncias da vida. Das mais importantes podem destacar-se a sintese
organica, cristalografia de raios-X e espectroscopia pela quimica, bioquimica, farmacologia,
genética, imunologia, farmacocinética e toxicologia pelas ciéncias da vida, bem como
técnicas de simulacdo computacionais de analise e verificacdo de dados (Wermuth et al.,
2003; Barreiro et al., 2008). Foi brilhantemente reconhecida por Arthur Kérnberg, Prémio
Nobel de Fisiologia e Medicina em 1959, quando afirmou num congresso da American
Association for the Advance of Science, em 1987:

“We have the paradox of the two cultures, chemistry and biology, growing further
apart even as they discover more common ground. For the chemists, the chemistry of
biological systems is either too mundane or too complex (...)".

O desenvolvimento da quimica medicinal, e a preocupacdo por parte dos cientistas,
durante a sua fase inicial, estavam essencialmente direccionados para o isolamento de
agentes medicinais encontrados em plantas. Hoje em dia, segundo a definicdo da
International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC, a quimica medicinal preocupa-se
com a descoberta, design, desenvolvimento e identificacdo de compostos biologicamente
activos (Wermuth et al., 1998). N3do se restringindo apenas ao fdrmaco mas sim a compostos
bioactivos em geral, o quimico medicinal foca-se também na interpretacdo do modo de
accdo de cada composto e no estudo do seu metabolismo, a nivel molecular, estabelecendo
relacdes estrutura quimica - actividade farmacoldgica (SAR, structure—activity relationships)
(Wermuth et al., 2008).

Um projecto de quimica medicinal compreende trés etapas fundamentais, a
descoberta, a optimizacdo e o desenvolvimento de uma substancia quimica de estrutura
bem definida. O principal objectivo do estudo é chegar a um composto que seja dotado de
accdo farmacoldgica, para que possa vir a ser usado no tratamento, prevencdo ou

diagnodstico de doengas, designando-se farmaco (Prista et al., 2003; Guido et al., 2010). As
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etapas de optimizacdo e desenvolvimento sdo as mais relevantes no que respeita a quimica
medicinal.

A fase da descoberta consiste na escolha do alvo terapéutico, util para o tratamento
de uma determinada fisiopatologia e na identificacdo ou descoberta de novas substancias
activas, denominadas hits, que interajam com o alvo seleccionado. Para tal, sdo usadas
estratégias de modificacdo molecular cldssicas da quimica medicinal, o bioisoterismo,
homologacdo, simplificacdo e hibridagdo molecular, ou técnicas de simulacdo
computacionais como a modelagem molecular e a relacdo quantitativa estrutura actividade
(QSAR, quantitative structure—activity relationships) (Barreiro et al., 2001; Lima et al., 2005).
O hit é uma molécula quimica, isolada ou preparada sinteticamente, que ao estar
devidamente identificada e caracterizada adquire a denominacdo de hit validado (Wermuth
et al., 2008).

A etapa de optimizagdao baseia-se na melhoria do composto activo, através de
modificagGes subestruturais. As principais preocupa¢des sdo o aumento da poténcia e
selectividade, diminuicdo da toxicidade e adequacdo do perfil farmacocinético (ADMET,
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade). Pretende-se que o composto
tenha grande afinidade para o alvo terapéutico, para que demonstre uma boa actividade em
concentragdes mais baixas e que seja o mais especifico possivel para o alvo seleccionado, de
modo a reduzir significativamente os efeitos secundarios. Estas caracteristicas sao
estabelecidas com base em estudos de SAR que tém em conta o modo de accdo molecular
da substancia activa, que nesta fase se designa lead. O lead é o composto de uma série de
compostos que tem actividade e selectividade comprovadas, e preenche alguns critérios
fundamentais no desenvolvimento de um farmaco, como s3o a originalidade,
patenteabilidade e acessibilidade (Lima, 2007; Wermuth et al., 2008).

A fase de desenvolvimento continua a ser um periodo de aperfeicoamento das
propriedades farmacocinéticas e de um ajuste meticuloso das propriedades farmacéuticas
do composto activo, como sdao o odor, sabor, entre outras, no sentido de o tornar
apropriado para uso clinico. Este aperfeicoamento, com base em transformacdes quimicas
na molécula, consiste também em melhorar a sua absorcdo, libertacdo, solubilidade e na
eliminacdo de propriedades que possam causar reac¢Oes adversas ao doente durante e apds

a sua ingestdao (Wermuth et al., 2008).
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Actualmente verifica-se uma grande diversidade de compostos usados em quimica
medicinal e os esterdides ndo sdo excepc¢do. Devido ao seu papel activo e importante na
fisiologia humana, muitos esterdides sdo amplamente utilizados na terapia de diversas
patologias (Donald, 2008) e sdo substratos funcionalizdveis que podem ser utilizados como
materiais de partida para a sintese de muitas outras moléculas biologicamente activas, quer

por vias quimicas ou microbioldgicas (Carvalho, 2010).

1.2. A quimica dos esterdides e a sua importante actividade biologica

Os esterdides sdo lipidos de estrutura complexa conhecidos desde 1935 e constituem
uma importante classe de compostos organicos. Estdo presentes na maioria dos organismos
vivos e desempenham um papel fundamental na sua sobrevivéncia, podendo actuar como
reguladores fisiolégicos (Schroepfer, 2000; Olkkonen et al., 2012), hormonas (Turgeon et al.,
2006; Wang et al., 2012), provitaminas (Cannell et al., 2008; Glossmann, 2010), entre outros.
O nucleo esterdide é composto por dezassete dtomos de carbono, ligados entre si formando
uma molécula tetraciclica, constituida por trés anéis ciclohexanos (anéis A, B e C) e um
ciclopentano (anel D) (Fig. 1.1). Esta estrutura, comum a todos os esterdides, denomina-se

ciclopentanoperidrofenantreno (Moss, 1989).

Figura 1.1. Representacdo da configura¢do do nucleo esterdide. a) Estrutura e numeracdo do nucleo
esterdide, ciclopentanoperidrofenantreno. b) Numeracdo das cadeias presentes na maioria dos
esterdides (Zeelen, 1990).

Normalmente, as substituicGes em R; e R, compreendem grupos metilo, enquanto
que em Rz se verifica uma cadeia carbonada mais ou menos extensa, que varia no nimero

de atomos de carbono que a constitui (Zeelen, 1990). Com base no numero total de
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carbonos, os esterdides sdo divididos em classes, como demonstrado na tabela abaixo

(Tabela 1.1.).

Tabela 1.1. Classificacdo das séries de esteréides com base no nimero de dtomos de carbono do
esqueleto esterdide.

Classe Exemplos Numero de atomos Estrutura

de carbono

Colestanos Colesterol 27

Colanos Acido cdlico 24

Pregnanos Progesterona 21

Androstanos | Testosterona 19 :>
Estranos Estradiol 18 |

Adaptado de Kasal, 2003.

Os esterdides também variam de acordo com os grupos funcionais ligados a estrutura
base, com o estado de oxidacdo de cada anel e com a estereoquimica do nucleo esterdide,
gue afecta marcadamente ndo sé a sua reactividade quimica, como também a actividade
bioldgica destes compostos. A maioria dos esterdides mais importantes biologicamente
apresenta uma dupla ligacdo entre as posicdes 4 e 5, ou 5 e 6, ndo se verificando assim

qgualquer relacao cis ou trans entre os anéis A e B.
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Ao longo das ultimas décadas, centenas de compostos esterdides foram isolados de
fontes naturais e alguns milhares foram obtidos por via sintética. Este interesse mantém-se
actualmente, verificando-se uma intensa investigacao no sentido de sintetizar ou isolar e
identificar novos compostos esterdides que demonstrem novas actividades bioldgicas.

Os esterdides, como agentes antitumorais, actuam normalmente bloqueando a
sinalizacdo de hormonas para as células cancerigenas e sdo por isso englobados na terapia
hormonal. No tratamento enddcrino do cancro da mama sao usados esterdides que inibem a
aromatase, enzima que catalisa a conversdo de androgénios em estradiol e estrona
(Brueggemeier et al., 2005), como é o caso do examestano que se liga covalente e
irreversivelmente a aromatase, inactivando-a. Continuamente sao feitos estudos no sentido
de aumentar o numero de inibidores esterdides desta enzima procurando melhorias na sua
actividade (Amaral et al., 2012). No tratamento enddcrino do cancro da prostata tem sido
indicado o uso de medicamentos esterdides com actividade antiandrogénica (Brueggemeier
et al., 2002), como é o caso do fosfato de estramustina que suprime os niveis de
testosterona (Cox et al., 1995), destrdi a organizacdo dos microtubos (Stearns et al., 1988) e
inibe a mitose (Beryl, 1984). E um exemplo de um medicamento hibrido, que compreende
na mesma molécula dois fdrmacos (Gediya et al., 2009). Os glicocorticéides constituem um
outro grupo de compostos esterdides utilizados desde a década de 60 no combate a
leucemia infantil (Frei lll et al., 1965), como é o caso da dexametasona, devido a sua
capacidade de induzir a apoptose dos linfécitos (Planey et al., 2000; Kuperman et al., 2012).
Para além da sua actividade na terapia do cancro, os esterdides também sdo aplicados no
tratamento de doencas hepaticas, pelo uso dos acidos biliares e é ainda de evidenciar as
suas propriedades antivirais e antifingicas que se encontram ainda por explorar (Virtanen et
al., 2004). Por fim, e entre muitas outras actividades bioldgicas, podemos também destacar
as propriedades cardiotdnias dos esterdides. Estes compostos naturais tém a capacidade de

influenciar a frequéncia cardiaca, como é o caso da Digoxin (Gheorghiade et al., 2006).

11
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1.3. Esterois

Os esterdides que contém adicionalmente um grupo hidroxilo na posicao C3 do anel
A e uma cadeia alifatica na posicdo C17p designam-se esterdis e a maior parte apresenta o
esqueleto da série colestano (Zeelen, 1990), como é o caso do colesterol. As caracteristicas
guimicas atras referidas tornam os esterdis compostos anfifilicos, que estdo presentes em
todos os organismos eucariotas, desempenhando um papel fundamental para a sua

sobrevivéncia (Dupont et al., 2011).

1.3.1. Colesterol

O colesterol é o esterol mais importante presente nos animais, representa cerca de
99% dos esterdis em mamiferos (Zolotushko et al., 2011). Estd também presente em plantas,
embora em menores quantidades (Johnson et al., 1963), e pode ser encontrado em algumas
algas vermelhas (Nasir et al., 2011).

Desde o seu isolamento a partir de célculos biliares, em 1789, o colesterol tem sido
amplamente estudado. Inicialmente, pela sua biossintese e metabolismo complexos, atraiu a
atencdo dos quimicos e com as suas caracteristicas fisicas e estruturais Unicas, fascinou os
biofisicos (Ikonen et al., 2008).

O colesterol é um dlcool policiclico de cadeia longa, derivado da série colestano, que
possui um grupo hidroxilo na posicdo 3 e uma dupla ligacdo na posicao 5 (Fig. 1.2.) (Silva et
al., 2011). E um componente essencial da membrana plasmatica das células eucariétas e tem
como principais funcées a manutencdo da permeabilidade membranar e a regulacdo da sua
fluidez. O colesterol também regula a funcdo de proteinas membranares e participa em
varios processos de sinalizacdo celular. Para além disso, este composto é ainda necessario a
biossintese de varias hormonas, da vitamina D e de acidos biliares (Ilkonen et al., 2008). Uma
vez que é uma molécula apolar, o colesterol é transportado através da corrente sanguinea
ligado a proteinas e outros lipidos, formando complexos denominados de lipoproteinas

(Olson, 1998).

12
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A nivel celular, a sintese do colesterol ocorre no reticulo endoplasmatico. E
sintetizado a partir da acetilcoenzima A (acetil CoA), através de uma cascata de reaccdes
iniciadas pela hidroximetil glutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase (Sato et al., 1995).

O colesterol, sendo um composto lipidico insaturado, é instavel e susceptivel a
oxidacdo. Por sua vez, muitos dos oxidos de colesterol formados sdo substancias de
interesse quimico, bioquimico, farmacolégico, toxicoldgico, tecnolégico e também clinico
(Morales-Aizpurua et al., 2002). As posi¢cOes relevantes a considerar na auto-oxida¢do do
colesterol sdo a insaturacdo no anel B e as posicOes alilicas a essa dupla ligacdo e os dois

carbonos terciarios na cadeia lateral.

P
£

Figura 1.2. Estrutura do colesterol.

1.4. Oxiesterois

A oxidacdo do colesterol leva a formacdao de um outro grupo de compostos, os
oxiesterdis. S3o derivados do colesterol contendo um ou mais oxigénios adicionais na
estrutura anelar ou na cadeia lateral (Silva et al., 2011). Ou seja, possuem adicionalmente
grupos funcionais alcool, cetona e epdxido (Morales-Aizpurda et al., 2002). Encontram-se
distribuidos em fluidos e tecidos animais e em alimentos de origem animal, e sdo
transportados no plasma pelas lipoproteinas, (Silva et al., 2011). Estes produtos da oxidacdo
do colesterol estao presentes no organismo em quantidades muito menores que o colesterol
(Schroepfer, 2000).

In vivo, os oxiesterdis sdo formados por oxidacdo do colesterol, quer enzimatica
envolvendo um conjunto de enzimas oxidativas, quer ndo-enzimatica (Fig. 1.3) (Silva et al.,

2011). O balango entre a sintese, a degradacdo e a conversao do colesterol é regulado em

13
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parte por enzimas do citocromo P450 (CYP 450) (Shinkyo et al., 2011). Os oxiesterdis mais
representativos deste grupo sdo o 4B-hidroxicolesterol, que pode ser usado como um
marcador enddgeno da actividade das CYP3A4 (citocromo P,so 3A4) e CYP3AS (citocromo Pysg
3A5), o 7a-hidroxicolesterol, um dos primeiros intermediarios na biossintese de &acidos
biliares, metabolizado pela 7a-hidroxilase (CYP7A1), uma enzima hepatica, e os oxiesterdis
de cadeia lateral (Silva et al., 2011; luliano, 2011). O 25-hidroxicolesterol é um subproduto
da enzima esterol 27-hidroxilase (CYP27A1), e é sintetizado por uma hidroxilase especifica, a
colesterol 25-hidroxilase (Ch25h) que ndo pertence ao CYP 450. As hidroxilases utilizam
oxigénio como co-factor para catalisar reac¢des de hidroxilagdo (luliano, 2011).

A oxidacdo ndo-enzimdtica, uma simples auto-oxidacdo do colesterol, ocorre
principalmente na insaturacdo do anel B e nas posic¢des alilicas a essa dupla ligacdo, a qual é
susceptivel ao ataque de radicais livres, ou metais de transi¢cdo. E pode também ocorrer nos
dois carbonos terciarios presentes na cadeia lateral (Silva et al., 2011; luliano, 2011). De
facto, os produtos predominantes da auto-oxida¢ao sao os derivados oxidados na posi¢ao 7
e na da dupla ligacdo (Maerker, 1987; Morales-Aizpurua et al., 2002). O carbono na posicao
4, alilico a dupla ligagdo, também representa um ponto sensivel a oxidacdo da molécula, no
entanto, o ataque ao C4 raramente ocorre, devido a presenca do grupo hidroxilo em C3 e do
carbono trisubstituido em C5 (Wasowicz, 2003).

A oxidagdao nao-enzimatica do colesterol pode verificar-se dentro das membranas
celulares ou nas lipoproteinas e pode ocorrer através de reaccdes iniciadas por radicais
livres, sendo este o primeiro evento no processo de peroxidacgao lipidica. A auto-oxidagao do
colesterol também pode ocorrer através de reac¢des que envolvam espécies ndo radicalares
de oxigénio altamente reactivas, como sdo o oxigénio atdmico, o ozono e o cloro molecular

(luliano, 2011).
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Figura 1.3. Biossintese dos oxiesterdis por oxidacdo enzimatica e ndo enzimatica do colesterol. ROS:
espécies reactivas de oxigénio. Enzimas: CYP3A4; CYP7A1; CYP11A1: colesterol desmolase (P450scc);
Ch25h; CYP27A1; CYP46A1: colesterol 24-hidroxilase. . a) Clivagem da cadeia lateral originando
hormonas esterdides; b) a formacdo de colestano-3p,5a,6p-triol pode também ser mediada in vivo
através da biotransformagcdo do 5,6-epoxicolesterol pela respectiva hidrolase; c) a 11B-
hidroxiesterdide desidrogenase (CYP11B1) tipo 1 reduz o 7-oxocolesterol. Esta foi descrita como uma
via de sintese do 7B-hidroxicolesterol, que podera contribuir para o rdpido metabolismo do 7-
oxocolesterol no figado (Silva et al., 2011).

Os oxiesterdis constituem um conjunto heterogéneo de moléculas que, de acordo
com a posicao do oxigénio no esterol, revelam diferentes propriedades biofisiologicas de
membrana, diferentes capacidades de transferéncia na membrana e varias fun¢ées celulares
(Carvalho et al., 2011).

Conhecidos desde hd vdrias décadas, os oxiesterdis tém ganho muita atencdo nos
ultimos anos, devido a sua relevante bioactividade, e assim a sua sintese selectiva assume
elevada importancia. O isolamento do primeiro oxiesterol, o 7B-hidroxicolesterol (Fig. 1.4.),
data de 1939 a partir de figado bovino (Haslewood, 1939). Todavia, a partir dos anos 70 os
efeitos bioldgicos dos oxiesterdis comecaram a ser conhecidos, nomeadamente os seus

efeitos antiproliferativos (Silva et al., 2011). Estdao implicados numa série de importantes
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processos biolégicos, como por exemplo a regulacdo da homeostase do colesterol (Gill et al.,
2008), inflamacao, diferenciacdo celular e na aterosclerose (Carvalho et al., 2009a). Como
muitos esterdides, estes compostos oxidados sdo também intermedidrios na biossintese de
acidos biliares e hormonas esterdides, participam na via de sinalizacdo de Hedgehog e sao

importantes reguladores dos rafts lipidicos (Carvalho et al., 2011).

Figura 1.4. Estrutura do 7B-hidroxicolesterol.

1.4.1. Oxiesterdis como produtos do metabolismo do colesterol

Os oxiesterdis podem actuar como intermedidrios no catabolismo do colesterol
(Jusakul et al., 2011). Devido a sua natureza anfifilica atravessam as membranas celulares
mais facilmente que o colesterol (Diczfalusy et al., 1996), podendo estar envolvidos na
eliminacdo deste do organismo (Bjorkhem, 2002). Alguns autores apontaram também, a
formacdo ndo enzimatica de oxiesterdis, como sendo uma forma do colesterol exercer uma
actividade antioxidante in vivo (Girao et al., 1999). A introducdo de um oxigénio aumenta a
velocidade de degradacdo do colesterol em produtos mais polares, o que facilita a saida da
célula e posterior eliminacao (Silva et al., 2011). Para além disso, os oxiesterdis sao
sintetizados em varios tecidos por hidroxilases especificas, constituindo uma via de remogao
do colesterol em excesso do cérebro, pulmdes e outros érgaos, pela transformacao deste
em derivados oxidados, que serdo convertidos em diversos compostos como é o caso dos
acidos biliares (Radhakrishnan et al., 2007). Por outro lado, os oxiesterdis formados por via
enzimatica inibem a enzima HMG-CoA reductase, enzima chave na biossintese do colesterol

(Wang et al., 2008).
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1.4.2. Oxiesterdis e doenga

Os oxiesterdis tém sido relacionados com diversas situacdes patoldgicas, devido as
suas propriedades citotdxicas, oxidativas e pro-inflamatérias. No ano 2000 os estudos de
Schroepfer mostraram que os oxiesterdis podiam induzir a morte celular programada e
afectar o desenvolvimento da calcificacdo nas células vasculares. Desde ha muito, grandes
avancos tém sido feitos em tecnologias para o isolamento, identificacdo e quantificacdo de
oxiesterdis, com o intuito de compreender o potencial fisiopatoldgico destes compostos em
medicina e biologia (Schroepfer, 2000).

Na actualidade, é amplamente aceite o envolvimento dos oxiesterdis na
aterosclerose (Shibata et al., 2010) e em doencas neurodegenerativas (Gabbi et al., 2009) e
parecem também estar associados a outras patologias como a doenc¢a macular degenerativa
(Rodriguez et al., 2010), cataratas e osteoporose (Tab. 1.2.) (Vejux et al., 2009). Pensa-se
que a inflamagdo podera ser uma importante forca motriz destas doencas e que a formacao

de oxiesterdis serd um passo crucial no desenvolvimento de stress celular e dano tecidular,

levando a iniciacdo e progresso destas patologias (Leonarduzzi et al., 2008).

Tabela 1.2. Relevancia patoldgica dos oxiesterdis em doencas degenerativas relacionadas com a
idade.

Pathologies Organs involved

(tissues andjor cells)

Associated oxysterols References

Atherosderosis Cardiovascular system Brown and Jessup (1999), Garcia-Cruset et al.
(cells of the vascular (1999), Gardia-Cruset et al. (2001), Hodis et al.
wall) (1991), Zhou et al. (2000), Zeden et al. (1999)
Alzheimer's Brain ( neurons) 245-Hydroxychalesterol; 22(R}-hydraxycholesterol; Bjtrkhem (2006), Fukumoto et al. (2002),
disease 25-hydroxycholesterol; 27-hydroxycholesterol Koldamova et al (2003], Litjohann et al.
(2000}, Papassotiropoulos et al. (2000), Sun
et al (2003}, Vaya and Schipper (2007), Vega
etal (2003)
Parkinson's Brain (dopaminergic 245-Hydroxycholesterol; 27-hydroxycholesterol Bosco et al, (2006), Rantham Prabhakara et al
disease neurons) (2008)

7-Ketocholesterol; 7f-hydroxycholesterol

Multiple sclerosis

Osteoporosis

Age-related
macular
degeneration

Cataract

Central nervous system

Bones {osteoblasts,
osteoclasts)
Eves (retina)

Eyes (cornea)

7-Ketocholesterol; 245-hydroxycholesterol; 27-
hydroxycholesterol

Cholestane-38, 50, 6p-triol

7-Ketocholesterol; 245-hydroxycholesterol

7-Ketocholesterol; 7p-hydroxycholesterol 5a6a-

epoxycholestanol; 20a-hydoxycholesterol; 25-
hydroxycholesteral

Diestel et al (2003), Leoni et al. (2002), Leoni
et al. (2004), Teunissen et al. (2003 Teunissen
et al. (2007)

Liu et al, (2005)

Malvitte et al. (2006), Ong et al. (2003),
Rodriguez et al, (2004)

Girao et al. (1998)
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1.4.2.1. Doenca macular degenerativa

A doenca macular degenerativa é uma doenca que afecta a macula, no entanto
torna-se cada vez mais consensual a possibilidade do desenvolvimento da doenga estar
relacionado também com uma disfungdo no epitélio pigmentado da retina (EPR),
provocando uma progressiva perda de visdo (Rodriguez et al., 2010). E actualmente
considerada a causa mais comum de cegueira em idosos e envolve uma componente
inflamatdria, associada as doencas do envelhecimento (Klein et al., 2004). Estudos recentes
tém vindo a revelar que as propriedades inflamatdrias dos oxiesterdis podem afectar a
retina e o EPR (Chakravarthy et al., 2010). Um oxiesterol em particular, o 7-oxocolesterol
(Fig. 1.5.) conhecido por ter potentes propriedades farmacoldgicas que conduzem a
inflamacdo e morte celular, foi encontrado abundantemente na retina. Tem sido
demonstrado que o 7-oxocolesterol esta associado a grande parte da citotoxicidade
provocada pelas lipoproteinas oxidadas sendo altamente tdxico para as células do EPR em
cultura (Ong et al., 2003). In vitro, o 7-oxocolesterol é capaz de induzir a transcricdo e
libertacdo de citocinas pro-inflamatdrias em diferentes tipos de células.

Em células do EPR, o 7-oxocolesterol induz a formagao de uma proteina sinalizadora
gue estimula a angiogénese e a vasculogénese, a VEGFb que quando em abundéancia pode
causar a doenca macular degenerativa. O 25-hidroxicolesterol também parece estar
associado ao processo inflamatdrio importante na progressao da doenca, devido ao facto de
estimular a expressdo e libertacdo da interleucina-8, uma citocina inflamatdria (Rydberg et
al., 2003). No entanto, ndao hd ainda nenhuma evidéncia directa, na literatura, que esclareca
acerca dos mecanismos que envolvem os oxiesterdis no desencadeamento da doenga

macular degenerativa (Rodriguez et al., 2010).

Figura 1. 5. Estrutura do 7-oxocolesterol.
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1.4.2.2. Aterosclerose

A aterosclerose é considerada uma doenca inflamatéria crénica bem como uma
desordem no metabolismo lipidico (Shibata et al., 2010). Acontece quando os mondcitos
migram da corrente sanguinea para a parede arterial e se transformam em células que
acumulam substancias gordas. Esta acumulacdo de células forma a placa aterosclerdtica, que
contém no seu interior uma substancia esponjosa composta por diversas substancias gordas,
principalmente o colesterol. A medida que a placa cresce as artérias tornam-se cada vez
mais estreitas e a placa pode sofrer ruptura. Essa ruptura desencadeia a formacdo de um

coagulo sanguineo que por sua vez leva a oclusdo das artérias (Fig. 1.6.) (Falk, 2006).
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Figura 1.6. Diferentes estados da aterosclerose. A progressdo da aterosclerose é retratada desde as
primeiras fases (canto superior esquerdo) até a mais avangada que culmina com a ruptura da placa
aterosclerdtica e consequente trombose. Retirado de Stoker et al., 2004.

Muitos estudos ja revelaram que varios oxiesterdis podem ser encontrados na placa
aterosclerdtica em elevadas concentragdes, como é o caso do 7B-hidroxicolesterol, 5B,63-
epoxicolesterol e do 7-oxocolesterol, presentes com niveis substancialmente mais elevados

em lesGes avangadas, em comparagao com tecidos normais (Murphy et al., 2008).
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Os oxiesterodis induzem a morte celular em diversos tipos de células da vasculatura
(Schroepfer, 2000), sendo este um processo importante na aterogénese (Panini et al., 2001;
Falk, 2006).

Actualmente existe um consenso de que a aterosclerose representa um estado de
stress oxidativo caracterizado pela elevada oxidacdo de lipidos e proteinas na parede
vascular (Stoker et al., 2004). Os oxiesterdis, sendo uma consequéncia da accao dos radicais
livres de oxigénio, sdo também prdé-oxidativos (Silva et al., 2011). Estudos em ratos indicam
gue a administracdo de oxiesterdis conduz a um aumento da expressdo e da actividade de
enzimas antioxidantes e a redu¢do das concentragdes de glutatido total e reduzido,
sugerindo uma interferéncia com os mecanismos de defesa antioxidante (Ringseis et al.,
2004). Foi também demonstrado que os oxiesterdis contribuem para a oxidacdo mediada
pelas lipoproteinas, por activacdo da NADPH-oxidase por libertacdao do acido araquiddnico e
producdo do anido superoxido (Rosenblat et al., 2002).

A aterosclerose, tal como uma vasta gama de doencgas associadas ao envelhecimento,
envolve uma componente inflamatéria - interaccdes moleculares e celulares que facilitam o
retorno a homeostase fisioldgica e a reparacao dos tecidos (Vasto et al., 2007). Estudos in
vivo demonstraram que diversos oxiesterdis estimulam a producdo de citocinas, como a
interleucina-8, uma quiomicina associada a inflamagcdao (Lemaire-Ewing et al., 2009),
apontando assim para uma actividade pré-inflamatdria dos oxiesteréis, que contribui para a
aterogénese (Silva et al., 2011).

Varios estudos sugerem também uma contribuicdo significativa dos oxiesterdis em
varios passos-chave da remodelacdo vascular, que ocorre na aterosclerose. Segundo G. Poli
e seus colegas, estes compostos estdo envolvidos na disfuncdo das células endoteliais, na
adesdo de células do sangue circundante, na instabilidade da placa e na formacdo de células
esponjosas, (Poli et al., 2009). O 7-oxocolesterol favorece a diferenciacdao in vitro dos
mondcitos e a formacdo das células esponjosas (Hayden et al., 2002).

O desenvolvimento e a progressao da aterosclerose dependem de uma variedade de
eventos patoldgicos, incluindo excesso de metaloproteinases da matriz (MMPs, matrix
metalloproteinases), enzimas que regulam o comportamento das células da parede vascular.
A mistura de oxiesterdis, que é encontrada em altas concentracbes nas lesOes
ateroscleréticas avancadas aumenta a expressdo e a actividade da MMP-9. Entre os varios

oxiesterdis presentes, o 27-hidroxicolesterol e o 7-hidroxicolesterol sdo os principais
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responsaveis pela elevada producdao de MMP-9 pelos macréfagos. Este aumento provoca um
desequilibrio entre a MMP e os seus inibidores endégenos (TIMP, tissue inhibitors of
metalloproteinases). A desregulagdo do sistema MMP/TIMP contribui para a vulnerabilidade

da placa aterosclerética (Gargiulo et al., 2011).

1.4.2.3. Doengas neurodegenerativas

As doencgas neurodegenerativas podem ser essencialmente definidas como doengas
nas quais ocorre a destruicdo progressiva e irreversivel de neurdnios. Pode acontecer por
perda gradual da fungdo e/ou estrutura destas células nervosas ou até mesmo a morte (Gao
etal., 2008).

Estas patologias podem ser associadas a presenca de células apoptdticas, processos
oxidativos e inflamatérios, e disturbios lipidicos. Como tal, os oxiesterdis tém sido implicados
em doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer e de Parkinson (Vejux et al.,
2009). Diversos estudos tém procurado esclarecer os efeitos dos oxiesterdis no cérebro,
identificar possiveis alvos terapéuticos e identificar oxiesterdis que possam funcionar como
biomarcadores de doencas neurodegenerativas (Silva et al., 2011). Alguns oxiesterdis ja se
encontram relacionados com diversos mecanismos.

O cérebro contém 25% do valor total de colesterol presente no organismo. Este
esterdide tem grande importancia fisiolégica neste drgdo e é quase todo sintetizado
localmente. A barreira hemato-encefalica protege as trocas com o colesterol das
lipoproteinas em circulagdao e ndo tem capacidade de estabelecer trocas com outros tecidos
ou orgdos, mantendo os elevados niveis cerebrais de colesterol por mecanismos
homeostaticos altamente eficientes (Bjorkhem et al., 2004).

Na idade adulta, a sintese de colesterol no cérebro é pouco significativa (Dietschy et
al., 2004), no entanto, este tem de possuir um mecanismo de eliminacdo do esterdide,
prevenindo a sua acumulacdo. A colesterol 24-hidroxilase é uma enzima do citocromo P450
responsavel pela maioria do turnover do colesterol no sistema nervoso central (SNC) (Russell
et al., 2009). Bjorkhem e os seus colegas, depois de varias investigacdes, propuseram que a
formacao de 24(S)-hidroxicolesterol (Fig. 1.7. 7A) pode representar uma nova via para o

mecanismo de elimina¢do do colesterol. Este oxiesterol é formado no cérebro, pela oxidacao
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enzimdtica do colesterol, e posteriormente é excretado para a circulagdo, por difusao
espontanea através da barreira hemato-encefdlica (Russell et al., 2009; Bjorkhem et al.,
1997; Diczfalusy et al., 1996).

O 24(S)-hidroxicolesterol parece também ser Util como agente terapéutico para as
doencas neurodegenerativas. O aumento deste oxiesterol e consequente reduc¢do dos niveis
de colesterol inibe a producdo de amildide-p (AB), um péptido que pode provocar deméncia
(Brown et al., 2004). AB é um fragmento proteolitico, da proteina precursora amildide, que
é libertado por clivagens sequenciais da B- e y-secretases. No entanto, a via predominante
para estas clivagens da-se através da a- e y-secretases, que cortam no interior da sequéncia
AP evitando a sua formacdo (Postina, 2008; Bjorkhem et al., 2009). O 24(S)-hidroxicolesterol
estimula a actividade da a-secretase, diminuindo a deposicdo do peptideo AP neurotdxico,
ao contrario do 7B-hidroxicolesterol, que diminui a actividade da a-secretase (Nelson et al.,
2005; Famer et al., 2007). Todavia, efeitos pro-inflamatérios e neurotoxicos foram também
reportados para o 24(S)-hidroxicolesterol (Alexandrov et al., 2005; Zhao et al., 2009; Silva et
al., 2011).

Ao contrdrio do 24S-hidroxicolesterol, o 27-hidroxicolesterol (Fig. 1.7. 7B) faz o fluxo
inverso, da circulacdo para o cérebro (Fig. 1.8.), podendo regular uma série de enzimas-
chave dentro deste érgdo. Estudos in vitro sugerem que o equilibrio entre os niveis destes
dois oxiesterdis é também importante para a amiloidogénese (Bjorkhem et al., 2009). Por
outro lado, o 27-hidroxicolesterol mostrou ser capaz de suprimir a expressdo da actividade

da proteina ARC em células do hipocampo de ratos. Esta proteina é importante na

consolidagao da memdria, que é reduzida em doentes com Alzheimer (Mateos et al., 2009).

OH

Figura 1.7. Estrutura do 24(S)-hidroxicolesterol (A). Estrutura do 27-hidroxicolesterol (B).
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Figura 1.8. Fluxo de oxiesterdis através da barreira hemato-encefdlica. A barreira hemato-encefdlica
restringe o movimento de colesterol entre o cérebro e a circulacdo sanguinea. No entanto, os
oxiesterdis sdo capazes de a atravessar. O 24S-hidroxicolesterol pode sair do cérebro e serve como
uma forma de excrecdo do colesterol, enquanto 27-hidroxicolesterol pode passar da circulacdo para
o cérebro. Adaptado de Bjorkhem et al., 2009.

O 25-hidroxicolesterol, outro derivado oxigenado do colesterol, exerce efeitos tdxicos
no SNC. Oligodendrdcitos sdao células gliais que em doencas neurodegenerativas estdo
associadas a processos inflamatdrios. O 25-hidroxicolesterol demonstra alterar a morfologia
destas células e provocar apoptose (Trousson et al., 2009).

Como substancias lipofilicas, os oxiesterdis acumulam-se nas membranas celulares,
chegando rapidamente a elevadas concentracdes, suficientes para induzir a apoptose. O 7-
oxocolesterol, por exemplo, tem a capacidade de induzir a morte neuronal (Jang et al.,
2011). Por outro lado, vérios estudos demonstram que ha um aumento dos niveis de
oxiesterdis em areas do cérebro que se encontram em estado de neuroinflamagdo, apds um
dano excitotdxico. Este composto também foi apontado como desencadeador da exocitose e
da libertacdo de neurotransmissores nas areas afectadas, agravando a neuroinflamacao (Ma
etal., 2010).

Os oxiesterdis também podem contribuir para um diagndstico precoce de doencas
neurodegenerativas, sendo usados como biomarcadores da neurodegeneragdo. Algumas
descobertas ja foram feitas neste sentido. O 24(S)-hidroxicolesterol foi apontado como um
marcador no plasma. Pacientes com doenca de Alzheimer avangcada mostraram niveis
significativamente reduzidos deste composto no plasma. Com a progressao da doenca pode
haver um aumento da perda de células neuronais com capacidade de sintetizar 24(S)-

hidroxicolesterol. Outro método usado consiste em quantificar os niveis de oxiesterdis no
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liqguido cefalorraquidiano. O 27-hidroxicolesterol também aumenta em pacientes com
neurodegeneragdo, no entanto, ainda ndo se conhece o mecanismo através do qual isto
acontece (Bjorkhem et al., 2009). Poderd estar relacionado com o facto de os oxiesterdis
poderem aumentar o grau de degeneracdo da barreira hemato-encefélica, permitindo um

fluxo maior de 27-hidroxicolesterol (Leoni et al., 2011).

1.4.3. Oxiesterois na medicina regenerativa

A medicina regenerativa tem como objectivo principal a reparag¢ao e a substituicdo
terapéutica de tecidos lesados e degenerados por complexos celulares ou moleculares
saudaveis, com estruturas e funcdes equivalentes, através da utilizacdo de células
estaminais.

A regeneracao tecidular na vida adulta depende de uma populacdo de células-tronco
pluripotentes, que estao presentes numa grande variedade de tecidos e principalmente no
estroma da medula éssea. Estas células tém a capacidade de se diferenciar em diversas
linhas celulares incluindo osteoblastos, fibroblastos e adipdcitos (Dwyer et al., 2007). O
envelhecimento e a osteoporose estdo associados a uma diminuicdo do numero e da
actividade de células osteoblasticas e a um aumento paralelo do nimero de adipdcitos.
Como as células tronco da medula tém a capacidade de se diferenciar igualmente nestes
dois tipos celulares, o desenvolvimento da osteoporose tem vindo a ser associado a
diferenciacdo preferencial das células tronco em adipdcitos, a partir de uma certa idade.
Assim, a intervencdo de moléculas que consigam induzir preferencialmente a diferenciacdao
osteoblastica, revela-se um potencial beneficio na capacidade de formagdo dssea na
osteoporose (Kha et al., 2004).

Os oxiesterdis participam na morfogénese, processo de desenvolvimento do
organismo, através da via de sinalizacdo de Hedgehog. Esta via é um dos reguladores chave
no desenvolvimento pds-embriondrio, na homeostase dos tecidos dos adultos e na fisiologia
das células estaminais (Simpson et al., 2009). Como referido acima, tendo em conta o
importante papel desta via em vdrias patologias, moléculas que regulem a sua actividade

representam potenciais agentes terapéuticos. E através da activacdo, pelos oxiesterdis, da
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via de Hedgehog em células mesenquimais pluripotentes, que estes demonstram o seu
efeito osteoindutor. Varios estudos revelam que o 20(S)-hidroxicolesterol associado ou ndo
ao 22(S)- ou ao 22(R)-hidroxicolesterol participa na diferenciacdo osteogénica e inibe a
adipogénese (Dwyer et al., 2007).

Consistente com relatérios anteriores, que referem que os oxiesterdis estimulam o
metabolismo do acido araquiddnico (Lahoua et al., 1991), os efeitos osteogénicos do 20(S)-
hidroxicolesterol sdo em parte mediados pela ciclooxigenase (COX) / fosfolipase A, (PLA,,
phospholipase A;) e por uma proteina cinase activada por mitogénio (Vejux et al., 2009). As
COX estdo presentes em células osteobldsticas e parecem ser responsdveis pela homeostase
e reparacdo ossea. O metabolismo do acido araquidénico em prostaglandinas, pelas COX,
medeia os efeitos osteogénicos destas enzimas e a activacdo da PLA, liberta acido
araquidonico a partir de fosfolipidos celulares, tornando-o disponivel para o metabolismo
das COX (Kha et al., 2004).

A activacdo de uma outra via parece ser igualmente importante para o crescimento,
diferenciagdao e bom funcionamento de células osteoblasticas, a via das cinases reguladoras
extracelulares (ERKs, extracellular signal-regulated kinases). Mas mais interessante foi o
facto das ERKs se terem revelado inibidoras da diferenciacdo dos adipdcitos, sendo que estas
cinases também sdo activadas pelos oxiesterdis (Fig. 1.9.) (Kha et al., 2004). No entanto,

gualquer um destes mecanismos deverd ainda ser melhor explorado.

Osteogenic Oxysterols

1

Mesenchymal Stem Cells

e

COX/PLA;
Inhibition of induction of
Adipogenesis Osteogenesis

Figura 1.9. Efeito dos oxiesterdis nas vias de regulacdo em células-tronco mesenquimais. Os
oxiesterdis actuam nas células tronco por activacdo de duas vias: ERK e COX/PLA2, implicadas na
osteogénese. A ERK pode actuar quer por induzir a osteogénese quer por a adipogénese. A COX/PLA,
foi apontada como um importante estimulador da osteogénese. Adaptado de Kha et al., 2004.
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1.4.4. Oxiesterois com potencial actividade terapéutica — Antitumorais

O cancro é actualmente uma das principais causas de morte no mundo. As células
tumorais sdo caracterizadas por sofrerem um desequilibrio nos mecanismos de controlo dos
processos de proliferacdo e diferenciacdo celular (Visvader, 2011). As células neoplasicas
distinguem-se das células normais pela perda das suas fun¢bes, poder de invasdo e de
gerarem metastases (Fig. 1.10.) (Bernardi et al., 2003).

aining proliferative
signaling

Resisting
call death

angionensasis

Enabling replicative
imrmortality

Figura 1.10. Caracteristicas das células tumorais. Retirado de Hanahan et al., 2011.

Continuamente sdo feitos estudos, com o objectivo de encontrar tratamentos
alternativos para o cancro, nas mais diversas areas. Os oxiesterdis ndao sdao excep¢ao,
despertando muita atengdo em biologia celular e fisiopatologia devido a grande variedade
de fendmenos bioldgicos em que estdo envolvidos (Carvalho et al, 2010). Estudos
envolvendo a avaliagao citotdxica de uma biblioteca de oxiesterdis enddgenos e sintéticos e
a analise de SAR revelam os oxiesterdis como promissores anti-cancerigenos (Carvalho et al.,
2011). A sua potencial actividade anti-tumoral é conhecida de ha muito, sendo que, ja na
década de 70 o primeiro oxiesterol conhecido, o 7B-hidroxicolesterol, se revelou citotdxico
(Chen et al., 1974; Kandutsch et al., 1978). A citotoxicidade de diferentes oxiesterdis tem
vindo a ser estudada em diversas linhas celulares, quer tumorais, quer nao-tumorais (Silva et

al., 2011).
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Como ja foi referido, o efeito citotdxico dos oxiesterdis tem sido relacionado com a
aterosclerose, por induzir apoptose em linhas celulares da vasculatura (Panini et al., 2001).
No entanto muitos estudos reportam a sua actividade citotéxica também para células
neoplasicas. Esta citotoxicidade esta relacionada com a estrutura do oxiesterol e a sua
concentra¢do, com a linha celular em estudo e com o tempo de incubagdo (Panini et al.,
2001; Ryan et al., 2005; Carvalho et al., 2011).

O mecanismo através do qual a morte celular ocorre pode ser classificado por duas
vias: apoptose ou necrose (Fig. 1.11.). A apoptose é caracterizada por ocorrer uma
compactacdo da cromatina, condensacdo e fragmentacdo do nucleo, bem como a
degradacdo do acido desoxirribonucleico, ADN (Lizard et al., 1996) e é induzida por muitos
agentes quimicos, fisicos e bioldgicos (Vejux et al., 2009). Ao contrdrio da apoptose, a
necrose é considerada uma maneira inespecifica de morte celular induzida por diversos
estimulos, como por exemplo hipoxia e produtos quimicos téxicos. A necrose leva a ruptura

citoplasmadtica e das membranas nucleares, tumefac¢do da mitocéndria e floculagdo da

cromatina (Lizard et al., 1996).
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Figura 1.11. Caracteristicas morfolégicas da apoptose e da necrose. Adaptado de Van der Meer et al.,

2010.
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Estes mecanismos de morte celular mostraram-se mais acentuados com oxiesterdis
oxigenados no nucleo esterdide do que com oxiesterdis oxigenados na cadeia lateral, sendo
portanto, estes Ultimos, menos citotdxicos (Silva et al., 2011).

Os oxiesterdis estdo realmente a ganhar grande importancia e muitos tém sido
isolados de organismos marinhos (Fig. 1.12.) (Tian et al., 2011; Bunyathaworn_et al., 2010),
alguns dos quais foram sintetizados e os seus efeitos citotoxicos posteriormente estudados

(Fernandez-Herrera et al., 2010).

Na03SO
0SOzNa

AcO HO

Figura 1.12. Estruturas de novos oxiesterdis recentemente sintetizados com citotoxicidade relevante.
Retirado de Silva et al., 2011.

Sa e Melo e colaboradores sintetizaram e avaliaram oito oxiesterdis enddgenos em
células de adenocarcinoma do célon (HT-29) e do epitélio pigmentado da retina (ARPE-19) a
fim de estudarem os requisitos estruturais da molécula para induzir citotoxicidade celular
(Carvalho et al., 2010). Pela primeira vez, a actividade citotdxica destes derivados
oxigenados no anel A e B, foi estudada sob as mesmas condi¢des experimentais, permitindo
tirar conclusGes acerca do tipo de cadeia lateral e substituintes no anel B capazes de
fornecer oxiesterdis sintéticos com maior poténcia e selectividade para células tumorais
(Silva et al., 2011). Uma biblioteca de esteréides foi sintetizada para testar a influéncia de
modificacées quimicas em C17, do padrdo de oxigena¢do no anel B e da esterificacdo de
grupos OH, na capacidade dos oxiesterdis induzirem a morte celular. Esterdides oxigenados
em C6 ou C7 com um grupo 3B-OH e cadeia lateral em C17, mostraram citotoxicidade mais

potente (Tab. 1.3.) (Carvalho et al., 2010).
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Tabela 1.3. Citotoxicidade dos esteréides na linha celular HT-29 (IC50 em mM, apds 48 h de
incubacdo). Retirado de Carvalho et al., 2010.
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A influéncia da posicdao e estereoquimica do grupo epdxido no anel A ou B, assim
como da presenga de outros grupos oxigenados, também foi estudada por S4 e Melo e
colaboradores, apds sintese quimio-enzimdtica de uma biblioteca de epdxidos
epimericamente puros (Carvalho et al., 2009a).

Epdxidos enantiopuros sdao intermediarios sintéticos Uteis para as industrias quimica
e farmacéutica, devido a sua versatilidade sintética, que os torna valiosos para novas
transformagdes enantiocontroladas. Alguns epdxidos sdo igualmente responsaveis por
reaccles electrofilicas em importantes alvos biolégicos, como o ADN e proteinas, e sdo
essenciais na sintese de farmacos importantes. O grupo de investigacdo acima referido
testou a citotoxicidade de epdxidos diastereomericamente puros em duas linhas celulares
de cancro, HT-29 e LAMA-84 (linha celular de leucemia crénica mieldide) e numa linha
normal de células de fibroblastos (BJ). A acilacdo/desacilagdo catalitica na posicdo C3 de 5a,
6a- e 5B, 6B-epoxiesterdis também foi estudada anteriormente (Silva et al., 2004) os quais

mostraram relevantes efeitos citotdxicos nas células tumorais. Posteriormente verificaram
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gue os epoxiesterdis sdo citotoxicos de uma forma dose-dependente, em quantidades
micromolares e apresentam maior actividade nas células cancerigenas do que em células
ndo tumorais (Carvalho et al., 2009a).

Em 2011, o mesmo grupo de investigagao, sintetizou e avaliou novamente diversos
oxiesterdis, oxigenados no anel A e B, contra sete linhas celulares cancerigenas, HT-29,
HepG2 (linha celular de carcinoma do figado), A549 (linha celular de adenocarcinoma
epitelial do pulmao), PC3 (linha celular de cancro da prdstata), LAMA-84, MCF-7 (linha
celular de adenocarcinoma da mama) e SH-SY5Y (linha celular de neuroblastomas), e em
duas linhas celulares normais, ARPE-19 e BJ. Por modificagdes do estado de oxidagdao dos
oxiesterdis, novas relacdes estrutura-actividade foram assinaladas, contribuindo para
identificar novos compostos com boa actividade citotdxica e melhor selectividade para
células cancerigenas. Os compostos estudados mostraram uma ampla actividade
antiproliferativa, sobretudo nas linhas celulares LAMA-84, HT-29, HepG2 e MCF-7. Foi
possivel concluir que mudancgas na oxida¢do do anel A por si s6 nao afectam a citotoxicidade,
sendo de particular relevancia o aumento desta quando se efectua uma hidroxilacdo na
posicdo C5. A citotoxicidade mais elevada foi alcancada pela acetilagdo quer na posicao 38-
quer na 4B-. E de realcar que as diferentes modificagdes quimicas no anel B mostraram

valores de toxicidade mais elevados nas células cancerigenas (Carvalho et al., 2011).
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2. Sintese quimica de oxiesterdis

2.1. Introducao

Recentemente, S4 e Melo e seus colaboradores prepararam uma coleccdo
estruturalmente diversa de oxiesterdis citotéxicos com actividade micromolar. Neste
contexto foram sintetizados trés acetonidos, provenientes de trés substratos diferentes, o
colest-4-en-3B-ol (2), o acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5) e o colest-5-eno-3B,7p-
diol (6). Apds a sua caracterizagao estrutural, os trés acetonidos foram testados
biologicamente, revelando que a acetalizacdo do nucleo esterdide estd associada a uma
actividade citotéxica em vdrias linhas celulares (Carvalho, 2010), tendo sido considerados
agentes antitumorais com razoavel actividade. Nesta sequéncia, é de grande interesse
aumentar a biblioteca deste tipo de derivados oxiesterdis, mais especificamente, oxiesterois
gue tenham presente na sua estrutura uma funcao acetal.

Com base no conhecimento acima referido, cada um dos trés substratos, derivados
da série colestano, foi sintetizado novamente no nosso laboratdrio e foi utilizado como
substrato para a sintese de novos derivados acetal de oxiesterdis. Os compostos carbonilicos
usados nestas reac¢des foram a 3-pentanona, a ciclopentanona e a ciclohexanona e foi
possivel obter os acetais directamente, a partir dos referidos &lcoois alilicos, ou
indirectamente, a partir dos respectivos epéxidos.

Pretende-se desta forma obter bibliotecas de derivados de oxiesterois, acetalizados nos
anéis A e B do nucleo esterdide, que diferem entre si consoante o substrato e o composto
carbonilico utilizado. No final foram obtidas trés novas séries de derivados acetal a partir de
trés oxiesterais diferentes.

Ao longo de todo o protocolo foram utilizados variados reagentes sempre tendo em
conta o seu custo, facilidade de manutencao, a sua estabilidade e procurando sempre ter em

atencdo os principios da quimica verde.

Este trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmadcia da Universidade de Coimbra, integrado no Grupo de Quimica

Bioorganica e Medicinal, sob orientacdao da Professora Doutora Maria Luisa S e Melo.
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2.2. Resultados e discussao

2.2.1. Sintese de derivados 3,4- e 6,7-acetais directamente a partir dos

respectivos alcoois alilicos, A*-3B- e A*-7B-hidroxi esteréides

Os oxiesterodis 7, 8, 9, 10, 11 e 12 que tém presente na sua constituicdo um grupo
acetal, foram obtidos através de uma metodologia rdpida e eficaz, tipo one-pot, previamente
descrita para a sintese de di-hidroxiesterdides trans-diaxiais e para a prepara¢do de
acetonidos (Carvalho et al., 2010). A di-hidroxilacdo trans pode ser conseguida sujeitando a
olefina a presenga de um peroxiacido e de um acido de Lewis, num procedimento em duas
etapas. Numa primeira fase formam-se epéxidos, utilizando MMPP (Carvalho et al., 2009b),
gue posteriormente se convertem em di-hidroxi derivados trans-diaxiais, através da abertura
do anel epdxido na presenca de Bi(OTf)s (Carvalho et al., 2010). O mesmo procedimento foi
adaptado para a formacdo de acetonidos (isopropilideno acetais) (Carvalho, 2010). Desta
forma, comecando com os &lcoois alilicos A*-3B- e A°>-7B-hidroxi esterdides, utilizando o
MMPP e quantidades cataliticas de Bi(OTf); em acetona, foi descrita a obtencdo dos
correspondentes acetonidos 7, 9, 11, como produtos primarios da reacg¢ao, ao fim de 1 hora.
A formacdo dos acetais pode ser explicada pelo ataque nucledfilo do alcool a cetona,
catalisado pelo acido. Tal facto sugere que apds a epoxidacdo mediada pelo MMPP a
temperatura de refluxo, o Bi(OTf); catalisa a abertura estereoselectiva trans-diaxial do anel a
temperatura ambiente, obtendo-se os compostos 3B,4B,5a- e 3B,5a,6B,7B-polihidroxilados,
de acordo com os substratos utilizados. Por fim, o ataque electrofilico do acido a cetona
origina a acetonizacdo dos cis-didis vicinais (Carvalho, 2010). A hidroxilacdo trans diaxial é
imposta pelo préprio substrato, sendo que a estereoquimica é modulada pelo impedimento
estérico dos grupos metilo em C10 e C13 do nucleo esterdide, sob condi¢des acidas, o que se

verifica tanto na epoxidacdo como na abertura do anel (Carvalho et al., 2010).
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2.2.1.1. Preparacao dos substratos colest-4-en-3B-ol (2), acetato de
7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5) e colest-5-eno-3p,7B-diol (6)

para sintese de acetais

Sintese do colest-4-en-3$-ol (2)

A colest-4-en-3-ona (1) foi utilizada como substrato para a sintese do colest-4-en-3p3-
ol (2) através da reaccdo de reducdo de Luche, utilizando CeCl3.7H,0 que coordena os
grupos carbonilo de modo a ocuparem uma das faces da molécula e ligando-se o NaBH, a
outra face. O CeCl;.7H,0 confere deste modo estereoselectividade a reaccdo e o NaBH,

reduz a cetona a alcool secundario (Esq. 2.1) (Luche et al., 1978).

a)
—>

Esquema 2.1. Reducgédo da colest-4-en-3-ona (1) a colest-4-en-3B-ol (2). a) CeCI3.7H20, THF, MeOH e
NaBH4, 09C, 15 min.

O CeCls.7H,0, utilizado na sintese do substrato colest-4-en-3B-ol (2), € um catalisador
eficiente, relativamente barato e estavel ao ar e a agua (Khan et al., 2006). Tem sido
utilizado como acido de Lewis, pois é capaz de activar grupos carbonilo para que ocorra o
ataque nucleofilico. Além disso ndo é toéxico, representando uma alternativa
ambientalmente favoravel aos acidos de Lewis utilizados até entdao, como é o caso do AlCl; e
o FeCl; (Bartoli et al., 2004; Lucas et al., 2009). No caso da reaccdo descrita, este agente

confere estereoselectividade a reacgao.
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Sintese do acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3-ilo (5)

O acetato de colesterol (3) foi utilizado como substrato na preparacdo do acetato de
7-oxo-colest-5-en-3B-ilo (4) através de uma reaccdo de oxidagdo alilica utilizando o
hidroperéxido de t-butilo (t-BHP, tert-Butyl hydroperoxide) como agente oxidante e iodeto
de cobre como catalisador (Salvador et al., 1997). A oxidacdo alilica define-se como uma
reaccdo em que ocorre a formacdo de uma nova ligacdo C-O (cetonas, alcoois, ésteres,
éteres, etc), em posicdo alilica a um grupo funcional, geralmente uma dupla ligagdo C=C
(Sheldon et al., 1981).

O acetato de 7-oxo-colest-5-en-3B-ilo (4) foi utilizado como intermedidrio para a
sintese do acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3f-ilo (5) através de uma reacc¢do de reducao de

Luche utilizando CeCl3.7H,0 e NaBH4 como ja descrita na secgao 2.2.1.1 (Esq. 2.2).

AcO a) AcO O b) AcO OH
3 4

5

Esquema 2.2. Oxidacdo alilica do acetato de colesterol (3) para obteng¢do do acetato de 7-oxo-colest-
5-en-3B-ilo (4) com a posterior reducdo a acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3-ilo (5). a) Cul, CH3CN e
t-BHP, refluxo, 1h. b) Tetrahidrofurano, THF, MeOH, CeCI3.7H20 e NaBH,, 02C, 15 min.

O t-BHP foi o seleccionado para a oxidac¢do alilica do 7-oxo-colest-5-en-33-ilo (4) por
ser um dos mais estdveis peroxidos organicos e o mais utilizado dos hidroperdxidos de
alquilo, sendo também ambientalmente menos agressivo em comparagao com o peroéxido
de hidrogénio, por exemplo (Sharpless et al., 1979; Olah et al., 2003). Para além disso, este
composto é econdmico, comercialmente disponivel e solivel em solventes organicos e
aquosos, o que facilita o isolamento dos produtos da reaccdo. A adicdo faseada no tempo de
t-BHB em pequenas quantidades, neste protocolo, aumenta o rendimento dos produtos,
provavelmente devido ao facto de se evitar a decomposicao do t-BHP (Carvalho et al.,

2009a).
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Sintese do colest-5-eno-3p8,7B-diol (6)

O acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5), sintetizado e purificado anteriormente
foi utilizado como substrato para a sintese do colest-5-eno-3B,7B-diol (6) através de uma
reaccao de hidrdlise alcalina em etanol, EtOH (Esq. 2.3). As vantagens da hidrélise alcalina,
utilizando o NaOH remetem do facto da reaccdo ocorrer de forma ireversivel e os produtos

serem faceis de separar (Bruice et al., 1962).

a)
—
AcO OH H

Esquema 2.3. Hidrdlise do acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3pB-ilo (5) em colest-5-eno-3f3,7B-diol (6).
a) EtOH, CH2CI2, NaOH, temperatura ambiente, 2h.

O OH

2.2.1.2. Sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir dos substratos colest-4-en-
3B-ol (2), acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5) e colest-5-
eno-3p,7B-diol (6)

Os acetonidos 7, 9 e 11 foram novamente preparados através de um procedimento
previamente descrito (Carvalho, 2010). Os derivados isopropilideno acetais 8, 10 e 12, foram
sintetizados de novo, utilizando o mesmo processo (Esq. 2.4 e 2.5).

A diferenga observada neste processo de sintese do acetonido e da nova sintese, a
partir dos mesmos substratos mas em que o composto carbonilico utilizado foi a 3-
pentanona, foi apenas o aumento do tempo reaccional apds a adicdao do Bi(OTf)s. Tal facto
sugere que ao aumentar a cadeia carbonilica do reagente, o processo se tornou mais

demorado.
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Esquema 2.4. Sintese de 3,4-acetais a partir do colest-4-en-3B-ol (2). Condi¢des: a) 1. MMPP,
acetona, refluxo, 30 min, filtracdo. 2. Bi(OTf)3, temperatura ambiente, 30 min; b) MMPP, 3-
pentanona, refluxo, 30 min, filtracdo. 2. Bi(OTf)3, temperatura ambiente, 2h. ¢) ) 1. MMPP,
ciclopentanona, refluxo, 30 min, filtracdo. 2. Bi(OTf);, temperatura ambiente, 1 dia; d) MMPP,
ciclohexanona, refluxo, 30 min, filtragdo. 2. Bi(OTf);, temperatura ambiente, 1 dia.
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Esquema 2. 5. Sintese de 6,7-acetais a partir do acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B- ilo (5) e do
colest-5-eno-3B,7B-diol (6). Condicdes: a) 1. MMPP, acetona, refluxo, 30 min, filtracdo, 2. Bi(OTf)s,
temperatura ambiente, 30 min; b) MMPP, 3-pentanona, refluxo, 30 min, filtracdo, 2. Bi(OTf)s,
temperatura ambiente, 2h. c) 1. MMPP, ciclopentanona, refluxo, 30 min, filtracdo. 2. Bi(OTf)s,
temperatura ambiente, 1 dia; d) MMPP, ciclohexanona, refluxo, 30 min, filtracdo. 2. Bi(OTf)s,
temperatura ambiente, 1 dia.

A sintese de acetais que derivam das reac¢des com as duas cetonas ciclicas, a
ciclopentanona e a ciclohexanona, ndo foi possivel até entdo numa reac¢ao do tipo one-pot
com resultados satisfatérios. De acordo com as anadlises efectuadas por TLC, durante o
decorrer da reaccdo, para além da baixa reactividade observada por parte dos alcoois alilicos
na presenca das cetonas ciclicas, este processo origina uma quantidade consideravel de

produtos secundarios dificeis de isolar e consequentemente de caracterizar.
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2.2.2. Sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir dos epdxidos correspondentes,

4¢,5¢-epoxi-3B-hidroxi- e 5§,6§-epoxi-7B-hidroxi esteroides

O desenvolvimento de processos ambientalmente aceitdveis tém vindo a tornar-se
um requisito fundamental no progresso da quimica verde. Cada vez mais as investigacdes
em quimica farmacéutica caminham nesse sentido, e como tal, um grande esforgo tem sido
feito no sentido de desenvolver reac¢des one-pot.

Uma das preocupacdes presentes ao longo deste trabalho, passou por estudar as
sinteses de diferentes oxiesterdis em reacgdes tipo one-pot, seguindo o processo ja descrito
na literatura, para a formacao de acetonidos (Carvalho, 2010). No entanto esta condi¢cdo nao
se verificou em todos os procedimentos, como explicado na sec¢do 2.2.3.1. Para ultrapassar
este problema, foram sintetizados numa primeira etapa, os epdxidos a partir de cada um dos
trés substratos em acetonitrilo, como ja foi descrito (Carvalho et al., 2009). Apds secagem
prolongada numa estufa de vdacuo, sujeitou-se o epdxido a uma segunda reaccdo sob
condigcdes 4cidas, onde se verificou a abertura do epdxido e posterior formagao dos acetais

pretendidos, de acordo com o composto carbonilico usado na reacgao.

2.2.2.1 Epoxidacao de Olefinas

A epoxidacdo de olefinas consiste na introducdo de um atomo de oxigénio que se liga
aos dois carbonos da dupla ligacdo formando um anel oxirano. Esta reaccdo tem primordial
importancia em sintese organica devido a versatilidade sintética dos epdxidos, que os torna
intermediarios chave para a sintese de compostos com um vasto nimero de grupos
funcionais, através de reaccbes de abertura do anel epdxido. Para além do interesse em
guimica organica, a funcdo epodxido estd também presente em muitos compostos que
demonstram actividade bioldgica como é o caso de epoxiesterdides (Sello et al., 2007;
Carvalho et al., 2009b).

Neste trabalho experimental sintetizdamos 4¢,5¢-epoxi-3B-hidroxi- e 5¢,6¢-epoxi-7-
hidroxi- esterdides, utilizando o monoperoxiftalato de magnésio hexahidratado, MMPP,
como agente oxidante, de modo a obtermos intermediarios Uteis para a sintese de acetais

de esterdis (Esq. 2.6).
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Esquema 2.6. Epoxidacdo de A>-7B- e A*-3pB-hidroxi esterdides. a) MMPP, CH;CN, refluxo, 10 min.

Nas reaccdes de epoxidacdo, utilizou-se o MMPP em substituicdo do comum acido
meta-cloroperbenzdico, m-CPBA, no processo de oxidacdo das olefinas (Carvalho et al.,
2009b). Apesar de terem propriedades quimicas semelhantes, o MMPP tem demonstrado
possuir um numero elevado de propriedades vantajosas. E um composto estdvel no estado
solido, de mais baixo custo, ndo-toxico e seguro de manusear, enquanto que o m-CPBA é
sensivel ao choque e potencialmente explosivo, o que limita o seu uso, em especial em
processos de scale-up e nas suas aplicagdes industriais. Além disso, o MMPP é soluvel em
agua o que facilita a sua remocgdo nos processos de work-up (Brougham et al., 1987; Heaney,
1993). No que respeita as reac¢bes de epoxidagdo, a utilizacgdo do MMPP em acetonitrilo a
temperatura de refluxo, é um método vantajoso para a epoxidacdo selectiva de A*- e A°-
esterdides, oferecendo condi¢cOes de reacgdo simples, bons rendimentos e curtos tempos
reaccionais (Carvalho et al., 2009b). Neste protocolo experimental, ndo foi efectuada a

separacao dos dois epdxidos por cromatografia.
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2.2.2.2. Sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir dos substratos 4¢,5¢-
epoxicolestan-33-ol (13), acetato de  5§,6§-epoxi-7B-
hidroxicolestan-3p-ilo (14) e 5§,6¢-epoxicolestano-3f3,7B-diol (15)

As sinteses dos derivados cicloalquilideno acetais de oxiesterdis 16, 17, 18, 19, 20 e
21, foram conseguidas a partir dos epdxidos derivados dos substratos 2, 5 e 6 (Esq. 2.7 e
2.8). Embora esta estratégia de sintese envolva dois passos, através das reacc¢des a partir dos
epoxidos, obtiveram-se os acetais cicloalquilicos em condig¢des satisfatorias.

O processo de formacdo destes acetais, a partir dos respectivos epoxidos, verifica-se
mais rapido (45 min) quando o substrato utilizado é o 4¢,5¢-epoxicolestan-33-ol (13). Ao
utilizamos o 5¢,6¢-epoxicolestano-33,7B-diol (15) o tempo reaccional sofreu um ligeiro
aumento, sendo de 1.5h e novo aumento se verifica ao prepararmos a série derivada do
acetato de 5¢,6¢-epoxi-7B-hidroxicolestan-3B-ilo (14), que demorou 2h, sendo a mais
demorada a sintetizar (Tab. 2.1.). Estes resultados sugerem que um possivel impedimento
estereoquimico provocado pelo grupo acetato, presente em C3 na série derivada do acetato

de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5), pode afectar a acetalizacdo nas posicdes C6 e C7.

a) ? Oé
— .
e o
> 13

Esquema 2.7.Sintese de 3,4-acetais a partir do 4¢,5¢-epoxicolestan-3B-ol (13). Condi¢es: a) Bi(OTf),,
ciclopentanona, temperatura ambiente, 45 min; b) Bi(OTf);, ciclohexanona, temperatura ambiente,
45 min.
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RO /%}/\OH

Esquema 2.8. Sintese de 6,7-acetais a partir do acetato de 5¢,6¢-epoxi-7B-hidroxicolestan-3B-ilo (14)
e do 5¢,6&-epoxicolestano-3B3,7B-diol (15). Condigdes: a) Bi(OTf)s, ciclopentanona, temperatura
ambiente, 2h (composto 18), 1.5h (composto 20); b) Bi(OTf);, ciclohexanona, temperatura ambiente,
2h (composto 19), 1.5h (composto 21).

Tabela 2.1. Tempos reaccionais dos derivados cicloalquilideno acetais conseguidos a partir dos

epoxidos correspondentes.

Substrato Reagente Acetais cicloalquilicos Tempo reaccional
16 45 mi
4¢,5¢-Epoxicolestan-3pB- E>:o min
ol (13) .
0 17 45 min
Acetato de 5¢,6&-epoxi- O:o 18 2h
7B-hidroxicolestan-3p3-
ilo (14) <:>:o 19 2h
20 1.5h
5¢,6¢-Epoxicolestano- E>:o
3B,7B-diol (15
B,7B-diol (15) <:>:o 21 1.5h
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O composto 6p,7B-ciclohexilidenodioxicolestano-3,5a-diol (21) ndo foi conseguido
pelo método geral de preparacdo de 3,4- e 6,7-acetais, apesar de ocorrer a reac¢do (Esq.
2.8). Para obtencdo deste composto, o epdxido 15 reage com Bi(OTf);, que catalisa a
abertura do anel epdxido e com a ciclohexanona, que ird originar o acetal. A ciclohexanona é
um composto ciclico que apresenta um ponto de ebulicdo elevadissimo, 156°C, o que
dificulta a sua evaporacdo apdés o work-up e consequente secagem do produto. Em
alternativa, foi proposto um segundo método para a sintese deste acetal (21) (Esq. 2.9).
Partindo do acetato de 5a-hidroxi-6[,7B-ciclohexilidenodioxicolestano-3B-ilo (19) puro e
bem seco foi efectuada uma reaccdao de hidrélise alcalina, que originou o ciclohexilideno

acetal 21.

Esquema 2.9. Método 2 para a sintese do 6,7B-ciclohexilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (21).
Condigdes: a) MeOH, THF, carbonato de sédio, temperatura ambiente, 4 dias.

Nas reaccoes de formacdo de acetais utilizou-se o Bi(OTf); que, de acordo com alguns
autores, catalisa a abertura do anel epdxido imediatamente antes da formacdo do acetal
(Ollevier et al., 2004; Ollevier et al., 2008). O que ocorre é uma reaccao de hidrélise, a
temperatura ambiente, para evitar a formacgao de produtos secundarios caracteristica deste
acido a temperaturas elevadas (Carvalho et al, 2010). O Bi(OTf); tem ganho bastante
atencdo nos ultimos anos por ser um acido de Lewis de baixo custo, baixa toxicidade, boa
estabilidade e comercialmente disponivel ou facilmente preparado (Gaspard-lloughmane et
al., 2004). Em comparacdao com outros acidos de Lewis, neste processo, o Bi(OTf); é mais
eficiente e permite reac¢bes mais rdpidas, possivelmente por ser facilmente hidrolisado pela
agua, originando o 4cido triflico. Segundo alguns autores serdo os protdes, resultantes da

hidrélise dos complexos metalicos, os verdadeiros catalisadores (Dumeunier et al., 2004;
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Salvador et al., 2009). Nas reacc¢les tipo one-pot, em que foi utilizado na primeira etapa o
MMPP, foi imprescindivel efectuar uma correcta filtracdo deste oxidante. Caso contrdrio
seria necessario utilizar quantidades estequiométricas de Bi(OTf);, o que enfraquece o

processo, apesar das suas caracteristicas de quimica verde (Carvalho et al., 2010).

De uma forma geral, as reacc¢des efectuadas foram rapidas, simples, com recurso a
reagentes de baixa toxicidade e apresentaram bons rendimentos. Para obter produtos de
elevada pureza, as colunas cromatograficas foram uma constante ao longo de todos os

processos.

2.2.3. Aspectos espectrais dos derivados acetal de oxiesterdis

A elucidagao estrutural dos compostos sintetizados de novo foi feita com base nas
técnicas de ressonancia magnética nuclear de prot3o, RMN 'H, ressondncia magnética
nuclear de carbono, RMN *3C, intensificacdo da distor¢do por transferéncia de polarizacdo
(DEPT, Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), espectroscopia de massa, EM e

espectroscopia de infravermelho, IV.

Nos espectros de RMN 'H dos derivados acetal de oxiesterdis observou-se um padrao
constante onde sdo facilmente identificados a esquerda espectro, os desvios
correspondentes aos protdes ligados aos carbonos tercidrios que suportam o acetal, C3 e C4
ou C6 e C7, consoante a série em questdo. Tomando como exemplo o composto 13
observou-se um sinal a 3.91 ppm (1H, dd, J=8.5, 5.5 Hz) que corresponde ao protdo presente
na posicao 7a-H e um dubleto a 3.73 ppm (1H, d, J=5.5 Hz), correspondente ao protdo
presente na posicdo 6a-H, como é visivel na Figura 2.1. No caso especifico dos derivados
acetal do acetato de 7pB-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5) foi ainda visivel um multipleto a
esquerda do espectro a 5.14 ppm, correspondente a posicdo 3a-H. Em relacdo aos CH,
presentes na fun¢do acetal, do composto 10, dificilmente sdo observados, encontrando-se
no envelope metilénico. No entanto é possivel observar dois tripletos que correspondem aos
CH3 do acetal com desvios quimicos de 0.83 ppm (3H, t, J=7.5 Hz, CH3) e 0.93 ppm (3H, t,
J=7.5 Hz, CH3).
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Figura 2.1. Espectro de RMN 'H do acetato de 5a-hidroxi-6p,7B-isopentilidenodioxicolestan-3pB-ilo
(10).

Através dos espectros de RMN **C foi possivel determinar o nimero de carbonos
presente na molécula. Ao analisar o espectro da Figura 2.2. relativa ao composto 10,
observaram-se 34 sinais, correspondentes aos 34 carbonos presentes na estrutura do
composto. Os dois sinais mais a esquerda do espectro, com desvios quimicos de 113.1 e

171.1 correspondem aos carbonos presentes nas fungdes acetal e acetato, respectivamente.
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Figura 2.2. Espectro de RMN C do acetato de 5a-hidroxi-6p,7B-isopentilidenodioxicolestan-3pB-ilo
(10).

Os espectros de DEPT, 90 e 135, permitiram-nos verificar a origem dos carbonos.
Observando a Figura 2.3. verificamos que a molécula 10 apresenta 17 (CH+CHs) e 12 CH,.
Recorrendo ao DEPT 90 (Fig 2.4.) observamos 9 sinais, que correspondem a 9 CH. Ao cruzar
as duas informacoes, retiradas dos espectros de DEPT, concluimos que o composto tem na
sua constituicdo 8 CHs. Ao cruzar ainda todos estes dados com os 34 sinais, observados por

RMN ®3C, é possivel afirmar que a molécula apresenta 5 carbonos quaternarios na sua
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Figura 2.3. Espectro de DEPT 135 do composto 5a-hidroxi-6B,7B-isopentilidenedioxicolestan-3B-ilo
(10).
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Figura 2.4. Espectro de DEPT 90 do composto 5a-hidroxi-6B,7B-isopentilidenedioxicolestan-3B-ilo
(10).

Nos espectros de RMN 'H dos compostos derivados da série colest-4-en-3B-ol (2)
observou-se um padrdo constante onde facilmente se verifica a presenca do acetal nas
posicbes C3 e C4. Tomando como exemplo o espectro do 3B,4B-
ciclopentilidenodioxicolestan-5a-ol (16) (Fig. 2.5.) é visivel um sinal a 3.65 ppm (1H, d, J=5.5
Hz) que corresponde ao protdo presente na posi¢ao 4a-H, e um multipleto a 4.26 (1H, m)
correspondente ao protdo da posicao 3a-H. Sendo este um derivado acetal ciclico composto
por CH; na fungdo acetal, dificilmente se observa os desvios quimicos desses protdes. No
entando confirma-se o fecho da cadeia carbonada pelo desaparecimento dos dois tripletos a

0.83 e 0.93 ppm, quando comparado ao espectro do composto aciclico 10.
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Figura 2.5. Espectro de RMN *H do 3B,4B-ciclopentilidenodioxicolestan-5a-ol (16).

O padrdo de IV verificado em todos os compostos foi facilmente identificado e
corresponde a ligacdo OH presente em C5, aos CH, e CH; da molécula e as ligagcdes C-O
correspondestes as fun¢des acetal e alcool. No caso especifico da série derivada do acetato
de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5) ainda se observaram as bandas correspondentes as
ligacGes C=0 e C-O presentes na funcdo acetato. Tomando como exemplo o espectro de IV
do composto 18 (Fig. 2.6.), foi possivel observar uma banda larga a 3437 cm™ (banda 1), que
corresponde a frequéncia de vibracdo por elongacdo da ligacdo —OH. Observou-se também
uma banda forte a 2951 cm™ (banda 2) correspondente as ligacdes CH. A 1714 cm™ (banda
4) verificou-se a banda que corresponde a ligacdo C=0 presente no acetato que é
caracteristica desta série de derivados. A 1465 cm™ (banda 5) encontrou-se uma banda mais
fraca correspondente aos CH, e a 1364 cm™ (banda 6) é possivel identificar a banda do CHs.
Os comprimentos de onda correspondentes as ligacdes C-O encontram-se entre 1300 e 1000

cm™t. Como tal, no caso particular da série derivada do acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3p-
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ilo (5), observou-se a 1264 cm™ (banda 8) a banda correspondente a ligacdo C-O, presente
na funcdo éster do acetato em C3. O sinal a 1103 cm™ (banda 9) podera corresponder 3
ligacdo C-O do dlcool. Por fim, confirmando a formagao do acetal que apresenta valores

caracteristicos entre 1200 - 1020 cm™, observou-se uma banda C-O a 1030 cm™ (banda 10).

OH

CH :

Comprimento de onda (cm'l)

Figura 2.6. Espectro de IV do acetato de 5a-hidroxi-603,7B-ciclopentilidenedioxicolestano-3f-ilo (18).

2.3. Procedimento experimental

2.3.2. Equipamento

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdes, RMN *H e de carbono 13,
RMN 13C, foram obtidos num espectrémetro Varian Unity 500, a 500 MHz, e num
espectrometro Bruker Avance Ill de 400 Mz. A caracterizacdo dos carbonos metilicos,
metilénicos, metinicos e quaterndrios foi efectuada por intensificacdo da distor¢ao por
transferéncia de polarizacao (DEPT, Distortionless Enhancement by Polarization Transfer). Os
desvios quimicos sdo dados na escala 6 (ppm) e sdo relativos ao cloroférmio deuterado
como padrdo interno. Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos num espectrémetro
Jasco FT/IR-420. Os espectros de massa (EM) foram obtidos num espetrémetro de massa
quadrupolo/ion trap (QIT-EM), LCQ Advantage MAX da Thermo Finnigan. Os pontos de fusdo

foram determinados num aparelho Blichi-540 e nao estao corrigidos.
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2.3.3. Reagentes e solventes

Todos compostos comercialmente disponiveis foram usados como fornecidos pelos
fabricantes.

Colest-4-en-3-ona, tricloreto de cério heptahidratado (CeCl;.7H,0), acetato de
colesterol, iodeto de cobre (Cul), monoperoxiftalato de magnésio hexahidratado, MMPP,
triflato de bismuto (Bi(OTf3)), 3-pentanona, ciclopentanona e ciclohexanona, foram
adquiridos a Sigma-Aldrich Co. O hidroperdxido de t-butilo, t-BHP foi adquirido a Fluka.
Tetrahidrofurano, THF, metanol, MeOH, acetona e etanol, EtOH foram obtidos da VWR Co.
Acetonitrilo, CH3CN, diclorometano CH,Cl,, borohidreto de sédio, NaBH,4, hidroxido de sédio
(NaOH), celite” 545, silica gel 60 (cromatografia em coluna) e TLC silica gel 60 F,s4 foram
adquiridos da MERK Co.

Os solventes usados no work-up e nas colunas cromatograficas foram de grau
analitico, adequados para a investigacdo em quimica de acordo com as especificacées dos
fornecedores e foram obtidos da Fisher Scientific.

O revelador utilizado nas cromatografias em camada fina, TLC's, foi uma mistura de

etanol (95%) e acido sulfurico (5%), adquiridos a MERK Co.

2.3.4. Preparagao dos substratos colest-4-en-3B-ol (2), acetato de 7pB-
hidroxicolest-5-en-3p-ilo (5) e colest-5-eno-3pB,7B-diol (6)

2.3.4.1. Sintese do colest-4-en-3$-ol (2)

A uma solugdo de colest-4-en-3-ona (1, 400 mg; 1.040 mmol) e CeCl3.7H,0 (387.5 mg;
1.040 mmol) numa mistura de THF (6 mL) e MeOH (3 mL) foi adicionado lentamente NaBH,4
(78.7 mg; 2.08 mmol). A reacgao decorreu a 02C durante 15 min com agitagao e os solventes
foram removidos concentrando a soluc¢do sob vacuo.

A reaccdo foi controlada por andlise de TLC, utilizando uma mistura de éter do

petréleo com acetato de etilo (4:2).
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O work-up foi efectuado dissolvendo o residuo sélido com acetato de etilo. A fase
organica foi lavada sequencialmente com HCI (5%), NaHCO; (10% - solucdo saturada) e H,0,
e seca com MgSO, anidro. Depois de seca a fase organica foi filtrada, de modo a remover o
sal, e evaporada sob vacuo, obtendo-se um composto sélido de cor branca.

O colest-4-en-3B-ol (2, 362 mg, 90%) foi isolado por cromatografia em coluna
utilizando como eluente uma mistura de éter do petréleo com acetato de etilo (16:1) e

controlada por TLC utilizando a mesma mistura de solventes (Carvalho et al., 2009a).

2.3.4.2. Sintese do acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3-ilo (5)

A uma solugao de acetato de colesterol (3, 1950 mg; 4.549 mmol) e Cul (520 mg;
2.729 mmol) em CH3CN (30 mL) adicionou-se 1.171 mL de t-BHP (70%, 45.49 mmol), a cada
45 min, até perfazer 5 adi¢Oes. A reac¢do decorreu a temperatura de refluxo durante 1h em
agitacdo e o solvente foi removido concentrando a mistura reaccional sob vacuo.

A reaccdo foi controlada por andlise de TLC, utilizando uma mistura de éter do
petréleo com acetato de etilo (4:2).

O work-up foi efectuado dissolvendo o residuo sélido em éter dietilico e para eliminar
o iodeto de cobre foi necessario filtrar numa coluna de celite. A solugao filtrada ficou em
agitacdo durante 2h em Na,SO; (10%). Extraiu-se a fase organica com éter dietilico e as
lavagens foram efectuadas com NaHCO; (10%, solugdo saturada) e H,0. Depois de secar com
Na,S0O, anidro, a fase orgéanica foi filtrada, de modo a remover o sal, e evaporada sob vacuo,
obtendo-se um produto sélido de cor amarela.

O acetato de 7-oxo-colest-5-en-3B-ilo (4, 1027 mg, 51%) foi isolado por cromatografia
em coluna usando como eluente uma mistura de éter do petréleo com acetato de etilo
(10:1) e controlada por TLC utilizando a mesma mistura de solventes (4:2), obtendo-se um
solido de cor branca (Carvalho et al., 2009a).

A uma solucdo de acetato de 7-oxo-colest-5-en-3f-ilo (4, 677 mg; 1.529 mmol) em
THF (8 mL) e MeOH (4 mL) contendo CeCl3.7H,0 (575.8 mg; 1.529 mmol) foi adicionado
NaBH; (144.6 mg; 3.822 mmol). A reacgdo decorreu durante 15min a temperatura ambiente

e os solventes foram removidos evaporando a solugdo sob vacuo.

52



Il. Sintese quimica de oxiesterdis

A reaccao foi controlada por andlise de TLC utilizando uma mistura de éter do
petréleo com acetato de etilo (4:2).

Para efectuar o work-up o produto sélido foi dissolvido em éter dietilico. A fase
organica foi lavada com HCI (5%), NaHCO3 (10% - solugdo saturada) e H,0, sequencialmente
e foi seca com MgSO, anidro. Depois de seca a fase organica foi filtrada, de modo a remover
o sal, e evaporada sob vacuo, obtendo-se um composto sélido de cor branca.

A cromatografia em coluna foi efectuada usando como eluente uma mistura de éter
do petréleo com acetato de etilo na proporcao 2:1 obtendo-se o composto acetato de 7B-
hidroxicolest-5-en-3B-il puro (5, 650 mg, 96%). A cromatografia foi controlada por TLC
utilizando como eluente uma mistura de éter do petrdleo com acetato de etilo na proporcao

4:2 (Carvalho et al., 2009a).

2.3.4.3. Sintese do colest-5-eno-3p3,7B-diol (6)

A uma solucdo de acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5, 407 mg; 0.915 mmol)
em EtOH (12 mL) e CH,Cl, (4 mL) adicionou-se NaOH 15% (1.8 mL; 6.862 mmol). A reac¢ao
esteve em agitacao durante 2h a temperatura ambiente, foi neutralizada com HCI (5%) e os
solventes foram removidos evaporando a solucdo sob vacuo.

A reaccdo foi controlada por andlise de TLC utilizando uma mistura de éter do
petrdleo com acetato de etilo na proporcao 4:3.

No work-up o produto sélido foi dissolvido em acetato de etilo e apds extraccdo a
fase organica foi lavada apenas com H,O e foi seca com Na,SO4 anidro. Depois de seca a
solucdo foi filtrada de modo a remover o sal e concentrada novamente sob vacuo obtendo-
se um produto sélido de cor branca.

O colest-5-eno-3pB,7B-diol (6, 350 mg, 95%) foi isolado por cromatografia em coluna
utilizando como eluente uma mistura de éter do petréleo com acetato de etilo (2:1) e

controlada por TLC utilizando a mesma mistura de solventes (Carvalho et al., 2009a).

53



Il. Sintese quimica de oxiesterdis

2.3.5. Sintese de derivados 3,4- e 6,7-acetais directamente a partir dos

respectivos alcoois alilicos, A>-7B- e A*-3B-hidroxi esterdides

2.3.5.1. Sintese de 3,4-acetais tendo o colest-4-en-3B-ol (2) como

substrato

Procedimento geral. Sintese do 3,4B-isopropilidenodioxicolestan-5a-ol (7)

A uma solucdo de colest-4-en-3B-ol (2, 200 mg; 0.517 mmol) em acetona (5.2 mL)
adicionou-se MMPP (384 mg; 0.776 mmol) e a reaccdo decorreu a temperatura de refluxo
durante 30 min. Apds o arrefecimento da mistura reaccional a temperatura ambiente, a
mesma foi filtrada de modo a remover o MMPP e o filtrado foi lavado com acetona (max. 5.2
mL). A solugdo lavada adicionou-se Bi(OTf); (85.3 mg; 0.129 mmol) e deixou-se em agitacdo
durante 30 min.

O decorrer da reacgao foi controlado por analise de TLC utilizando uma mistura de
éter do petréleo com acetato de etilo (4:1).

Para efectuar o work-up a reaccao foi parada por evaporacdo sob vacuo e o produto
sélido resultante foi dissolvido em acetato de etilo. A fase organica foi lavada
sequencialmente com NaHCOs e H,0 e foi seca com Na,SO4 anidro. Depois de seca a solucao
foi filtrada e evaporada sob vacuo, obtendo-se um composto sélido de cor branca. (Carvalho,
2010).

O 3B,4B-isopropilidenodioxicolestan-5a-ol puro (7, 60%) foi obtido por cromatografia
em coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petrdleo como acetato de etilo e
trietilamina (6:0.5:0.1) e controlada por TLC utilizando como eluente uma mistura de éter do
petréleo acetato de etilo na (4:1).

A andlise estrutural efectuada ao composto 7 estava concordante com a analise

descrita na literatura (Carvalho, 2010).

P.f.139.3-141.4 °C.
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RMN *H (400 MHz, CDCL;) & ppm 0.66 (3H, s, 18-CH), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.7 Hz, 26-
CH; e 27-CH3), 0.89 (3H, d, J=6.4 Hz, 21-CH3), 1.16 (3H, s, 19-CH3), 1.31, (3H, s, CHs), 1.52 (3H,
s, CH3), 3.79 (1H, d, J=5.3 Hz, 4a-H), 4.29 (1H, m, 3a-H).

3B,4B-Isopentilidenodioxicolestan-5a-ol (8)

De acordo com o procedimento anterior mas a partir de uma solucdo de colest-4-en-
3B-ol (2, 200 mg; 0.517 mmol) em 3-pentanona (5.47 mL) e a reac¢ao decorreu durante 2h
apos a adicdo do Bi(OTf3). Apds secagem e isolamento por cromatografia, obteve-se um
composto solido de cor branca (8, 82.4%).

O 3B,4B-Isopentilidenodioxicolestan-5a-ol (8) foi purificado por cromatografia em
coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petréleo, acetato de etilo e

trietilamina (10:0.5:0.1).
P.f.: 170.6 - 174.9 °C.
IV (filme): 2950, 1455, 1382, 1216, 1049, 868, 758, 668 cm ™.

RMN 'H (400 MHz, CDCL;) & ppm: 0.66 (3H, s, 18-CHs), 0.85 (3H, t, J=7.5, CHs), 0.85 e 0.88
(cada 3H, 2d, J= 6.4 Hz, 26-CH5 e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.8 Hz, 21-CHs), 0.95 (3H, t, J=7.5),
1.16 (3H, s, 19-CHs), 1.76 (2H, q, J=7.5, CH,), 3.79 (1H, d, J=5.5 Hz, 4a-H), 4.30 (1H, m, 3a-H).

RMN “3C (100 MHz, CDCLs) & ppm: 8.8 (CHs), 8.9 (CHs), 12.3 (CHs), 15.5 (CHs), 18.8 (CHs), 20.9
(CH,), 22.7 (CHs), 23.0 (CHs), 24.0 (CH,), 24.2 (CH,), 25.4 (CH,), 26.7 (CH,), 28.2 (CH), 28.4
(CH,), 29.3 (CH,), 30.9 (CH,), 31.7 (CH,), 34.8 (CH), 36.0 (CH), 36.3 (CH,), 38.4 (C), 39.6 (CH,),
40.1 (CH,), 42.9 (C), 46.9 (CH), 56.3 (CH), 56.4 (CH), 73.5 (CH), 74.3 (C), 82.1 (CH), 113.3 (C).

EM (ID-1ES) m/z (%): 487 (4.9) [M - H]', 478.9 (4.4), 463.2 (1.8), 449.1 (4.0), 447.4 (2.7), 445.3
(2.0), 435.4 (4.0), 434.4 (26.1), 433.4 (100), 431.3 (2.0), 419.4 (2.3), 403.4 (2.1).
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2.3.5.2. Sintese de 6,7-acetais comegando com o acetato de 7pB-

hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5)

Acetato de 5a-hidroxi-6B,7B-isopropilidenodioxicolestano-3B-ilo (9)

O procedimento efectuado para esta reaccdo foi idéntico ao procedimento geral,
descrito para a sintese de 3,4- e 6,7-acetais directamente a partir dos respectivos alcoois
alilicos, mas utilizando como substrato o acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5, 224 mg;
0.517 mmol). Apds secagem e isolamento por cromatografia, obteve-se um composto sélido
de cor branca (9, 50%).

Tal como o acetal 7, o acetato de 5a-hidroxi-6B,7B-isopropilidenodioxicolestan-3p-ilo
(9) foi sintetizado anteriormente, e a analise estrutural efectuada nesta nova sintese estava

concordante com a descrita na literatura (Carvalho, 2010).
P.f.:170.1-173.4 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCL3) 6 ppm 0.66 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.7 Hz, 26-
CHs e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.4 Hz, 21-CHs), 1.18 (3H, s, 19-CHs), 1.28 (3H, s, CHs), 1.46 (3H,
s, CH3), 2.01 (3H, s, 3B-CH5C00), 2.11 (1H, J= 13.1, 11.9 HZ), 3.73 (1H, d, J=5.2 Hz, 60-H), 3.92
(1H, dd, J=8.5, 5.2 Hz, 7a-H), 5.14 (1H, m, 3a-H).

Acetato de 5a-hidroxi-6B,7B-isopentilidenodioxicolestan-3p-ilo (10)

De acordo com o procedimento geral, para a sintese de 3,4- e 6,7-acetais
directamente a partir dos respectivos dlcoois alilicos, mas foi preparado com uma solucdo de
acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5, 224 mg; 0.517 mmol) em 3-pentanona (5.47 mL)
e a reac¢do esteve em agitacdo durante 2h apds a adicao do Bi(OTf3). Apds evaporar a fase
organica a secura obtém-se um composto sélido de cor branca (10, 75.8%).

O 5a-hidroxi-6B,7B-isopentilidenodioxicolestan-3B-ilo (10) puro foi obtido por
cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petrdleo, acetato

de etilo e trietilamina (10:0.5:0.1).
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P.f.: 118.5-121.8 °C.
IV (filme): 3436, 2948, 1714, 1467, 1379, 1266, 1216, 1173, 1080, 1031, 923, 759, 667 cm™.

RMN *H (400 MHz, CDCLs) & ppm: 0.65 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.7 Hz,
26-CH; e 27-CH), 0.83 (3H, t, J=7.5 Hz, CH3), 0.90 (3H, d, J=6.6 Hz, 21-CH3), 0.93 (3H, t, J=7.5
Hz, CHs), 1.16 (3H, s, 19-CHs), 2.03 (3H, s, 3B-CH5C0O0), 3.73 (1H, d, J=5.5 Hz, 6a-H), 3.91 (1H,
dd, J=8.5, 5.5 Hz, 7a-H), 5.14 (1H, m, 30-H).

RMN “3C (100 MHz, CDCLs) & ppm: 8.8 (CHs), 8.9 (CHs), 12.1 (CHs), 15.3 (CH), 18.9 (CHs), 21.2
(CH,), 21.6 (CHs), 22.7 (CHs), 23.0 (CHs), 24.2 (CH,), 25.7 (CH,), 26.7 (CH,), 28.2 (CH), 28.6
(CH,), 29.9 (CH,), 30.8 (CH,), 31.2 (CH,), 36.0 (CH), 36.3 (CH,), 37.4 (CH,), 37.9 (C), 39.4 (CH),
39.6 (CH,), 39.8(CH,) , 41.7 (CH), 43.0 (C), 55.8 (CH), 56.0 (CH), 70.5 (CH), 75.4 (C), 79.0 (CH),
82.0 (CH), 113.1 (C), 171.1 (C).

EM (ID-IES) m/z (%): 545.6 (100) [M - H, 544.9 (17.0), 543.9 (11.9), 527.1 (6.9), 519.7 (6.3),
506.5 (7.5), 493.6 (5.9), 491.6 (12.4), 449.5 (9.0), 435.2 (8.3), 433.6 (20.0), 404.9 (6.1).

2.3.5.3. Sintese de 6,7-acetais a partir do colest-5-eno-33,73-diol (6)

6B,7B-Isopropilidenodioxicolestano-38,5a-diol (11)

O procedimento seguido nesta reaccdo foi idéntico ao procedimento geral, descrito
para a sintese de 3,4- e 6,7-acetais directamente a partir dos respectivos alcoois alilicos, mas
utilizando como substrato o colest-5-eno-3f,7B-diol (6, 208 mg; 0.517 mmol). Apds
evaporagao sob vacuo obtém-se um composto sélido de cor branca (11, 42%).

Tal como os acetais 7 e 9, o 6B,7B-isopropilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (11) foi
sintetizado anteriormente pelo nosso grupo e a analise estrutural efectuada estava

concordante com a descrita na altura, apresentada abaixo (Carvalho, 2010).

P.f.: 141.7 - 144.5 °C.
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RMN H (400 MHz, CDCL3) & ppm 0.66 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.6 Hz, 26-
CHs e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.6 Hz, 21-CHs), 1.17 (3H, s, 19-CHs), 1.30 (3H, s, CHs), 1.47 (3H,
s, CH3), 3.74 (1H, d, J=5.2 Hz, 6a-H), 3.90 (1H, dd, J=8.7, 5.2 Hz, 7a-H), 4.07 (1H, m, 3a-H).

6B,7B-Isopentilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (12)

De acordo com o procedimento geral para a sintese de acetais directamente a partir
dos respectivos alcoois alilicos, mas preparando uma solu¢do de colest-5-eno-3,7B-diol (6,
208 mg; 0.517 mmol) em 3-pentanona (5.47 mL). A reacc¢ao decorreu durante 1h e 30min
apods a adicdo do Bi(OTf3) e depois de evaporar a fase organica a secura obteve-se um
composto sélido de cor branca (12, 54.3%).

O 6B,7B-Isopentilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (12) foi purificado através de
cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petrdleo e

acetato de etilo (4:1).
P.f.: 157.9-161.9 °C.
IV (filme): 3404, 2950, 1709, 1468, 1381, 1173, 1080, 1051, 922, 780 cm™

RMN *H (400 MHz, CDCL3) & ppm: 0.66 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.7 Hz,
26-CH3 e 27-CH;), 0.83 (3H, t, J=7.5 Hz, CH3), 0.90 (3H, d, J=6.4 Hz, 21-CH3), 0.93 (3H, t, J=7.5
Hz, CH3), 1.16 (3H, s, 19-CHs), 3.73 (1H, d, J=5.4 Hz, 6a-H), 3.89 (1H, dd, J=8.6, 5.4 Hz, 7a-H),
4.06 (1H, m, 3a-H).

RMN *3C (100 MHz, CDCLs) & ppm: 8.8 (CH,), 8.9 (CH,), 12.1 (CH,), 15.5 (CH,), 18.9 (CH,),
21.3, 22.7(CH,), 23.0 (CH,), 24.1, 25.7, 28.1 (CH,), 28.6, 30.8, 31.0, 31.5, 36.0 (CH,), 36.4,
37.9 (CH,), 39.5, 39.6, 39.9, 41.5 (CH,), 42.0 (CH,), 43.1, 55.9, 55.9, 67.1, 75.9, 79.0 (CH),
82.0 (CH), 113.1 (C).

EM (ID-IES) m/z (%): 503.37 (100) [M - HJ, 499.8 (1.8), 498.7 (2.2), 497.6 (5.1), 493.2 (5.2),
463.3 (2.5), 461.6 (3.3), 435.3 (2.1), 433.5 (1.8), 419.8 (1.8), 418.6 (11.1), 417.5 (39.8).
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2.3.6 Epoxidacao de Olefinas

2.3.6.1. Procedimento geral para a sintese dos epodxidos a partir dos

correspondentes alcoois alilicos. Sintese do 4§,5§-epoxicolestan-3B-ol (13)

A uma solucdo de cholest-4-en-3B-ol (2, 77.33 mg; 0.20 mmol) em CHsCN (5 mL) foi
adicionado MMPP (108.8 mg; 0.22 mmol). A reaccao decorreu durante 10 min em agitacdo a
temperatura de refluxo e o esgotamento do substrato foi controlado por TLC utilizando
como eluente uma mistura de éter do petréleo e acetato de etilo (4:2). Apds o
arrefecimento da mistura reaccional, a temperatura ambiente, a mesma foi filtrada e o
solvente foi removido por evaporacao sob vacuo.

O work-up foi efectuado extraindo o residuo em éter dietilico e a fase organica foi
lavada sequencialmente com Na,SOs; (10%), NaHCO3 (10% - solucdo saturada) e H,O. O
excesso de H,0 foi removido secando a fase organica com Na,SO,4 anidro e posteriormente
filtrada de modo a remover o sal (Carvalho et al., 2009b). Apds concentrar sob vacuo obtém-

se um produto oleoso que revela uma mistura dos dois isdmeros, epdxidos a e B.

2.3.6.2. Sintese do acetato de 5§,6§-epoxi-7B-hidroxicolestan-3B-ilo (14)

O acetato de 5¢,6¢-epoxi-7B-hidroxicolestan-3B-ilo (14) foi sintetizado de acordo com
o procedimento geral para a sintese de epdxidos (Sec¢do 2.3.6.1.) mas tendo como substrato

o acetato de 7B-hidroxicolest-5-en-3B-ilo (5, 88.94 mg; 0.20mmol).

2.3.6.3. Sintese do 5&,6¢-epoxicolestano-3,7B-diol (15)

O 5¢,6¢-epoxicolestano-3B,7B-diol (15) foi sintetizado de acordo com o procedimento
geral para a sintese de epdxidos (Seccdo 2.3.6.1.) mas tendo como substrato o colest-5-eno-

3,7B-diol (6, 80.53 mg; 0.20mmol).

59



Il. Sintese quimica de oxiesterdis

2.3.7. Sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir dos respectivos epoxidos, 4§,5¢-

epoxi-3B-hidroxi- e 5¢,6¢-epoxi-7B-hidroxi esterdides

2.3.7.1. Sintese de 3,4-acetais a partir do 4¢,5¢-epoxicolestan-3$-ol (13)

3B,4B-Ciclopentilidenodioxicolestan-5a-ol (16)

A uma solucdo de 4,5-epoxicolestan-3B-ol (13, 208 mg; 0,517 mmol) em
ciclopentanona (4.58 mL) adicionou-se Bi(OTf); (85.3 mg; 0.129 mmol). A reaccdo decorreu
durante 45 min a temperatura ambiente e foi parada adicionando H,0.

O esgotamento do substrato foi controlado por TLC utilizando como eluente uma
mistura de éter de petréleo e acetato de etilo na proporgao 4:1.

O work-up foi realizado extraindo o produto com éter dietilico, a fase organica foi
lavada com solucdo saturada de NaHCO; e H,0 e foi seca com Na,SO,4 anidro. Depois de seca
a solucdo foi filtrada, de modo a remover o sal, e evaporada sob vacuo, obtendo-se um
composto sélido de cor branca (16, 75.8%).

O 3B,4B-ciclopentilidenodioxicolestan-5a-ol (16) puro foi obtido por cromatografia
em coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petrdleo, acetato de etilo e
trietilamina (10:0.5:0.1) e controlada por TLC utilizando uma mistura de éter do petréleo e

acetato de etilo (4:1), como eluente.
P.f.: 152.9 - 155.8 °C.
IV (filme): 2952, 2360, 1215, 1103, 758, 668 cm .

RMN *H (400 MHz, CDCL3) & ppm: 0.66 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.6 Hz,
26-CH; e 27-CH3), 0.90 (3H, d, J=6.6 Hz, 21-CH3), 1.15 (3H, s, 19-CH3), 3.65 (1H, d, J=5.5 Hz,
4a-H), 4.26 (1H, m, 3a-H).

RMN *3C (100 MHz, CDCL3) & ppm: 12.3 (CH3), 15.6 (CHs), 18.8 (CHs), 20.8 (CH,), 22.7 (CH3),
23.0 (CHs), 23.7 (CH,), 23.8 (CH,), 24.0 (CH,), 24.2 (CH,), 25.5 (CH,), 25.8 (CH,), 28.2 (CH),
28.4 (CH,), 29.3 (CH,), 31.8 (CH,), 34.8 (CH), 36.0 (CH), 36.3 (CH,), 37.8 (CH,), 38.0 (CH,), 38.6
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(C), 39.7 (CH,), 40.1 (CH,), 42.9 (C), 47.0 (CH), 56.4 (2CH), 73.5 (CH), 74.2 (C), 82.7 (CH), 119.1
(C).

EM (ID-IES) m/z (%): 485.3 (32.7) [M - H], 479.2 (5.9), 477.2 (4.6), 450.3 (3.4), 449.2 (6.4),
447.4 (4.1), 445.2 (6.9), 435.5 (3.2), 434.6 (23.8), 433.6 (100), 401.5 (4.8), 329.2 (4.3), 96.9
(5.0).

3B,4B-Ciclohexilidenodioxicolestan-5a-ol (17)

De acordo com o procedimento anterior para a sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir
dos respectivos epéxidos mas comecando com uma solucdo de 4,5-epoxicolestan-3B-ol (13,
208 mg; 0,517 mmol) em ciclohexanona (5,35 mL). Apds evaporacdo sob vacuo obtém-se um
composto sélido de cor branca (17, 97.32% rendimento).

O 3B,4B-ciclohexilidenodioxicolestan-5a-ol (17) puro foi obtido por cromatografia em
coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petréleo, acetato de etilo e
trietilamina (10:0.5:0.1) e controlada por TLC utilizando uma mistura de 4:1, éter do petréleo

e acetato de etilo, como eluente.
P.f.: 152.9-156.3 °C.
IV (filme): 3479, 2936, 2866, 1448, 1365, 1112, 932, 757 cm™.

RMN 'H (400 MHz, CDCL3) 6 ppm: 0.66 (3H, s, 18-CH), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.6 Hz,
26-CH3 e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.7 Hz, 21-CHs), 1.17 (3H, s, 19-CHs), 3.77 (1H, d, J=5.4 Hz,
4a-H), 4.29 (1H, m, 3a-H).

RMN *3C (100 MHz, CDCL3) & ppm: 12.34 (CH3), 15.5 (CHs), 18.8 (CHs), 20.8 (CH,), 22.7 (CHs),
23.0 (CHs), 23.9 (CH,), 24.0 (CH,), 24.2 (CH,), 24.3 (CH,), 25.3 (CH,), 25.5 (CH,), 26.9 (CH,),
28.2 (CH), 28.4 (CH,), 29.4 (CH,), 31.7 (CH,), 33.7 (CH), 33.8 (C), 34.8 (CH), 35.5 (CH,), 36.0
(CH), 36.3 (CH,), 38.5 (CH,), 39.7 (CH,), 40.1 (CH,), 42.9 (C), 46.9 (CH), 56.3 (CH), 73.6 (CH),
74.3 (CH), 77.4 (C), 81.7 (CH), 110.0 (C).

EM (ID-IES) m/z (%): 499.7 (17.0) [M - H, 498.7 (36.8), 497.7 (100), 479.3 (2.2), 463.4 (1.5),
449.5 (1.7), 437.2 (1.8), 435.8 (2.9), 434.7 (9.8), 433.7 (29.4), 431.4 (2.1), 429.5 (2.0).
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2.3.7.2. Sintese de 6,7-acetais partindo do acetato de 5§,6§-epoxi-7p-
hidroxicolestan-3pB-ilo (14)

Acetato de 5a-hidroxi-6B,7B-ciclopentilidenodioxicolestan-3p-ilo (18)

O procedimento seguido nesta reacc¢ado foi idéntico ao procedimento geral para a
sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir dos respectivos epdxidos mas utilizando como substrato
o acetato de acetato de 5,6-epoxi-7B-hidroxicolestan-3B-ilo (14, 238 mg; 0.517 mmol). A
mistura reaccional esteve em agitacdao durante 2h. Apds evaporar a fase organica a secura
obtém-se um composto sélido de cor branca (18, 70.6%).

O 5a-hidroxi-6B,7B-ciclopentilidenodioxicolestan-3B-ilo (18) foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petrdleo, acetato
de etilo e trietilamina na proporg¢ao 10:0.5:0.1 e controlada por TLC utilizando como eluente

uma mistura de éter do petrdleo e acetato de etilo (4:1).
P.f.:171.6-174.9 °C.
IV (filme): 3437, 2951, 2870, 1714, 1469, 1364, 1330, 1264, 1103, 1031, 973, 759 cm™,

RMN *H (400 MHz, CDCL;) § ppm: 0,66 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.7 Hz,
26-CH; e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.4 Hz, 21-CH3), 1.16 (3H, s, 19-CHs), 2.02 (3H, s, 3p-
CH5C00), 3.57 (1H, d, J=5.2 Hz, 6a-H), 3.88 (1H, dd, J=8.3, 5.0 Hz, 7a-H), 5.14 (1H, m, 3a-H).

RMN *3C (100 MHz, CDCL3) & ppm: 12.0 (CHs), 15.6 (CHs), 18.9 (CHs), 21.2 (CH,), 21.6 (CHs),
22.7 (CHs), 23.0 (CHs), 23.6 (CH,), 23.7 (CH,), 24.1 (CH,), 25.9 (CH,), 26.7 (CH,), 28.2 (CH),
28.6 (CH,), 29.9 (CH,), 31.3 (CH,), 36.0 (CH), 36.4 (CH,), 37.7 (CH,), 38.0 (CH,), 38.1 (C), 38.4
(CH), 39.6 (CH,), 39.8 (CH,) 41.8 (CH), 43.0 (C), 55.6 (CH), 55.9 (CH), 70.4 (CH), 75.4 (C), 79.1
(CH), 82.5 (CH), 119.0 (C), 171.0 (C).

EM (ID-IES) m/z (%): 543.6 (100) [M - H], 489.6 (1.9), 464.0 (1.9), 434.7 (3.6), 433.7 (11.3),
431.58 (1.8), 429.55 (1.8), 339.66 (2.2), 301.2 (2.2), 255.5 (2.2), 235.3 (1.8), 97.0 (1.9).
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Acetato de 5a-hidroxi-68,7B-ciclohexilidenodioxicolestan-3B-ilo (19)

De acordo com o procedimento geral para a sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir dos
respectivos epodxidos mas comecando com uma solucdo de acetato de 5,6-epoxi-7pB-
hidroxicolestan-3f-ilo (14, 208 mg; 0,517 mmol) em ciclohexanona (5,35 mL) e a reacgao
permaneceu a temperatura ambiente durante 2h. Apds evaporacdo sob vacuo obtém-se um
composto sdlido de cor branca (19, 56.8%).

O acetato de 5a-hidroxi-6B,7B-ciclohexilidenodioxicolestan-3B-ilo (19) puro foi obtido
por cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de éter do petrdleo,
acetato de etilo e trietilamina (10:0.5:0.1) e controlada por TLC utilizando uma mistura de

4:1 éter do petrdleo e acetato de etilo, como eluente.
P.f.. 175.3-178.5 °C.
IV (filme): 3411, 2937, 1712, 1364, 1216, 1031, 759, 667 cm™

RMN 'H (400 MHz, CDCL;) 6 ppm: 0.65 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.7 Hz,
26-CH; e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.4 Hz, 21-CH3), 1.18 (3H, s, 19-CHs), 2.04 (3H, s, 3B-
CH5CO0), 3.70 (1H, d, J=5.2 Hz, 6a-H), 3.89 (1H, dd, J=8.5, 5.1 Hz, 7a-H), 5.14 (1H, m, 3a-H).

RMN *3C (100 MHz, CDCLs) & ppm: 12.1 (CHs), 15.4 (CH3), 18.9 (CHs), 21.2 (CH,), 21.6 (CH3),
22.7 (CHs), 23.0 (CHs), 24.0 (CH,), 24.1 (CH,), 24.2 (CH,), 25.3 (CH,), 25.9 (CH,), 26.7 (CH,),
28.2 (CH), 28.7 (CH,), 31.3 (CH,), 35.8 (CH,), 36.1 (CH), 36.4 (CH,), 37.6 (CH,), 38.1 (C), 38.4
(CH,), 39.5 (CH), 39.6 (CH,), 39.8 (CH,), 41.7 (CH), 43.0 (C), 55.6 (CH), 55.9 (CH), 70.5 (CH),
75.4 (C), 79.1 (CH), 81.7 (CH), 109.8 (C), 171.0 (C).

EM (ID-1ES) m/z (%): 558.3 (100) [M - H], 557.4 (91.4) 548.2 (3.1), 547.3 (6.4), 546.4 (13.3),
545.4 (12.8), 544.3 (6.8), 543.6 (4.4), 434.7 (3.7), 433.8 (8.3), 225.4 (3.9), 95.0 (3.8).
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2.3.7.3. Sintese de 6,7-acetais partindo 5§,6§-epoxicolestano-38,7p3-
diol (15)

6B,7B-Ciclopentilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (20)

O procedimento seguido nesta reacc¢ao foi idéntico ao procedimento geral para a
sintese de 3,4- e 6,7-acetais a partir dos respectivos epdxidos mas utilizando como substrato
o 5,6-epoxicolestano-3f,7B-diol (15, 216 mg; 0.517 mmol) e a mistura reaccional esteve em
agitacdo durante 1.30h.

O esgotamento do substrato foi controlado por TLC, utilizando uma mistura de éter
do petréleo e acetato de etilo (2:2). Apds evaporacdo exaustiva obtém-se um composto
sélido de cor branca (20, 77.1%).

O 6pB,7B-ciclopentilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (20) puro foi obtido por
cromatografia em coluna utilizando como eluente uma mistura de éter de petréleo e acetato
de etilo na proporg¢ao 1:2 e foi controlada por TLC utilizando como eluente uma mistura de

éter do petrdéleo em acetato de etilo (1:1).
P.f.: 183.6 - 186.6 °C.
IV (filme): 3401, 2951, 1468, 1382, 1330, 1107, 1040, 760 em™

RMN *H (400 MHz, CDCL;) § ppm: 0.66 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.6 Hz,
26-CH3 e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.4 Hz, 21-CHs), 1.16 (3H, s, 19-CHs), 3.59 (1H, d, J=5.1 Hz,
6a-H), 3.87 (1H, dd, J=8.7, 5.1 Hz, 7a-H), 4.07 (1H, m, 3a-H).

RMN “3C (100 MHz, CDCL;) 6 ppm: 12.1, 15.8, 18.9, 21.3 (CH,), 22.7, 23.0, 23.6 (CH,), 23.7
(CH,), 24.1 (CH,), 25.9 (CH,), 28.2, 28.6 (CH,), 31.0 (CH,), 31.7 (CH,), 36.0, 36.4 (CH,), 38.0
(CH,), 38.0 (CH,), 38.1, 38.4 (CH,), 39.7 (CH,), 39.9 (CH,), 41.6, 42.1, 43.1, 55.7, 55.9, 67.1,
75.8, 79.1 (CH), 82.5 (CH), 119.0 (C).

EM (ID-IES) m/z (%): 501.5 (100) [M - H]’, 499.6 (1.2), 495.6 (1.5), 493.5 (1.8), 463.3 (2.3),
461.3 (2.5), 435.6 (2.1), 433.4 (1.2), 420.6 (1.3), 419.6 (1.8), 418.6 (6.9), 417.6 (22.1).
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6B,7B-ciclohexilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (21)

Método 1: De acordo com o procedimento geral para a sintese de 3,4- e 6,7-acetais a
partir dos respectivos epdxidos mas comecando com uma solucdo de 5,6-epoxicolestano-
3B,7B-diol (15, 216 mg; 0,517 mmol) em ciclohexanona (5,35 mL). A reacc¢do decorreu
durante 1.5h e foi controlada utilizando uma mistura de éter do petrdleo e acetato de etilo
na proporc¢ao 4:2. Apds efectuado o work-up a secagem da solucdo nao foi conseguida, quer
por evaporacao sob vacuo, quer apés um longo periodo de tempo numa estufa de vacuo.

Método 2: A uma solucdo de 5a-hidroxi-6[,7B-ciclohexilidenodioxicolestano-3f-ilo
(19) puro (50.294 mg; 0,09 mmol) em MeOH (8.09 mL) e THF (6 mL) adicionou-se carbonato
de sédio (19 mg; 0,18 mmol). A mistura reaccional esteve em agitacdo durante 4 dias a
temperatura ambiente e os solventes foram removidos por evaporagao sob vacuo.

O decorrer da reaccdo foi controlado por analise de TLC utilizando uma mistura de
éter do petréleo com acetato de etilo na proporgao 2:2.

O work-up foi realizado extraindo o produto com diclorometano e a fase organica foi
lavada H,0 e foi seca com Na,SO, anidro. Depois de seca a solugdo foi filtrada, de modo a
remover o sal, e evaporada sob vacuo, obtendo-se um composto sélido de cor branca (21,

74.4%).
P. f.: 190.6 - 193.5 °C.
IV (filme): 2937, 1216, 758, 670 cm™.

RMN 'H (400 MHz, CDCL;) 6 ppm: 0.65 (3H, s, 18-CHs), 0.85 e 0.87 (cada 3H, 2d, J= 6.3 Hz,
26-CHs3 e 27-CHs), 0.90 (3H, d, J=6.5 Hz, 21-CHs), 1.17 (3H, s, 19-CHs), 3.70 (1H, d, J=5.0 Hz,
6a-H), 3.88 (1H, dd, J=8.4, 5.1 Hz, 7a-H), 4.08 (1H, m, 30-H).

RMN *3C (100 MHz, CDCLs) & ppm: 12.01, 15.6, 18.9, 21.3 (CH,), 22.7, 23.0, 24.0 (CH,), 24.1
(CH,), 24.2 (CH,), 25.3 (CH,), 25.8 (CH,), 28.2, 28.7 (CH,), 31.0, 31.6 (CH,), 35.8 (CH,), 36.0
(CH,), 36.4, 38.1 (CH,), 38.4 (CH,), 39.6, 39.6 (CH,), 39.9 (CH,), 41.5 (CH,), 42.0, 43.0, 55.8,
55.9, 67.1, 75.8, 79.1 (CH), 81.7 (CH), 109.8 (C).

EM (ID-IES) m/z (%): 501.5 (100) [M - H], 461.4 (6.19), 450.8 (44.2), 449.3 (80.3), 436.7
(16.0), 435.4 (40.0), 434.0 (5.3), 433.7 (3.4), 421.5 (4.5), 420.6 (7.3), 419.1 (26.5), 417.8
(77.9).
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3. Avaliagao citotoxica de oxiesterodis

3.1. Introducao

A acetalizagdo é vulgarmente utilizada em sintese organica como um método de
proteccdao de grupos carbonilo, no entanto, para além disso tem sido bastante utilizada na
industria farmacéutica. Varias investigacdes reportam a introducdo de acetais como um
método para aumentar a actividade bioldgica dos farmacos. Como tal, a acetalizagdo tem
sido utilizada para melhorar as propriedades anti-inflamatdrias de glicocorticéides como é o
caso da fluocinolona (Pearson et al., 2006). A introducdo de grupos acetal em diferentes
moléculas tem demonstrado quer efeitos benéficos quer nocivos no que respeita a

actividade bioldgica, incluindo a citotoxicidade (Tsukida et al., 2004; Yuan et al., 2009).

A segunda parte deste trabalho baseou-se em avaliar a actividade bioldgica das novas
séries de derivados acetal dos oxiesteréis, previamente sintetizados. Apds caracterizacao dos
compostos em estudo, e tendo por base investigacdes realizadas no nosso grupo, onde se
verificou que alteragdes estruturais no anel B do esterdide demonstram maior
citotoxicidade, optamos por avaliar inicialmente a série de novos oxiesterdis que derivam do
colest-5-eno-3pB,7B-diol (6). No entanto, revelou-se importante estabelecer uma relacado
estrutura-actividade dos novos oxiesterdis sintetizados. Neste sentido, foram efectuados
ensaios de citotoxicidade numa linha celular de adenocarcinoma do pulmdo de origem
humana (A549) com trés compostos da série colest-5-eno-3f3,7B-diol e trés compostos da

série colest-4-en-3f3-ol.

Este trabalho experimental de indole bioldgica foi realizado no Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular de Coimbra no Grupo de Vectores e Terapia Génica, em
colaboragdao com o Professor Doutor Jodo Nuno Moreira e teve a duragao de cerca de 3

meses.
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3.2. Resultados e discussao

A linha celular em estudo foi previamente caracterizada no nosso laboratério, por
este motivo ndo foi necessario realizar a curva de crescimento das células A549, bem como
determinar o seu doubling time. No entanto, foi necessdria uma analise do crescimento das
células para se obter o numero de células ideal para aplicar nas placas no inicio da
experiéncia, de forma a garantir que estas sé atinjam o estado de confluéncia no final do
tempo de ensaio. Através do doubling time estimou-se a duracdo do ensaio de
citotoxicidade, correspondente a quatro doubling times e determinou-se o tempo de

incuba¢do com os novos compostos, garantindo um ensaio estavel e fiavel.

3.2.1. Efeito citotoxico do DMSO na linha celular A549

Na preparagao das concentragdes a utilizar, foi necessario ter em atengao a
percentagem de DMSO que é aplicada as células, por poco. Como tal foi tracada uma curva
de dose-resposta para o dimetilsulféxido, DSMO, sozinho, que traduz a citotoxicidade deste
composto na linha celular A549 (Fig 3.1). As células foram incubadas com 0.25%, 0.5%, 1% e
2% de DMSO durante 96 horas, verificando-se que até valores de 1% de DMSO a quantidade

deste solvente presente no meio nao afecta significativamente a viabilidade celular.

1504

100+
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Log [concentragia) (pM)

Figura 3.1. Curva de dose-resposta do DMSO isolado.
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3.2.2. Efeito citotoxico de seis novos derivados acetal de oxiesterdis em

células humanas de cancro do pulmao

Os oxiesterdis, como ja foi referido anteriormente, tém ganho bastante interesse nos
ultimos anos devido a sua relevante actividade bioldgica. Principalmente porque tém
demonstrado possuir propriedades anti-cancerigenas (Vejux et al., 2009; Carvalho et al.,
2011). Com o objectivo de esclarecer se também os novos oxiesterdis, sintetizados nesta
dissertacdo, fazem parte desse conjunto de moléculas biologicamente activas, sujeitdamos as
células A549 a presenca desses compostos.

Foram avaliadas duas novas séries de oxiesterdis, uma com altera¢des estruturais no
anel A e outra com oxigenacdo no anel A e alteracGes estruturais no anel B do nucleo
esterdide. As curvas de dose-resposta apresentadas na Figura 3.2. para cada composto, sdo
o resultado da aplicacdo de diferentes concentra¢des de farmaco as células A549 sujeitas a

um periodo de incubagao de 96 horas.

a) 6PB,7B-Isopropilidenodioxicolestano-3p,5a-diol (11)
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b) 6B,7B-Isopentilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (12)
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c) 6B,7B-Ciclopentilidenodioxicolestano-3f,5a-diol (20)
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Figura 3.2. Curvas de dose-resposta dos compostos derivados da série colest-5-eno-3B,7B-diol (6). As
células foram incubadas com diferentes concentra¢des de farmaco, 160, 80, 40, 35, 30, 25, 20, 10, 5,
2.5 e 1.25 uM. Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés
experiéncias efectuadas de forma independente.

O tempo do ensaio foi determinado com base no doubling time da linha celular em
causa, de modo a garantir que todas as células passassem no minimo por uma divisdo
celular. Ou seja, as 96 horas correspondem a quatro vezes o doubling time e neste caso é
igual ao tempo de incubacdo efectuado.

As concentracdes de farmaco aplicadas foram ajustadas, partindo de uma solucao
stock adequada, para que a quantidade presente de DMSO nao ultrapasse 1% por pogo.
Sendo que a razao entre o volume de farmaco aplicado e o volume de meio de cultura foi de
0.8% de DMSO na concentragdo mais elevada, pode afirmar-se que a morte celular
observada nas células A549 é induzida apenas pelo farmaco e é dependente da dose.

Os pontos apresentados no grafico, que representam os valores de viabilidade
celular, foram ajustados com uma funcdo sigmdide para efectuar o cdlculo do ICs, de cada
composto, representados na Tabela 3.1. O ICso foi o parametro utilizado para contabilizar a

sensibilidade das células aos oxiesterdides.
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Tabela 3.1. Citotoxicidade dos novos oxiesterodis derivados da série colest-5-eno-3B,7B-diol (14, 15 e
16) e da série colest-4-en-3B-ol (10, 11, 16), na linha celular A549 apds 96 horas de incubacao.

Composto Estrutura ICso” (UM)

11 27.17
12 32.19
20 22.45
7 >50
8 >50
16 >50

® ICs, é a concentragdo que inibe 50% da viabilidade celular. E uma medida quantitativa que
determina a eficacia bioldgica de um determinado composto.
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As curvas de dose-resposta dos compostos derivados do colest-4-en-33-ol (2) ndo
estdo representadas e os valores de ICsg prevéem-se superiores a 50 uM, sendo que nao
apresentam uma actividade anti-proliferativa relevante. As curvas obtidas revelam que os
derivados acetal de oxiesterdis 7, 8 e 16, que contém alteracées no anel A do nucleo
esterdide ndo actuam de uma forma dose-dependente e apenas se verificou alguma morte
celular a concentracdes bastante elevadas, ndo vidveis in vivo. Estes resultados comprovam
o que S3 e Melo e seus colaboradores revelaram ao afirmar: “We found that oxidative
changes in ring A alone do not affect cytotoxicity.(...) Different chemical modifications
involving ring B led to even higher toxicities toward cancer cells” (Carvalho et al., 2011).

E notério que o tratamento com os oxiesterdis oxigenados no anel A e com
alteragdes estruturais no anel B induziram um decréscimo na viabilidade das células A549 de
uma forma dose-dependente. Podemos afirmar que apresentam uma ampla actividade anti-
proliferativa contra as células cancerigenas A549.

O aumento da cadeia carbonada em derivados isopropilideno e isopentilideno acetais
conduziu a diminuicdo da citotoxicidade, como se verifica pelos valores de ICsg dos
compostos 11 e 12. No entanto, o derivado ciclopentilideno acetal, 20, com o mesmo
nimero de atomos de carbono do composto 12 mostra um aumento de actividade anti-
proliferativa, que ultrapassa inclusive os valores do acetonido 11, revelando-se o acetal com

maior actividade citotodxica.

Estes resultados comprovam novamente que os oxiesterdis demonstram realmente
propriedades anti-cancerigenas. No entanto, os mecanismos responsaveis pela
citotoxicidade destes compostos estdao longe de estar esclarecidos. Ao longo deste trabalho
foi varias vezes referido que os oxiesterdis estdo envolvidos quer na proliferacao, quer na
morte celular e algumas hipdteses sdo propostas. Os oxiesterdis mais comuns interferem
com a estrutura da membrana e receptores celulares (Olkkonen et al., 2009), e inibem a
biossintese do colesterol e do ADN podendo ser estes os factores responsaveis pela sua

citotoxicidade (Radhakrishnan et al., 2007).
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3.3. Alguns comentarios sobre os possiveis mecanismos de citotoxicidade

dos oxiesterois

3.3.1. Citotoxicidade por induc¢do da apoptose

Um grande numero de estudos in vitro, como referido no capitulo 1, sugerem que os
oxiesterdis podem aumentar os niveis intracelulares de espécies reactivas de oxigénio,
induzir modificagcdes nas proteinas celulares e alterar varias vias de sinalizacdo e expressao
genica, o que pode levar a morte celular. Adicionalmente, estudos de SAR demonstram que
os oxiesterdis variam muito na forma como induzem a apoptose e portanto um mecanismo
universal de apoptose induzida por oxiesterdis ainda devera ser esclarecido (Lordan et al.,
20009).

A activacdo da apoptose pode ser iniciada de duas maneiras distintas: pela via
extrinseca, citoplasmatica, que leva a activacao directa das caspases (proteases de cisteina
que clivam proteinas apdés um residuo de acido aspartico) ou pela via intrinseca,
mitocondrial, que pode ser activada pelo stress do reticulo endoplasmatico, granzima B ou
via de sinalizacdo p53, contribuindo para inumeras modificacdes morfoldgicas e bioquimicas,
como é o caso da fragmentacdo do ADN nucleossomal (Grivicich et al., 2007; Vejux et al.,
2009). Os oxiesterdis podem induzir a apoptose por ambas as vias, no entanto grande parte
das evidéncias sugerem que a maioria induz apoptose através da via intrinseca (Lordan et al.,
2009).

Em conclusdo, embora os mecanismos de inducdo da apoptose pelos oxiesterdis ndo
estejam ainda bem esclarecidos, uma grande variedade de estudos tem mostrado que a
criacdo de stress oxidativo, modifica¢cOes biofisicas na membrana citoplasmatica, excesso de
radicais livres de oxigénio e oscilacdes na quantidade de Ca** intracelular, podem ser o inicio
da transducdo de factores apoptoéticos dentro da célula (Lordan et al., 2009; Vejux et al.,

2009).
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3.3.2. Citotoxicidade por inibigao da sintese do colesterol

Os oxiesterdis inibem a biossintese do colesterol através da inibicdo
proteolitica do seu principal mecanismo regulatdrio pelo SREBP (sterol regulatory element
binding proteins). O SREBP é sintetizado nas membranas do reticulo endoplasmatico e
transportado para o complexo de Golgi, onde proteases libertam um fragmento
transcricionalmente activo que lhe permite entrar no nudcleo. Neste, o SREBP activa a
transcricdo dos genes que codificam a HMG-CoA reductase e todas as outras enzimas
envolvidas na sintese e absorcdo do colesterol. O transporte do SREBP, para o aparelho de
Golgi, é feito através de uma proteina activadora da clivagem, chamada Scap (cleavage
activating protein), que por sua vez se liga a uma outra proteina chamada Insig (Fig. 4.3.).
Quando os niveis de colesterol sdo baixos, a Insig é libertada e o complexo SREBP-Scap migra
para o complexo de Golgi. Os oxiesterdis ligam-se a Insig impedindo que esta se liberte,
consequentemente o SREBP ndo migra para o aparelho de Golgi e o colesterol ndo é

sintetizado (Schroepfer, 2000; Radhakrishnan et al., 2007).

Cytosol
SCAP INSIG

opEterole

ER lumen

Figura 3.3. Diagrama representativo das interacdes SERBP-Scpa-Insig. Adaptado de The Medical
Biochemistry Page, disponivel em http://themedicalbiochemistrypage.org/cholesterol.

O colesterol tem um papel essencial na proliferacdo celular, em particular na
progressdao da mitose, fase do ciclo celular onde ocorre a divisdao nuclear (Fig. 3.4).
Ferndndez e colaboradores demonstraram que a falta de colesterol na célula diminui a
actividade da proteina cinase ciclina-dependente (Cdk1, cyclin-dependent kinase 1), que

regula a transcricio para a mitose induzindo a fase G2/M. Com a actividade da Cdk1l
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diminuida verifica-se uma acumulacdo de células na fase G2. No entanto, foi também
verificado que algumas células conseguem passar parcialmente pela mitose originando
células polipldides. Em suma, a deficiéncia em colesterol impede a conclusdo da mitose
originando células anormais, polipldides e multinucleadas (Fernandez et al., 2010). Se
relembrarmos, por fim, que os oxiesterdis estdao implicados na modulagdo da sintese do
colesterol, pode ser este outro mecanismo para explicar a citotoxicidade destes derivados

oxigenados.

Ciclo celular
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Figura 3.4. O ciclo celular. Ao conjunto de processos que ocorrem numa célula viva entre duas
divisdes celulares chama-se ciclo celular, que consiste na intérfase e na fase mitdtica, que por sua vez
inclui  amitosee adivisdo celular. Retirado de S6 biologia. Disponivel em
http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/ nucleo6.php.

3.3.3. Citotoxicidade por inibigao da replicagao do ADN

A ADN polimerase catalisa a sintese de ligacdes internucleotidicas do ADN, formando
a cadeia dupla. As ADN topoisomerases sao enzimas que desempenham um papel
importante no processo de replica¢ao, transcricdao, recombinacdo, integra¢cao e segregacao
cromossémica do ADN (Quintas et al., 2008). Estas enzimas metabdlicas, para além de serem
essenciais para a replicacdo, reparacdo e recombinacdo do ADN, estdo também envolvidas

na divisdo celular. A importancia das polimerases e topoisomerases foi recentemente
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reconhecida, sendo estas consideradas alvos celulares para a interveng¢dao quimica no
desenvolvimento de agentes anti-cancerigenos (Ishimaru et al., 2008).

O colesterol e seus derivados, como é o caso dos oxiesterdis, tém vindo a ser
referenciados como inibidores da actividade das enzimas metabdlicas do ADN e do processo
de proliferacdo celular, o que suscita bastante interesse no que respeita a células
cancerigenas. Foi demonstrado que o 5a,6a-epoxicolesterol inibe a actividade das
topoisomerases ligando-se directamente a estas enzimas, bem como a supressao do
crescimento celular. Verificou-se também que os derivados do colesterol induzem a
fragmentacdo do ADN nas células tumorais, levando a uma paragem do crescimento e
consequente morte celular. Os estudos ja realizados indicam que o 5a,6a-epoxicolesterol
pode actuar selectivamente em células cancerigenas, uma vez que ndo teve qualquer
influéncia na proliferacdo de células normais, podendo vir a ser utilizado como um agente
anti-tumoral (Ishimaru et al., 2008).

J4 em 1983, Astruc e seus colaboradores apontaram o 25-hidroxicolesterol como
inibidor da sintese de ADN, propondo que este poderia exercer uma acc¢do directa sobre o

nucleo (Astruc et al., 1983).

3.3.4. Efeitos dos oxiesterois na biofisica membranar

O mecanismo pelo qual os oxiesterdis podem regular funcdes celulares baseia-se na
modificacdo das propriedades biofisicas das membranas das células. O colesterol promove
a formacgdo de estruturas ordenadas dentro da bicamada lipidica, em particular a formacao
de rafts lipidicos, que sdo subdominios da membrana de grande importancia bioldgica, e
gue se encontram de forma abundante em proteinas sinalizadoras especificas. A maior
parte das peroxidacOes lipidicas ocorre dentro das membranas, alterando a sua fluidez,
estrutura e permeabilidade. Estas modificagdes interferem com as proteinas membranares
e consequentemente com o funcionamento da célula. Os danos causados na membrana
verificam-se também no interior da célula, devido a migracdo através de intermediarios
reactivos, os quais afectam outros constituintes celulares como acidos nucleicos, acucares e
proteinas (Lordan et al., 2009; Vejux et al., 2009). Diferentes oxiesterdis tanto podem

potenciar como inibir a sequéncia lipidica, dependendo da sua conformacgdo, que por sua
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vez é influenciada pelo oxigénio adicional e a sua posicdo. Estas constatacGes poderao
também explicar a diferente susceptibilidade das linhas celulares aos efeitos toxicos dos

oxiesterdis (Lordan et al., 2009).

3.5. Procedimento experimental

3.5.1. Equipamento

As leituras de absorvancia foram feitas no espectrémetro SPECTRAmax PLUS*®* da
Molecular Devices. As células da linha A549 cresceram numa incubadora Nuaire ir autoflow,

CO, water-jacketed a 37°C e com 5% de CO,.

3.5.2. Reagentes

Meio de cultura RPMI-1640, meio RPMI-1640 sem vermelho de fenol, tampao Hepes,
bicarbonato de sdédio, NaHCO;, antibidtico Penicilina-Estreptomicina, Penstrep (10 000
unidades de penicilina 10 mg de estreptomicina por mL em 0.9% NaCl) e o reagente Alamar
blue® foram adquiridos a Sigma-Aldrich Co. O soro fetal de bovino (SFB, soro fetal de bovino)
foi obtido da Gibco. O dimetilsulféxido, DMSO, para culturas celulares e o 4cido
etilenodiamino tetra-acético, EDTA, foram adquiridos a AppliChem. O tetrahidrofurano, THF,
foi obtido da VWR Co. O tampao fosfato salino 5x (PBS, phosphate buffered saline) foi

preparado no laboratoério.

3.5.3. Material biolégico

No presente estudo foi utilizada a linha celular A549 imortalizada e isolada a partir de
uma amostra de tecido humano de adenocarcinoma do pulmao adquirida a ATCC.
A linha celular A549 foi desenvolvida pela primeira vez em 1972 por Giard e seus

colaboradores, através da remocdo de tecido cancerigeno do pulmao, que foi isolado de um
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individuo do sexo masculino, caucasiano, de 58 anos de idade. /n vitro as células A549
crescem em monocamadas, sdo aderentes (Giard et al.,, 1973) e apresentam um doubling
time de 22 horas, segundo a ATCC.

As células A549 armazenadas no National Institutes of Health foram testadas sob a
orientacdo dos regulamentos da Food and Drug Administration e Current Good

Manufacturing Practice.

3.5.4. Condigdes de trabalho

» Todo o protocolo foi sujeito a uma optimizagao prévia.
» Todo o procedimento foi realizado numa camara de fluxo laminar para
garantir a esterilidade.

» Todo o material e reagentes usados estavam estéreis.

3.5.5. Culturas celulares

As culturas celulares s3ao utilizadas quando se pretende manipular
experimentalmente células e tecidos in vitro. E uma técnica que se baseia na criagdo de um
sistema de proliferacdo celular, que apresente caracteristicas o mais proximas possiveis do
ambiente celular in vivo. Para tal é necessario utilizar um meio de cultura com
concentracdes adequadas de nutrientes, como aminodacidos, sais inorganicos, vitaminas e
hormonas de crescimento. E igualmente importante reproduzir as condi¢des fisicas naturais
de modo a serem favordveis ao crescimento celular, ajustando o pH, a temperatura, a
humidade e a percentagem atmosférica de diéxido de carbono, CO,, mantendo-as
constantes. No entanto, as culturas celulares também tém algumas desvantagens, e neste
ensaio a principal a ter em atencao foi a alteracao do fenédtipo e genétipo das células apds
um longo periodo de crescimento (Freshney, 2010).

A linha celular A549 cresceu em meio de cultura RPMI, contendo tampdo HEPES e
NaHCO;, e foi suplementado com 10% de SFB e antibidtico Penstrep em condigcGes estéreis.

Foi mantida em cultura numa incubadora a 37°C com 5% de CO, e em atmosfera humida.
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As células foram passadas periodicamente a cada 48 horas, tempo necessario para
gue apresentassem um estado de confluéncia de aproximadamente 80%. Para destacar as
células (uma vez que sao células aderentes) foi utilizado meio de dissociacdo, preparado com
PBS 5x, dgua miliQ, EDTA 2% e contendo 5% de tripsina, que actua durante 10 minutos na
incubadora.

Todas as experiéncias foram desenvolvidas em células cultivadas com 24 horas de
antecedéncia, para garantir a aderéncia das células a superficie das placas de cultura,
apresentando uma densidade celular apropriada para o ensaio e a partir de uma densidade

celular inicial de 5 000 células por poco.

3.5.6. Ensaios de citotoxicidade

A andlise da viabilidade celular é crucial em muitas areas das ciéncias da vida, como é
o caso do desenvolvimento de farmacos. A necessidade de efectuar ensaios de
citotoxicidade constantemente leva a que se procure desenvolver testes que sejam rapidos,
faceis de manusear, e de simples detec¢do dos efeitos citotdxicos, em sistemas celulares in
vitro. Um dos ensaios mais utilizados para analises de citotoxicidade e proliferacdo celular é
o teste com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazolio, o MTT, um ensaio
colorimetrico baseado na reducdo de sais de tetrazélio, pelas células vivas, em cristais azul
de formazan (Mosmann, 1983). No entanto, o MTT é bastante tdxico, destruindo as células e
€ mais demorado que o teste Alamar blue (AB), um outro ensaio colorimetrico quantitativo
qgue mede a actividade metabdlica celular (Bopp et al., 2008).

A viabilidade celular da linha A549 foi determinada através do ensaio de AB, um teste
que utiliza a resazurina para avaliar a o estado de proliferacdo das células e a citotoxicidade
de compostos activos. A resazurina é um reagente ndo-fluorescente, azul, que ao ser
aplicado em células metabolicamente activas, é convertido pelas enzimas mitocondriais em
resorufina, um composto fluorescente cor de rosa (Esq. 3.1). Como tal a resofurina pode ser
detectada espectrofotometricamente ou fluorometricamente (Schreer et al., 2005; Bopp et
al., 2008). As grandes vantagens do ensaio AB em rela¢do aos testes classicos de viabilidade

celular é ser extremamente estavel, ndo-téxico e de baixo custo (Al-Nasiry et al., 2007).
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Esquema 3.1. Reducdo da resazurina em resofurina pelas enzimas mitocondriais.

Para determinacdo da toxicidade dos compostos, as células foram incubadas durante
96 horas com diferentes concentragdes de farmaco. Foram preparadas solugées stock 30mM
dos compostos 6B,7B-Isopropilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (14) 6B,7B-
Isopentilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (15) e 3pB,4B-ciclopentilidenodioxicolestano-5a-ol
(16) em DMSO. Foi também necessario preparar solucdes intermédias 10 mM para garantir
gue na concentracdao de farmaco mais elevada a concentracdo de DMSO nao ultrapassava
1% por poco. Para a série de acetais derivados do colest-4-en-3B-ol foi necessario tratar as
células com concentragdes de fadrmaco mais elevadas, e como tal foram preparadas solugao
stock de 60 mM em DMSO+THF (1:1) dos compostos 383,4B-isopropilidenodioxicolestano-5a-
ol (10), 3B,4B-isopentilidenodioxicolestano-5a-ol (11) e 3B,4B-
ciclopentilidenodioxicolestano-5a-ol (16). Apds as 96 horas de incubag¢do, o meio contendo
os compostos foi aspirado das células e adicionou-se resazurina 10% v/v (150 uL/pogo). As
células foram mantidas na incubadora com resazurina durante aproximadamente 60
minutos. O mesmo procedimento foi efectuado para realizar a curva de dose-resposta do
DMSO isolado.

Os valores ICsq dos diferentes compostos foram determinados a partir das curvas

dose-resposta para o tempo de tratamento de 96 horas.

3.5.7. Analise estatistica

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média de pelo menos trés
experiéncias realizadas de forma independente, expressas com o0s respectivos desvios
padrdo. A analise de resultados foi efectuada com recurso a funcionalidades do Microsoft®

Exel 2007 e através do software GraphPad Prism 5.
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4. Conclusoes e Perspectivas futuras

O efeito citotdxico atribuido desde ha muito aos oxiesterdis, torna estes compostos
fortes candidatos a serem utilizados na terapia anti-cancerigena e por isso representam um
grupo de compostos que tem atraido bastante atencdo nos ultimos anos.

Neste trabalho foram sintetizadas trés séries de novos derivados acetal de
oxiesterdis, que diferem de série para série consoante o oxiesterol utilizado, e entre si
apenas pela natureza e nimero de atomos de carbono do alquilideno e cicloalquilideno
acetal preparado. Na sintese dos acetais foram usados como reagentes a 3-pentanona, a
ciclopentanona e a ciclohexanona. No final obtiveram-se trés séries de novos derivados
acetal dos trés oxiesterdis usados nestas reac¢des, de acordo com o composto carbonilico
usado. Durante todo o processo de sintese procurou-se seguir metodologias rapidas,
eficazes e ambientalmente aceitaveis. Como tal, um dos principais objectivos foi conseguir
acetaliza¢cdes no nucleo esterdide através de reacgbes do tipo one-pot, como referido na
preparacdao de derivados acetonidos descrita na literatura. Através deste processo,
sintetizaram-se os trés derivados da 3-pentanona, o 3,4B-isopentilidenodioxicolestan-5a-ol
(8), o acetato de 5a-hidroxi-6B,7B-isopentilidenodioxicolestan-3B-ilo (10), e o 6pB,7B-
isopentilidenodioxicolestano-3B,5a-diol (12), aumentando assim a aplicabilidade do
processo. No entanto, a formacdo de produtos secundarios aliada a longos tempos de
reac¢do, no caso da preparac¢ao de derivados cicloalquilideno acetais, levaram-nos a optar
por outra metodologia. Esta envolveu a preparacdo de epdxidos, imitando o primeiro passo
da reaccdo tipo one-pot, que depois de devidamente secos foram submetidos as condi¢des
do segundo passo do mesmo processo, tendo conduzido a formacdo dos acetais 16, 17, 18,
19, 20 e 21. Desta forma superdmos o problema de misturas de esterdides intratdveis.

Futuramente sera importante melhorar o processo de sintese, tipo one-pot, de modo
a alcancar-se um processo com elevado rendimento, para todos os diferentes tipos de
acetais.

Motivados por estudos anteriores e com o intuito de avaliar a bioactividade destas
novas moléculas, no que respeita ao seu perfil citotdxico, submetemos a linha celular de
cancro do pulmdo, A549, a um tratamento com os acetais de duas das séries preparadas. A
série de compostos com alteragBes estruturais apenas no anel A do nucleo esterdide, ndo

revelou propriedades anti-proliferativas relevantes. A série que possui um grupo hidroxilo no
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anel A e a funcdo acetal nas posicdes C6 e C7 do esterdide demonstrou, nestes resultados
preliminares para os trés compostos testados, actividades anti-cancerigenas promissoras.
Devido ao facto do derivado ciclopentilideno acetal 20 ter revelado a melhor citotoxicidade,
deve ser igualmente testado o derivado ciclohexilideno 21, ja preparado.

Futuramente, deverdao efectuar-se ensaios de citotoxicidade com os mesmos
oxiesterdis em linhas celulares saudaveis e possivelmente noutras linhas celulares
cancerigenas. Por outras palavras, deverd avaliar-se o perfil citotdxico dos oxiesterdis tendo
em atencdo a selectividade no que respeita a células ndo tumorais, como é o caso da linha
celular ARPE-19. Serda necessdrio continuar as investigacbes no que respeita ao
esclarecimento dos mecanismos biolégicos em que os oxiesterdis se encontram envolvidos
através de técnicas de citometria de fluxo, por exemplo, e é importante ter em atencdo que
alguns oxiesterdis estdo implicados em diversas patologias. Como tal, os esforcos neste
sentido deverdao conseguir levar a um equilibrio entre a actividade terapéutica, destes

derivados oxigenados do colesterol, e os seus efeitos negativos para a saude.
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