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“Science seeks the truth. And it does not discriminate. For better or worse it
finds things out. Science is humble. It knows what it knows and it knows
what it doesn’t know. If you take something like fiction or any holy book
and destroyed it in 1,000 years, that wouldn’t came back just as it was.

Whereas if you destroyed all the science books, in 1,000 years they’d all be

back because all the same tests would be the same result.”

Richy Gervais
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Resumo

Os estrogénios sao potentes neuroprotetores tanto in vitro como in vivo em modelos
de neurotoxicidade. Num modelo in vivo de neuroprotegao, isquemia cerebral transitoria, os
estrogénios foram ativos na protecao do tecido cerebral contra esta lesao pro-oxidante.

Apesar de grande parte dos efeitos dos estrogénios no cérebro serem mediados
através de recetores de estrogénio (ERs), evidéncias mostram que a neuroprotecao também
pode ser mediada por mecanismo que nao envolvem o ER. Os estrogénios provavelmente
atuam através do ciclo redutivo que envolve a glutationa e a HMS. Recentes estudos sugerem
que os estrogénios sao capazes de potenciar o potencial redutivo do HMS, e a redugao do
GSSH em GSH através do NADPH-induzido.

Pequenas modificagoes estruturais no |1783- estradiol (1) podem eliminar parcialmente
ou mesmo totalmente a ligagao aos ERs. Por exemplo o |7a-estradiol (17a-E2), diasteredmero
do 17B-E2, que é produzido naturalmente, apresenta consideravelmente menos afinidade para
os recetores ERa e Erp. Estudos de estrutura atividade revelaram que modificagoes no anel A
sao as mais provaveis de aumentar o efeito neuroprotetor, no entanto modificagoes no anel

B e C também podem ser eficientes.

HO

1)

Partindo do trabalho ja existente de novas reagoes e processos para obten¢ao de

esteroides bioativos, foram exploradas modificagoes seletivas de posi¢oes-chave do esqueleto
de estradiol para preparar novos derivados.
Diversas estratégias sintéticas foram usadas para modificar a estrutura do estradiol tanto

no anel A como B.



Abstract

Estrogens are potent and efficient neuroprotectives both in vitro and in vivo in several
models of neurotoxicity. In an in vivo model for neuroprotection, transient cerebral ischemia,
estrogens were active in protection of brain tissue from this pro-oxidant insult.

Although many of the effects of estrogens in the brain are mediated through estrogen
receptors (ERs), there is evidence that neuroprotective activity of estrogens can be mediated
by non-ER mechanisms. The estrogens are likely to work through a redox cycle that involves
glutathione and the HMS. Recent studies suggest they are able to tap the large reducing
potential of the HMS, and through NADPH-induced reduction of GSSH to GSH, and able to
apply this reducing potential to lipid membranes using estrogens as a mediator.

Minor modifications to the structure of 17B-E2 (1) can partially or completely eliminate
ER-binding. For example, | 7a-estradiol (17a-E2), a diastereomer of 1 7B-E2 produced naturally
in ungulates binds to both ERa and ERP with a 40-fold lower affinity than |7B-E2 .Previous
studies showed that, modifications on the A ring are the most likely to enhance the
neuroprotection, although modifications on rings B and C can also be efficient.

OH

HO

1)

Within our framework of new reactions and processes towards bioactive steroids we

have been exploring the selective modification of key positions of the estradiol scaffold to
prepare new derivatives.
Diverse synthetic strategies were explored to modify the structure of estradiol rings

Aand B



|I. Introducao

.1 Esteroides

Os esteroides sao moléculas ancestrais desenvolvidas ha cerca de 2 bilices de anos
como bioreguladores primitivos entre células primordiais. Sao um grupo especifico de lipidos,
com uma grande variedade de fungdes e encontram-se tanto em animais como plantas
(Stefanick, 2005). Nos seres humanos atuam como moléculas de sinalizagio e hormonas,
regulando o desenvolvimento e processos fisioldgicos desde a fase embrionaria até a vida
adulta. O colesterol (Figural) serve como percursor de todas as hormonas esteroides
(Jefcoate, 2002; Mesmin e Maxfield, 2009). Todos os esteroides se caracterizam por terem
uma estrutura comum do tipo ciclopentano-peridro-fenantreno, formando um sistema de 4

anéis (Figura 1)

Figura 1 - Moléculas do colesterol (esquerda) e ntcleo ciclopentano-peridro-fenantreno, comum aos esteroides
(adptado de (Prokai e Simpkins, 2007))

A esteroidogénese é o processo biologico no qual os esteroides sao gerados a partir
do colesterol. Este processo quimioenzimatico inicia-se com o corte na cadeia lateral do anel
D do colesterol, e permite conversao do colesterol em sucessivamente em progestagénios
(21C), androgénios (19C) e estréogenos (18C) dependendo das vias enzimaticas, como
demostra a (Figura 2).

Os esteroides sao produzidos a nivel mitocondrial e do reticulo endoplasmatico, em
todos os tecidos humanos e, dependendo do 6rgao onde isto ocorre, diferentes esteroides
sao sintetizados:

* Os corticosteroides sao produzidos no cortex adernal;
* Atestosterona é convertida em estrogénios tanto no género feminino como no género

masculino;



* Os estrogénios e a progesterona sao principalmente produzidos nos ovarios, mas
também sdo sintetizados noutros tecidos, incluindo o 6sseo, adiposo, nervoso e ainda na

placenta, durante a gravidez;
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Figura 2 - Representagdo esquemdtica geral da sintese de esteroides (Taraborrelli, 2015)

Desde a sua descoberta em 1935, os esteroides sao usados para o tratamento de
doengas. Inicialmente foram usados na Doenca de Addison (Zakelj-Mavri¢ et al., 1995), mas
nas décadas seguintes foram encontradas novas areas de agao como contracegao, anti-
inflamatorios, antineoplasicos e a neuroprotecao (Taraborrelli, 2015). Devido a sua grande
variedade de propriedades farmacolodgicas, os esteroides sao muitas vezes usados com ponto

de partida em estudos de procura de novos farmacos.



1.2 Estrogénios

1.2.1 Diferencas quimicas, bioldgicas e estruturais entre estrogénios

Os estrogénios tém varios papéis importantes no ser humano, nao se limitando apenas
a reproducao e ciclo menstrual. (PEPE e ALBRECHT, 1995; Silberstein e Merriam, 2000;
Kamel, 2010; Linn, Murtaugh e Casey, 2012). Atuam também na prevencao de doengas
cardiacas (Hu, Yin e Hartmann, 2012), na neuroprote¢ao, na regulagio do apetite no
comportamento alimentar (Hirschberg, 2012) e no metabolismo de gorduras, estando
também associados a alguns estados patoldgicos, como o cancro da mama (Chang, 2011), o
desenvolvimento de osteoporose (Linn, Murtaugh e Casey, 2012) e esquizofrenia (Oosthuyse
e Bosch, 2012) entre outros.

A estrutura classica dos estrogénios é formada por I8 carbonos (18C), com uma
estrutura fendlica no anel A. Os estrogénios naturalmente produzidos no corpo humano sao
o estradiol, a estrona, o estriol, o estetrol e os seus conjugados (Miller e Auchus, 201 1). Existe
um sistema dindmico de conversio entre o | 7B-estradiol (17B-E2), que é mais ativo, a estrona
e os conjugados inativos como o sulfato de estrona e o sulfato de estradiol, como ilustrado

na figura 3.

TESTOSTERONA ESTRADIOL (E2) ESTRIOL (E3)

17b-HSD2 17b-HSD3 17b-HSD2 T 17b-HSD1 17b-HSD2 17b-HSD1

[0}

ANDROSTENODIONA ESTRONA (E2) 16a-HIDROXIESTRONA

Estrogénio Sulfotransferase .
- Citocromo P450

L. . Citocromo P450
Esteroide sulfatase

SULFATO DE ESTRONA 2-HIDROXIESTRONA 4-HIDROXIESTRONA

Figura 3 - Metabolismo dos estrogénios (Thomas e Potter, 2013)



O |7B-E2 é o estrogénio mais potente e importante do corpo humano. Este
caracteriza-se por ter na estrutura um grupo hidroxilo na posicao |78, (ou seja, acima do
plano da molécula). Para além do seu papel essencial na reprodugao, o |7B-E2 tem efeitos nos
mais variados processos metabodlicos. E sintetizado nos ovarios, placenta, células de Leydig e
células adrenais, bem como figado, endométrio, cérebro, tecidos musculares e tecidos gordos.
A sua concentragao varia durante o ciclo menstrual, sendo mais baixa no inicio da fase folicular
e mais elevada na fase pré-ovulatéria. Durante a gravidez a sua concentragao aumenta até
cerca de 100 vezes, e na pds-menopausa os seus niveis diminuem consideravelmente.

O estriol é o produto final do metabolismo estradiol-estona. E maioritariamente
produzido pela redugao da |6a-hidroxiestrona e pode ser reconvertido neste produto mas
nao na estrona ou no estradiol. O estriol € menos potente que a estrona e que o | 7B-estradiol,
em termos de afinidade aos recetores ERa e ERP.

O estetrol (Figura 4) é sintetizado no figado fetal, e a sua fungao ainda é
desconhecida(Thomas e Potter, 201 3).

OH
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Figura 4 - Estetrol (E4)

1.2.2 Biossintese de estrogénios

Como referido anteriormente, os estrogénios derivam do colesterol. O primeiro
passo € a conversao do colesterol em pregnenolona, na membrana mitocondrial interna (IMM)
(Midzak et al, 2011). Neste processo estao envolvidas varias proteinas, como a proteina
reguladora aguda esteroidogénica (StAR), a proteina translocadora de 18 KDa (TSPO), e o
citocromo P450, enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol (P450scc). A StAR e a
TSPO estao envolvidas no transporte do colesterol da membrana mitocondrial externa

(OMM) para a IMM. Na IMM o colesterol é entio transformado em pregnenolona pelo



P450scc. A StAR, a TSPO e o P450scc formam um complexo multimolecular, em conjunto

com outras proteinas, incluindo o canal seletivo de ides dependente de voltagem (VDAC), na

OMM, e o translocador de nucleotideos de adenina mitocondrial (ANT) na IMM(Arevalo,

Azcoitia e Garcia-Segura, 2015), como demostra a figura 5.

Mitocondria

OMM
TSPO

&R

VDAC —
'l'l .I:CholesteroD

2 (Cholesterol)

-<Eé§0_?§bk

7o

IMM
| AnT

P ~
(Pregnenolone)

Figura 5 - Sintese de esteroides (Arevalo, Azcoitia e
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Posteriormente, a pregnenolona vai para o reticulo endoplasmatico liso, onde sofre

hidrolisagao, dando origem a progesterona, que, por sua vez, vai dar origem, através de varias

reagoes, a testosterona e a outro
estao envolvidas diversas enzimas,

permite a aromatizagao do anel A.

1.2.3 Aromatase

s esteroides, como demostra a figura 5. Neste processo,

com destaque para a aromatase que, como o nome indica,

A aromatase é a enzima responsavel por um passo crucial e limitador na sintese de

estrogénios. E um membro da familia do citocromo P450 e é responsavel pela aromatizagao

dos androgénios em estrogénios,

através de uma série de hidroxilagoes (SIMPSON et al.,

1994). Esta enzima é largamente expressa em diferentes regioes do cérebro (Kuhl, 2005; Vierk

et al, 2012), e estudos recentes indicam que a sintese de estrogénios no hipocampo é regulada

pela hormona libertadora de gonadotrofinas GnRH (Bian et al., 2014), que devera coordenar

a sintese de estrogénios no cérebro e nos ovarios. Além disto, a atividade da aromatese, bem

como a consequente producao de estrogénios, € rapidamente regulada no cérebro pelas



sinapses glutamatérgicas. A localizagdo sindptica da aromatase, em conjunto com a rapida
regulagao da sua atividade pelos neurotransmissores, sugere que os estrogénios atuam como
rapidos neuromoduladores sinapticos. (Prange-Kiel et al, 2008; Cornil, Ball e Balthazart,
2012;). De facto, rapidas alteragoes dos niveis de aromatese no cérebro estao ligadas a
alteragoes na funcgao sinaptica, atividade cerebral e comportamento (Prange-Kiel et al., 2008;
Remage-Healey, Saldanha e Schlinger, 201 1). Assim, a sintese de estrogénios no cérebro é
modelada pelas alteragoes da atividade da aromatase, mostrando que esta enzima tem um

papel importante na regulagao da fungao cerebral.

|1.3 Doencas neurodegenerativas

A populagao mundial esta a envelhecer a esperanca de vida a nascenga aumentou 6
anos nas ultimas 3 décadas, esperando-se que, em 2050, a propor¢ao de adultos com mais de
60 anos atinja os 22%, a nivel mundial. Este aumento tem como consequéncia direta um
crescimento da incidéncia de doengas relacionadas com a idade, em particular as doencgas
neurodegenerativas. De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), as doengas
neurodegenerativas em conjunto com as doengas cardiovasculares, sao a maior causa de
morte no mundo ocidental. A OMS estima que 47 milhoes de pessoas sofram de deméncia,
com cerca de 10 milhdes de novos casos todos os anos. (world health statistics, 2017)

As doencas neurodegenerativas incluem mais de 600 doencas e caraterizam-se pela
degeneracao progressiva e/ou morte neuronal. Esta degradacao pode afetar o movimento do
corpo — ataxias — e o funcionamento do cérebro, originando deméncia. Existem varios tipos
de doengas neurodegenerativas como sao exemplos a Doenca de Alzheimer (AD), a Doenga
de Parkinson (PD), Esclerose Lateral Amiotrofica (ALS), a Doenga de Huntington (HD) e a
Esclerose Multipla (MS) (Nuzzo e Marino, 2016; Paganoni e Schwarzschild, 2017).

1.4 Neuroprotecdao e hormonas sexuais

1.4.1 Evidéncias da neuroprotecdo por parte das hormonas sexuais



Apesar de o envelhecimento afetar tanto o género feminino com o masculino, em
todas as espécies de animais, incluindo os humanos, varios estudos demonstram que existem
diferencgas entre os géneros. De fato, em todos os mamiferos, seres do género feminino tém
esperanga média de vida mais elevada (Promislow, 1991). A PD tem uma maior prevaléncia
em homens do que em mulheres, em idades mais baixas (Gillies et al., 2014), e ainda, homens
com mais de 40 anos tém volumes menores em diferentes areas do cérebro (Coffey et al.,
1998; Jack et al., 2015), e piores performances em testes de memoria, do que as mulheres da
mesma idade (Jack et al., 2015). Por outro lado, mulheres na pés-menopausa tém uma maior
prevaléncia para a AD do que homens, bem como um declinio cognitivo mais rapido (Li e
Singh, 2014; Zagni, Simoni e Colombo, 2016). Apesar de poder parecer um paradoxo que as
mulheres vivam mais que os homens depois da menopausa, estudos mostram uma correlagao
entre a menopausa em idade mais avangada e a longevidade, o que sugere que a exposigao ao
estrogénio durante mais tempo retarda o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas
(Shadyab et al., 2017).

Um fator que comprova que os estrogénios deverao ter um papel importante nesta
diferenca entre os sexos é que os recetores de estrogénio (ERs) estao largamente distribuidos
pelo cérebro (Hara et al, 2015), tendo um importante papel na regulacio de inumeros
processos como a cogni¢ao, regulagao da temperatura corporal, ansiedade e comportamento
sexual (Rego, Do et al., 2009).

Estudos em ratos de género feminino demonstraram que, diminuindo os niveis de
estradiol no plasma através de uma ovariectomia, aumenta o dano cerebral em ratos com
doengas neurodegenerativas (Azcoitia et al., 1999, 2001; Overk et al, 2012; Yue et al., 2005).
Além disso, provou-se também que diminuiam o metabolismo de glucose no cérebro, e que
aumentavam a B-amiloide oligomerase, em modelos de ratos com AD. Por sua vez, com a
reposicao dos niveis de estradiol nos ratos que foram ovariectomizados, através de
hormonoterapia, mostrou-se a redugao lesao cerebral (Azcoitia et al., 1999; Ding et al., 2013;
Lu et al, 2018), normalizando também o metabolismo da glucose cerebral e diminuindo a B-
amiloide oligomerase.

Outra importante evidéncia de que o estradiol é neuroprotetor é-nos dada pela
observagao, em ratos e aves, de que a resposta do cérebro a uma lesio é um aumento da
expressao e atividade da aromatase. Este facto foi inicialmente observado em ratos, do sexo

masculino e feminino, que depois de uma lesao excitotoxica no hipotalamo e depois de lesoes



provocadas por ferimentos de facada no cortex cerebral, hipotidlamo e outras regices
cerebrais, registaram um aumento da expressao e da atividade da aromatase (Garcia-Segura
et al, 1999). O mesmo foi posteriormente observado em aves (Peterson et al., 2004). Além
disso, a expressao da aromatase foi detetada num padrao sexualmente dimérfico nas células
endoteliais, apos lesao cerebral (Zuloaga et al., 2014).

A importancia da aromatase como enzima neuroprotetora em humanos é evidenciada
pela existéncia de variagoes genéticas da enzima que conferem um aumento do risco de AD.
Estas diferencas genéticas resultam numa diminuigao na sintese de estradiol no cérebro (Chace

et al, 2012; Huang, 2006; livonen et al., 2004; Medway et al., 2014)

1.4.2 Terapia de Reposicao Hormonal

Estudos em animais demostram que a Terapia de Reposicao Hormonal (HRT) é
benéfica (Ding et al., 2013; Lu et al., 2018) e inlUmeros estudos pré-clinicos, epidemioldgicos,
bem como alguns estudos clinicos demonstram que a HRT tem efeitos na memoria, cogni¢ao
e reduzem o risco de AD (Sherwin, 2006). Apesar disto, um estudo da Women’s Health
Initiative (WHI), sendo o maior envolvendo mulheres na pos-menopausa, sugere o contrario
(Rettberg, Yao e Brinton, 2014). No entanto, a populagao deste estudo era diferente dos
anteriores, porque a maioria das mulheres ja tinha tido o inicio da menopausa anos antes do
inicio de estudo. Uma analise mais aprofundada dos dados, apoiada em mais estudos
epidemiologicos, sugere que a HRT apenas é benéfica para o cérebro num limitado periodo
de tempo apos o inicio da menopausa, quando o cérebro ainda esta saudavel, por isso a HRT
deve ser comegada antes do inicio da menopausa (Rettberg, Yao e Brinton, 2014)(Miller e
Harman, 2017). E ainda de referir que existem outros fatores que sio necessarios ter em
conta quando ¢ avaliada a efetividade da HRT, como o tipo de estrogénios usados, bem como
a sua conjugagao com a progesterona, a via de administragao (oral ou transdérmica) e a

posologia(Miller e Harman, 2017).

1.4.3 Mecanismos de neuroprotecao dos estrogénios

Tal como outras hormonas esteroides, os estrogénios exercem a sua atividade ligando-

se aos recetores de estrogénio (ERa e ERP), que atuam como fatores de transcricao



dependentes de ligantes para regular a expressao de genes alvo (McDevitt et al., 2008). No
entanto, nos Ultimos anos ficou claro que a neuroprotegao por parte dos estrogénios nao esta
apenas associada a sua ligagao aos recetores, sendo que esta resposta também é desencadeada
por outras vias, como a agao sobre a proteina G acoplada a ERI (GPERI) (Rettberg, Yao e
Brinton, 2014) e ainda a atividade antioxidante que é obtida pela interagao dos estrogénios no
citoplasma com radicais-livres, parando o processo oxidativo/inflamatério (Green, Bishop e
Simpkins, 1997).

Além de serem expressos em grande quantidade e em regides relacionadas com a
reprodugao e com fun¢oes neuroendocrinas, como o hipotalamo, os recetores de estrogénio
estao largamente representados no cérebro e presentes em compartimentos nucleares e nao
nucleares, incluindo a mitocondria (Kelly e Levin, 2001; Li et al,, 2015; Psarra e Sekeris, 2008).
Apesar do mecanismo pelo qual os estrogénios regulam fungdes na mitocondria ainda nao
estar totalmente compreendido, foi descrito que estes tém fungoes diretas e indiretas nessa
regulacio (Klinge, 2017). Os estrogénios estao envolvidos em diferentes agdes das
mitocondrias na fungao neuronal, incluindo biogénese (Arevalo, Azcoitia e Garcia-Segura,
2015; Garcia-Segura et al,, 1998; Kemper et al., 2014; Mo et al., 2013; Nilsen e Brinton, 2003)
e ainda morfologia (Arnold, Araujo, de e Beyer, 2008). A maioria dos processos envolvendo
os estrogénios nestes organelos sio mediados pela presenca de ERs. A sua presenca sugere
que os estrogénios devem modular as fungoes da mitocondria através da transcricao de DNA
mitocondrial (mtDNA) (Chen et al, 2004). Os estrogénios, para além deste mecanismo,
também regulam fungdes através do mecanismo nuclear classico, regulando a transcrigao
nuclear de diversas proteinas como por exemplo o fator respiratério nuclear-1 (NRF-1) co-
ativador da transcrigao génica PGC-| (Kemper et al,, 2014; Klinge, 2017). Estas proteinas estao
envolvidas na biogénese mitocondrial, assim como, nas cadeias mitocondriais de transporte de
eletroes (Klinge, 2017). Além disso, também regulam a transcricao mitocondrial (TFAM), que
é responsavel pela transcrigao e replicagio de mtDNA (Virbasius e Scarpulla, 1994; Kang, Kim
e Hamasaki, 2007). Os efeitos do estrogénio na mitocondria sao bastante relevantes se
considerarmos que a acumulagao de mutagoes de mtDNA devera estar relacionada com o
inicio de algumas desordens a nivel neuroldgico (Barja, 2004; Cantuti-C et al., 2005; Kujoth et
al., 2007).

O sistema nervoso central (SNC) é um tecido imuno-privilegiado, isto &, as células

periféricas nao tém acesso ao cérebro e tem células imunes residentes para o proteger contra



possiveis agressores. Num cérebro saudavel, a microglia esta num estado de repouso, sendo
a primeira linha em caso de algum disturbio (Chakrabarti et al., 2014). A microglia é composta
por células imunes que estdo envolvidas nas doengas neurodegenerativas e os estrogénios tém
parte integrante nesta atividade. Estudos em animais demostram que ratos do género feminino
jovens tém niveis mais baixos de neuroinflamagao induzida, enquanto os ratos fémeas com os
ERs comprometidos demonstram niveis superiores e semelhantes a ratos do género masculino
(Villa et al.,, 2016). A regulagao neuroinflamatéria por parte dos estrogénios tem um papel
importante na neuroprote¢ao, suprimindo a ativagdo da microglia, no recrutamento de
monocitos e inibicio de mediadores pro-inflamatérios como as citocinas, quimiocinas e
sintetase de oxido nitrico (iINOS) (Chakrabarti et al., 2014; Stacey, Bhave e Uht, 2016). Os
estrogénios controlam a localizagao do fator kB nuclear (NF-kB) nas células. Esta proteina
controla a expressao de DNA, inibindo assim a sua translocagao para o nucleo e ligagao aos
genes promotores. Durante este processo os estrogénios controlam a expressao de iniUmeros
genes, incluindo genes proé-inflamatérios como a ciclooxigenase (COX) (Villa et al., 2016). A
expressao excessiva da COX-2 contribui para a morte neuronal e foram encontrados niveis
elevados de COX-2 no hipotalamo de doentes de Alzheimer apods a sua morte(Stacey, Bhave
e Uht, 2016).

Uma das causas de danos neuronais sao os radicais-livres, que estao associados com o
desenvolvimento e progressao de doengas neurodegenerativas (Varadarajan et al., 2000). Os
estrogénios tém efeito antioxidante devido a sua capacidade de eliminar estes radicais livres
(Prokai-Tatrai et al, 2008), que foi possivel descobrir pelo estudo em relagdes de
estrutura/atividade. O processo envolve a transferéncia do atomo de hidrogénio (H)
interrompendo a reagao da cadeia de radicais-livres, como no caso da peroxidagao lipidica
(Prokai-Tatrai et al., 2008) (R = LO, onde L representa um lipido), como indicado na figura 6.

Apesar de varios investigadores terem tentando limitar a atividade neuroprotetora dos
estrogénios a apenas um mecanismo predominante, parece claro que isso nao ¢ possivel e que
todos os mecanismos sao importantes, o que torna dificil o processo de tentar potenciar a
sua atividade e bastante importante fazer alteragdes estruturais nas moléculas para melhor

perceber a sua estrutura/atividade.
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RO* ROH (R=H,LO, etc)

HO ‘0

Figura 6 - Mecanismo antioxidante; O esquema mostra apenas a parte da molécula que participa nesse modo de agdo. As
setas continuas representam a transferéncia do atomo H de quebra de cadeia, enquanto as setas tracejadas indicam a
conversao do radical fenoxil de volta ao composto fendlico por um redutor endégeno (AH)(Prokai e Simpkins, 2007).

1.5 Relacdo estrutura/atividade

Apesar de nao existir apenas um mecanismo de a¢ao que explique a neuroprotegao por
parte dos estrogénios, € possivel estabelecer algumas relagoes entre a estrutura da molécula
e a neuroprotegao. O estrogénio que tem mais afinidade para os recetores é o |7B-estradiol
tornando-o o mais potente ativador da via gendmica classica (Turgeon, 2004) e estudos
demonstram que até pequenas alteragoes na sua estrutura diminuem esta atividade, como é
exemplo o |7a-E2 que tem muito menos afinidade para os recetores (Perez et al., 2005). Com
base no |7B-E2 foram feitos estudos demonstrado que, em geral, os ERs nao sao tolerantes a
alteragoes do |7B-E2 com substituintes polares. Foi demonstrado também que substituintes
hidrofobicos de pequenas dimensoes nas posigcoes 4, 128, 14, e 16a podiam aumentar a
afinidade aos ER e ainda que substituintes hidrofébicos de grandes dimensoes eram tolerados
nas posi¢oes 7a,l IBe |7a (Anstead, Carlson e Katzenellenbogen, 1997; Paterni et al., 2014).

Varios estudos demonstram que, para a manutengao da atividade neuroprotetora, €
necessario a manutencao do anel A fendlico. Modificagdes no anel D tém pouco feito na
neuroprotecao e a adicao de grupos polares nos anéis B e C tende e reduzir a neuroprote¢ao

(Perez et al., 2005). Foi demostrado também um aumento acentuado na neuroprotegao com
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a adicao de grupos nao polares nas posi¢oes 2 e 4 no anel A, e ainda que grupos muito grandes
no anel A também aumentam a neuroprotecao. A presenca de duplas ligagdes no anel B e C
também aumenta a neuroprotegao (Engler-Chiurazzi, Covey e Simpkins, 2017). Derivados de
estrogénios com substituintes lipofilicos aumentam a distribuicao pela membrana aumentando
a sua atividade, e diminuem a afinidade aos ERs evitando os efeitos de feminizagao. A
introdugao de grupos hidroxilo nas posicoes 2 e 4 do anel A, aumenta a capacidade
antioxidante e consequentemente aumenta a neuroprote¢ao ( Prokai-Tatrai et al., 2008;

Engler-Chiurazzi, Covey e Simpkins, 2017).
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2. Objetivos

O estradiol e a estrona sao moléculas endogenas no corpo humano com uma grande
multiplicidade de atividades no ser humano, entre elas, a neuroprotegao. Por isso, este estudo
tem como objetivo principal realizar alteragoes estruturais nestas moléculas que possam
potenciar a sua atividade neuroprotetora.

Em estudos previamente realizados, foi descrito que as alteragoes nos anéis A, B e C
poderiam potenciar a atividade neuroprotetora destes compostos. Neste seguimento, foram
realizadas experiencias no sentido de obter o maior nimero de moléculas diferentes por
modificagdes tanto no anel A como no anel B, o esquema geral do plano de trabalho encontra-
se representado na figura 7.

Estas moléculas serao futuramente avaliadas biologicamente, testando a sua atividade

neuroprotetora no hipotalamo.

(3)R, -0Ac; R, -H AcO
@RR, =0

(7)R; -OMe; R, -H (1) R, -OH; R, -H

(8)R|R, =0 @ RR,-0 (13)R, -OH; R, -H

(14)R|R, =0

(9) R, -OMOM; R, -H (1) R, -OMOM; R, -H
(10)R,R, =0 (12)R;R, =0

Figura 7 — Esquema geral do plano de trabalho
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3. Resultados/ discussao
3.1 Funcionalizacao no anel B, na posicao 6

Para funcionalizar o anel B decidimos fazer uma oxidagao benzilica, que nos permite
introdugao de um grupo carbonilo, de uma oxima ou um grupo hidroxilo ou até mesmo uma
dupla ligagao entre 6-7 entre outras alteragoes. As oxidagoes alilica e benzilica sao reagoes de
enorme interesse sintético. Este tipo de reagoes é considerado um dos métodos fundamentais
para a funcionalizagao C-H e, através desta funcionalizagiao o interesse sintético e comercial
da molécula tem um aumento bastante significativo (Weidmann e Maison, 2013). Na quimica
classica, as oxidagoes eram feitas com quantidades estequiométricas de reagentes a base de
crémio ou selénio, ou entao com procedimentos de varias etapas envolvendo halogenacao,
substituicao do halogeno por um grupo hidroxilo e finalmente a oxidacao. Mas estes
procedimentos nao seguem os principios da quimica verde, porque o crémio e o selénio sao
extremamente toxicos, e os outros procedimentos tém uma economia atoémica insatisfatoria,
nao sendo aceitaveis na quimica industrial moderna (Anastas e Warner, 1998).

A oxidagcao benzilica seletiva de esteroides, nomeadamente estradiol e estrona,
constitui uma aplicagao importante desta reagao em quimica fina e farmacéutica. Contudo, ha
poucos processos conhecidos neste tipo de oxidagao em esteroides e os rendimentos obtidos
sao geralmente baixos porque se formam varios compostos como demonstra a figura 8, neste

trabalho apenas tentamos isolar o 6-oxo-17B-estradiol.

R1

R, 1R

.|\\\R2 O 2
X. Benz. -

—_— + Produtos secundarios

HO
HO 0

Produtos secundarios possiveis

HO HO .-IIIR2

HO

Figura 8 - Oxidagdo do estradiol e da estrona (Silvestre e Salvador, 2007)
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THF

o)
(1)R;-OH; R -H (3) R; -OAc; Ry —H (5) Ry -OAc; R, —H
(2) RiR, =0 (4) RiR, =0 (6) RiR, =0

Figura 9 — Esquema reacional de funcionaliza¢éo a C-6

Para oxidar o anel B, é necessario proteger grupos hidroxilo. Na estrona existe apenas
um hidroxilo, na posicao 3 do anel A, mas no estradiol existem 2, na posicao 3 (anel A) e na
posicao |7 (anel D). Através da andlise da literatura existente, optamos por acetilar os grupos
hidroxilo, por ser uma reagao simples e versatil para protegao de grupos com grande
reatividade como aminas, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, grupos hidroxilo
(Avery, 1999; Sartori et al., 2004). A maneira mais comum de acetilagao na presenca de grupo
hidroxilo é utilizagao o anidrido acético em piridina. Como a piridina € um solvente muito
toxico e com mau odor, foi usado tetrahidrofurano (THF) como solvente e a 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) como base, em quantidades cataliticas (Gongalves et al., 2016).

ApOos a protegao, foram testadas varias formas de oxidar o substrato apenas na posigao
6 do anel B mas nenhuma foi especifica nem completa, mantendo bastante substrato inicial, e
formando diversos produtos. Na tabela seguinte encontram-se os procedimentos usados para

oxidar bem como os seus resultados.
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Tabela 1. Estudos da oxidagdo benzilica no composto 3

Fez-se reagir o substrato, dissolvido
em diclorometano com clorocromato de
(PCC)
molares) (Mons, S.;

Mioskowski, 1998)

piridina (até 3 equivalentes

Lebrau, L.

Fez-se reagir o substrato, dissolvido
com benzeno com PCC e celite em
refluxo a 80 °C, durante a noite. (até 2
(Mons, S
Lebrau, L.; Mioskowski, 1998)

equivalentes  molares)
Fez-se reagir o substrato, dissolvido
em diclorometano com uma mistura de
MnO, e KMnO, (até 3 equivalentes
molares) (Shaabani et al., 2004)
Fez-se reagir o substrato, dissolvido
em diclorometano com uma mistura de
KMnO, e Fe,)(SO,);, adicinou-se também
agua e t-butanol. (até 3 equivalentes

molares) (Singh e Lee, 2001)

O substrato continuou em grande
quantidade, e formaram-se 3 diferentes
produtos, com um rendimento inferior a

10%.

O substrato continuou em grande
quantidade, e formaram-se 3 diferentes
produtos, com um rendimento inferior a

10%.

O substrato continuou em grande
quantidade, e formaram-se diferentes
produtos, com um rendimento inferior a
10%.

O substrato continuou em grande
quantidade,

embora menor que nas

reagoes anteriores. Formaram-se
diferentes produtos, com um rendimento
inferior a 20%, apesar disso, foi possivel

recuperar o substrato e repetir a reagao.

Como demonstra a tabela, os melhores resultados para a oxidagao foram obtidos com o

permanganato de potassio. O permanganato ¢ bastante usado na sintese organica por ser um
reagente pouco dispendioso e por ser soluvel em agua, sendo por isso, normalmente usado
em solucao aquosa. Apesar disso a maioria dos substratos nao ¢ solivel em agua por este fato
usa-se uma mistura miscivel com agua e solvente organico, para tanto o permanganato como
o substrato se encontrarem dissolvidos. O mecanismo do KMnO, é bastante complicado e
atua de varias formas mas o primeiro passado encontra-se demostrado na figura |0 (Chauhan,

2014).
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MnO, + — —
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AcO AcO
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H H
i

OMnO;

Figura 10 - Primeiro passo da reagdo de oxidagdo com KMnO,

Através da analise do espetro de carbono da figura 9, fica claro que o composto obtido
é o 6-oxo-B-estradiol diacetato (5), porque o sinal que se encontra a 196,85 ppm é o carbono
6 do anel B e os sinais a 171,10 e 169,47 ppm correspondem aos carbonos carbonilicos dos

grupos acetatoa 3 e |7.
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Figura 11 — Espectro de 13CRMN do 6-oxo-B-estradiol diacetato (5)
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3.2 Funcionalizacdo da posicao 2 do anel A

Nos estudos de relagao estrutura-atividade de estrogénios atras indicados, indica-se
que a modificagao do anel A, quer pela introdugao de grupos hidroxilo na posicao 2, quer pela
introdugao de grupos nao polares, potenciava a sua atividade neuroprotetora. Por isso, um
dos objetivos deste trabalho foi a alteragao do anel A do estradiol e a consequente obtengao
deste tipo de derivados. Os rendimentos obtidos foram inferiores aos encontrados na
literatura mas nao tivemos oportunidade de otimizar as condi¢oes reacionais.

Em alguns casos, foi necessario proteger previamente os grupos hidroxilo, tanto na
estrona como no estradiol e, para isso, optamos por duas técnicas distintas: a metilagao e a

introdugao do grupo dimetil éter.

3.2.1 Protecdo do hidroxilo por metilacao

Para a metilagao dos substratos testamos duas técnicas na literatura, uma com iodeto
de metilo (ICH;) (Lugemwa, Shaikh e Hochstedt, 2013), e outra com dimetilsulfato (C,HO.S)
(Brosa et al., 1989). Optamos pelo dimetilsulfato porque o iodeto de metilo é muito reativo
e 0 seu manuseamento torna-o perigoso. Nesta reagao o hidroxido de potassio (KOH) atua
como catalisador, o dimetilsulfato actua como um reagente eletrofilo, na presenga do
hidroxido de potassio, e utilizou-se também o THF como solvente. A reagao baseia-se numa

substituicao eletrofilica com a introdugao do grupo metilo.

Dimetilsulfato, KOH
THF (refluxo)

(1) Ry -OH; R, —H (7) R; -OMe; R, —H
(2) R1R2 =0 (8) RlRZ =0

Figura 12 - Esquema da reagdo de metilagdo no E1 e E2
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3.2.2 Protecao do hidroxilo com o MOMCI

O clorometil metil eter (MOMCI) é um reagente mais usado quando se quer proteger
grupos alcool e grupos fendlicos e torna-los nao suscetiveis a condigoes basicas, e participa
numa grande variedade de reagoes de formagao de ligagoes C-C como precursor eletrofilico
(Avery, 1999). O MOMCI ¢ bastante perigoso de manusear e recentes estudos indicam ser
carcinogénico (Berliner e Belecki, 2005).

A di-isopropilamina € uma amina secundaria, e uma base organica forte que vai retirar

os protoes dos grupos hidroxilo, deixando-os disponiveis para a introdugao dos grupos

MOMO.

Diisopropilamina/MOMCI
THF (refluxo)

MOMO
(1) Ry -OH: R, —H (9) R; -OMOM:; R, —H
(2) Rle =0 (10) R1R2 =0

Figura 13 - Esquema da reagdo de prote¢do com MOMCl em E1 e E2

3.2.3 Introducao do grupo hidroxilo na posicao 2 do anel A

Devido a falta de tempo, apenas introduzimos o grupo hidroxilo no substrato
protegido com o dimetil éter, que nos pareceu o grupo protetor mais indicado para o
processo seguinte. Apos a protegao como o grupo dimetiléter (MOMO), foi introduzido o
grupo hidroxilo na posi¢ao 2 do anel A. Devido a elevada reatividade dos reagentes esta reagao
teve de ocorrer a -78°C. O sec-butilitio € um reagente de organolitio que funciona como uma
base forte, capaz de desprotonar o carbono 2 do anel A por estar numa posi¢ao orto- e esta
ser a posicao mais desimpedida. (Wietelmann e Bauer, 2000). Posteriormente foi adicionado
ao meio reacional o trimetoxido de boro B(OMe); que funciona como um eletrdfilo e retira
o litio formando LiOMe. Por fim é adicionado o perborato de sédio NaBO; que vai oxidar a

posi¢ao 2 formando o composto desejado como mostra na figura 4.
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1. sec-BuLi
2. B(OMe);
3. NaBO4

THF seco (-78 °C)

(9) R; -OMOM; R, —H (11) R; -OMOM; R, —H
(10) R4R, =0 (12) R;R, =O
Li
sec-BuLi
MOMO MOMO
B(OMe);
OMe
HO Meo—Elx
NaBO;3
MOMO MOMO
+ LiOMe

Figura 14 - Introdug¢do do grupo hidroxilo na posigdo 2 do anel A

3.2.4 Acilacdao da posicao 2 do anel A

A acilagao de Friedel-Crafts foi a uUltima reagao que nos propusemos a realizar com o
objetivo de introduzir um grupo acilo na posigao 2 do anel A que, pela analise de relagoes de
estrutura-atividade (Perez et al., 2005), nos parecia ser uma molécula potencialmente
neuroprotetora. Contudo, apenas conseguimos realizar esta reagao no estradiol e com
rendimentos extremamente baixos. Na reacdo com a estrona formaram-se diversos
compostos diferentes com fatores de retengao muito similares o que tornou impossivel de
separar todos os compostos, tanto por coluna como por placas cromatograficas preparativas.

Nesta reacao usamos, como acido de Lewis, o cloreto de aluminio anidro que é
provavelmente o mais usado e mais poderoso. E muito reativo, e pode explodir em contacto
com a agua, sendo por isso necessario muito cuidado no seu manuseamento e garantir que o
meio se encontra anidro. O anidrido acético € usado como um agente de acilagao.

O esquema e o mecanismo desta reagao encontram-se na figura |5.

20



AICI;/CH;COCI
clorobenzeno (0 °C)

(1) R; -OH; R, —H (13) R, -OH; R, -H
(2) RiR, =0 (14) RiR, =O

.O‘ . .
‘o
/—\‘ ® - @ ©
Cl + AICl; /= ® HyC—C=—Q =——> H,c—C=o0": + AICl,

(Gcr AlC,

.’O'
@
,/@—\
H;C—C=0"
3 4 —_— "
HO
HO
5 o)
:'cl.l: @
. ©p-
'?.'_’l*'_\c."/ H - . + HCl + AlCI
:S:.I: HO HO

Figura 15 - Acilagdo de Friedel-Crafts em E1 e E2 (Mecanismo adaptado de (Vollhardt e Schore, 2014))




4. Conclusao

O elevado numero de estudos realizados com derivados de estradiol nos Ultimos anos
demonstra o potencial destes derivados na neuroprotecao, por este facto serao necessarios
mais estudos estrutura/atividade para realmente compreender os locais que potenciam esta
atividade, e também a sintese de um maior numero de compostos.

Este trabalho tinha como obijetivo sintetizar derivados do estradiol e da estrona com
potencial atividade neuroprotetora e posterior elucidagao estrutural, principalmente através
de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de protao e carbono e espectroscopia
de infravermelho (IV).

A estratégia definida inicialmente passava pela modificagao estrutural do anel A e B e
sintetizar as moléculas que estao demonstradas na figura 7, em ambos os anéis conseguimos
fazer modificagoes estruturais. Todas as reagoes realizadas foram de encontro as perspetivas
tedricas iniciais, exceto a reagao de Friedel-Crafts na estrona, que nao foi possivel purificar e
caraterizar o composto e a oxidagao benzilica também na estrona por ter um rendimento
muito baixo. Alguns dos compostos tiveram um rendimento mais baixo que o esperado, por
isso mesmo, uma otimiza¢ao do processo sera necessaria.

A execucgao de testes de biologicos € uma prioridade, para confirmar se os compostos
sintetizados apresentam atividade neuroprotetora. Perante os resultados biologicos outras
modificagdes poderao ser efetuadas no sentido de melhorar as suas propriedades

farmacologicas.
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5. Parte experimental

5.1 Equipamento laboratorial

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos através de um
espetrofotémetro Brucker Avance, a operar a 400 Mhz (‘"H RMN) e 100 Mhz ("*C RMN). Foi
usado principalmente cloroférmio deuterado (CDCI;) como solvente. O desvio quimico é
apresentado em partes por milhdo (ppm), usando o tetrametilsilano (TMS, 6=0 ppm) como
referéncia. Complementarmente, os sinais a 6=7,26 ('"H RMN) e 6=77.00 (*C RMN) do
cloroféormio deuterado podem servir como referencia. As constante de acoplamento (J) sao
expressas em Hz.

Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos num espectrémetro Perkin Elmer
Spectrum 400, FT-IR e FT-NIR e os resultados apresentados em numero de onda (cm™)
decrescente.

No controlo das recgoes quimicas foram usadas placas cromatograficas de camada fina
(TLC), Merck’s 60 Fs, constituidas por silica com indicador UV, em placas de aluminio como
suporte. A revelagao foi feita por luz de ultravioleta (UV) com comprimento de onda de 254
nm e por submersio numa mistura de acido sulfirico:etanol (95:5%) com posterior
aquecimento. A maioria dos compostos foram purificados cromatograficamente, usando placas
preparativas com Kieselgel 60H Fys, /kieselgel 60G ou colunas cromatograficas, com Kieselgel

60 (230-400 mesh, Merck), conssoante a quantidade de produto a purificar.

5.2 Solventes e reagentes

As matérias primas iniciais, estrona (El) e estradiol (E2) foram adquiridos a Steraloids
e usados sem nenhuma prufificacdo. Os restantes reagentes, como clorometil metil éter, di-
isopropilamina, sec-Butil-litio (sec-BuLi), trimetoxido de boro, perborato de sédio, cloreto de
acetilo, cloreto de aluminio, clorobenzeno, hidréoxido de potassio (KOH), dimetilsulfato, 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), anidrido acético, clorocromato de piridina (PCC), dioxido de
manganés (MnQO,), celite, permanganato de potassio (KMnO,), sulfato de ferro (lll) (Fey(SO,);),
foram adquiridos aos fornecedores habituais, como a Sigma Aldrich Co. e a Merck Co. e foram

também usados diretamente salvo indicagao em contrario na descrigao experimental. Alguns
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dos solvente usados nas reagoes foram purificados e secos de acordo com a literatura
(Armarego e Chai, 2003)

Secar THF: refluxo de 7 horas com hidreto de calcio (CaH,), seguido de destilagao. Foi
depois guardado com molecular sieves 4 A.

Acetato de Etilo: destilado a 77 °C +/- 5°C

Clorobenzeno: guardado com molecular sieves 4 A, previamente ativadas a 170°C
durante 24h.

Cloreto de acetilo: destilacido fracionadaa 51 °C +/- 5°C.

Anidrido acético: destilacao fracionada a 140 °C +/- 5°C.
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5.3 Quimica

5.3.1 1,3,5(10)-estratrieno-3,17B-diol diacetato (3,17-di-acetato-B-
estradiol) (3)

O composto 3 foi preparado de acordo com a literatura (Rao e Cessac, 2002). Dissolveu-se
OAc o estradiol (300mg) em THF seco (5ml), a

temperatura ambiente. Foi adicionado DMAP (15%

da massa de estradiol) e anidrido acético seco

(1,25ml). Apos 2 horas, evaporou-se o solvente e

AcO extraiu-se com agua, e EtOAc (3x), posteriormente,
lavou-se com solugao aquosa de HCL 5%, solugao

aquosa de NaHCO; saturado, agua e solucao aquosa e NaCl, e por fim secou-se com Na,SO,
anidro. O exsicante foi removido por filtragao e a fase organica removida a pressao reduzida,
obtendo um solido branco, que foi usado nas reagoes seguinte sem necessitar de purificagao;

96% de rendimento.
Dados analiticos:

Formula quimica: CyH304

Massa molar: 356,46 g/mol

'H RMN 5 7,28 (d, |H, ]=8Hz, H-3), 6,83(dd, IH, |=8,4. 2,4Hz), 6,79 (d, IH, |]=2,3 Hz), 4,69
(dd, IH, ]= 8,9.8,0Hz), 2,27(s, 3H, CH3CO), 2,06(s, 3H, CH3CO), 0,82(s, 3H, H-18) ppm

*C RMN 6§ 171,21(CH;CO). 169,85 (CH,CO). 148,48. 138,17. 137,88. 126,42. 121,50.
118,58. 82,67.76,72. 49,83. 43,98. 42,87. 38,20. 36,86. 29,50. 27,56. 27,02. 26,03. 23,26. 21,19.

12,04 (C-18).

FTIR-ATR (cm™) 2919,87. 2873,36. 1732,92. 1723,02. 1492,58. 1194,24. 1013,95 1037,20
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5.3.2 3,17B-dihidroéxi-1,3,5(10)-estratrien-6-ona diacetato (6-oxo-f-
estradiol diacetato) (5)

O composto 5 foi preparado de acordo com a literatura (Singh e Lee, 2001). Dissolveu-se o
OAc  composto 3 (120mg) em diclorometano, e adicionou-

se uma mistura de KMnO, (1556mg) e Fey(SO,);

(528mg), que foi previamente reduzida a po, adicinou-

se também dagua (52pl) e t-butanol (0,24ml). A reacao

AcO ficou a agitar durante 24h, depois dilui-se em
diclorometano e filtrou-se com celite sob vacuo.

Posteriormente filtrou-se a mistura reacional através de silica e celite e lavou-se a fase organica
com solugao de NaHCO; e agua, secando em seguida com Na,SO, anidro. O exsicante foi
removido por filtragao e a fase orginica removida a pressao reduzida obtendo um 6leo
amarelo-torrado. O produto foi purificado através de placas cromatograficas preparativas
[tolueno/eter (10:1) (5:1)]; obtendo um solido amarelo claro com um rendimento de 20%, foi

também possivel recuperar parte do substrato inicial que foi novamente usado.

Dados analiticos:
Formula qu’mica: C22H2605

Massa molar: 370,44 g/mol

'H RMN 6 7,75(d, IH, 2,6Hz), 7,44(d, |H, 8,4Hz), 7,26(dd, I|H, 8,4. 2,7Hz), 4,75(m, IH),
2,31(s, 3H, CH3CO), 2,07(s, 3H, CH3CO), 0,84(s, 3H, H-18)

3C RMN 5 196,85 (C-6). 171,10(CH;CO). 169,47(CH;CO). 149,31. 144,30. 133,65. 127,00.
126,74. 120,01. 82,15. 49,74. 43,84. 43,01. 42,72. 39,51. 36,43. 27,38. 25,32. 22,98. 21,14,

21,01. 11,88 (C-18).

FTIR-ATR (cm™) 2926,13. 1767,20. 1678,19. 1607,39. 1488,78. 1369,53. 1190,34. 1084,61.
1035,62. 1013,35
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5.3.3 3,17B-dimetoxi-1,3,5(10)-estratrieno (3,17-dimetil-B-estradiol)
)

O composto 7 foi preparado com algumas alteragoes a literatura (Brosa et al., 1989), sob uma
OMe atmosfera de azoto (N,). Dissolveu-se o estradiol

(I50mg) em THF seco (5ml). Adicionou-se, de

seguida, KOH (2 pastilhas pequenas; 0,16 g) e

dimetilsulfato (0,1 ml). A mistura foi aquecida até

MeO 70°C (refluxo), até ao dia seguinte. No dia seguinte
extraiu-se com agua, e EtOAc (3x), posteriormente,

lavou-se com solugao aquosa de HCL 5%, solugao aquosa de NaHCO; saturado, agua e
solugao aquosa e NaCl, e por fim secou-se com Na,SO, anidro. A reagao foi completa mas
formaram-se 2 compostos, , por isso posteriormente foi purificado através de cromatografia

preparativa [tolueno/eter (10:1) (5:1)]; 65%. de rendimento
Dados analiticos:

Formula qu imica: Constz

Massa molar: 300,44 g/mol

'H RMN 6 7.20 (d, IH, |= 8,6 Hz), 6.71 (dd, IH, |= 8,6. 2,7 Hz), 6.62 (d, IH, | = 2,5 Hz), 3.77
(s, 3H, OCH.), 3.38 (s, 3H, OCH), 0.79 (s, 3H)

C RMN & 157,43, 137,98. 132,70. 126,33. 113,79. 111,47. 90,82. 57,91(OCH:).
55,21(OCH;). 50,31. 43,93. 43,24. 38,62. 38,07. 29,83. 27,78. 27,24. 26,46. 23,06. | |,55.

27



5.3.4 3,17B-bis(metoximetoxi)-1,3,5(10)-estratrieno (3,17-
di(metoximetoxi)-B-estradiol) (9)

O composto 9 foi preparado de acordo com a literatura (Rao et al., 2008), sob uma atmosfera
de argon (Ar). O estradiol (300mg) foi dissolvido em
OMOM

THF seco (5ml). Foi adicionado clorometil metil éter

(0,4ml) e di-isopropilamina (I,2ml) e aquecido a 65°C,

durante a noite. A mistura reacional foi arrefecida a

MOMO temperatura ambiente e tratada com NH,CI, e
extraida com EtOac (3x). A fase organica foi lavada

com agua (3x), solugao de NaCl e seca com Na,SO, anidro. O exsicante foi removido por
filtracao e a fase organica removida a pressao reduzida, obtendo-se um 6leo amarelo palido

que, posteriormente foi purificado através de cromatografia preparativa [tolueno/eter (10:1)

(5:1)]; 86% de rendimento.

Dados analiticos:
Formula quimica: Cy,H3,04

Massa molar: 360,49 g/mol

IHRMN 57,19(d, IH, ]=8.5 Hz,), 6,82(dd, IH, ]= 8.5, 2.6 Hz,), 6,76(d, IH, ]= 2.6 Hz,), 5,13(s,
2H, OCH,OCH;), 4,65(s, 2H, OCH,OCH;), 3.46(s, 3H, OCH,OCH;), 3,37 (s, 3H,
OCH,OCH;), 0,80(s, 3H, H-18).

*C RMN § 155,05 (C-3). 138,06. 133,99. 126,35. 116,24. 113,73. 96,02 (OCH,OCH;). 94,49
(OCH,0OCH;). 86,62. 55,87. 55,12. 50,02. 44,02. 42,98. 38,57. 37,29.29,77.28,09. 27,20. 26,28.

23,09. 11,74 (C-18).

FTIR-ATR (cm™) 2925,88. 1608,71. 1497,43. 1382,32. 1497,43. 1382,32. 1148,62. 101,10
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5.3.5 3,17B-bis(metoximetoxi)-1,3,5(10)-estratrien-2-ol (2-hidroxi-
3,17-di(metoximetoxi)-B-estradiol) (I1)

O composto |1 foi preparado de acordo com a literatura (Rao et al., 2008), sob uma

atmosfera de argon (Ar). O composto 9 (150mg) foi

OMOM
dissolvido em THF (5ml) e arrefecido a temperatura de
HO -78°C. Seguidamente foi adicionado, lentamente, o sec-
BuLi (0,4ml). A reagao foi mantida em agitagao durante
MOMO 3h. Posteriormente foi adicionado, lentamente, o

trimetéxido de boro (0,2ml), mantendo-se em agitagao
durante mais |5 min, a temperatura de -78°C. Depois, a mistura reacional foi aquecida até aos
0°C. A reagio foi parada com NH,CI, e depois permitiu-se que reagao atingisse a temperatura
ambiente. Apds |h em agitagao, foi adicionado, lentamente, o perborato de sédio (60mg). A
mistura reacional ficou em agitagao durante a noite. No dia seguinte, a mistura reacional foi
concentrada em vacuo, e procedeu-se a extragao com EtOAc (3x), lavado-se, de seguida, com
agua (3x) e solugao de NaCl e seco com Na,SO;, anidro. O exsicante foi removido por filtragao
e a fase organica removida a pressao reduzida. Obtendo-se uma mistura com o produto e o
substrato inicial posteriormente foi purificado através de cromatografia preparativa

[tolueno/eter (10:1) (5:1)]; 45% de rendimento.
Dados analiticos:
Formula qu’mica: C22H3205

Massa molar: 376,49 g/mol

'H RMN 5 6,89(s, IH), 6,79(s, IH), 5,74(s, IH, OH), 5,16(s, 2H, OCH,OCH;), 4,66(s, 2H,
OCH,OCH;), 3,51(s, 3H, OCH,OCH,), 3,37(s, 3H, OCH,OCH,), 0,80(s, 3H, H-18).

'C RMN 6 144,12. 142,38. 135,24. 128,40. 115,89. 112,36. 96,10. 96,03. 86,61. 56,36. 55,15.
50,05. 44,17. 42,99 38,48. 37,31. 29,09. 28,1 1. 27,36. 26,32. 23,08. | 1,74.

FTIR-ATR (cm™) 3391,96. 2912,52. 1725,27. 1591,22. 1277,42. 1148,80. 1025,24
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5.3.6 2-acetil-1,3,5(10)-estratrieno-3,17B-diol (2-acetil-B-estradiol)
(13)

O composto |3 foi preparado com algumas alteragoes a literatura (Edsall et al., 2004). Num

OH  balao, adicionaram-se cloreto de acetilo seco (0,05ml)

0 e cloreto de aluminio (120mg) que foram aquecidos e
colocado a pressao reduzida e numa atmosfera de

argon (Ar) para que nao existirem residuos de agua.

HO Posteriormente, esta mistura foi arrefecida a 0°C.

Noutro balao, foi adicionado estradiol (60mg) e
clorobenzeno (2ml). Esta mistura foi adicionada, lentamente, ao |° balao em 4 porg¢oes durante
| hora. Apos agitagao, durante 24h, foi adicionado HCL 3N (2ml) formando-se um oleo cor
de laranja. A mistura foi extraida com EtOAc (3x), lavado com agua (3x) e seco com Na,SO,
anidro. O exsicante foi removido por filtragao e a fase organica removida a pressao reduzida,
obtendo-se assim uma mistura de 3 produtos. Esta mistura foi dissolvida em metanol (10ml)
e, posteriormente, adicionou-se uma solu¢ao de hidréxido de potassio saturado em metanol
(Iml), ficando a agitar durante 10h. Seguidamente, evaporou-se o solvente e dissolveu-se o
produto em agua gelada, seguindo-se de extragao com EtOAc (3x), lavagem com agua(3x) e
solu¢ao de NaCl e secou-se com Na,SO,. O exsicante foi removido por filtracao e a fase
organica removida a pressio reduzida, resultando num soélido amarelo torrado.
Posteriormente foi purificado através de cromatografia preparativa [tolueno/eter (10:1) (5:1)];

12% de rendimento
Dados analiticos:

Formula quimica: CyH»O;

Massa molar: 314,42 g/mol

'HRMN 6 7,61(s, | H), 6,70(s, | H), 3,77(t, | H, J= 17,07 Hz,), 2,50(s, 3H, COCH; ), 0,80
(s, 3 H)
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5.3.7 3-hidroéxi-1,3,5(10)-estratrien-17-ona acetato (3-acetato-
estrona) (4)

O composto 4 foi preparado de acordo com a literatura (Rao e Cessac, 2002). Dissolveu-se
(o 2 estrona (300mg) em THF (5ml) a temperatura

ambiente. Foi adicionado DMAP (15% da massa de

estradiol) e anidrido acético seco (1,25ml). Apos 2

horas, evaporou-se o solvente e extraiu-se com

agua, e EtOAc (3x), posteriormente lavou-se com

AcO solugdo aquosa de HCL 5%, solugdo aquosa de
NaHCO; saturado, agua e solugao aquosa e NaCl, e

por fim secou-se com Na,SO, anidro. O exsicante foi removido por filtragao e a fase organica
removida a pressao reduzida, obtendo um sélido branco, que foi usado nas reagoes seguinte

sem necessitar de purificagcao; 96% de rendimento.
Dados analiticos:

Formula quimica: CyH,.O;

Massa molar: 312,40 g/mol
'H RMN 6 7,28(d, |H, |]=8,4Hz, H-3), 6,85(dd, IH, J=8,5. 2,5Hz), 6,81(d, IH, |]=2,4Hz), 2,28(s,
3H, CH;CO), 0,91(s, 3H, H-18) ppm

'*C RMN 220,75(C-17). 169,84(CH;CO). 148,58. 138,03. 137,42. 126,42. 121,60. 118,77.
50,45. 47,95. 44,17. 38,01. 35,86. 31,57. 29,40. 26,35. 25,75. 21,60. 21,13. 13,84 (C-18).

FTIR-ATR (cm™) 2931,30. 2861,12. 1761,71. 1491,32. 1368,12. 1200,72. 1006,24
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5.3.8 3-metoxi-1,3,5(10)-estratrien-17-ona (3-metil-estrona) (8)

O composto 8 foi preparado com algumas alteragoes a literatura (Brosa et al., 1989). Sob uma
0 atmosfera de azoto N, dissolveu-se a estrona

(150mg) em THF seco (5ml). Adicionou-se, de

seguida, KOH (2 pastilhas pequenas; 0,16 g) e

dimetilsulfato (0, ml). Foi aquecido a 70°C (refluxo),

até ao dia seguinte. No dia seguinte, extraiu-se com

MeO agua, e EtOAc (3x), posteriormente, lavou-se com
solugao aquosa de HCL 5%, solugao aquosa de NaHCO; saturado, agua e solugao aquosa e
NaCl, e por fim secou-se com Na,SO, anidro. O exsicante foi removido por filtragao e a fase
organica removida a pressao reduzida, obtendo-se um 6leo amarelo pélido. A reagao nao foi

completa, mas formou-se apenas um composto que foi purificado por coluna cromatografica

[tolueno/eter (10:1) (5:1)]; 72% de rendimento.

Dados analiticos:
Formula qu’mica: C|9H240z

Massa molar: 284,39 g/mol

'H RMN 5 7,20(d, IH, ]= 8,7 Hz,), 6,72(dd, IH, |= 8,6. 2,8 Hz,), 6,64(d, I H, ]= 2,8 Hz,), 3,78(s,
3H, OCH.), 0,91(s, 3H, H-18).
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5.3.9 3,17B-(metoximetoxi)-1,3,5(10)-estratrien-17-ona (3-
metoximetoxi-estrona) (10)

O composto 10 foi preparado de acordo com a literatura (Rao et al, 2008), sob uma
¢  atmosfera de argon (Ar) dissolveu-se a estrona 2

(300mg) em THF seco (5ml). Foi adicionado

clorometil metil éter (0,4ml) e di-isopropilamina

(I,2ml) e aqueceu-se a 65°C, durante a noite. A

MOMO mistura reacional foi arrefecida a temperatura
ambiente e tratada com NH,CI, e extraida com EtOac

(3x). A fase organica foi lavada com agua (3x), solugao de NaCl e seca com Na,SO, anidro. O
exsicante foi removido por filtragao e a fase organica removida a pressao reduzida, obtendo-
se um sélido branco que, posteriormente foi purificado através de cromatografia preparativa

[tolueno/eter (10:1) (5:1)]; 93% de rendimento.

Dados analiticos:
Formula qu’mica: C20H2603

Massa molar: 314,42 g/mol

'H RMN 6 7,20(d, IH, | =8,5 Hz,), 6,84(dd, IH, |= 8,6. 2,6 Hz,), 6,79(d, IH |= 2,6 Hz,), 5,15(s,
2H, OCH,OCH,), 3,47(s, 3H, OCH,OCHj), 0,91 (s, 3H, H-18)

'*C RMN § 220,90 (C-18). 155,23 (C-3). 137,87. 133,34, 126,38. 116,30. 113,91. 94,49
(OCH,0OCH;). 55,93. 50,45. 48,01. 44,05. 38,32. 35,88. 31,60. 29,63. 26,53. 25,89. 21,60 13,86

(C-18).

FTIR-ATR (cm™) 2916,36. 2864,00. 1737,34. 1497,47. 1228,25. 1151,35. 1001,50

33



5.3.10 2-hidréxi-3,1 7B-(metoximetoxi)-1,3,5(10)-estratrien-17-ona
(2-hidroxi-3-metoximetoxi-estrona) (12)

O composto 12 foi preparado de acordo com a literatura (Rao et al., 2008). Sob uma
0 atmosfera de argon Ar, foi adicionado o composto
10 (150mg) dissolvido em THF seco (5ml) e
arrefecido a temperatura de -78°C. Seguidamente,
o foi, lentamente, adicionado o sec-BuLi (0,4ml). A
reacao foi mantida sob agitacdo durante 3h.

MOMO , , .
Posteriormente, foi, lentamente, adicionado o
trimetdxido de boro (0,2ml), e manteve-se a mistura reacional sob agitagao durante mais |15
min, a temperatura de -78°C. A mistura foi, depois, aquecida até aos 0°C. A regio foi parada
com NH,CI, e depois permitiu-se que reagao atingisse a temperatura ambiente. Apos |h sob
agitagao, foi adicionado, lentamente, o perborato de sddio (60mg) e a reagao ficou sob agitagao
durante a noite. No dia seguinte, a mistura reacional foi concentrada sob vacuo, e foi extraido
com EtOAc (3x), lavada com agua (3x) e solugao de NaCl e seco com Na,SO, anidro. O
exsicante foi removido por filtragao e a fase organica removida a pressao reduzida, obtendo-

se um Oleo amarelo palido que, posteriormente foi purificado através de cromatografia

preparativa [tolueno/eter (10:1) (5:1)]; 42% de rendimento.
Dados analiticos:
Formula qu’mica: C20H2604

Massa molar: 330,42 g/mol

'H RMN 6 6,78(s, |H), 6,77(s, IH), 5,14(s, IH, OH), 4,86(s, 2H, OCH,OCH;), 3,49(s, 3H,
OCH,OCH,), 0,93(s, 3H, H-18).

FTIR-ATR (cm™) 3545,84. 3250,18. 2924,04. 2871,72. 1718,27. 1505,84. 1281,23. 1000.88
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