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RESUMO

O cancro da préstata € uma doenca multifactoriah gpande impacto a nivel mundial. O
aumento da esperanca média de vida das populac@edieulgacdo e uso de métodos de deteccéo
do cancro da prostata, especialmente o PSA, cafrtailn bastante para uma modificagéo do perfil
do doente tipico de ha 50 anos atras. Era hahiiaghosticar-se cancro da préstata apenas em
estadios avancados devido a doenca metastatioseepando o diagndstico geralmente uma
sentenca de morte em 1-2 anos. E actualmente pbsi#gnosticar o cancro da prostata num
estadio muito precoce e potencialmente curavelirgervencéo cirurgica ou uso de radiagéo. O
tratamento do cancro da prostata faz-se em fungd@stadio da doenga, da expectativa do nUmero
de anos de vida do paciente, dos efeitos latessec@ados a terapéutica e da preferéncia do
paciente. As terapéuticas hormonais disponives paeu tratamento baseiam-se na descoberta de
Hugginset al, em 1941, que mostrou que o crescimento e prdgeds cancro da prostata

dependiam do nivel de androgénios do organisnite edleu o Prémio Nobel da Medicina.

A CYP17 é uma das enzimas envolvidas na biossimtesendrogénios no corpo humano. A
inibicdo da sua actividade tem sido reconhecidtotiicgmente como uma estratégia importante
para o tratamento do cancro da prostata, como fdemaduzir o nivel de androgénios circulantes
e assim impedir o crescimento e progressao da doéngrimeiro inibidor da CYP17 a ser usado
em prética clinica foi o cetoconazol, um composto esterdide com actividade antifingica, que se
descobriu induzir o desenvolvimento de ginecomasstiepacientes do sexo masculino. Apés o
cetoconazol, foram sintetizados e avaliados umia si& compostos esterdides e ndo esterbdides
como inibidores da CYP17, numa tentativa de enaomtroléculas mais potentes e melhorar o

perfil de efeitos adversos a ele associado.

No decurso deste trabalho foram sintetizados nowagostos esterdides de nucleo androstano

tendo por base as consideracbes gerais de estadtivislade conhecidas para os inibidores da



CYP17, como potenciais agentes Uteis no tratantmtmancro da prostata. As duas estratégias de
sintese diferentes exploradas permitiram a obtede&ois grupos de compostos, os quais foram
designados genericamente de derivados do indazolel® carbamatos derivados do 2'-
metilimidazole. A elucidacdo estrutural dos novospostos sintetizados foi feita com base em
técnicas de IR, espectrometria de mas$ae'*C NMR 1D e 2D.

Os derivados do indazole sintetizados, & semelhdecautros compostos esterdides que se
revelaram bons inibidores da CYP17, possuem aléiretiyociclo com electrées disponiveis para
coordenacdo com o Fe heme da enzima ligado ao @t&, dupla ligacdo em C16. Os C17
carbamatos derivados do 2’-metilimidazole tém diqdaridade de a fungdo carbamato funcionar
como espacador e aumentar assim a distancia ehgtemciclo e o C17. Quando avaliados para a
inibicdo da CYP17 humana, apenas dois dos C17 matba derivados do 2’-metilimidazole
inibiram a enzima, ainda que de forma menos potpneo cetoconazol. Os derivados do indazole
ndo revelaram potencial inibitério da enzima. Forapnesentadas e discutidas razdes possiveis

para esta observagéo.

O bloqueio da actividade do receptor de androgénimmbém uma estratégia fundamental no
contexto do tratamento do cancro da préstata, uezaque a progressao da doenca lhe esta
intimamente associada. Em particular, 0 aumentoluoero destes receptores e o aparecimento de
receptores mutados tém sido apontados como meamissponsaveis pelo desenvolvimento de
resisténcia a niveis muito baixos de androgéniosrganismo, tornando ineficazes as estratégias
terapéuticas referidas anteriormente. Foi demaiistgae compostos concebidos como inibidores
da CYP17 possuiam propriedades desejaveis do pimteista de ligacdo ao receptor de
androgénios e inibicdo da transcricdo por ele ndegdiabrindo-se assim um novo capitulo na
avaliacdo pré-clinica deste tipo de compostos. eNeshtexto, a afinidade dos derivados do
indazole e dos C17 carbamatos derivados do 2’ime&tdzole para o receptor de androgénio
original e mutado, usando células de metastasea®s® cancro da prostata LAPC4 e LNCaP, foi
estudada. O efeito destes compostos sobre a figitsonediada pelo receptor mutado (das células

LNCaP) na presenca e auséncia do ligando naturatiditestosterona, foi avaliado com recurso



ao gene reportador luciferase. Em geral, a fung@loamato dos C17 carbamatos derivados do 2'-
metilimidazole permitiu uma excelente afinidade apar receptor de androgénio. O efeito
promovido por esta classe de compostos sobre sctigéio mediada pelo receptor de androgénio
mutado revelou-se dependente da concentracdo. i@sdtes do indazole ndo mostraram boa

afinidade para o receptor de androgénio.

A capacidade de inibicdo da proliferacdo celulas tlahas celulares do cancro da préstata
LAPC4, LNCaP e PC-3 foi também estudada para ossncompostos sintetizados, usando ensaios
baseados na reducdo de sais de formazana. Ambgsimss de novos compostos sintetizados
foram particularmente interessantes do ponto de dis inibicdo da proliferagéo das células PC-3,

gue ndo expressam o receptor de androgénio e eepaas um modelo de estudo do cancro da

préstata avancado.






ABSTRACT

Prostate cancer is a multifactorial disease witlrldvade impact. Both the rise in the life
expectancy of the general population and the grgwinblic awareness and use of the screening
methods available for the disease, particularly PB#ve greatly contributed to changing the
typical prostate cancer patient’s profile from tlit50 years ago. Prostate cancer was usually
diagnosed only at an advanced stage due to métadisg¢ase and the diagnosis was seen as a
death sentence in 1-2 years. Nowadays, the diseasbe diagnosed in its early stages and it is
potentially curable by surgical or radiological apgches. Prostate cancer management and
treatment options are currently considered in faicéhe stage of the disease, the patient’s life
expectancy, the adverse effects’ profile of thalalste therapeutic options and patient preference.
Hormonal treatments for prostate cancer therapypased on the Nobel Prize winner discovery by
Huggins et al., in 1941, that the growth and progression of ptestancer cells depends on

androgen levels in the body.

CYP17 is one of the enzymes involved in androgemsybithesis in the human body. Its
inhibition has tradicionally been recognized asraportant strategy for prostate cancer treatment
as a way to lower androgen levels and thus st@adesprogression. Cetoconazole, a non steroidal
antifungal compound which was reported to causeegymastia in male patients, was the first to
be used clinically for prostate cancer treatmeriterAcetoconazole, a series of compounds, both
steroidal and non steroidal, have been synthesizdcvaluated as CYP17 inhibitors in the hope of

finding more potent molecules with a better sidea§’ profile.

The aim of the present work was to synthesize rtevoislal compounds bearing the androstane
backbone, which correlated well with the known stuge-activity dispositions currently accepted
for CYP17 inhibitors, and would thus contribute poostate cancer treatment. Two different

synthetic strategies have been exploited whichitexbin the preparation of two sets of compounds



generally designated as indazole derivatives antl Z-imethylimidazole derived carbamates. The
structural elucidation of these novel compounds pagormed based on IR, mass spectrometry
and'H and™*C NMR 1D and 2D techniques.

The synthesized indazole derivatives, alike otherogdal compounds which have been found to
be good CYP17 inhibitors, possess not only an beyetic moiety with available electrons capable
of coordination with the heme Fe of the enzime, dlsb a C16 double bond. In the synthesized
C17 2-methylimidazole derived carbamates, the @adite function acts as a spacer group,
increasing the distance between the heterocyclietsnand C17. Only two of the synthesized C17
2’-methylimidazole derived carbamates inhibited tinenan CYP17 enzyme, however less potently
than ketoconazole. The indazole derivatives wesadao be non-inhibitory. Possible reasons for

this occurrence have been presented.

Blockage of androgen receptor function is also adamental strategy for prostate cancer
treatment because disease progression is intimeg&died to it. Both the rise in the number of
available receptors and the presence of mutatespt@s have been reported as important for the
development of resistance to very low androgenldeirethe body, thus making the previously
mentioned therapeutic strategies ineffective. Téet that compounds which were designed as
CYP17 inhibitors have been reported to antagorieeandrogen receptor and inhibit androgen
receptor mediated transcription, has opened a riepter in the pre-clinical assessment of this
type of compounds. In the face of this new contthé,affinity of the indazole derivatives and the
C17 2'-methylimidazole derived carbamates, towabdsh the original and the mutated the
androgen receptor, using metastatic prostate caetldines such as LAPC4 and LNCaP, was also
studied. The effect of these novel compounds oratedtandrogen receptor mediated transcription
(on LNCaP cells), both in the presence and absehttee natural ligand dihydrotestosterone, was
evaluated using the luciferase reporter assay.elmer@l, the C17 2-methylimidazole derived
carbamates bound to the androgen receptor witHemtcaffinity. Their effect on mutated androgen
receptor mediated transcription was found to beeontmation dependent. The indazole derivatives

did not display good affinity towards the androgeceptor.

\



The ability to inhibit prostate cancer cell linefsferation (LAPC4, LNCaP and PC-3 cells) was
studied for the new synthesized compounds baseteoreduction of formazan salts. Both groups
of compounds were particularly effective in inhibg the proliferation of PC-3 cells which do not

express the androgen receptor, and thus represeotlel of study for the more advanced stages of

prostate cancer.
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PLANO GERAL DA TESE

A presente dissertagdo é composta por quatro &zpitD primeiro é uma introdugéo geral ao
tema do cancro da proOstata, onde se podem encoomgraconceitos fundamentais para a
compreensao do trabalho experimental subsequentenusscrito. Neste capitulo é feito o
enquadramento do cancro da préstata enquanto deesgtaimpacto a nivel mundial, é abordada a
importancia fundamental dos androgénios para ongesgmento e progressdo da doenca, sdo
apresentadas as opc¢des terapéuticas actualmepbmidiss para o seu tratamento e € explicado
como é que nelas se insere 0 uso dos inibidor&Y&4d 7. Na ultima parte é feita uma descrigédo
detalhada dos inibidores da CYP17 sintetizadoskaaos ao longo das Ultimas 4 décadas.

No segundo capitulo sdo descritas as estratégiasntese escolhidas para a preparagdo dos
novos compostos esterdides de nucleo androstamcmializados em C17. Para os derivados do
indazole é feita uma breve introducdo a cada ureaedeccdes usadas na estratégia de sintese. No
caso dos C17 carbamatos derivados do 2’-metilindigaz dado maior destaque a reacg¢édo geral
subjacente a sua preparagdo. S8o ainda apresemt@dts capitulo, aspectos seleccionados da
elucidacao estrutural dos compostos preparadosbesm nas técnicas de IR, e °C NMR 1D e
2D, espectrometria de massa e difrac¢éo de raios-X.

No terceiro capitulo s8o reportados os resultadmsadhliacdo bioldgica dos compostos
sintetizados com base em quatro tipos de testeediks: inibicdo da CYP17, ligagéo ao receptor
de androgénios, avaliacdo do efeito dos compostime s transcricdo mediada pelo receptor de
androgénio mutado e avaliagdo do efeito dos coropast proliferacdo celular. Para cada um dos
ensaios usados sdo descritos os fundamentos gecassarios a sua melhor compreenséo.

O quarto capitulo é dedicado a descricdo dos pimeetos experimentais subjacentes ao
presente trabalho, quer da parte da sintese quiquea da parte de avaliacdo bioldgica. No final
de cada capitulo sdo apresentadas conclusGesénaées bibliograficas relacionadas.

Para atribuicdo da nomenclatura dos compostos icogada presente dissertacao foram seguidas

as recomendacdes gerais descritas em Fernandés,; Alerold, B.; Maia, H.; Rauter, A. P.;

XIX



Rodrigues, J. A. RGuia IUPAC para a Nomenclatura de Compostos Orgasidraducao
Portuguesa nas variantes Europeia e Brasileiral:Lidsboa — Porto — Coimbr2002 Contudo,
alguns esterdides e outros compostos de conhednerhum foram designados de forma
abreviada ou usando nomes triviais. A indexacaorel@séncias seguiu as disposi¢es gerais do

American Chemical Society style guide

XX
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1. O cancro da prostata no mundo. Alguns numeros.

“Apart from skin cancer, prostate cancer is onetlbé most common
cancers in men, especially in developed countnigeh ss the USA and
Australia (most common) and European Union coust(hird behind

lung and colorectal cancer).”

Pekmezovic, Tet al. Eur. J. Cancer Prev2006 15,51-56

O cancro da préstata (CP) é uma doenga multifattoom grande impacto a nivel mundial. Nao
considerando o cancro da pele, é um dos tipos dercanais comuns no homem, em paises
desenvolvidos como os EUA e a Australia (onde é@s momum) e a Unido Europeia (terceiro a
seguir ao cancro do pulméo e do célon e rectou(gid). Nos EUA e Austrélia é a segunda causa
principal de morte por cancro enquanto na Europatérceira (a seguir ao cancro do pulméo e

colon e rectof®

1

Bexiza

Lenacermia
Fincmas
Esafaza ]

Praztta
& Brdnquios
Célone Feoto

Mealanoma pele

Linfoma Hio-Hodgkin
Fime Pébrs renal
Cavidade oral e Faringe

Figado e Canal biliar indra-
hepatica

B Himero de novos casos O Hdmero de mortes

Figura 1 — NUmeros estimados de novos casos de cancronerdes devidas a cancro,
para o homem, nos EUA, em 2007. A analise exclgaoncro das células basais e

escamosas da pele e os carcinomagu excepto o da bexiga.
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Os paises da Europa com maior taxa de mortalidad€P sdo os noérdicos: Suécia (27,7 por
100.000 habitantes), Noruega (28,4 por 100.000)rarBarca (22,6 por 100.00D)A taxa de
mortalidade por CP em Portugal € de 20 por 100t@titantes, assumindo assim também esta

doenca um papel de destaque no nosso pais (Figura 2
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Figura 2 — Taxa de mortalidade por CP em 50 paises em 2@02xas estao calculadas por

cada 100.000 habitantes do pais e ajustadas addadbase na populacédo padrdo da OMS.
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Figura 3 — Taxas de incidéncia e de mortalidade por tipacatecro, no homem, em
Portugal, em 2002. As taxas estao calculadas ma £80.000 homens e ajustadas a

idade com base na populagéo padrdo da OMS.

Em Portugal, no homem, o CP € o tipo de cancro maior taxa de incidéncia, de cerca de 47
por cada 100.000 homens (Figur& &ontudo, o cancro mais letal é o do pulméo, segd@CP,

cancro do célon e recto e do estbmago, que térs Bxanortalidade idénticas no homem.

O CP, tal como a maior parte dos cancros, desesng@vcomo resultado de uma mistura de
factores genéticos e epigenéticos ambos podendafestados por factores ambientaBntre os
factores ja reconhecidos como importantes parssengelvimento de CP destacam-se a idade, a
histéria familiar de CP e a etrfid.

A probabilidade de desenvolver CP aumenta expoaknente com a idade, chegando a atingir

14% a partir dos 70 anos (Figura 4).
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Figura 4 — Probabilidade de desenvolvimento de CP no horeemfuncéo
da idade. Os dados apresentados sao relativod s periodo de 2001 a

2003.

Em estudos efectuados em autdpsias de doenteslfslele toda e qualquer causa, registaram-se
incidéncias de aumento exponencial com a idadeatjugiram cerca de 40% nos septuagenarios e
67% nos octogenaridsNem todos estes casos tiveram significado clitiemante a vida dos
pacientes, de onde se depreende que parece existiCP latente” cuja incidéncia aumenta
exponencialmente com a idade, mas que s6 se ntanfesiouver um conjunto de circunstancias

adicionais, independentes da idade dos pacientes.

Considera-se que o paciente tem uma histéria famile CP quando existem pelo menos 3
familiares directos diagnosticados com CP ou 2 lfares diagnosticados com CP antes dos 55

anos de idade?®

A importancia da etnia no desenvolvimento de CRcérfiente visivel nas taxas de incidéncia e
de mortalidade por CP na populacdo negra que chagamo dobro das da populag&o brarfca.

Figura 5 representa as taxas de incidéncia e dealidade por CP, no homem, nos EUA, por
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comunidade, no periodo de 1999 a 2003. Entre csepado mundo com maiores taxas de
mortalidade devidas a CP encontram-se o Uganda (®2,100.000 habitantes), o Zimbabué (23,5

por 100.000) e a Africa do Sul (22,6 por 100.060)ra 2).

L
==}
=}

[}
Ln
[==]}

[
=
=

—
n
=]

Tanzas de inddéncia / mortalidade por CF
w o
o) o) =

o o v &
& é}& 335@ & %‘é) &
oF < & 3 4
S $ ey
¥ S $
§ §
4 5 $
% ) i
§ & =
§ & s
¥ «‘33? »@g
kS
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Figura 5 — Taxas de incidéncia e de mortalidade por CP¢pmunidade. Os dados

séo relativos aos EUA, para o periodo de 1999-2003.

Em contrapartida, as menores taxas de mortalidadd€P correspondem a paises orientais como
a China (1 por cada 100.000) e o Japéo (5,7 paa ¢860.000). Verificou-se que emigrantes
oriundos de zonas de baixo risco de desenvolvim@atGP para os EUA, assumem gradualmente
as taxas de incidéncia e de mortalidade da populag&ricana, sendo a causa provavelmente
ambientall. Entre os factores ambientais importantes no dedémento de CP destacam-se a

dieta rica em gorduras e a exposi¢do a cadmio.
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O papel dos polimorfismos no gene do citocromo PU&Bhidroxilase-G- ogliase (CYP17) no
CP foi também reportado, embora muitas vezes deafanconclusivd” ** No caso concreto da
populacédo portuguesa, um estudo identificou quelimprfismo nucleotidico simples (SNP) C/A-
160, no promotor do gene E-caderina, € um factorigt® para o CP, podendo ser um dado
adicional para a identificacdo precoce de individwsusceptiveis, facilitando assim uma

intervencéo atempada.

Actualmente, aAmerican Cancer Societya American Urological Associatioe a European
Urological Associatiorrecomendam o diagnéstico precoce anual a hompagiados 50 anos de
idade que tenham uma expectativa de vida de peltosné0 ano$® ** Homens com risco
acrescido devido a historia familiar de CP deveician o rastreio mais cedo, por volta dos 40 anos
de idade. E desejavel que o paciente conheca esqmmis beneficios e limitagdes associados a
detecgdo precoce da doenca para que possa tomadamisdo consciente quanto a abordagem

terapéutica a escolher, conjuntamente com o mégie® orienta.
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2. Androgénios: fisiologia vs patologia

2.1 O papel fisiolégico dos androgénios

“Physiologically, functional androgen receptor issponsible for male sexual
differentiation in utero and for male pubertal clg@s. In adult males,
androgen is mainly resposible for maintaining libjcpermatogenesis, muscle

mass and strength, bone mineral density, and evpthisis.”

Gao, W.et al. Chem. Re\2005 105, 3352-3370.

No homem, a biossintese dos androgénios, testnatére di-hidrotestosterona (DHT) o seu
metabolito mais potente, esta dependente de umnisema complexo e regulavel que envolve o
hipotalamo, a hipdéfise anterior, os testiculosglasdulas supra-renais, a prostata, a pele e varios
tecidos esteroidogénicos como o muscular e o aalifFéguras 6 e 7).

Os androgénios assim produzidos medeiam uma sérieespostas fisiologicas e eventos
relacionados com o desenvolvimento do homem, sepddicularmente importantes na
diferenciacdo sexud uteroe na expressao das caracteristicas sexuais seiasnus puberdade.

Os principais orgdos produtores de androgéniososatesticulos (nas células de Leydig) e as
glandulas supra-renaiggna reticulari$. Os primeiros sdo responsaveis por cerca de 905
androgénios do organismo, sendo as glandulas sempaés responsaveis pelos restantes 5-10% na
forma de precursores desses androgénios, a desaindeosterona (DHEA) e a androstenodiona
(AD) 10 (Figuras 6 e 7)° Estes precursores sdo depois metabolizados etosessteroidogénicos

e na préstata para originarem os androgénios. Mmbma libertadora da hormona luteinizante
(LHRH) hipotalamica estimula a hipofise anteriop@duzir hormona luteinizante (LH) que por

sua vez actua nos testiculos e estimula a sintssardirogénios.
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- HIPOTAL AMO -
LHEH, CRH
+ LH HIPOFISE acta |t
' ANTERIOR -
TESTICULOS SIS
SUPEA-EENAIS
Androgénios Androgénios supra-renais
Testosterena DHEA
DHT AT
00-95 % 5-10%

PELE, ADIPOCITOS, MUSCULO

Androgénios supra-renals ——— Testosterona

l_I

* | Androgenios supra-renas

PROSTATA

Testosterona ————— DHT

Figura. 6 — Regulacgédo da biossintese de androgénios noismngan

A hormona libertadora da corticotrofina (CRH) hglémica induz a produgéo de corticotrofina
(ACTH) hipofisaria a qual determina a producédo goscursores dos androgénios nas glandulas

supra-renais. Existem mecanismos de retrocontredativo exercidos sobre o hipotdlamo e sobre

a hipéfise nomeadamente pela testostefatesticular e pelo cortisol supra-rehat?

A biossintese dos androgénios inicia-se com o tlesl, cuja cadeia lateral é clivada pela
colesterol desmolase (P45P para originar a pregnenolo@a(Figura 7). Esta, por sua vez, pode
ser metabolizada pela CYP17 formando-se a DMESuU pela B-hidroxiesterdide desidrogenase
(3-HSD) e pelaA*>isomerase originado a progester8mue é depois metabolizada também pela
CYP17 e forma a ALO. Nos testiculos, a DHEA é convertida em testosterodaue € reduzida

pela m-reductase para originar a DHT Da actuacdo do citocromo P450 aromatase (CYP19)

sobre a AD10 e a testosterorgiresultam os estrogénios (estrona e estradidf).
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Figura 7 — Biossintese dos androgénios.
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Os efeitos dos androgénios resultam da ligacaee@eptor de androgénio (AR), um membro da
superfamilia de receptores esterdides e nuclegues funciona como um factor de transcricdo
dependente de um ligando, e cujos niveis de edweswmis elevados ocorrem na prostata,
glandulas supra-renais e epididimo. O AR tambéstexio tecido muscular esquelético, no figado
e no Sistema Nervoso Central (SNC). Os androgdiges-se ao AR e desencadeiam uma série de
eventos que resultam na sintese de proteinas fspeaomo o antigénio especifico da prostata
(PSA) e no despoletar da proliferacéo celular (&g, 1)."> *° A ligacdo dos androgénios ao
receptor induz a sua dissociagdo das proteinashogue térmico (HSP). De seguida o AR
dimeriza, é fosforilado e translocado para o nuolede se liga ao promotoAhdrogen Response
Regiort (ARR). S&o recrutados cofactofésonjuntamente com outros elementos importantes par

a transcrica@ e ocorre assim express&o genética.

Binssintese de Androgenios O Androgénios
Tecidos Esteroidogénicos 1

Cmtros ligandos: estrogénios,
progestagénios, androgénios

adrenals, anflandrogénios
&F. mutado

Sintese de proteinas

A espeg¢ificas da prostata
Coactrvadar 777 R PSA .
ﬁ;‘ 1 independentes do AR ( ]
g2 Proliferagao celular

Clfoplasma

Figura 8 — Accéo dos androgénios no AB;(Mecanismos de resisténcia no @p (
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2.2. Os androgénios e o cancro da prostata. Biolagimolecular da doenca.

“When Huggins recognized... he constructed thevalig syllogism: In many instances
a malignant prostatic tumor is an overgrowth of Hdorostatic epithelial cells. All

known types of adult prostatic epithelium undergroghy when androgenic hormones
are greatly reduced in amounts. Therefore, sigaifitamprovement should occur in the
clinical condition of patients with far advancedoptatic carcinoma subjected to

castration.”

Resnick, M. let al., Urol. Clin. North Am.]1975, 2,141-161

Ja desde 1941 que é conhecido o papel dos andosgémdesenvolvimento e progresséo do CP.
A descoberta foi de Huggiret al. e valeu-lhe o Prémio Nobel da Medicfiia* Pelo menos 80%
dos CPs humanos respondem favoravelmente a privdedandrogénios, evidenciada pelo
desaparecimento de sintomas e diminuicdo dos nieeRSA no sangué.? As células epiteliais
secretoras da préstata expressam o AR e necesitastimulacdo androgénica cronica para a sua
sobrevivéncia e integridade funciofdlSe os niveis de androgénios baixarem além de um

determinado patamar, como acontece na castracéeieddas células secretoras sofrem apoptose.

Inicialmente, o CP é considerado androgénio-depeade é muito sensivel a estimulacéo pelos
androgéniod! A medida que progride, as células do CP tornamrskogénio-independentes e
proliferam bem em individuos castrados, revelanskina uma elevada capacidade adaptativa a
niveis muito baixos de androgénfds®® Numa fase mais avancada, o crescimento das célalas
CP e a sua expressdo de PSA (ainda que baixaupéimislas pelos androgénios e estrogénios.
Este fendmeno esta geralmente associado com unntud@potencial invasivo e metastatico das
células tumorais.

Os mecanismos envolvidos na progresséo da doemcainéo a ser elucidados. A transi¢céo de
um CP androgénio-dependente para a androgéniogndépcia ocorre tipicamente em menos de 2

anos apos o inicio da terap@utica hormonal de prarfieha® Foi demonstrado que a expresséo de
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elevados niveis de AR esté associada a caraaasisfinicopatologicas agressivas dos tumores e a
diminuicdo dos fendmenos de sobrevivéncia livrerelsorréncia no CP apds prostatectomia
radical’®® Os tumores de pacientes que apresentam recormiessam quase sempre o AR e a
sinalizacdo celular dependente do AR persiste apdsstituicdo de terapéuticas hormonais de
primeira linha, embora os androgénios ja nédo sejacessarios para a proliferacdo celefiat'>°

As mutagBes no AR e a amplificacdo do numero depteces disponiveis sdo alguns dos
fendmenos que ocorrem nas células hormonorresistéiigura 82). As mutacdes do AR tornam

0 receptor promiscuo, conferindo-lhe a capacid&dged activado por estrogénios, progestagénios,
androgénios supra-renais ou mesmo antiandrog&nid$ia um fenémeno bem caracterizado que
ocorre com o antiandrogénio flutamida em que ocarento do tumor parece ser paradoxalmente
estimulado pelo composto e que se tem atribuidesepca destes receptores mutdfiGutros
mecanismos que medeiam a progressao do CP incleeurh@acdes no balango de coactivadores e
co-repressores do AR, activagdo de outras viasndgizacdo que sdo independentes do AR e

aumento da convers&o intracelular de androgénmmsenais em testosterodgFigura 8,2).°> **

38, 39
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3. Diagndstico, estadiamento e tratamento do cancda préstata

“Dois milhdes e meio de novos casos diagnosticato€Europa a cada ano,
resultando em 9% dos 6bitos por patologia oncolégictre os homens, obrigam

ao desenvolvimento de estratégias terapéuticaszefsc”

Monteiro, P. G Acta Urologica2006 23, 89-92.

A European Urological Associatioe o National Comprehensive Cancer NetwdfKCCN)
disponibilizam recomendagfes periodicas, que s@int@amente actualizadas, no contexto da
deteccéo, estadiamento, tratamento e seguimentﬁRn‘é' 4 A escolha do tratamento inicial
depende da expectativa de vida estimada, co-numb#s, potenciais efeitos adversos das
terapéuticas disponiveis e preferéncia do paci€gepacientes sdo estratificados em categorias
com diferentes probabilidades de atingir a curareEos métodos mais usados para a deteccéo,
diagnostico e estadiamento do CP encontram-sevess rdanguineos de PSA, o toque rectal, o

esquema de Gleason e o sistema Tumor, Nodulosstdse&s (TNM) (Tabela 1).

TESTE DESCRIGAO RESULTADO
Os niveis de PSA aumentam no CP. Contuglo,
Proteina produzida pelas células da prostata quie po outras causas de elevacgédo séo prostatitefs,
PSA ser quantificada no sangue hiperplasia benigna da prostata ou ejaculag¢ao
recente
O exame consiste em colocar um dedo no recto & seriRegides duras da prostata adjacentes a pafede
Toque Rectal ) o
a superficie da préstata rectal séio geralmente indicativas de CP
Sistema de classifica¢édo do tumor baseado em| A escala é d& a5, de patologia menos para
Esquema de observacéo microscopica das células do CP, apds mais agressiva. A classifica¢éo atribuida tgm
Gleason bidpsia valor prognostico da doenca
Sistema de classificacdo do tumor estabelecido pglo
AJCCque avalia as caracteristicas do tumor primarip, aConsidera 4 estadiok41V), de patologia
TRM extensao de envolvimento dos nédulos linfaticos € a menos para mais agressiva
presencga/auséncia de metéstases distantes, apégHio

Tabela 1— Métodos usados na detecgéo, diagnoéstico e astantio do CP.
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O papel do PSA na deteccéo precoce do CP tem sidmuersd O aumento do seu valor ndo
é especifico do CP e ha algum grau de incertezecaa@® limite a partir do qual deve ser
valorizado. Foi reportado que os valores de PSAepodstar relacionados com polimorfismos no
promotor do gene que o codifiap que seria uma agravante nesta tentativa de acam valor
exacto que defina a doenca. Resultados recentéBrdetate Cancer Prevention Trial(PCPT)
mostraram que niveis de PSA na ordem dos O a 4 egtavam associados a um valor preditivo
positivo de apenas 6,6 a 26,9%A analise concluiu que n&o existe valor limiteRA que tenha
ao mesmo tempo elevada sensibilidade e especdieipara a detec¢édo precoce do CP em homens
saudaveis. Contudo, o valor do PSA enquanto femtam® contexto do CP é inega¥eDevido
ao uso generalizado da medicao dos niveis sanguide®SA a partir de 1980, observou-se um
aumento da incidéncia de CP, seguido de um aungeatiual da relacéo incidéncia/mortalidade.
Houve também um aumento da propor¢do da doencanadafa préstata, numa populagéo
gradualmente mais jovem, uma reduc¢do no volumeraireada proporcéo de doenga com invasao

dos ganglios linfaticos e um aumento dos tumores die moderadamente diferenciadbs.

As diferentes etapas da progressdao do CP estdesespadas na Figura 9 assim como as
intervengdes terapéuticas mais frequentes em aadadelas. Quando a doenga esté localizada na
prostata, ela é potencialmente curavel por inte@ercirirgica ou por recurso a radioterdfié
% 4% A prostatectomia radical consiste na remocdo gitér da prostata. A braquiterapia
corresponde a implantacdo de sementes radioaat@aprostata. A terapéutica hormonal de
primeira linha ainda ndo est4 indicada nesta situ@or falta de dados consistentes que apoiem o
seu uso. Outras abordagens terapéuticas menofitequincluem a “Vigilancia Passiva” e a
“Vigilancia Activa”. No primeiro caso, considera-ggie 0 paciente ndo ira beneficiar de um
tratamento definitivo do CP, sendo prestados cwsladaliativos na doenca localizada ou
metastizada se e quando esta ocorrer. Esta sit@stdogeralmente associada a pacientes com
doenca cancerigena de baixo risco ou com expextdevvida muito limitada. A “Vigilancia
Activa” usa-se para pacientes com tumores de basam e consiste em adiar a intervencao

terapéutica até que se torne necessaria.
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— DOENCA LOCAILIZADA
Prostatectormia radical,
Braruiterapia, Eadioterapia
DOENCA LOCALMENTE
AVANCADA
cmdrogénio-dependante e Eadioterapia com bloquets androgénico
estivmulado por endrogénios Agonistas THEH
Antiandrogenios
DOENCA METASTIZADA
| androgénio-independante mas ‘_
Orquidectomia, DES, estivnulado por androgénios
cotticosterdides,
cetoconazol
HORMONORRESISTENCIA
Paclitazel, Docetaxel
_—

amdrogénio-independente e Mitoxantrona

ndo estimulado por androgénios

Figura 9 — Etapas da progressao do CP e principais intedesrterapéuticas.

A prostatectomia radical e a radioterapia consegeamnferir taxas de sobrevivéncia de cerca de
10 anos em 75% dos casos. Contudo, aproximadarté¥ielos pacientes com doenca localmente
avancada ou doenca metastatica e aproximadamefte dé0todos os pacientes apresentam
recorréncia apos estas intervenctes’ Nestes casos inicia-se o bloqueio androgénico asu p
castracdo cirurgica (orquidectomia) ou por castragdimica, usando os farmacos de primeira
linha onde se incluem os agonistas da LHRH (gdsereltriptorelina, leuprorelina) e os
antiandrogénios esterbides (ciproterona, medroggsterona, megestrol) ou ndo esterdides
(bicalutamida, flutamida e nilutamidd).*> *® A combinacdo de um agonista LHRH com um
antiandrogénio € conhecido como Bloqueio AndrogeM@ximo (MAB) e foi demonstrado que

tem menor beneficio do que a castracdo cirif§i@s antiandrogénios podem ser usados para
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minimizar a ocorréncia de rubores e suores caugalts agonistas LHRH devido ao aumento
inicial nos niveis de testosteroBaue induzem e que é geralmente acompanhado desskes e/ou
obstruc&o do tracto urinarid A monoterapia com antiandrogénios mostrou-se meficaz do que

a castragao cirurgica, com a possivel excepcadmeetes sem metastases. Os efeitos laterais sdo

diferentes, mas em geral menos toleraves.

Quase todos os pacientes com doenca metastaticaeqakeram terapéutica hormonal de
primeira linha apresentam fendmenos de recorrémpis 18 a 24 meses. Quando esta situagéo
ocorre, 0 progndstico é uma sobrevivéncia média2de 18 mese®: > O objectivo da terapéutica
nesta fase torna-se a paliacdo dos sintomas do imetastases de forma a melhorar a qualidade
de vida do doente. Pode oferecer-se a estes daemgederapéutica hormonal de segunda linha
para tentar protelar o tempo para iniciar a quienagia sistémica (paclitaxel, docetaxel,
mitoxantrona’ Se os pacientes estavam a tomar antiandrogénmstunea retirar-se o
antiandrogénio visto ter sido documentado que s&nobesposta positiva (abaixamento dos niveis
de PSA) nestes casos, especialmente com a flutarmea remocao da bicalutamida, nilutamida,
megestrol e dietilstilbestrol (DES) também origimsultados semelhantes. Esta resposta ocorre
cerca de 2 a 4 semanas ap0s a remocao do trataenéntlaravel até cerca de 5 meses, podendo

mesmo chegar a atingir os 2 anbs.

E neste contexto da doenca que tem sido utilizadibinlor da CYP17 de natureza néo esterdide
cetoconazolll (Figura 13). Apesar do seu perfil de efeitos &gemdversos, o cetoconazd
continua a ser o agente mais usado como terapéuticaonal de segunda linha gracas a sua
eficacia e facilidade de administraddo>® *"*°Este composto esta a ser estudado em ensaios
clinicos de fase Il em combinagdo com a lenalidanfitn agente que blogqueia o aporte de sangue
ao tumor) em pacientes cujo CP n&o responde 28igieg hormondi: Também esta planeado um
ensaio de fase | com cetoconakble docetaxel em pacientes com CP metast&tiRecentemente
foi publicado um estudo que descreve a ocorréreialevada taxa de resposta em pacientes com

CP resistente a castracdo usando cetocorddzeim combinagdo com um factor estimulador de
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granulécitos e macréfag8$.Outro inibidor da CYP17 que merece destaque ¢ etatic de
abirateronal2 (Figura 19), um composto esterdide que, embordaanfio esteja a ser usado na
pratica clinica, j4 passou com sucesso os enstitsos de fase | e fi* ®® O composto tem
actividade contra o CP resistente a castracio ei@rpes a quem ja foi administrado docet®xel

tem também demonstrado bons resultados em cadoR desistente a castragdo e as terapéuticas
hormonais de primeira linha mais frequerites.descoberta de um inibidor da CYP17 de natureza
esteroide (VN/124-113, Figura 22) que conjuga propriedades antiandregériom a capacidade
de ser mais eficaz do que a castracdo a inibiesconento do tumor androgénio-dependente no
rato® veio de certa forma redimensionar o tipo de esspié-clinicos realizados nos compostos
com potencial inibitério da enzima. O VN/12413 foi recentemente licenciado a Tokai

Pharmaceuticals Inc., Boston, MA, EUA e esperaugeaqntre em ensaios clinicos breveméhte.
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4. O citocromo P450 1d-hidroxilase-C,7 ogliase ou CYP17

“In human steroidogenic tissue, cytochrome P450ci;oded by a single gene
located on chromosome 10¢24.3, is the sole enzpatecttalyzes both 17
hydroxylation and & .glyase conversion of £ steroids to & androgen
precursors. P450cl7 thus plays a key role in thesyithesis of androgenic

hormones.*

Souter, l.et al Fertil. Steril.2006, 85,1290-1298

4.1 Actividades e mecanismo

A CYP17 (EC 1.14.99.9) é uma enzima multifuncioagkociada & membrana do reticulo
endoplasmético com a dupla actividade de-hitiroxilase e @ cliase, ambas cruciais para a
fisiologia humana e relacionadas com um sé locéivat® ™ A actividade 1@-hidroxilase
converte a pregnenoloiZae a progesterortaem derivados 1d-hidroxilados 8 e9) e a G;osliase

faz a clivagem das suas cadeias laterais paranarigi DHEA4 e a AD 10, respectivamente

(Figuras 7 e 10).

A CYP17 ja foi purificada a partir de 6rgdos estdvgénicos como os testiculos, glandulas

supra-renais e ovarios de varios animais incluindporco!®’* = 7@

o porquinho-da-indi&, o
vitelo’® e o rato® Em roedores como o rato que usam a corticostecomao o principal
glucocorticéide, a CYP17 é expressa predominantBmeas gdénadas estando ausente nas
glandulas supra-rendi$.Em outras espécies, incluindo na humana, a CYRIsleetanto nas

gbnadas como nas glandulas supra-renais. Um ed&monstrou recentemente que também existe

no tecido adipos®d.
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Figura 10 — Actividade da CYP17.

Sendo um citocromo P450, a CYP17 é uma hemepratajoarupo prostético € constituido por
um atomo de Fe (lll) inserido numa protoporfirida(Fe heme), ligado covalentemente a enzima

pelo atomo de enxofre de um residuo proximal deicia (Figura 115
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HOOC

HOOC

Figura 11 — Grupo prostético dos citocromos P450 onde daiiacCYP17.

A CYP17 funciona como uma monooxigenase fazendati&agdo e clivagem do oxigénio
molecular de tal forma que apenas um dos atomo®xégenio € introduzido no substrato,
aumentando assim a sua polaridade, enquanto odsegtmmo de oxigénio é usado para originar
uma molécula de agda.** O mecanismo proposto para cada uma das actividialeSYP17
envolve a formacéo de diferentes espécies reactleasxigénio durante o ciclo catalitico da
enzima e esta representado na Figura 10. Considequie o intermediario FeO (e) esta
envolvido na etapa de hidroxilacdo enquanto nagéeade clivagem participa a espécié FaOH
(d).84—88

A espécie que intervém na hidroxilagio é formagrtir de um precursor FeOO (c) que é
protonado. Da heterdlise da ligacdo O-O surge em&Espécie, que se comporta como um radical
alcoxilo e participa na abstracgéo de H da liga&dd do substrata2(ou 8) para originar F&-OH
e um radical de carbonf)(Este radical é subsequentemente captado peaiespt’ -OH.

O envolvimento da espécikna reacgcdo de clivagem da cadeia lateral foidhmente sugerida
por Akhtaret al. com base em estudos com a CYP19 que mostraracompanacido de um atomo
de oxigénio do®0, no C19 que era subsequentemente libertado comamafo!* ® Da mesma
forma, mostrou-se que um atomo de oxigénio®@ era também incorporado no acido acético
resultante da reaccdo de clivagem da cadeia latatalisada pela CYPT?.°' A reaccdo de

clivagem da cadeia lateral admite varios produtseaccdo finais entre os quais o derivado 17-
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ona @ ou10) ou o composto insaturado em Cl4e o derivado 1a-hidroxilado15, conforme a
espécial ataque o substrato dhidroxilado @ ou9) ou o substrato origind, respectivament®:

9. 92, BN este mecanismo proposto, € a justaposicio daiespécleofilicad e do grupo carbonilo
electrofilico do substrato a responsavel pela fgémado intermediariog(ou h) que dirige a
reaccdo no sentido da clivagem da cadeia lateratlivagem homolitica da ligacdo O-O

subsequente permite a libertagéo do ido acétato.

4.2 Propriedades e mecanismos de regulacdo da sudivadade

“The bifunctionality of the single gene productagfirome P450c17 might lead to the
assumption that l#hydroxylase and 17,20-lyase activities are alwdiysked.
However, there are many situations in which theldaetivities of cytochrome

P450c17 appear to be dissociated.”

Dharia, Set al. Biol. Reprod2004 71, 83-88.

O estudo da CYP17 humana assim como de outrogarntos P450 de organismos eucarioticos
tem sido dificultado por problemas associados cqurdicacdo da enzima a partir das membranas
onde se encontra associada e subsequente redo@stitia sua actividada vitro.”® Esta
dificuldade é também a raz&o pela qual ainda n&msseguiu obter a sua estrutura®3® Os
aspectos moleculares subjacentes a sua funcaodérdarificados essencialmente por técnicas de
biologia molecular que permitem a expressdo de derimndividuais de citocromos P450 em
vectores heterélogos como as leveduras, as cdlffs-1, células eucaridticas infectadas com
vectores virais ou bactérias comd acoli®® O cDNA da CYP17 humana foi isolado a partir dos
testiculo§® e das glandulas supra-refaimdependentemente e com estrutura idéntica, amefor
esperado para o produto de um gene Unico. A CYRhYaha € expressa a partir de um s6 gene

localizado numa banda especifica do cromossoma2d3), nos tecidos esteroidogénitbs®
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Esta enzima contém 508 aminoacidos e tem peso ul@tate aproximadamente 57.000 ¥a !
A CYP17 humana, bovina e de porco partiham maigs¥ de homologia na sequéncia primaria
de aminoacidos mas, apesar disso, apresentamngifareenziméticas importantes entre si. A
CYP17 de porcd® ratd® e trutd® tém actividade G.gliase indiferenciada para a d-7
hidroxipregnenolon8 e a 1'&-hidroxiprogesteronf. As enzimas humana e bovina tém actividade

Ciracliase preferencial para a d-hidroxipregnenolona3.®> '® Tém sido usadas técnicas de

modelacdo molecular e mutagénese para tentar afutielhor estas diferen¢¥s:****

As técnicas de modelacdo molecular e acostaderkipng tém também sido exploradas para a
elaboracdo de modelos fidedignos do local activoCdd@17. Os primeiros modelos criados
basearam-se na P450 uma P450 microbiana obtida a partirRfeudomonas putidgue cataliza
a hidroxilacdo estereoespecifica da ligacdo C5-41dexcanfora e ndo esta associada a membrana
celular™ "3Foi sugerido, com base neste modelos, que o datiab da CYP17 era bilobal e que
ambos os l6bulos eram suficientemente grandesspdasdratos esteréides como a pregnendakpna
e que, apos o primeiro passo de hidroxilacdo, fweigracdo do derivado hidroxilado para o
segundo Iébulo onde se daria a clivagem da caaleieal. Outros modelos apresentados basearam-
se na P45Q,.; (CYP102), uma monooxigenase Bacillus megateriungue, tal como a CYP17
humana, usa uma peroxidoreductase (POR) como parediox-"***°Os resultados obtidos foram
contraditorios com os do modelo anterior porquesgagn que ndo ocorria deslocacéo do derivado
hidroxilado para outra zona do local activo da m@azimas sim que havia apenas uma posi¢cdo no
local activo associada as duas actividades. Egtanda hipotese foi posteriormente validada por
estudos de mutagénese e por uma variedade de pesyGue avaliam estruturas proteitash
CYP17 daSaccharopolyspora erythre€ YPEryF) também serviu de modelo para a CYP1®@.
modelo revelou um sé local activo, grande e esabnente hidrofobico, com partes hidrofilicas
nas zonas mais periféricas. Usando técnicaidking demonstrou-se que para que a hidroxilagcao
da pregnenolond ocorra € necessario que esta se ligue a enzimad®gm plano quase paralelo

ao do grupo heme/
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A bifuncionalidade de um gene uUnico poderia faailteelevar a suposicdo de que as duas
actividades da CYP17 estdo sempre associadas.efbxistontudo, factores que afectam a
actividade da CYP17 e que séo responsaveis peless@p individual de cada uma das suas
actividades. Um bom exemplo disto ocorre nas gl@sdsupra-renais onde, mana glomerulosa
a CYP17 esta ausente e a esteroidogénese € dipgidaa producdo do mineralocorticoide
aldosterona. J4& naona fasciculatahd um predominio da actividade otfiidroxilase e isto
determina que a via preferencial seja a sintesglumcorticoides (cortisol), enquanto rana
reticularis (e nas génadas) a expressdo de ambas as actvidadeYP17 é fundamental para a
producédo de esterdides sexualsD quociente efectivo de actividade, G-liase/1%-hidroxilase
nas glandulas supra-renais humanas é rigorosangenteolado durante o desenvolvimento, e
aumenta muito na puberdade. Nesta fase, ocorreumerdo da producdo de DHEA sem

alteracéo concomitante na producéo de gluco- eralowrticides:

Entre os factores estudados que condicionam aidadie G;.gliase estdo a presenca de
transportadores electronicos como a PR, fosforilacdo de residuos de treonina e setifid’
mutacdes pontuais em aminoacidd$® e a proteina acessoria cit, (Figura 10)2" **"2°Em
microssomas testiculares de porco, verificou-seagaetividade & ,gliase aumentava em relagéo
a actividade 1d-hidroxilase em funcdo da presenca do transportetimtronico POR® Um
efeito semelhante foi observado a partir de micmss das glandulas supra-renais, que
expressaram mais actividade, & liase quando POR exdgena foi adicion&dderificou-se ainda
gue 0s microssomas testiculares expressam ce®& gdezes mais actividade reductase que os das
glandulas supra-renais.!*® De facto, a taxa de sintese de POR nos testieulmss glandulas
supra-renais tem um efeito pronunciado sobre camhbdtividades é mais expressa pela CY£17.
130 A importancia da POR na regulagéo da actividad€4R17 é ainda mais evidenciada pelo
facto de mutagbes no gene da POR, que causam ljz@dior do seu normal funcionamento,

causarem hiperplasia adrenal congéHiaperturbacdo da esteroidogénese com e sem sidem
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Antley-Bixler.”** ¥ A fosforilacdo de residuos de serina reguladahpomonas foi sugerida como
um possivel mecanismo na puberdade humana e marsimdo ovario policistict? 2% **Foram
reportadas mutagdes no gene da CYP17 que provoteracées ou no local de ligagdo do seu
parceiro redox, de forma a ndo ocorrer transpdetrénico'>® 1*> 13+ 3%y no local de ligagéo ao

substratd?® *°

responsaveis por uma deficiéncia de actividageslase. A presenca de outras
mutagbes provou ser ainda responsavel por perdesgesta da CYP17 & influéncia do cit.'#5.

134 E necesséario um quociente elevado de ICYP17 nos testiculos humanos para ocorrer
producdo de androgénios em oposi¢cdo ao que acamiscglandulas supra-renais, em condigdes
fisioldgicasr?” *® 0O mecanismo pelo qual o cits modula a actividade da CYP17 parece
envolver modulacdo alostérica do complexo da CY&itid a POR e ndo o transporte electrénico,
como tinha também sido sugerido na literattta:® '**0 cit. by e a fosforilagdo da CYP17
potenciam a actividade;&liase de forma independente e cada mecanismoi@destié por Si

para causar uma estimulagdo maxima da referidadeie’**
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5. Inibidores da CYP17

“It is almost 70 years since the discovery by Huogget al. that androgens are essential for
prostate cancer (PC) growth and progression, aretdthas been about 30 years experience using
ketoconazole for PC theraphy. Since then we hare@long way in learning about the disease
and developing new strategies to approach it, amehigh is cytochrome Lizhydroxylase-& ¢
lyase (CYPL17) inhibition... Evidence of this is\pded by the fact that many inhibitors, both
steroidal and nonsteroidal, are now available andvé a better inhibition profile than
ketoconazole, that has been traditionally acce@ted reference compound because it has been

used clinically.”

Moreira, V. M.et al. Curr. Med. Chen2008 em impressao.

Na auséncia de estrutura 3D da CYP17esigne a sintese de inibidores da enzima tém
evoluido de uma combinagéo de tentativa-erro pstrades mais elaborados baseados em técnicas
de modelacdo moleculdt e docking'® H& caracteristicas que ja foram aceites como sendo

importantes para um bom inibidor (Figura 12).

Pregnenolona

ou

Progesterona

Figura 12 — Caracteristicas geralmente aceites para quenomasto seja um bom inibidor da
CYP17.X = Grupo com heterodtomo(s) capazes de coordelr@ lbeme da enzim&® =

Grupo capaz de estabelecer pontes de H.
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Estas incluem um esqueleto hidrofébico de tamardral ggomparavel ao de um esterdide,
substituicdo com grupos electronegativos apenaposisdes externas do esqueleto hidrofébico,
um grupo contendo heteroatomos que sejam capazestateelecer uma coordenacéo estavel com
0 Fe heme da enzima numa das posi¢des externaeupo que funcione como dador/aceitador

em ligagdes de hidrogénio no extremo opdsto.

A literatura disponivel acerca de inibidores da CYRem sido alvo de varias revisdé&st>
Contudo, ao longo das quase 4 décadas desde qepéotada a sintese do primeiro inibidor da
CYP17 que obedecia a um raciotalforam usadas técnicas diferentes nos ensaiosatiagio do
potencial inibitério dos compostos sintetizadosstig estudos, encontram-se diferencas na origem
da enzima usada, tipo de substrato escolhido, mimlocalculo da actividade enzimatica,
concentracdo de substrato, tipo de sistema heger@e expresséo escolhido para a enzima, entre
outras. Torna-se por isso muito dificil comparautedos, o que impossibilita uma viséo global do
tema. Como o cetoconazill tem sido utilizado como padrédo interno em praticameoda a
literatura disponivel acerca de inibidores da CYPa7forma mais facil de ultrapassar a
desvantagem atras referida é expressar os resuatpoténcia relativa (RP) calculada em funcao
do cetoconazolll Assim, o RP corresponde a um quociente entre lor \de inibicdo do
cetoconazolll e o do composto em avaliagédo (geralmente aprekentsm forma de K5 ou Kj),
nas mesmas condi¢cfes de ensaio. Se o compost&EBveraior que 1, este € mais potente do que o
padrdo interno visto que o seu valor deg,|€ menor, ou seja, € necessaria menor quantidade de
composto do que de cetoconaidl para inibir a actividade enzimética em 50%, nasmae
condi¢cBes experimentais. No caso do valor de tessuposto mantém-se visto que este representa
a constante de dissociacdo do complexo enzimadonipou seja, quanto menor o seu valor para
um composto, maior é a afinidade desse compostogpanzima. O conceito de RP é generalizavel
a outros compostos que se pretendam usar comoopaeidmparacdo. Na descricdo que se segue,

0s casos particulares em que o RP néo se refemt@mnazol 1 estdo devidamente assinalados.
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A avaliacdo prospectiva dos inibidores da CYP17maito para além de um ensaio enziméatico
para determinacédo do valor dedU do 1Go. Os compostos tém sido estudados do ponto de vista
de conjugacio de efeitos com interesse no contkxtdoenca. E frequente encontrar reportada a
inibicAo de enzimas adicionais na cascata de biessi de androgénios como @ rgductase, a
selectividade em relacéo a inibicdo da CYP19, $isgp@m das propriedades agonistas/antagonistas
para o AR mutado e ndo mutado, os efeitos dos cstopoa transcricdo por ele mediada, o efeito
nos niveis séricos de testosterdha peso dos 6rgdos androgénio-dependentes, enties.olt
classificacdo adoptada na descricdo dos inibiddee€YP17 que se segue assume dois grandes
grupos: 0os compostos ndo esteroides e os esterdiggesenca de substituintes como o imidazole
ou a piridina é realcada no caso dos compostos eséerdides mas na verdade revela-se
fundamental para uma boa capacidade inibitéria éambo caso dos compostos esterodides. Estes

ultimos foram agrupados de acordo com a naturezeul@squeleto esterdide.
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5.1 Nao esteroides

5.1.1 Derivados do imidazole

Muito do que se sabe actualmente sobre o uso hbidonés da CYP17 na pratica clinica do CP
esta relacionado com o cetoconakblFigura 13), um antifingico oral que se descoprawvocar
ginecomastia em pacientes do sexo masculind> A base da actividade antifingica do
cetoconazolll é a inibicdo da lanosterol d4desmetilase a qual esta envolvida na conversdo do
lanosterol em ergosterol, que por sua vez é netegs@ira manter a integridade da membrana
celular do organismt? Mais tarde, estudos no rdf5;°®cad*® e no homer?® *** **mostraram
gue o cetoconazdll tinha capacidade inibitoria sobre a CYP17. Emlmongecanismo pelo qual o
cetoconazolll provoca ginecomastia no homem seja desconhecido,sigo sugerido que a
supressdo da producéo testicular de androgéniateslacamento dos estrogénios da sua ligagéo a
“Steroid Hormone Binding Globulin(SHBG) causam perturbagdo no quociente sanguieeo d
androgénios/estrogénios, satisfazendo um dos rexuigonsiderados essenciais para esta

condicao:®

{‘ u 3 — 04@
—-.N 0 0 )r.:N
/@\\{.«-\J M,;—N L
+ oy
Cl

Cl
(254R) (2RAS8)

Cetoconazol 11

isomero cix (1 : 1)

Figura 13 — Cetoconazol.
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A inibicAo causada pelo cetoconazbl na CYP17 testicular e supra-renal parece estar
essencialmente associada a actividade,q@lase™® *** ' Foi também reportada inibicéo

|160, 163, 164

significativa da 1f-hidroxilase, uma enzima importante na sinteseotiso e inibicédo

da 5-lipoxigenase no porquinho-da-india, apds aidtmagdo oraf®®

O cetoconazoll tem sido usado na pratica clinica em doses eleV@@&smg a cada 8 horas)
para o tratamento do CP avancadto.'®*'®° Esta dosagem provoca efeitos gastrointestinais
indesejaveis e hepatotoxicidadé.'®® *°Um estudo recente mostrou igual beneficio em asar
cetoconazoll numa dosagem mais baixa (200 mg, 3 vezes poradia) reducéo significativa dos
efeitos adverso¥! O cetoconazoll é ainda, hoje em dia, alvo de vérios estudos enbomcao
com outros agentes terapéuticos, essencialmerdeopgeatamento do CP androgénio-independente
mas estimulado por baixos niveis de androgéniogpome referido anteriormente. O cetoconazol
11 é um racemato do isémeuis (Figura 13)** 2O enantibmero @4R) demonstrou um
potencial inibitério da CYP17 de porco 48 vezesesigp ao do enantiomero RA4S), retendo 4
vezes maior capacidade de inibir g-idroxilase supra-renal bovina, ndo se revelarmoigso
vantajosa a separacdo dos enatiomeros (Tabéfd B3ta diferenca no potencial inibitério foi
atribuida ao facto de a ligacdo do enantiome8x permitir uma melhor interacgdo com o local

activo da enzimad’® "4

Entrada Enantiomero CYP17* 11B-hidroxilase” CYP17 11B-hidroxilase Ref.
ICs0 (UM) ICs0 (UM) RP° RP°
1 2S4R 0,05 0,152 48 4
154
2 2R,4S 2,38 0,608 1 1

Tabela 2 - Inibicdo da CYP17 e da fdidroxilase pelos isémeros do cetoconaktil *CYP17 de
testiculos de porcd11p-hidroxilase de glandulas supra-renais de ¥R, = 1G, (2R 4S) / ICso (2S4R);

Poténcia Relativa calculada em funcao do enantidif2&; 4S).
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O efeito de outros antifungicos de estrutura seamtéhao cetoconazdll sobre a CYP17
também foi estudado. Os antifiingicos bifonal#)l clotrimazol17, miconazoll8, tioconazoll9,
econazoPl0 e isoconazo?l (Figura 14) foram testados em enzima testiculaatee revelaram-se
inibidores competitivos da enzima, mas apenas cbifonazol16 se obteve inibicdo mais potente

do que a conseguida com o cetoconaidiTabela 3)."°

= R,

|
g A =N |
O O R0 B j Ry 7 R; R,

R, =Ph;R,= 16 R =2 4'-diclorofenil 18

R| = R
Ry =H:R; =2-clorofenil 17 R = 2-clorotiofenil 19 R, =R

- =
3 L 7,
M

Figura 14 — Antifingicos nao esteroides derivados do imittazo

Inibicdo da CYP17
Entrada Composto Ref.
Ki (nmol/l) RP?
1 16 OHase: 86 OHase: 1,9
liase: 56,5 liase: 1,5
2 17 OHase: 170 OHasex< 1
liase: 81,5 liase:< 1
3 18 OHase: 599 OHasex< 1
liase: 243 liase:< 1
175
4 19 OHase: 901 OHasex< 1
liase: 505 liase:< 1
5 20 OHase: 668 OHasex< 1
liase: 325 liase:< 1
6 21 OHase: 1090 OHasex< 1
liase: 610 liase:< 1

Tabela 3- Inibigdo da CYP17 testicular de rato por diverantifingicos?RP = K (11) / K; (inibidor).
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Com os benzofurand®2-27 (Figura 15) a inibicdo da CYP17 de rato foi cedea3 a 7 vezes
mais potente do que com o cetocondZo{Tabela 4, entradas 1-8f.Contudo, apenas o composto
26 inibiu a enzima humana de forma equiparavel aocoeiazolll (Tabela 4, entrada 5). Estes
compostos também inibiram a CYP17 supra-renal laosom valores de Kgentre 0,0015 e 0,232
pM. Os benzofurano28-31linibiram a enzima bovina mas o0 mesmo nao ocoraea @ enzima de
rato, o que sugere que a presenca do grupo feaiocamposto®2-27 foi importante para a
inibicaio pretendidd’’

Os di-hidronaftaleno82-33 e naftalenos34-35 (Figura 15) n&o inibiram a CYP17 humaf&.
Estudos de modelagdo molecular mostraram que @rooa¢do destes compostos ndo era ideal

para encaixe no local activo da enzima.

R,

e
s e
¢
_ B H;CO
Rl =Ll RE =H 12 I = 8] -
R, =Br; R3‘= H 23 R-+ P R, = 4-imidazolil; R;=H 32
R;=R;=Cl 24 Ry =H; Ry = 4-imidazolil 33

R,=H;R,=0CH; 25

R,=Br,R;=Cl 26 R = 35-Br 28

R,=H;R;=CH; 27 R =5,7-diBr 29 Ry
R=5Cl 30 R,
R = 57-diCl 31 |”' .

/=N N/
HN
H HE Ry = 4-imidazolil; R, =H 34
:”-‘” R; =H: R, = 4-imidazolil 35
36
CH,
M 37 F
e N/\>
LS OR (X
7z NH H.CO N
CH, 3
N 43
e, 3, 00 2
R=50CH; 39 N
R=6-0CH; 40 H;C0
R=7-0CH; 41 42

Figura 15 — Inibidores néo esteréides derivados do imidazole
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O carbazole YM11636 (Figura 15) inibiu competitivamente a actividade; &gliase nos
microssomas testiculares de rato, de forma dosendemte, com um valor de 4Cde 0,0054
uM.*"® Esta inibic&o foi cerca de 109 vezes mais potdatgue a conseguida com o cetoconazol
11 (Tabela 4, entrada €)1,5 vezes mais potente do que a conseguida emetato de abiraterona
12 (ICse: 0,0082uM). A diminuigdo nas concentragdes plasméaticased®sterond provocada
pelo YM11636 foi cerca de 21 vezes mais potente que com ceda@obhl e 2 vezes mais potente
que com acetato de abiraterdi® *”® O compost®6 também originou diminuicdo dos pesos das
préstatas dos ratos de forma dose-dependente paria proximos dos atingidos por castracao,
guando administrado durante duas semanas, na dosiEyd0 mg/kg. A progressao e magnitude
da reducdo dos pesos da prostata e das vesicolagmseforam iguais as atingidas por castragao.
A inibicdo da enzima humana foi também demonstpata o YM11636, com um valor de 16 de
0,0042uM, sendo assim 4 vezes mais potente que o cetcolohhfTabela 4, entrada 7§° Este
composto inibiu especificamente a producdo supratrde androgénios nas células primarias
adrenocorticais humanas (NCI-H295). O YM13&inibiu a produgédo de ARO (ICsq: 3,6 NM) de
forma 15 vezes mais potente do que o cetocondtICsy: 54,9 nM), sem provocar uma

diminuig&o significativa da producéo de cortis@ste modelo de estudo.
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Inibicdo da CYP17
Entrada Composto Ref.
ICs0 (UM) RP?
Rato: 0,062 Rato: 6,8
1 22
Humana: 0,062 <1
Rato: 0,070 Rato: 6,0
2 23
ND
Rato:0,107 Rato: 4
3 24
Humana: 0,008 <1
176
Rato: 0,118 Rato: 3,6
4 25
Humana: 0,006 <1
Rato: 0,130 Rato: 3,2
5 26
Humana: 0,004 Humana: 1,1
Rato: 0,136 Rato: 3
6 27
Humana: 0,007 <1
Rato: 0,0054 Rato: 109
7 36 179, 180
Humana: 0,0042 Humana: 4
8 37 Rato: 13 Rato: 5 181
9 38 Rato: 5,8 Rato: 11
10 39 Rato: 4,2 Rato: 15
182
11 40 Rato: 1,2 Rato: 54
12 41 Rato: 4,8 Rato: 13
Rato: 0,28 Rato: 240
13 42 183
Humana: 0,11 Humana: 7
14 43 Humana: 0,27 Humana: 2,7 184
Rato: 0,63 Rato: 106
15 44
Humana: 0,13 Humana: 5,7
Rato: 3,1 Rato: 22
16 45 185
Humana: 0,087 Humana: 8,5
Rato: 0,98 Rato: 68
17 47
Humana: 0,96 Humana: 0,8
18 48 Humana: 0,37
186
19 49 Humana: 0,96
Rato: 1,2 Rato: 56
20 50
Humana: 0,17 Humana: 4,4
Rato: 0,54 Rato: 124
21 51 188
Humana: 0,24 Humana: 3,1
Rato: 2,1 Rato: 32
22 52
Humana: 0,25 Humana: 3

Tabela 4- Valores de I, e RP para inibidores ndo esterodides derivadomitazole;

RP = 1Go (1) / ICso (inibidor).
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(cont.)
Inibicdo da CYP17
Entrada Composto Ref.
IC 50 (UM) RP?
Rato: 0,027 Rato: 9
23 53
ND
Rato: 0,004 Rato: 60
24 54
Humana: 0,021 -
189
Rato: 0,009 Rato: 27
25 55
Humana: 0,021 -
Rato: 0,006 Rato: 40
26 56
Humana: 0,029 -
Rato: 0,004 Rato: 60
27 57 190
Humana: 0,011 -
% 5g Rato (OHase): 31,63 Rato (OHasek 1
Rato (liase): 2,81 Rato (liase)x 1 101
0 5o Rato (OHase): 244,85 Rato (OHase)k 1
Rato (liase): 19,46 Rato (liase)x 1
Rato (OHase): 2,95 Rato (OHase): 1,3
30 60 . . 192
Rato (liase): 0,33 Rato (liase): 5

Tabela 4- Valores de I e RP para inibidores ndo esteroides derivadomitazole;

RP = 1Go (1) / ICso (inibidor).

O composto37 (Figura 15) inibiu a CYP17 de rato sendo 5 vezesspotente do que o

cetoconazolll (Tabela 4, entrada 8‘)1. Contudo, inibiu também a CYP19 sendo 31 vezes mais

potente do que a aminoglutetimida, um conhecidbidor desta enzima. Na série de tetra-

hidronaftaleno$88-41 (Figura 15), a inibicdo da CYP17 de rato ocorrem walores de 16 entre

1,2 e 5,8uM, de forma mais potente do que com cetoconatdlabela 4, entradas 9-1%.0s

compostos38 e 40 provocaram uma reducdo eficaz da concentracdmates de testosterorta

em ratos Sprague-Dawley mach¥sA uma dosagem equivalente a 20 mg/kg de cetocbidzo

estes compostos induziram um abaixamento dos régsos de testosterofigpara 0 e 0,1 ng/ml,

respectivamente (controlo: 0,54 ng/ml; cetocondZbl0,1 ng/ml). O compostd2 (Figura 15)

inibiu a enzima de rato e a humana valores dged€ 0,28 e 0,11M, sendo 240 e 7 vezes mais

potente do que o cetoconaidl respectivamente (Tabela 4, entrada't3).
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A introducdo de atomos de flior nos compostos € esteatégia habitualmente usada para
aumentar a sua estabilidade metabdlica gracasdey ptectroatractivo do fllor e a uma elevada
energia de ligacdo C-F. A presenca de flior tamhémenta a lipofilia das estruturas, facilitando
assim a permeacdo de membranas. A fluoragdo delemas melhorou a sua capacidade de
inibicdo da CYP17 e CYP1$' O composto43 (Figura 15) foi o mais potente na inibicdo da
enzima humana, com um valor ded@e 0,27uM, sendo apenas 2,7 vezes mais potente do que o
cetoconazolll (Tabela 4, entrada 14), e retendo ainda assimidetig inibitoria da CYP19 (32

vezes mais potente do que a aminoglutetimida).

Os derivados bifenild4 e 45 (Figura 16) inibiram a CYP17 com valores degol@e 0,63 e 3,1
pM para a CYP17 de rato e 0,13 e 0,@87 para a enzima humana, respectivamente (Tabela 4,
entradas 15-16}° O inibidor esterdide VN/85-46 (Figura 22) teve valores de2le 0,18 e 0,04
pM, nas mesmas condi¢cbes de ensaio. O compBkfmrovocou uma reducdo da concentracao
plasmética de testosterofeem ratos Sprague-Dawley machos, numa dosagemadentie a 10
mg/kg de cetoconazdll, 2 horas apds a sua administracdo. Contudo, ap@sa8,tos niveis de
testosteroné voltaram a subir. Foi sugerido que este efeitaderado a um rapido metabolismo. O
compostod7 (Tabela 4, entrada 17), um derivado fluorado, nagiresultados mais promissores,
provocando um abaixamento dos niveis plasmaticoestesteron® semelhante ao obtido por
castracdo, 2 horas apds a sua administracdo, ageatosde 5 mg/k§> Foram testados outros
derivados fluorados entre os quais o comp48tajue se revelou 3 vezes mais potente do que o seu
analogo ndo fluoradd9 (Tabela 4, entradas 18-195.A capacidade de inibicdo da ades&o das
células tumorais da mama MCF-7 as células endstelesculares foi estudada para alguns destes

compostos e verificou-se que ndo se correlaciooanao seu potencial inibitério da CYP¥?.

Uma outra série de derivados bifen86-52 (Figura 16) também revelou ter boa capacidade
inibitéria da CYP17 humana com valores deyld® 0,17, 0,24 e 0,28V, respectivamente (Tabela

4, entradas 20-22¥° O compostds1, 124 vezes mais potente do que o cetoconhkqlara a
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inibicAo da enzima de rato (Tabela 4, entrada pidyvocou uma reducdo da concentracdo
plasmética de testosteroBapara niveis iguais aos atingidos por castracdopras apos a sua
administracdo, numa dosagem equivalente a 10 magkgetoconazoll, a qual se manteve
durante 6 horas. Estudos de modelacdo moleculatrarem® que a conformacdo do compds?o

ndo é a ideal para interacgdo 6ptima com o lodalcada enzimd®®

N N~
| =
| L
R
R]_(_-}H;HE_H::_R_;_R_&_H 44 E=H 50 52
R;=R;=0H;R;=R,=R;=H 45 R=F 51

R|=R3=R4=R5=H1R2.=F 47
R|=RQ=R+=R;=F\R:=II 48
R]=R3=R3=R4=R5=]] 49

R'l
T N
Rs =N
R;

R|={1-F1R2=R3=R4= 33
R,=5F,R,=R,;=H;R;=CH; 54 Ri=R;=H;R;=Clim=1 38
R,=5F.R;=R;=CH;;R;=H 55 Rj=R;=CFs:R;=Hin=1 59
R;=5F,R,=H;R;=R,=CH; 56 Ri=R;=H:R;=Brin=3 60

Figura 16 — Inibidores néo esteréides derivados do imidazole

Os benzotiofeno83-56 (Figura 16) inibiram a enzima de rato e human&d®a eficaz e com
uma boa duracdo de acclpvivo (Tabela 4, entradas 23-28Y.Quando administrados numa
dosagem de 25 mg/kg, observou-se um abaixamentmiges séricos de testosteroBgpara

valores cerca de 2 a 4 vezes inferiores aos obtidos o cetoconazdll, decorridas 2 horas, os
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quais foram mantidos até 5 horas apdés a sua admagdis. A presenca de flior e do grupo

imidazolilo revelaram ser importantes para a reéeectividade®

O compost®7 (Figura 16) inibiu selectivamente as enzimas tleedhumana (Tabela 4, entrada
27)*° Também provocou abaixamento dos niveis séricaesiesteron® para niveis proximos
dos atingidos por castracdo, apos 8 horas, em @&fragéio Unica de 1 mg/kg, em macacos.
Recentemente, foi sugerido que os compoS®® 59 podem ser interessantes designde
inibidores especificos da actividade; éliase visto terem valores desinuito discrepantes para
a inibicdo das duas actividades enzimaticas (TaMBelaentradas 28-29)" Contudo, estes
compostos revelaram-se menos potentes do que cooeiml1l [ICs, (OHase): 3,76uM; ICs
(liase): 1,66.M] na inibicdo da enzima de rato. A inibicdo dasvadades 1é-hidroxilase e & oo
liase obtida com o composé®, que contém um espacador alquilo maior(3), foi 1,3 e 5 vezes

mais potente do que com o cetocondZplrespectivamente (Tabela 4, entrada'%0).
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5.1.2 Derivados da piridina

Os derivados da piridina que foram estudados caorbalores da CYP17 estdo representados na
Figura 17. Os ésteres do acido 4-piridilacéticoem véarias enzimas da biossintese de androgénios
e de estrogénios de forma ndo selecfiVa> Os composto$1-68 contendo um grupo ciclo-
hexilo, inibiram a CYP17 de rato (Tabela 5, entsatle8) e a CYP19 humana ¢entre 0,089 e

0,31uM), concomitantemente.
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R ={182535 3/ -(+-1sopimmocamfell 65
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Ry=R;=H:n=1 50

d6

Figura 17 — Inibidores néo esteréides derivados da piridina.
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O compostd@8, que tem grupos metilo adicionais, mostrou melletectividade para a CYP17,

tendo um valor de 1§ de 13uM para a inibicdo da CYP19 humana placentar (Tabekntrada

8).193’ 194
Entrada Composto Inibicdo da CYP17 Ref.
IC 50 (UM) RP?
1 61 Rato (OHase): 2,0 -
Rato (liase): 2,7 Rato (liase): 3,7
) 62 Rato (OHase): 2,1 -
Rato (liase): 3,0 Rato (liase): 3,3
3 63 Rato (OHase): 1,5 -
Rato (liase): 2,2 Rato (liase): 4,5
4 64 Rato (OHase): 0,59 -
Rato (liase): 0,54 Rato (liase): 18
193, 194
s 65 Rato (OHase): 0,26 -
Rato (liase): 0,28 Rato (liase): 36
5 66 Rato (OHase): 1,7 -
Rato (liase): 1,8 Rato (liase): 5,5
; 67 Rato (OHase): 0,56 -
Rato (liase): 0,61 Rato (liase): 16
8 68 Rato (OHase): 3,6 -
Rato (liase): 4,5 Rato (liase): 2,2
9 69 Humana (OHase): 0,029 Humana (OHase): 2,2
Humana (liase): 0,015 Humana (liase): 1,7
Humana (OHase): 0,090 Humana (OHase): 0,7
10 70 _ _ 194, 195
Humana (liase): 0,013 Humana (liase): 2
" 7 Humana (OHase): 0,075 Humana (OHase): 0,9
Humana (liase): 0,013 Humana (liase): 2
1 72 Humana (OHase): 0,0033 Humana (OHase): 20
Humana (liase): 0,0018 Humana (liase): 14 196
13 73 Humana (OHase): 0,0088 Humana (OHase): 7,4
Humana (liase): 0,0027 Humana (liase): 10
14 74 Humana: 0,008 Humana: 11 198
15 75 Rato: 13 Rato: 5
16 76 Rato: 13 Rato: 5
17 w Rato: 19 Rato: 3,5
199
18 78 Rato: 25 Rato: 2,7
19 79 Rato: 39 Rato: 1,7
20 80 Rato: 22 Rato: 3
Tabela 5— Valores de I e RP para inibidores nao esteroides derivadogidanp;
RP = 1Gy (11) / ICs (inibidor). (cont.)
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(cont.)
Entrada Composto Inibicdo da CYP17 Ref.
ICs0 (MM) RP?
21 8l Rato: 6,3 Rato: 10 181
5 82 Rato: 0,62 Rato: 110
Humana: 0,064 Humana: 11
o 83 Rato: ND -
Humana: 0,072 Humana: 10
) 84 Rato: ND - 183
Humana: 0,083 Humana: 9
. a5 Rato: 0,11 Rato: 610
Humana: 0,036 Humana: 20
6 86 Rato: 0,27 Rato: 250
Humana: 0,058 Humana: 13

Tabela 5— Valores de I e RP para inibidores nao esteroides derivadogidanp;

RP = 1Go (1) / ICso (inibidor).

Os ésteres do acido 3-piridilacético inibiram a @¥YPumana de forma mais selectiva e aliada a
uma boa poténci” O grau de poténcia para a inibicio da actividageGase da enzima
testicular humana obtido com os compo%8s71 foi semelhante ao do cetoconadl com
valores de IG, de 0,015, 0,013 e 0,013M, respectivamente (Tabela 5, entradas 9-11). As
caracteristicas estruturais que se revelaram mmisrtantes para esta actividade foram o grupo
piridilo, os grupos metilo em posicaorelativamente ao grupo carbonilo e um substituahtexilo
volumoso® A importancia da quiralidade na posigiiem relacdo aos substituintes 3- e 4-piridilo
na actividade inibitéria foi estudad¥. *** Numa nova série de compostos em que a ligacéo éste
esta invertida, o composto mais potente for2com um valor de 1§ de 0,018uM para a
actividade G;.sliase (Tabela 5, entrada 12). O compog®foi identificado como um bom
inibidor da CYP17 humana com boa resisténcia derassts (Tabela 5, entrada 1%3)."°° A
bioquimica e a farmacocinética do compo&dae do seu éster reverg0 foram estudadas, mas o

uso do rato como modelo animal revelou ndo sempaipian’®’
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O carbazoler4 foi 11 vezes mais potente do que o cetocondtatomo inibidor da CYP17
humana (Tabela 5, entrada I#)Numa dosagem de 3 mg/kg, provocou um abaixamesso d
niveis séricos de testosterodao rato para um valor igual a 40% do valor do adatrO mesmo
efeito s6 foi atingido com o cetoconazbl numa dosagem 10 vezes superior. A actividade
inibitéria da CYP17 de rato reportada para os {atteonaftalenosr5-80foi 1,7 a 5 vezes mais

potente do que com o cetoconatblTabela 5, entradas 15-26§.

O compostBl inibiu a CYP17 de rato com um valor de;d@e 6,3uM, sendo 10 vezes mais
potente do que o cetoconaddl (Tabela 5, entrada 213 Contudo, inibiu também a tromboxano
A; sintetase (I&: 14,5uM), sendo esta inibicdo 1 ordem de magnitude sapériobtida com o
dazoxiben, um conhecido inibidor desta enzima. idsdilonaftaleno82-86inibiram a CYP17 do
rato e humana (Tabela 5, entradas 22*?6:;0ntudo, inibiram também a CYP19 com valores de

ICs0 entre os 0,63 e 1,8M.
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5.1.3 Outros derivados nao esterdides

Varios outros inibidores ndo esterodides foram si@dos e avaliados para inibicdo da CYP17 e
estdo representados na Figura 18. O biflur8ra os seus analog88-90 foram testados para a
inibicdo da enzima de rato e verificou-se seremasgrotentes do que o cetoconakdl(3 a 6
vezes menos potentes para a inibicdo da activitiddenidroxilase e 2 a 7 vezes menos potentes
para a inibicéo da actividade Ggliase, respectivament&f, Um efeito semelhante ocorreu para os
compostos91-93°" %2 Os carbaz6is94-96 inibiram a CYP17 humana e provocaram um
abaixamento dos niveis séricos de testotefomama dosagem de 3 mg/kg, para 14, 5 e 36% do
valor do controlo, respectivamente (Tabela 6, easal-3)*® A inibicdo da enzima de rato foi 10
vezes mais potente com o compo8ibdo que o cetoconazdll (Tabela 6, entrada 4% Foi
reportada actividade inibitéria modesta da CYP1limdma com os compost@8 e 99, dois di-
hidronaftalenos que sdo isomel®® Z, respectivament®, assim como com 0s compost@0-

103°® Os composto$04-107n&o revelaram potencial inibitério da enzitffa.
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Figura 18 — Outros inibidores nao esteroides.

45



Introducao

Entrada Composto Inibicdo da CYP17 Ref.
ICso (MM) RP?

1 94 Humana: 0,041 Humana: 2
2 95 Humana: 0,025 Humana: 3,4 198
3 96 Humana: 0,012 Humana: 7
4 o7 Rato: 6,5 Rato: 10 203
5 108 Humana: 0,13 Humana: 5,7
6 109 Humana: 0,22 Humana: 3,4 206
7 110 Humana: 0,042 Humana: 18

Tabela 6— Valores de 1§ e RP para outros inibidores néo esterditieB;= 1G, (11) / ICsq (inibidor).

O design sintese e avaliacdo de inibidores da CYP19 |lévdescoberta dos composid@3-110
como inibidores potentes e selectivos da CYP17 hafld Estas xantonas tiveram,
respectivamente, valores desd@e 0,13, 0,22 e 0,042M para a inibicdo da enzima testicular
humana, sendo mais potentes do que o cetocohdzdhbela 6, entradas 5-7). Recentemente, foi
reportado que ocorria inibicdo da CYP17 humana gxmosicdo a compostos retardadores da

combustdal11-112*" A inibicdo da CYP17 causada pelo compdktd na concentragéo de 10

puM foi de cerca de 75%.
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5.2 Esterodides

5.2.1 Derivados da série androstano

Compostos anélogos da testoster6rm fungdes carbamafd4, amidall5-116e ureiall?
na posicdo C17 foram sintetizados e avaliados case Ima observacdo de que o derivady 17
acetilado 113 tinha actividade inibitéria da CYP17 (Figura 19%bEla 7, entrada 1)™* Os
compostosl14-117inibiram a enzima testicular de rato em 60-85%oacentracdo de 0,38
(Tabela 7, entradas 2-5). Os compostdé e 117 demonstraram boa selectividade uma vez que
nao inibiram a conversao de corticosterona em dB3kicorticosterona nas mitocondrias vitro.
Os autores consideraram que 0os compostos eranmgasdo substrato &#hidroxiprogesteron&

e que a falta do grupo d7hidroxilo era responsavel pela sua actividadeitimiia."*

A mestanolond 18 o estanozolol19 e o furazabol 20 (Figura 19), trés esterdides anabdlicos,
inibiram competitivamente a CYP17 de pof€bOs valores de 1§ determinados para a inibicdo
das actividades bZhidroxilase e @ »gliase com o estanozoldl19 foram de 2,90 e 0,74M,
respectivamente. O furazabb?0 e a mestanolon&l18 inibiram apenas a actividadeGyliase

com um valor de I6; de 33,3uM para ambos os compostos.
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Figura 19 — Inibidores esteroides derivados do androstano.
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Conc. Tempo de
TR A . Ki |C50
Entrada Composto Inibidor Pré-incubagédo | % Inibicdo? Ref.
. (nM) (M)
(M) (min)
0,38
1 113 —— —-
1,5 65
0,38 85
2 114 - J—
1,5 95
0,38 85
3 115 151
1,5 100
0,38 60
4 116
1,5 85
0,38 75
5 117 - J—
1,5 90
6 121 o - - 9@ 4,6 209
0 11
7 122 0,8 ——— 210, 211
30 64
1 0 69
1 40 84
8 123 339
10 0 95
10 40 98
212,213
1 0 79
1 40 86
9 124 286’
10 0 96
10 40 99
0,1 0 38
01 40 78
10 125 - 212
1 0 78
1 40 98
11 126 380 ¢ 1.9
214
12 127 380 ¢ 1.9
0,1 58
13 131 0,063
1 71°
221-223
0,1 53
14 132
1 91°

Tabela 7— Inibicdo da CYP17 por derivados do androsta@yP17 humana:Determinada em enzima
de macacd® CYP17 testicular de porcd0 K; para o compostb21nas mesmas condicdes experimentais

foi 3620 nM.
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O 1B-(ciclopropilamino)androst-5-en83ol 121 (Figura 19) demonstrou inibicdo selectiva,
dependente do tempo e irreversivel da CYP17 humeora, um K igual a 90 nM, que foi
determinado em enzima de macaco (Tabela 7, er)atfdlm mecanismo de accdo proposto para
este inibidor envolve a formacéo de um catido-eddiesultante da oxidacdo da amina, seguida da
abertura do anel e formacg&o de um radicahino que alquila a enzima, inactivando-a de forma

irreversivel (Figura 20).

4\ ! 41\;1;4 g HN ¥ i
%H N :v bgrv—enzuna

Figura 20 — Mecanismo de ac¢édo do compakd.

A sintese e a avaliagdo de analogoB-di¢lopropiloxi substituidos foram também reportada
(Figura 19%'% # A inibicdo mais potente da enzima testicular huaran obtida com o composto
122, atingindo-se 64% de inibi¢cdo da actividade da C¥&ecorridos 30 minutos de pré-incubacéo
com o composto, na concentracdo deyd/B(Tabela 7, entrada 7). Compostos com o grupo@amin
ligado ao C4123-124inibiram a enzima humana em mais de 50% na careggt de UM, sem
pré-incubacdo, e na concentracdo deulD a inibigcdo foi praticamente completa (Tabela 7,
entradas 8-9** **Usando a enzima de macaco foram determinadosesatier K para a inibicéo
da actividade G ,¢liase de 339 e 286 nM para os compod3e 124, respectivamente (Tabela
7, entradas 8-9). O composit@4 inibiu o crescimento do tumor prostético humanamglo testado
nas dosagens de 30 e 100 mg/kg/dia. O derivadtradail25 também mostrou uma boa inibicéo
da enzima de macaco (Tabela 7, entradg'10).

A inibicdo da CYP17 de porco promovida pelos corgmis?6-127(Figura 19) foi mais potente
(ICs0: 1,9 uM; Ki: 380 nM) do que com o compost@l (ICss: 4,6 uM; K;: 3,62uM) (Tabela 7,

entradas 11-12)*
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Um dos compostos de maior destaque ao nivel ddepnébica dos inibidores da CYP17 € o0 17-
(3-piridil)androsta-5,16-dienf3ol ou abirateronal28 (Figura 19), um inibidor irreversivel da
CYP17 humana testicular, 16 e 9 vezes mais potenigue o cetoconazall para a inibigdo das
actividades 1d-hidroxilase e @ .sliase, respectivamente (Tabela 8, entrad&°f}/ Tanto o
substituinte 3-piridilo como a dupla ligagdo em Cd%o importantes para esta inibicdo. O
composto12 é o derivado B-acetilado da abiraterona e o seu pré-farmaco, ocoethor
biodisponibilidade e resisténcia & degradacdo pesterases (Tabela 8, entrada2)Quando
administrado intraperitonealmente em regime di@ioatos adultos, observou-sbaixamento
significativo dos niveis plasméaticos de testoste®durante pelo menos 24 horas, apesar de ter
ocorrido um aumento concomitante na concentracdbHleirculante?® Observou-se também
regressao de varios 6rgados androgénio-dependaigemo a prostata, as vesiculas seminais e 0s
testiculos. Esta reducéo no peso testicular fgreendente uma vez que nao foi reportada com o
cetoconazoll ou com antiandrogénios como a flutamida. Tambénoeasicdo ao ocorrido com
o cetoconazall, com o compost®2 ndo se observou aumento do peso das glandulaessmnaris,
indicando isto que o composto € selectivo parailacdo da CYP17, ndo afectando por isso a

producéo normal de corticosteron.

Os ensaios clinicos de fase | do acetato de atret2 foram concluidos com suces¥o” Em
pacientes castrados (niveis plasmaticos de tesinaté confirmados como sendo inferiores a 2
nmol/l), o tratamento com este composto na dosadeB00 mg resultou na supresséo duradoura
do eixo testosteron&/AD 10. Nao se verificou qualquer alteracdo da conceftrade 1@-
hidroxiprogesterong®® nem dos niveis de cortisol, donde se concluiu quelquer inibicdo
concomitante da actividade d-hidroxilase que pudesse ter ocorrido teria que darda a
mecanismos compensatorios relacionados com o oetroto promovido pelo cortisol. Em
pacientes ndo submetidos a qualquer abordagemgicaino ambito do CP, que estavam
previamente em terapéutica com antiandrogéniogjonistas LHRH, a administrgdo do composto

12 numa dosagem de 800 mg, provocou uma supressaoids séricos de testosterobidem
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despoletar um pico na concentragédo de LH. Em ger@dmpostd.2 foi bem tolerado sem efeitos
adversos sérios atribuidos & sua administr¥¢c&o0s resultados dos ensaios de fase Il com este
composto foram recentemente reportdto¥ e continuam a validar o papel do acetato de
abirateronal2 como terapéutica hormonal de segunda linha par® oeSistente a castracdo em

pacientes que apresentam recorréncia apos teraéotimonal de primeira linha.
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Entrada Composto Inibicdo da CYP17 RP° Ref.
ICso (nM) RP?
1 128 Humana (OHase): 4 Humana (OHase): 16 Humana (OHase): 4,5
Humana (liase): 2,9 Humana (liase): 9 Humana (liase): 6
215-217
) 1 Humana (OHase): 18 Humana (OHase): 3,6 Humana (OHase): 1
Humana (liase): 17 Humana (liase): 1,5 Humana (liase): 1
Rato: 220 Rato: 305 Rato: 7
3 129 Humana: 24 Humana: 31 Humana: 5
E. colf: 30 E. colf: > 83 E. colf: > 83
219-220
Rato: 1460 Rato: 46 Rato: 1
4 130 Humana: 38 Humana: 19 Humana: 3
E. colf: > 2500 E.colf: 1 E.colf: 1
Rato: 91 Rato: 12
5 133
Humana: 66 Humana: 1,2
Rato: 49 Rato: 22
6 134
Humana: 24 Humana: 3,2
Rato: 79 Rato: 13,5
7 135
Humana: 58 Humana: 1,3
ND
8 136 224-225
Humana: 21 Humana: 3,7
Rato: 28 Rato: 38
9 137
Humana: 42 Humana: 1,8
Rato: 76 Rato: 14
10 138
Humana: 59 Humana: 1,3
Rato: 32 Rato: 33
11 139
Humana: 39 Humana: 2
Rato: 9 Rato: 23
12 46 Humana: 8 Humana: 10 -
LNCaP-CYP1?: 1,25 LNCaP-CYP1?: 65
Rato: 8 Rato: 26
13 153 Humana: 7 Humana: 11 - 233-236
LNCaP-CYP1?: 2,96 LNCaP-CYP1?. 27
Rato: 10 Rato: 21
14 154 Humana: 13 Humana: 6 -
LNCaP-CYP1?. 7,97 LNCaP-CYP1?: 10
15 13 E. colf: 300 E. col: 4 68, 236-
16 155 E. colf: 915 E.colf: 1,2 237

Tabela 8- Valores de Ig e RP para derivados do androstdtiRP = 1G, (11) / 1Cs (inibidor); PRP =

ICs0 (12) / ICsq (inibidor); Poténcia relativa calculada em fungfm compostal2;, “°CYP17 humana

recombinante expressa @&ncoli;  CYP17 humana recombinante expressa em células PNCa
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Os compostod29 e 130 (Figura 19) inibiram a CYP17 humana de forma mpaiente do que o
acetato de abirateront2 e o cetoconazoll (Tabela 8, entradas 3-4y. O compostol30
provocou uma reducdo eficaz dos niveis plasmatieosestosteroné para valores proximos dos
obtidos por castragdm vivo, quando administrado na dosagem de 0,1 mmol/ky, d@mo do
peso dos principais 6rgdos androgénio-dependédsesompostod31e 132 (Figura 19), contendo
substituintes tiazolilo e furanilo, mostraram igéo potente da enzima de macaco, tendo atingido
valores de inibicdo de 71 e 91%, na concentracdoudié, respectivamente (Tabela 7, entradas 13-

14) .221—223

Varios androstanos substituidos em C17 com grupmazolilo, pirazolilo e isoxazolild33-139
(Figura 21) inibiram a CYP17 humana com valoresGigentre 21 e 66 nM (Tabela 8, entradas 5-
11)#* 2 Além da inibicdo da CYP17, o compodi83 revelou ter actividade antagonista sobre o
AR mutado e ndo mutad®. O compostd 38inibiu também a &-reductase de forma competitiva,
com valores de 1§ de 31 nM e de Kde 20 nM, quando comparado com a finasteridgy:(I€3
nM; Ki: 36 nM)?*” O compostal38 revelou, contudo, ter actividade agonista puraesabAR
mutado das células LNCaP enquanto os compo$8fs 137 e 139 mostraram actividade
antagonista dos dois tipos de receptéf&©s composto&36 e 137 ndo inibiram o crescimento das
células LNCaPin vivo. O compostol39 foi 0 mais promissor da série como inibidor nao-
competitivo da CYP17 e competitivo da-Beductase (valor de g de 33 nM igual ao da
finasterida), com actividade antiandrogénica. A iaistracdo do compostt89, na dosagem de 50
mg/kg/dia durante 28 dias, provocou uma reducdocmscimento de tumores androgénio-
dependentes em ratos atimicos proxima da atingida & flutamid£®® Quando administrado
subcutaneamente a ratos Balb/c na dosagem de &@,rt&y/e um tempo de meia-vida de 1,5 horas
e baixa biodisponibilidade, o que se sugeriu couatripara limitar a sua actuag#&ovivo, visto

serem esperados melhores resultados com basetmdssas vitro.??* #*°

54



Capitulo |

Nl w1

N N

R =p-OH: A" 133

R =-OH: A™® 134 HO
R =0; At 135 136
N\ LL) Na g
O == HO
R =p-OH: A° 137 139 140
R=0;at 138 o
M
/
0 N
HO HO
141 R = fenil 147
142 R = d-clorofenil 148
143 R = 4-bromofenil 149
144 R = 4-nitrofenil 150
145 E = 4-metoxifenil 151
146 E = 34 3-tnmetoxifenil 152

Figura 21 — Inibidores esteroides derivados do androstano.

A inibicdo da enzima humana recombinante expresda. €olicom o compost@40 (Figura 21)
foi menos eficaz do que com o cetoconatdl *** Um efeito semelhante ocorreu para 0s
compostosl41-152 quando testados na enzima de f&tdleste caso a falta de actividade foi
atribuida a inexisténcia de uma dupla ligacao eB €4ao facto de o substituinte ligado ao C17 ser

volumoso.
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Um grupo interessante de derivados do androstaconstituido pelos compostos com uma
ligacdo C17-N* O VN/85-1 46 (Figura 225°*%*° ¢ um inibidor potente da enzima humana
enquanto que o VN/124-113 °® 2% 28" ¢ o primeiro exemplo de um inibidor da
CYP17/antiandrogénio capaz de inibir o crescimeftdaumor androgénio-dependente no rato de

forma mais eficaz do que a castragéo cirurgica.

@ & IO
‘ D\
S

R=p-OH: A" 46 154 R =p-OH: A" 13
R=0; At 153 R =0 At 155

HOY

Figura 22 — Inibidores esteroides derivados do androstano.

A inibicdo das enzimas humana e de rato com os csiog16, 153 e154foi 6 a 11 e 21 a 26
vezes mais potente do que com o cetocoriEzakspectivamente, e 10 a 65 vezes mais potente do
gue com o cetoconazdll para a enzima recombinante humana expressa emnas<éldiCaP
(Tabela 8, entradas 12-14). A inibicAo da-rgductase foi menos potente do que com a
finasterida®®* **®* Os compostog6 e 154 inibiram quase completamente o crescimento induzid
pela testosteron& e pela DHT7 das células LNCaP, a concentracdes inferiores 1éM5 e
mostraram ter actividade antiandrogérita’**Em ratos Sprague-Dawley machos, na dosagem de
50 mg/kg administrada durante 14 dias consecutigssgcompostogl6 e 153 provocaram uma
reducao dos niveis de testoster6r@DHT 7 circulantes, testosterometesticular, testosterortae

DHT 7 prostética, e do peso das prostatas e vesiculasagmuando comparados com o controlo,
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que foi, contudo, menos eficaz do que a atingida gastracdd™ O composto46 foi

consistentemente o mais potente e teve o efeite marcado nos niveis séricos e tecidulares de
testosterona6, nos niveis tecidulares de DHT e nos pesos dos oOrgdos avaliados. A
farmacocinética dos composté8, 153 e 154 foi estudada em ratos tendo-se verificado ques este

compostos tém uma semi-vida relativamente cuctaarancemoderadg>® %% 24°

Os compostod 3 e 155 (Figura 22), contendo o grupo benzimidazolilobiram a enzima
humana recombinante expressa Emcoli com valores de 1§ de 300 e 915 nM (Tabela 8,
entradas 15-165. A inibicdo provocada pelo compost8 foi 3 vezes mais potente do que com a
abiraterona. Ambos 0s compostos mostraram fradaciiu da b-reductase. Os compostos
ligaram-se ao AR mutado com 14 e 10 vezes mainidafile do que a flutamida, respectivamente,
e 29 e 45 vezes maior afinidade que esta no AR aloffostraram actividade antagonista pura
para o AR e capacidade de inibicdo do crescimeasocélulas LNCaP e LAPC4 mediado pela
DHT 7, a concentracdes inferiores a . Contudo, quando testadimsvivo, apenas o composto
13 foi mais eficaz do que a castragdo cirurgica fiaigi&io do crescimento do tumor androgénio-

dependente no rato, na dosagem de 50 nff/kg.
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5.2.2 Derivados da série pregnano

Para além de inibir a clivagem da cadeia laterataesteroll, o compostdl56 (Figura 23)
revelou actividade inibitéria da CYP17 adrenocattimicrossomal de bovino, com um valor de K
de 29 nM (K,: 0,50uM), sem actividade inibitoria concomitante da 2drbkilase’**

Varios derivados do pregnano com substituintes dmento dipolar moderado a forte em C20
157-159 (Figura 23) inibiram a CYP17 testicular humana fdema mais potente do que o
cetoconazol 1, para ambas as actividades enzimaticas (Tabelaradas 1-37> 2** >A inibic&o
das actividades bZhidroxilase e @ gliase com o derivado Peformilado 159 foi cerca de 4 e 6
vezes mais potente do que com o0 cetocondiokespectivamente (Tabela 9, entrada 3). Este
composto mostrou também inibigdo concomitantecdaeBluctase (K 15,6 nM) em homogenatos

prostaticos humanos (K50 nM)?*

Os niveis séricos de testoster@nforam significativamente
diminuidos em resultado da administracdo do cormopestatos adultos, na dosagem de 50
mg/kg/dia, por um periodo de 2 semanas, sem dienags niveis séricos de corticosterona.

Os composto460-163(Figura 23) revelaram actividade inibitéria potedfis enzimas de rato e
humana, com valores RP entre os 129 e os 479 & as3RB6, respectivamente (Tabela 9, entradas
4-7)2* Os compostos60 e 161 também foram testados usando a estirpe bacteHarepli
modificada para co-expressar a CYP17 humana e aF¥Ai2ductase (Tabela 9, entradas 4-5). O
compostol60 foi 0 mais eficaz sendo quase tdo potente comdNBS/1 46 para esta inibigao
(ICso: 40 nM). Este composto provocou ainda diminuicé&s d@oncentracdes plasmaticas de
testosteron® in vivo, a uma dosagem equivalente a 10 mg/kg de cetoolohiato cetoconazall
ndo provocou qualquer efeito a esta dosag&hmpesar da funcdo oxima se ter revelado

importante para a inibicdo, o compost64 contendo a fungad-hidroxiamida, n&o revelou

capacidade inibitéria das enzimas de rato e huffana.

Os compostod65-168(Figura 23) inibiram a enzima de rato de formasnmitente do que o

cetoconazolll (Tabela 9, entradas 8-1%}.A inibicdo foi marcadamente enantiosselectiva uma
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vez que os isomerdS 165 e 167 foram 162 e 30 vezes mais potentes do que os lisérRe
correspondente$66 e 168 respectivamente. Os composti®5 e 166 foram também testados
utilizando a enzima humana (Tabela 9, entradas8-@) factor pelo qual os dois isémeros
diferiram em poténcia na actividade inibitoria fie¢ apenas 3. Os compostb89-171 foram
também inibitérios para a actividade de ambas aisnas (Tabela 9, entradas 12-14). O composto
165 e a mistura diasterioméricad71 provocaram diminuicdo da concentracdo plasmatea d
testosteron® no rato em 81 e 84%, 2 horas apés a sua admgéisirauma dosagem equivalente a

10 mg/kg de cetoconazbl (que nao teve qualquer efeito a esta dose).
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Figura 23 — Inibidores esteroides derivados do pregnano.
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O compostd. 72 (Figura 23) inibiu a CYP17 testicular de rato®mareductasén vitro (Tabela 9,
entrada 15§*° A substituicdo na posicdo C16 da pregnenomada progesteron@ revelou-se
ineficaz para a inibicdo da CYP17, particularmembecaso do grupo piridilo e da funcéb

metilformamida2®

Inibicdo da CYP17
Entrada Composto Ref.
|C50 (nM) RP?
1 157 Humana (OHase): 16 Humana (OHase): 54
Humana (liase): 16 Humana (liase): 58
225,242-243
) 158 Humana (OHase): 180 Humana (OHase): 5
Humana (liase): 190 Humana (liase): 5
Humana (OHase): 230 Humana (OHase): 4
3 159 ) ] 244
Humana (liase): 160 Humana (liase): 6
Rato: 520 Rato: 129
4 160 Humana: 77 Humana: 9,6
E. colf: 230 E. colf: 12,2
Rato:" Rato:< 1
5 161 Humana: 200 Humana: 3,7 245
E. colf: 420 E. colf: 6,7
Rato:" Rato:< 1
6 162
Humana: 100 Humana: 7,4
Rato: 140 Rato: 479
7 163
Humana: 180 Humana: 4,1
Rato: 210 Rato: 319
8 165
Humana: 540 Humana: 1,4
Rato: 34000 Rato: 2
9 166
Humana: 1520 Humanax< 1
10 167 Rato: 1200 Rato: 56
11 168 Rato: 36000 Rato: 1,9
247-248
Rato: 9670 Rato: 7
12 169
Humana: 970 Humanax< 1
Rato: 430 Rato: 156
13 170
Humana: 290 Humana: 2,6
Rato: 530 Rato: 126
14 171
Humana: 400 Humana: 1,9
Rato (OHase): 75,8
15 172 ) 249
Rato (liase): 55,8
16 173 Rato: 600 Rato: 3,2 251

Tabela 9— Valores de 1§ e RP para derivados do pregnatiR® = 1G (11) / ICs (inibidor); ®> 125 uM:;

°E. Colique coexpressa a CYP17 humana e NADPH reductase.
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Os compostos fluorados73-178 e 180 (Figura 23) foram sintetizados com o objectivo de
melhorar a estabilidade metabdlica em relacio ewss grecursoreés. >° A mistura isoméricd 73
inibiu a CYP17 testicular de rato com um valor @g,Ilde 600 nM (Tabela 9, entrada f@)Os
compostosl 74-180mostraram boa inibicdo da enzima de macaco naentmagdo de LM, sem

pré-incubacéo, com valores de inibicio entre os d9 100% (Tabela 16%. °

Entrada Composto Conc. Inibidor Tempo de Pré- % Inibicdo Ref.
(UM) incubagé&o (min)

1 0 49

1 40 61
1 174

10 0 78

10 40 94

1 0 54

1 40 60
2 175

10 0 88

10 40 94

1 0 63

1 40 61
3 176

10 0 85

252, 255

10 40 87

1 0 96

1 40 94
4 177

10 0 100

10 40 100

1 0 100
5 178

1 40 85

1 0 70
6 179

1 40 60

1 0 64
7 180

1 40 62

Tabela 10— Inibicdo da CYP17 de macaco por derivados pragna
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5.2.3 Outros derivados esterdides

Estes derivados estdo representados na Figura 2#ifdspristona (RU-486)181 € um
antiprogestagénio com capacidade inibitoria dogeddente da actividade d-hidroxilase, no

rato®®

A actividade enzimatica testicular de ratos Spea@awley machos diminuiu para 1,1 e
0,61 nmol/mg proteina/min, quando o composto foniagtrado na dosagem de 1 e 5 mg/kg,
respectivamente (controlo: 1,7 nmol/mg proteinaymih compostd. 82 inibiu a enzima testicular

humana com um valor de dCde 4,9uM.?*” O compostdl 83 revelou ser um inibidor da CYP17

(Ki: 14 nM) e da &-reductase (K27 nM)>®?

NOH OH

0 HO
154 185

Figura 24 — Outros inibidores esteroides.

Outro composto com esta dupla actividade #84%*° Os valores de Kdeterminados para a
inibicdo das actividades d+hidroxilase e ¢ »gliase foram de 74 nM e de 18 nM (cetocondZol
Ki 50 e 15 nM, respectivamente), nos microssomaisutsies de rato. A inibicdo daxgeductase

foi potente e competitiva (valor de e 1,4 nM sendo 10 vezes inferior ao valor q@, kem
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microssomas prostaticos humanos. O compds®'d provocou um abaixamento eficaz das
concentracdes sérica e testicular de testosté&@ra 65 e 59% em relagdo ao controlo, quando
administrado na dosagem de 50 mg/kg/dia duranteperiodo de 21 dias, em ratos machos
adultos. As concentracbes de testosterdhae DHT 7 no tecido prostatico foram
concomitantemente diminuidas em 60 e 44% em relagdoontrolo, sem alteracdo dos niveis
séricos de LH>

O compostd 85 n&o teve qualquer potencial inibitorio na CYP1%ate e human&'’
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7. OBJECTIVOS GERAIS DO TRABALHO

A inibicdo da CYP17 resulta na reducdo dos niveiardirogénios circulantes e tem por isso sido
reconhecida tradicionalmente como uma estratégieazefno tratamento do CP, apds a
demonstragdo do papel fundamental dos androgéaiosescimento e progresséo desta doenca. A
falta de estrutura 3D da enzima tem dificultadesquisa de inibidores da CYP17, que tem assim
evoluido de uma abordagem baseada na tentativgp&raoo uso de técnicas mais sofisticadas de
modelacdo molecular e acostagem. Muitos compostiasalmente concebidos para inibir a
aromatase mostraram actividade para a CYP17 e fpsteriormente modificados para tentar
melhorar a selectividade para esta enzima. Poo datlo, a presenca de estruturas heterociclicas
como o imidazole e a piridina na molécula de irdbidemonstrou ser altamente eficaz, tanto em
compostos esterdides como em compostos ndo es®réldje em dia é geralmente aceite que as
carcteristicas fundamentais de um bom inibidor &®17 incluem um esqueleto hidrofébico de
tamanho geral comparavel ao de um esteroide, b6 com grupos electronegativos apenas
nas posicdes externas do esqueleto hidrofébico,guupo contendo heterodtomos que sejam
capazes de estabelecer uma coordenacao estaved Emrheme da enzima numa das posi¢cdes
externas e outro grupo que funcione como dadotéaiei em ligagbes de hidrogénio no extremo
oposto. O sucesso que compostos como 0 acetaturdéseonal2 e o VN/124-113 estéao a fazer
na clinica e pré-clinica, respectivamente, tem vadt a continuidade da pesquisa de inibidores

potentes da CYP17.

Este trabalho teve como objectivo a sintese eap&i do ponto de vista da inibicdo da CYP17,
de novos compostos esterdides de nacleo androgtenmbedecendo as consideragfes gerais de
estrutura-actividade conhecidas para os inibiddee€YP17, contribuissem positivamente para a
pesquisa de compostos importantes no contextoadantento do cancro da préstata. A sintese
deveria obedecer a duas estratégias diferentegeguétariam na obtencdo de dois grupos de
compostos, nomeadamente os derivados do indazas €17 carbamatos derivados do 2'-

metilimidazole. A elucidacdo estrutural dos novosipostos sintetizados seria realizada usando
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técnicas de IR, espectrometria de mas¥d e°C NMR 1D e 2D. Para avaliacéo da inibicdo da
CYPL17 pelos dois grupos de compostos sintetizamiggéconizado o uso de um ensaio em células
de rim humano (293T) expressando a CYP17 humanandas como substrato a d-7

hidroxipregnenolona tritiada.

Com base no conhecimento prévio de que compostuseloimos como inibidores da CYP17
possuiam propriedades desejaveis do ponto dededigacdo ao AR e inibicdo da transcricdo por
ele mediada, e atendendo ao papel fundamental doaAptogressédo da doenca, foi determinado
gue a afinidade dos derivados do indazole e dosdadfl¥amatos derivados do 2’-metilimidazole
para o AR original e mutado, usando células de steetés 6sseas do cancro da prostata LAPC4 e
LNCaP, seria também alvo de estudo do presentalli@bPara o efeito usar-se-ia um ensaio de
ligacdo competitiva ao receptor, na presenca demunogénio sintético tritiado. Perspectivou-se
ainda o estudo do efeito dos novos compostos naciigdo mediada pelo receptor das células

LNCaP, na presenca e auséncia do ligando naturdlDHtilizando o ensaio da luciferase.

Os novos compostos sintetizados deveriam aindassedados do ponto de vista da capacidade
de inibicdo da proliferacéo celular das linhas leeés do cancro da prostata LAPC4, LNCaP e PC-
3. As células PC-3, ao contrario das células LARAANCaP derivam de metdstases 6sseas do
cancro da prostata e ndo expressam o AR, permitasdan o conhecimento do efeito dos

compostos sobre células de estadios mais avandadizsenca.
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1. Sintese de derivados do indazole

De acordo com as relagfes de estrutura-actividalégmente discutidas, foi planeada a sintese
de novos compostos de nucleo androstano com una lilyggzdo em C16, e um substituinte em
C17 com heteroatomos contendo electrbes disponpagia coordenagdo com o Fe heme da
enzima’

A estratégia de sintese foi delineada em cincaastap primeira consistiu na preparacéo de um
derivado contendo um dupla ligagdo activada em @isfosse suficientemente reactivo para a
etapa seguinte de introducdo do grupo indazoliloG4#. Desta segunda etapa resultaram dois
compostos que diferiram entre si no &tomo de N rdpaindazolilo que se ligava ao C17 do
nucleo esterdide. Estes compostos originaram nowo¥postos nas etapas seguintes os quais
designamos dsérie 1(ligacdo ao C17 pelo N1 do grupo indazolileéeie 2(ligacdo ao C17 pelo
N2 do grupo indazolilo). As restantes etapas ctiresis na remog¢éo do grupo formilo activador
com um catalisador de rodio, na hidrdlise do gr8p@cetilo e na reaccdo de Oppenauer, com 0
intuito de obter compostos cujos anéis A e B fossentudo semelhantes aos substratos naturais

da CYP17, pregnenoloriae progesterond

1.1 Estratégia de Sintese

1.1.1 Reaccéo do reagente de Vilsmeier com cetonas

A reaccdo de Vilsmeier-Haack classica consiste nieodu¢do de um grupo formilo em
compostos aromaticos ricos em electrbes para arigigenzaldeidos, por ac¢do do reagente de
Vilsmeier? Este reagente é geraufositu por reaccéo dos haletos de &cidos inorganicos (SOC
COCL e POC)) com a dimetilformamida (DMF), que origina compiexactivos que sao bons

agentes formiladores, halogenantes e desidroxiéad@tigura 25%.°
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Figura 25 - Preparacéo do reagente de Vilsmeier a pari@MB& e do POG

A reaccdo destes complexos activos com cetonas@migrivados do tipo halovinilaldeidos, de
acordo com o mecanismo de reaccéo proposto (FRfi)raFoi sugerido que a reacgdo ocorre por
meio da forma endlica A reac¢éo comecaria com o ataque electrofilicoedgente de Vilsmeier
aos electrdes disponiveis do oxigénio do grupocraldda cetona, com formacgao de um dale
de HCIl. O papel fundamental deste primeiro pass@ se geracdo de HGh situ o qual
promoveria a formacdo desejavel do enplcapaz de sofrer substituicAo pelo reagente de
Vilsmeier para originar a espédeCom o aumento da concentragédo de HCI, ocorregkei@cao
autocatalitica da reaccdo. A reaccdo da esmeca@n outra molécula de reagente de Vilsmeier
originaria a espécieque facilmente se degradaria por acgéo térmiconmpostd. A geracéo do

produto final da reaccapocorreria por adicdo de uma solucdo aquosa acalin
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Figura 26 - Mecanismo proposto para a reac¢ao do reagentestadiér com cetonas.

O procedimento habitual da reaccéo de Vilsmeieolseva adicdo lenta da cetona ao reagente
de Vilsmeier, com arrefecimento. A mistura POOMF é a mais utilizada para a preparacao do
reagente. A reacgdo € geralmente fortemente exiogren por vezes, mesmo violenta. Apos a
primeira etapa de reacc¢do, a mistura pode ser @queao final a reaccdo € parada por adicdo de

gelo e neutralizada com base.

Da accao do reagente de Vilsmeier sobre 3-axedieroides resultam os respectivos derivados
3-cloro-2-formil-2-eno (Figura 27) A regioselectividade da formilacdo do anel A éddmente
influenciada pelo tipo de fusédo dos anéis A/B. @ato de B-androst-3-ona-1F-ilo originou o

derivado 3-cloro-4-formil-3-eno, por reaccéo comeagente de Vilsmeier.
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Figura 27 - Reacgéo de Vilsmeier em cetonas esterdides saturad

As cetonas esterbidesp-insaturadas dédo geralmente origem a misturasathifms em que o
halodieno é o produto principalOs 3-oxo0-4-eno esterdides originam os derivadok@-3,5-
dieno e os 3-0x0-1,4,6-trienos os derivados 3-€19B8p5,7-tetraeno. Contudo, o acetato de 19-
nortestosterona originou uma mistura de aldeidosogarodutos principais (1:1) e um clorodieno
(Figura 28)° S6 nos derivados 19-nor é que o reagente de \idsrmensegue atacar o C4 e o C6
ap06s deslocamento da funcdo oxigenada em C3 pmio’dEsta observacdo sugere que existe
impedimento estereoquimico ao ataque pelo reagentélsmeier por parte do grupo 19-metilo,

guando presente.

A reactividade de uma série de derivados 3-oxadiefe com o reagente de Vilsmeier foi
estudada e observou-se a formacdo de uma mistuBactieo-2,4,6-trienos, 3-cloro-2-formil-
2,4,6-trienos e 3-cloro-3,5,7-trienos como produteseaccéo (Figura 29Nalguns casos foram

também obtidos os dialdeidos arométicos, formado®xidacdo. Os derivados 7-0xo0-5-eno com
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um grupo acetilo em C3 eliminam acido acético ragligdes de Vilsmeier originando os 7-oxo-

3,5-dienos, os quais sdo convertidos numa misei@abutos clorados (Figura 30).

OAc OAc

i. DMF-POCI;, 60°C, 3 h
ii. NaOaAc, H,O Cl |

Figura 28 - Reacgdo de Vilsmeier em cetonas esteraigiesnsaturadas.

DMF-POC],
+
0 Cl Cl
R=H
R =CHO
H o H
i. DMF-pOC],  OHC OHC
. P ii. NaOAc, Ha + g‘
9] i, MaOAe, HoO ] e =

CHO

Figura 29 - Reacc¢ao de Vilsmeier em cetonas esteraigiednsaturadas.

A sintese dos derivados do indazole comecgou coea@;@o do reagente de Vilsmeier com o
acetato de DHEAB86 (Figura 31). A reaccéo ja tinha sido previamenszd& para este substrato

e foi reportada a obtengéo do compdsd8 como produto secundaris.
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Figura 30 - Reacgdo de Vilsmeier em cetonas esteraigiednsaturadas.

0 1 Cl
CHO
_ . +
Y8 = Ac() Ac()
186 187 188

Figura 31 - Primeira etapa de sintese dos derivados do irelazol

1.1.2 Introducéo do grupo indazolilo em C17ggries 1le2)

A substituicdo nucleofilica vinilica nos haletos \deilo simples dificilmente ocorre, excepto
nos casos em que existe um grupo activador ligadmados carbonos vinilicds.! A fraca
reactividade destes sistemas deve-se ao factoligagdio carbono—halogéneo ter um caracter
parcial de dupla ligacdo causado pela da movimaatalp electrdes do halogéneo para os
carbonos da dupla ligagéo (Figura 8p,Por outro lado, a existéncia de grupos eleaimotivos
ligados ao segundo carbono do sistema vinilico aésfeito oposto e favorecem assim o ataque

nucleofilico no atomo de C que fica com deficiérdgecarga (Figura 39).
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Figura 32 - Activacéo dos haletos de vinilo por grupos elexdtartivos.

A substituicdo nucleofilica vinilica pode ocorresr gualquer uma das vias representadas na
Figura 33. De facto, uma vez que a diferenciacdo de cada desaas vias é muitas vezes
impossivel, elas foram conjuntamente designada® ¢adi¢édo-eliminagdo”. O que as distingue é
o intermediario de reac¢do considerando que, moemo caso € um estado de transigaono

segundo caso corresponde a um carbaiiifie (o terceiro a um aductop (jii).

MNu =

R, Y
Nu—r‘C —C\— H
X R

Figura 33 - Substituicdo nucleofilica vinilica (adicdo-elimg@®). X = Grupo de saiday =

Grupo activadorNu = Nucledfilo.

A estereoquimica da substituicdo depende da coafijfo dos substratos e da via especifica

envolvida. Na maior parte dos sistemas, a reacgc@wedocom retencdo da configuragéo, o que faz
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pressupor que 0 mecanismo de reac¢do mais progaeelque tem como intermedidrios os

carbanides (Figura 38).

MNuo®
- --L
X

a

Nu
==L
-4

b

R

M-

}(
@ — @ o
[+

M-- = i
Mu R

g
X
X K R Nu
M- - L= .
M- =--L M- ==L
Nu R
et Nu § X It
L-- M
R X
Nu j

Figura 34 - Estereoquimica da substituicdo nucleofilica-viailfadicao-eliminagao).
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A Figura 34 representa os varios conformeros ddscédes intermediarios formados no ataque
nucleofilico a um par de isbmeros-trans é-j), e assenta nos seguintes pressupostos: o ataque
do nucledfilo Nu ocorre perpendicularmente ao plano da moléculginamdo um arranjo
tetraédrico dos substituintes ligados g®, @s grupos ligados aooCpermanecem planares no
carbanido e a eliminagédo do grupo de saida ocerpepdicularmente ao plano da dupla ligagédo
incipiente do produto de reacci@s simbolog et diferenciam os conférmeros obtidos a partir
dos isOmeroscis e trans respectivamente. A carga negativa do atomo de ndo esta
representada. Os grupos M e L representam subgtsuem que L é mais volumoso do que M.

Os carbanifes formados em primeira instancia apatgque nucleofilico aos isomeros e
trans sdo ob e oi, respectivamente. Se X € expulso apés uma roted0° que origina 0s
conférmeroset e f,c, o resultado final da reaccdo € a substituicAo completa retengédo de
configuracdo. Se a saida se da apos 120° de rptaga&®rja, a partir dec e h,t, ha inversdo
completa da configuracéo inicial. Uma rotacéo de® Egguida de expulsdo do Nias espécids
ei origina isomerizacao da olefina inicfal.

A retencdo completa de configuragdo € controlatia @eética da reaccdo e ocorre se a quebra
da ligagdo com X for ligeiramente mais lenta do gdermacéo da nova ligagdo. Este fendbmeno é
esperado para os dois isomeros se a velocidadepdés@&o de X for muito superior a velocidade
de rotacao livre da ligacdo. Se o contrario ocpaesstereoquimica passa a ser determinada por
controlo termodinamico, ou seja, atinge-se um éapiol conformacional e é a quantidade relativa
de conférmeros gerada que determina a razdo delieérabtida.

A inverséo de configuracdo obrigaria a disposigfas restritas. Seria necessario que a quebra
da ligagdo com X fosse mais lenta do que a formagéaoova ligacdo e teria que existir uma
estabilidade diferenciada entre os conférmerosteNeaso, as conformagfes em eclipse que

implicassem menor repulséo estérea entre substuatjacentes seriam preferidas.

A reaccdo concorrente mais significativa da suligfib nucleofilica viniilca € ax,p-

eliminacdo-adi¢cdo, caso ax@enha ligado ndo s6 o grupo activador mas tamb@natomo de
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hidrogénio® ’ Nestas condicbes, a acidez do atomo de hidrogéstid aumentada e, se o
nucledfilo for suficientemente basico e o grupcsdia X estiver em geometria favoravel para a
eliminacédo, HX é expulso, originando-se um interideo acetileno. A presenca de base B usada
na eliminacdo ou de outro nucledfilo Muum protéo origina produtos de substituicdo (RI@b).

Outras reacgbes de eliminagdo menos frequentesn feambém reportadas como faf3-

eliminacao ,y-eliminacao’

RCB=CHY

RCX=CHY

+NuH RCNu=CHY

Figura 35 - a,f-Eliminagéo-adicao.

No respeitante ao presente trabalho, a reaccdmtdmlucdo do grupo indazolilo em C17
obedeceu a um esquema geral de substituicéo nilickeefnilica (adicdo-eliminacadj em que o
nucledfilo é o grupo indazolilo ionizado em meicsiod, que ataca o carbofio(Figura 36). O
grupo formilo do carbona funciona como activador da posi¢gBdC17) no compost@87. Foi
demonstrado que esta activacdo é fundamental wistierivado clorado sem grupo formilo
activador ndo ser reactivo nas mesmas condicdesrimgntais. A saida de Clpermitiu a
obteng&o dos produtos findi89 e 190, com regeneracéo da dupla ligacdo em C16. Umawez
o indazole dispde de dois &tomos de N, formaradeseprodutos de reacgdo distintos originarios

da formacao do anido nucleofilico em N&rfe ) ou N2 &érie 3, respectivamente.
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Figura 36 - Segunda etapa de sintese dos derivados do indazole

1.1.3 Desformilagéo

A descarbonilacdo estequiométrica de aldeidos emdigiies homogéneas, usando complexos
de metais de transicdo com ligandos de fosfina oemados terciarios, como o RhCI(REh
(catalisador de Wilkinson), [Rh(PBXsolvente)]” e RuCIl(PELPh)]* esta bem documentatfa.

O catalisador de Wilkinson é o mais estudado eaecé® que promove obedece ao mecanismo

geral representado na Figura®37.

Apesar de ser conhecido como catalisador de Wdkinga reaccéo representada na Figura 37 o
RhCI(PPh); a é usado em quantidades estequiométficas:>Se a temperatura da reaccéo for
suficientemente elevada (200 °C), esta torna-saitizd porque o CO ¢ libertado da esfera de

coordenacao do Rhe o catalisador é regenerado.
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Figura 37 - Mecanismo de descarbonilacdo com o catalisad@viténson. S = solvente.

No mecanismo proposto, a espéaié solvatada para originar a espégieom libertacdo de
uma molécula de trifenilfosfina. Esta espécie ¢@orsavel pelo atague nucleofilico ao grupo
carbonilo do substrato RCOH (ou sofre ataque d@lfiicirdeste no &tomo do metal) com
transferéncia concomitante do H para a esfera dedepacdo do metal Este processo, que
envolve oxidacdo do Rh(l) a Rh(lll), é provavelngentpasso limitante da descarbonilagdo. De
seguida ocorre migragdo do grupo alquilo R e tex@stia do H para esse grupo alquilo, com
formac&o do produto fin@e do complexo de carbonilclororodio

O mecanismo proposto é semelhante ao da descat@mmitom Pd. A diferenca reside no facto
de os intermediarios de organopaladio serem temgnée instaveis e originarem Pd metalico,

sendo por isso o Pd um verdadeiro catalisador,aemqw RhCI(PP); ndo o é*

O substrato da reaccado com o catalisador de Wakiqgde ser um aldeido, haleto de acilo,
cianeto de acilo ou uma 1,2-dicetdn@.reaccéo é estereoespecifica, ou seja, a coafigardo
estereocentro em que o grupo carbonilo esta ligadmntida. No caso da descarbonilagdo de

substratosy,B-insaturados, ndo ha redugdo da dupla ligacdo.Hdtetos de acilo, se existirem
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atomos de hidrogénip, o produto final € um alceno e ndo um alcano aegidcorréncia dp-

eliminagad’

O uso de complexos cationicos de ligandos quelal@esfosfina, como o [Rh(dpp#l! (dppe
= difenilfosfinaetano) e o [Rh(dppfE! (dppp = difenilfosfinapropano) foi reportadorpaesta
reaccdo com base na observacdo de que a expul§€X0 de complexd era fundamental para a
regeneracéo do catalisaddiFoi sugerido que estes novos ligandos, por seremosnricos em
electrBes e terem maior probabilidade de assumér estereoquimicans Rh-fosforo, se ligam
ao CO de forma menos efectiva. De facto, verifiseuque a actividade catalitica do
[Rh(dppe)]Cl e do [Rh(dppp)Cl € bastante superior & conseguida com o cadalisae
Wilkinson e que estes catalisadores sdo muito @stdpromovendo uma descarbonila¢éo

verdadeiramente catalitica de aldeidos, em corsligpmogéneas, a temperaturas mais baixas.

a
1) 1)

CHO 3
Acl) Al
189 191 série [
T
N
N_
CHO
Mely Ac
190 194 série 2

Figura 38 - Terceira etapa de sintese dos derivados do iredazol
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A descarbonilacdo catalitica dos substrdt89 e 190 dasséries le 2, respectivamente, foi
conseguida usando [Rh(dpgi®l. Tanto o uso de Pd como o catalisador de Wskmforam

ineficazes para esta transformacgéao (Figura 38).

1.1.4 Hidrdlise alcalina

A hidrélise do grupo B-acetilo dos compostak9l e 194 dasséries le 2, respectivamente,
corresponde a uma substituicdo acilica nucledféicaque a solucdo alcalina de KOH em EtOH
fornece o ido OH fortemente nucledfilico, que ataca o carbono aaitlro do grupo B-acetilo,
originando um intermediario tetraédrico que se dgxfe para dar os derivadoR-Bidroxilados
finais 192 e 195 de acordo com o mecanismo ja extensamente catth¢Eigura 39)° Em

alternativa, a hidrolise poderia ter sido realizadameio acido®

. H A
0 0 | + CH,COO"
gL _ =
H.CC—-0O H;Ck}“\‘g HOY
k 191 sépfe ! OH 192 sorre f
OH- 194 séprie 2 195 série 2

Figura 39 - Quarta etapa de sintese dos derivados do indazole.

1.1.5 Reaccédo de Oppenauer

A oxidagdo de alcoois primarios e secundarios cetonas, catalisada por um alcéxido
metélico (por exemplo o isopropdxido de Al), é cerila como reaccdo de Oppendu&t.™® A

oxidagcdo de alcoois de nucleo esterdide € geraémesatlizada ao ponto de ebulicdo de um
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solvente inerte (benzeno ou tolueno), com um lasgesso de composto carbonilico aceitador de
H (acetona ou ciclo-hexanon4)A reaccéo inversa da Oppenauer, ou seja, a redlacéetona a
alcool é conhecida como reacgao de Meerwein-Poffrderiey.

E geralmente aceite que a reaccdo de Oppenauee @tomvés da formacdo de um complexo
ciclicob em que tanto o composto carbonilico oxidante (@teomo o alcool (substrato) estdo
ligados ao ido metélico (por exemplo o Al). O alcesta ligado como alcoxido, enquanto a

cetona esté coordenada com o Al, activando-o paemsferéncia de H (Figura 40).

. OH - - Ry
R:';_ ) f—PI'C'\ /U.f—]:'l' .':-P'I'C'\ /O.f-]:'l' i-PrO '_O."—Pr R:,"="[_.}
& | - Jai.l. - —————— . 'a\ | . —_— -’AI\ [ ]
o) 0 o 0 +
(i-PrO);Al 2 L T ; ! @ 9
Ry R/:"LHﬁk“R Ra“"'}“H‘ lR R A H’k"l-t Rs
F(‘Jx g, Ry ™ 2R, R. 4 I R, Ry ?—Q”
R B L ' _ R,
4

a b ¢

Figura 40 - Reacc¢édo de Oppenauer.

A necessidade do uso de alcéxidos de aluminio eantiglades estequiométricas deve-se a sua
fraca capacidade de troca de ligandos no estadoadsicdo. A reaccdo de Oppenauer ja foi
descrita em condi¢fes cataliticas usando sisteamsompostos de Al, La, Sm, Zr, Hf, Ir e Ru.

16

S&o caracteristicas gerais da reat¢aa sua reversibilidade (por adicdo de um largossaede
cetona pode tornar-se a reaccdo completa), anolar@la presenca da maior parte dos grupos
funcionais, a versatilidade, visto um elevado nintlr alcoois priméarios e secundarios poder ser
oxidado nestas condicfes, e a quimiosselectividadea vez que os alcoois secundarios,
especialmente os menos impedidos estereoquimicanssdid mais facilmente oxidados do que os
primarios® *°

A oxidacao é efectuada em condigBes suaves e 0 éitoxilico nunca € obtido nas condi¢des

de Oppenau€r™® As reaccdes laterais mais frequentes sdo a cangimslddlica e a reaccéo de
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Tishchenko dos aldeidos formados na oxidagcdo dmmiél primarios e a migracdo da dupla

ligacdo na oxidacao dos &lcoois homoalilitds.

Em quimica de esteroides, a reaccdo de Oppenauait@ Util porque converte facilmente os
derivados B-hidroxi-5-eno em derivados 3-oxo-4-effo!’ Reichet al. reportaram o uso ds-
metilpiperidona na reac¢édo de Oppenauer da prefprer®para evitar a formacéo de alcoois de
elevado ponto de ebulicdo que seriam dificeis dever no passo de recuperagdo do produto
I.lS

final.™ Esta modificagdo tornou-se comum desde entdoreiteea remocao do alcool final na

lavagem com solucao acidica duranteask-up

A sintese dos compostd®3 e 196 dasséries le 2 respectivamente, foi feita com sucesso

através da reaccao de Oppenauer (Figura 41).

= =
"
N | N, |
NS N7
TN
HO e
192 193 série |
o
A
N
N

HO

195

Figura 41 - Quinta etapa de sintese dos derivados do indazole.
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1.2 Resultados

1.2.1 Aplicacéo da estratégia de sintese

A sintese dos derivados do indazole foi iniciadaneaccéo do reagente de Vilsmeier com o
acetato de DHEAL86, usando POGle DMF em cloroférmio, para obter o composto dekeja
187. Os produtos foram separados por cromatogfksh e os rendimentos finais do processo

foram de 59% para 0 compost87 e 16% para o composi@8 (Figura 42).

CHO

Ay AcO AcO
186 187 59% 188 16%

Figura 42 - Reaccéo do reagente \dé#smeier com o compost@86. i POCk-DMF, CHCL, N, 80°C.

O produto principal da reaccd@®&7 foi depois tratado com indazole na presenca 2K em
DMF a 80°C, sob atmosfera dg &loriginou uma mistura de produtt®9 e 190, de acordo com a
discusséo apresentada na sedcd@® (Figura 43). O produto principal obtido foi o comgpo189,
com 52% de rendimento, dsérie 1 O compostol90, da série 2 foi obtido com 22% de
rendimento. A razéo da obtencédo do isoméicsibstituidal89 como produto principal prende-
se, provavelmente, com o equilibrio tautoméricalesecido entre oH-indazole e o B-indazole
em solugcdo. Na fase gasosa ld-ihdazole é mais estadvel do que H-iddazole, sendo o

diferencial energético das duas formas de 4,7 rkohlf Na fase aquosa, oHzZindazole é
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estabilizado pelo elevado momento dipolar da agwareferido diferencial decresce para 2,2

kcal/mol.

Os compostosl89 e 190 foram devidamente isolados por cromatogrdfesh e tratados
separadamente com um catalisador de Rh [Rh(gpppjeradoin situ a partir do cloreto de
carbonilobis(trifenilfosfina) rodio(l) e do 1,1,3t8trafenilfosfinapropano, em xilenos. Este
catalisador mostrou-se eficaz enquanto outros rosttrddicionais de desformilacdo como o uso
de Pd (10%) em carvdo activado e o catalisador d&indbn ndo permitiram executar a
transformacéo pretendida. Obtiveram-se os compd$tbg 194, com 62 e 47% de rendimento,

respectivamente (Figura 43).

A hidrélise do grupo B-acetilo destes compostos foi conseguida com KAMojlem MeOH,
com 82 e 94% de rendimento. A reaccdo de Oppemaadificada, usanddl-metilpiperidona,
dos compostod92 e 195 originou com sucesso 0s respectivos derivadoso34esno193 e 196,

ambos com 83% de rendimento (Figura 43).
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Cl

X CHO

AcQ) AcO
187

1ii ij@ it J:.l
N )
N

N -
[]
N
/d§ /Ctgjﬁ
HO’C = HO
192 829% 195 94%,
i v
i e ,
Nl N
N N
0° 0% i £
193 3% 196 839,
série 1 série 2

Figura 43 - Sintese dos compostd®1-196 i. Indazole, KCO;, DMF, N,, 80 °Cii. (PPh),RhCOCI-
PhP(CH)sPPh, xilenos, N, refluxo; ii. KOH (10% em MeOH), N r.t.; iv. Al(i-PrO), N-

metilpiperidona, toluend\l,, refluxo.
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1.2.2 Aspectos seleccionados da elucidacéo estratiudos derivados do indazole

A elucidagdo estrutural dos compostos preparadosfeita com base nas andlises de
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) 1D e 2D, deaimérmelho (IR) e de literatura
relacionada”?

Os espectros dél e **C NMR do compostd89 dasérie 1(Figura 43) estdo representados nas
Figuras 44 e 45. Os sinais foram atribuidos polissméonjunta da informacdo das experiéncias
de “Correlation Spectroscopy (COSY), “Heteronuclear Multiple-Quantum Coherence”

(HMQC) eHeteronuclear Multiple Bond Correlatio(HMBC).

977
.21
7.763
7.445
7247
5.430
4.608
203
1.263
1.073

L

oo 20 70 6.0 50 4.0 3o 20 1.0

il - =——
oL < F—a-_

e €
e =

160 <
T
607 L
ar'l £
P <

880 =

ppm (1)

Figura 44 - Espectro déH NMR do compostd 89
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Figura 45 - Espectro dé&’C NMR do compostd 89,

A zona aromatica do espectro d4¢ NMR do compostol89, da série 1 (Figura 44), é
constituida por um conjunto de 4 sinais entre 3423 ppm, que foram atribuidos com base na
experiéncia de COSY (Figura 46).

O sinal a 8,23 ppm € um singuleto largo e ndo aptascorrelagdo com nenhum dos outros
sinais dos protBes da zona aromatica. Este sinatfibuido ao 3'-H do anel de 5 atomos do
grupo indazolilo, que é, na estrutura, o protdoagperamos que esteja mais isolado e com menor
possibilidade de acoplamento com protdes vizinBosinal que Ihe precede, um multipleto a 7,76
ppm que integra 1 protdo, mostra correlacdo apemaso multipleto a 7,24 ppm. O mesmo
ocorre para o multipleto a 7,44 ppm, integrandad@dges. O sinal a 7,24 ppm, um multipleto

integrando 1 protéo, apresenta correlagdes connais & 7,76 e 7,44 ppm.
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= O ® & |
é € _—? 50
— & @ |

ppmm (t2)

Figura 46 - Pormenor da zona aromética do comp&8®no espectro de COSY.

O sinal a 7,76 ppm poderia corresponder ao 4'-ta@i’-H. A experiéncia de HMBC revelou
que este sinal é, de facto 0 4-H uma vez que Biap(gue tem correlagdo com o sinal'd@ a
137,3 ppm, que corresponde ao C3' (Tabela 11),ocord se pode avaliar da experiéncia de
HMQC (Figura 47). As principais correlacées de HMpB#&a o compostb89 estédo representadas
na Tabela 11. Os valores dalos carbonos quaternarios estdo assinalasgegréto tendo sido
devidamente atribuidos usando uma experiénbigtortionless Enhancement by Polarization
Transfer(DEPT) DEPT 135.

Os sinais da zona aroméatica do espectro do comfi88tsado entdo, por ordem crescente de
valor desd, 5-H (7,24 ppm), 6-H e 7-H (7,44 ppm), 4-H @ ppm) e 3'-H (8,23 ppm).
Recorrendo a experiéncia de HMQC atribuiram-seatiz@s dos carbonos respectivos, ndo tendo

sido possivel atribuir inequivocamente os carbdd®se C7’ porque ha sobreposi¢cdo dos seus
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sinais no espectro dél NMR. Assim, e de acordo com a Figura 47 e a Bab#&| a 137,3 ppm

encontra-se 0 C3,a110,2e 128,00s C6' e CI284 0 C5' ea 121,1 0 C4".

b

QES 2 r
L1 =g

ol homingd r

m‘l""'w‘Jw:v

b b
(ldn i)

Ll
L.
%v
T

T |
T

e

e
o
2

ppm (td)

Figura 47 - Pormenor da zona aromatica do comp@8®no espectro de HMQC.

Os valores dé dos carbonos quaternarios do anel aromatico @3taesédo 124,5 e 142,0 ppm,
respectivamente. O sinal dd NMR do 5'-H é o Gnico dos sinais da zona aroraatjoe n&o
mostra correlacdo no HMBC com o sinal do carboreteqaario a 142,0 ppm (Tabela 11). Este
sinal tem, contudo, correlacdo com o sinal®@ea 124,5 ppm. E legitimo pensar que o 5’-H deve
mostrar preferencialmente correlagdo como carbamteenario do anel que lhe fica mais
préximo (a distancia de 2 ligagdes), ou seja 0 @3a6o o C7a (a distancia de 3 ligacdes). Esta
atribuicio esta de acordo com os valores reportaaltigeratura?

O singuleto largo a 9,71 ppm corresponde ao pratagrupo formilo e mostrou a correlagéo

HMBC esperada com o sinal & quaternario a 130,4 ppm, que corresponde ao Tdlfela

121



Sintese quimica e elucidacao estrutural dos nowo¥ostos sintetizados

11). Foi encontrada também uma correlacdo na &méai ‘Nuclear Overhauser effect
spectroscopy”’(NOESY) entre o protdo do grupo formilo e o mudiip que corresponde aos

protdes 6'-H e 7'-H do grupo indazolilo, a 7,44 ppm
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6'He 3p-
CHO 3-H 4'-H 5-H 6-H 3a-H 18-CH; | 19-CH;
7-H OAc
3 (ppm)
9,71 8,23 7,76 7,44 7,24 5,43 4,60 2,03 1,26 1,07
brs, 1H m, 1H m, 1H m, 2H m, 1H m, 1H m, 1H s, 3H s, 3H s, 3H
C18 15,9
C19 19,2
20,3
21,3
27,6
28,2 o
30,3 .
30,8
33,6 .
C10 36,7 °
36,8 .
38,0 .
C13 49,9 °
50,1 .
54,3 .
C3 73,7
C6'/C7' | 110,2 . °
c4' 121,1 .
C6 121,9
C5' 122,4 .
C3a 1245 . . . .
C6'/C7' | 128,0 . .
C16 130,4 .
c3' 137,3 .
C5 140,0 .
C7a 142,0 . . °
C17 163,0 .
CH;CO | 170,4 . °
CHO 188,0

Tabela 11 -Principais correlagées de HMBC para o compt8®
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Os sinais a 2,03 e 4,60 ppm, correspondentes atieprmetilicos do grupo acetilo em C3 e ao
3a-H, respectivamente, mostraram também a correlasperada com o sinal do carbono
quaternario a 170,4 ppm, atribuido ao carbono cdlibo do grupo acetilo.

Os protdes metilicos em C18 e C19 encontram-s@, @ste composto, ao contrario da sua
ordem habitual, sendo o sinal a 1,07 ppm correggrapdchos protdes metilicos do C19 e o sinal a
1,26 ppm correspondente aos protbes metilicos d& @&sim, o sinal a 1,07 ppm mostra
correlagdo com o sinal do carbono quaternario a,014fpm, no espectro de HMBC,
correspondente ao C5. J4 o sinal a 1,26 ppm mustralacéo com o sinal do carbono quaternério
a 163,0 ppm, atribuido ao C17 (Tabela 11). Depeiatdbuidos estes sinais, os valore$ dies
carbonos quaternarios C10 e C13 foram atribuidizs merrelacdes dos seus sinais com 0s sinais

dos protées metilicos de C19 e C18, respectivameniteo sendo 36,7 e 49,9 ppm.

As principais diferengas nos espectros de NMR evdreompostos dasgries le 2 ocorrem
obviamente nos sinais da zona aromatica e nosssdws carbonos 16 e 17. A andlise do
composto190 (Figura 43) revelou que a zona aromatica do espeet'H-NMR, nasérie 2 é
composta por um conjunto de 5 sinais, entre 73,2& ppm (Figura 48). O singuleto largo a 8,18
ppm foi atribuido ao 3'-H, por ser o protdo com orgorobabilidade de acoplamento com protdes
vizinhos. A atribuigdo do protdo 4’-H ao multipleio7,67 ppm foi feita com base na experiéncia
de HMBC, visto este sinal ser o Unico que apresemtalacdo com o C3’, identificado a 124,0
ppm, no espectro de HMQC do composto (Figura 49)mncipais correlagcbes de HMBC para o

compostal90 estdo representadas na Tabela 12.
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a6'0
F60

Figura 48 - Pormenor da zona aromética do espectrtidéMR do compostd.90.
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Figura 49 - Pormenor da zona aroméatica do espectro de HMQsomipostdl 90.
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3B- 18- 19-
CHO 3-H 7-H 4'-H 5'H 6’-H 6-H 3a-H
OAc CHs CHs;
3 (ppm)
10,14 8,18 7,71 7,67 7,33 7,12 5,43 4,61 2,03 1,27 1,08
s, 1H s,$27H | m1H | mA1H | m1H | m1H | m,1H | m,1H | m,1H | s, 3H s, 3H
C18 16,1
C19 19,2
20,4
21,3
27,6
28,6
30,1 .
30,8
34,1 .
36,7
Cc10 36,8 . °
38,0
C13 49,4 °
49,9 .
54,1 .
C3 73,6
cr 117,6 . °
c4 120,2 . . °
C7a 121,8 . . . °
C6 122,1
C6’ 123,2 . .
C3 124,0 .
C5’ 1277 . .
C16 133,0 .
C5 139,9 .
C3a 150,1 . . °
C17 161,3 .
CH;CO | 1704 . °
CHO 190,5

Tabela 12 -Principais correlagfes de HMBC para o compaS®
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O sinal do 4’-H mostrou ainda correlagédo com oaisido C7’ (117,6 ppm) e C5’ (127,7 ppm)
no espectro de HMBC, assim como com dois sinaisadeonos quaternarios da zona aromatica
do espectro d&'C NMR, nomeadamente a 121,8 e 150,1 ppm (TabelaAlajribuicdo destes
sinais foi feita com base na observag¢édo que o petti a 7,71 ppm, atribuido ao 7’-H mostrou
correlacdo com apenas um dos sinais dos carbombernarios, a 121,8 ppm, o qual deve assim
ser 0 C7a. O sinal do 7’-H mostrou ainda as caréela HMBC esperadas com o C6’ (123,2 ppm)
e 0 C4’ (120,2 ppm). Os multipletos a 7,33 e 7,péhforam atribuidos aos protdes 5'-H e 6’-H,
respectivamente (Tabela 12). O facto de o sindb’é® ser o Unico que ndo mostra correlagdo
HMBC com o sinal de carbono quaternério a 121,8 ppmais uma evidéncia experimental para
a atribuicdo deste sinal ao C3a, uma vez que o B-ti protdo mais distante deste carbono
quaternério (3 ligacdes). O mesmo ocorre parald Gi+e apenas mostra correlagdo com o sinal
do C7a. A experiéncia de COSY confirmou as atribesc dos sinais d&H NMR da zona
aroméatica. A experiéncia NOESY deste composto mosircorrelacdo esperada entre o sinal do
protdo do grupo formilo a 10,14 ppm e o sinal dotjw 3'-H a 8,18 ppm, reflectindo assim a
diferente disposicdo espacial do grupo indazolds duas séries de compostos. Esta diferente
disposicao espacial é também facilmente visivelpgispectivas ORTEP dos composié e

195nas Figuras 50 e 51.

A atribuicdo dos sinais dos carbonos quaternamosnyelope metilénico a 36,8 (C10) e 49,4
ppm (C13) foi feita com base nas suas correlacéesas sinais dos protdes metilicos de C19 e
C18, a 1,08 e 1,27 ppm, respectivamente, e foiuelo semelhante ao compo4dt®9 dasérie 1
(Tabelas 11 e 12). O sinal a 1,27 ppm foi atribwede protdes metilicos de C18 em virtude da
correlacdo mostrada com o sinal do C17 a 161,3 @psmal a 1,08 ppm mostrou correlagdo com
o sinal de carbono quaternario a 139,9 ppm, attibad C5. O sinal do protdo do grupo formilo,

mostrou a correlagdo esperada com o sinal do caidpaaternario a 133,0 ppm, atribuido ao C16.
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3-H 7-H 4'-H 5-H 6’-H 16-H 4-H 19-CH; 18-CH;
3 (ppm) 8,10 7,70 7,63 7,26 7,06 6,12 5,75 1,23 1,20
(brs, 1H) | (m, 1H) [ (m,1H) | (m, 1H) | (m, 1H) | (m, 1H) | (brs, 1H) | (s, 3H) (s, 3H)
C18 15,9
C19 17,0 .
20,5
29,7 .
31,1
32,5 .
33,6
33,7 .
34,6 .
35,3 .
C10 38,5 . .
C13 46,2 . °
53,8 .
55,7 . °
c7r 117,7 . °
C16 119,6
c4 120,1 . . °
C3 121,1 .
C7a 121,7 ] . . °
C6’ 122,1 . °
C4 1245
C5’ 126,4 . °
C3a 148,9 . . .
C17 151,6 . .
C5 170,6 .
C3 199,3

Tabela 13 -Principais correlagées de HMBC para o comptSt
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A andlise dos espectros de NMR do comp&Stdasérie 2(Figura 43) confirmou a atribuicao
do sinal do 3’-H a 8,10 ppm, uma vez que no espaErHMBC, além das correlagdes esperadas
com os dois sinais de carbonos quaternarios daaronaética a 121,7 (C7a) e 148,9 ppm (C3a) e
com o C4’' (120,1 ppm), tem também correlacdo caimal do C17 a 151,6 ppm (Tabela 13). A
ordem dos sinais dé&l NMR da zona aromatica (entre 7,06 e 8,10 ppm)résma do composto
190. Os sinais a 6,12 e 5,75 ppm foram atribuidos@abl £ ao 4-H, respectivamente. A principal
diferenca entre os espectros'HeNMR dos composto$90 e 196 reside na posi¢do dos sinais dos
protdes metilicos de C18 e C19. No compd$t6a ordem destes sinais € inversa a do composto
190, ou seja, o singuleto a 1,23 ppm corresponde aa®gs metilicos de C19 e mostra a
correlacdo HMBC esperada com o sinal do C5 (17pm6) @ o singuleto a 1,20 ppm corresponde

aos protdes metilicos de C18, com a correlacao H&@rada com o sinal do C17 (Tabela 13).

A confirmacgéo da estrutura dos composit®2 e 195 (Figura 43) representativos deéries le
2, respectivamente, foi feita por difraccéo de ra{o@iguras 50 e 513 Nestes dois compostos,
os anéis A/B tém fusdquasi-transe os anéis B/C e C/D tém fusérans Os substituintes
hidroxilo em C3 estéo posicionados na fAa®s anéis A, com angulos com a normal ao plano do
anel Cremer & Popfé 70,3 (16) e 71,51 (10)°, para os compod@&e 195 respectivamente. O
anel A exibe a conformacédo habitual em cadeirarigeente achatada com angulos médios de
torcdo de 35,6 (1) e 38,0 (1)°, para os compddids 195 O anel B, com dois pares de electroes
compartilhados entre C5 e C6, assume uma confommgéneia-cadeira, com angulos médios de
torcdo de 51,77 (15) e 52,63 (8)°, para os compakd@ e 195. Mais concretamente, 0s
parametros de Cremer&Pople sdo Q = 0,491 (3)A50,7 (4)° ep = 214,2 (4), para 0 composto
192e Q = 0.496 (2) Az = 50,8 (2)° ep = 212,4 (3) para 0 composi®5. O anel C exibe a
conformacéo habitual em cadeira ligeiramente ditincom angulos médios de tor¢éo 56,1 (1) e
54,8 (8)° para os compostdf?2 e 195 respectivamente. A conformagcdo do anel D pode ser
descrita como 14-envelope com P = 16,3 (3)=34,5 (2)° [P = 8,9 (2) e= 36,7 (2)° para 0
compostol95 O substituinte em C17 é equatorial para ambosoogpostos. A ligagdo C17—

N17A faz um angulo de 87,8 (2)° em relagdo & noaogblano C&P no compost®?2 e para o
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compostal95 a ligacdo C17—N17B faz um angulo de 78,36 (1i)relacdo a normal ao plano
Cremer & Pople. O &ngulo de pseudo tor¢do C19—IMB-—C18 do nucleo esterdide € de 9,55
para o compost®92 e 10,86° para o composi®5 A distancia entre os atomos terminais C3 e

C17 é de 8,684 (5) e 8,660 (5) A, para os compd€ide 195, respectivamente.

Figura 50 — Perspectiva ORTEP da estrutura molecular do ostop

192 obtida por difrac¢do de raios-X.

Figura 51 — Perspectiva ORTEP da estrutura molecular do ostop

195 obtida por difrac¢do de raios-X.
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No compostdl92 as moléculas agrupam-se em cadeia com ponteslgédnio do tipo O—
H---O unindo extremos iguais. As cadeias dispGeasdengo do eix@ com uma periodicidade
pequena de 3 elementos. No compd€§ as moléculas estdo unidas por extremos opostons co
0 &tomo de N1 do grupo indazolilo actuando comdtader. As cadeias em ziguezague, com uma

periodicidade de 14 elementos, dispdem-se ao I[dagaxob.
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2. C17 Carbamatos derivados do 2’-metilimidazole

Compostos esteroides contendo uma funcéo carbamat@l7 foram ja testados para inibi¢cdo
de enzimas relacionadas com o CP tais como a CYR14 Gi-reductas® assim como para a
inibicao de linhas celulares do ERCom base na reaccédo de alcoois com reagentesodd, N'-
carbonildiimidazole, preparou-se uma série de n@epspostos esterdides de nucleo androstano
contendo uma funcdo carbamato em €&1@s compostos assim preparados obedecem aos
principios gerais de relacao estrutura-actividagéeipmente descritos, com a particularidade de a

fungdo carbamato em C17 aumentar a distancia eanel de 2’-metilimidazole e o C17.

2.1 Estratégia de Sintese

2.1.1 Reaccéo dos alcoois com compostos do tihd'-carbonildiimidazole

A reaccdo dos compostos do tida\’-carbonildiimidazole com alcoois para formar carbtos
é ja conhecida desde 1982Contudo, trabalhos posteriores demonstraram qmerdlendo das
caracteristicas do substrato e das condi¢cbes dgawatambém € possivel a obtencdoNde

alquilimidazéis e que o processo ocorre com retedeéconfiguracéo do alcool de partidia?

Para é&lcoois alifaticos primérios e secundéarioffiveu-se apenas a obtencdo de carbamatos,
independentemente do solvente usado, acetonituloNanetil-2-pirrolidona (NMP), e da
temperatura da reaccioNo caso da reaccdo de alcoois benzilicos primé&wms o 1,1-
carbonildiimidazole (CDI), o produto obtido depend@ natureza do alcool de partida e das
condicdes reaccionais. Em geral, o uso de solvelggmonto de ebulicdo mais elevado como a
NMP, os xilenos ou a diglima, permitem temperatai@seacc¢éo elevadas, as quais favorecem a

formagdo do N-alquilimidazole. Verificou-se que sistemas beop8i ricos em electrbes
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favorecem a formacdo dd-alquilimidazdis e ndo de carbamatos. Com alco@szibicos
secundarios obtiveram-se misturas de carbamatos Meamquilimidazois e produtos de
desidratacao.

Foi sugerido que o mecanismo mais provavel paraecéo envolvia a formacao inicial do
carbamato que sofria descarboxilacdo entropia-digrea para originar &l-alquilimidazole®
Foi também proposto um mecanismo do tipo subsdituigicleofilica intramoleculaBN) para a
reaccdd’ No caso particular dog-aminoalcoois N,N-dissubstituidos, a formacdo dé-
alquilimidazéis parece ocorrer por via de um intdiario aziriding™ ** A configuracao original
do substrato é mantida e a reactividade € tantoomegnanto maior for o impedimento

estereoquimico do alcool. A participacdo do grupnna € fundamental para a obtengdoNdo

alquilimidazole porque assiste na degradacao dmaozato inicialmente formado.

4 NJL\I 0% NTN
s "
o-n N_J /1N o—K0 o4&
S f. N HN™ SN
- f N S %
carbamato
descarboxilagio A SN

entropia-dependente

¢

N-ctdgquilimidazofe

Figura 52 - Mecanismo da reaccao deBiffidroxiesteréides com o CBMI.
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A reaccdo geral do CDI com alcoois ja foi usada cemsesso na preparacao be
alquilimidazéis de interess&® Nos substratos esterdides usados neste trabalbacgio com o
1,1’-carbonilbis(2-metilimidazole) (CBMI) decorremo sentido da formacdo dos respectivos
carbamatos (Figura 525.%” A reaccéo envolve ataque nucleofilico do alcoofamo carbonilo
do CBMI, com formagé&o de um intermediario tetragadque se decompde para dar o carbamato,
com libertacdo de 2’-metilimidazole. N&o se vedficqualquer degradacdo do carbamataNem

alquilimidazole.

2.2 Resultados

2.2.1 Aplicagéo da estratégia de sintese

Para preparar os compostos pretendidos, fizerarmaeggr de varios substratos esterdides da
série androstano com um excesso de CBMI, num gehagropriado, a temperatura de refluxo,
sob atmosfera de NTabela 14, Figura 53). Para a sintese dos congd8& 207 (Tabela 14,
entradas 5-6) 211 (Figura 53), o solvente escolhido foi o dicloroame, enquanto para sintetizar
0 composto214 (Figura 53) foi usada uma mistura de acetonitdldl,2-dicloroetano para
promover a dissolugdo completa do substrato. Peracgdo com os restantes substratos foi usado
acetonitrilo. Os rendimentos obtidos variaram eag@3 e 0s 94%. A reacgao ocorreu facilmente
para os substratos escolhidos e sem necessidgg@sses finais de purificagdo a ndo ser uma

lavagem com agua.

134



Capitulo 11

Entrada Substrato Condigies de Reacgio Produto Rendimento
(%)
H
ye
H q</ |
OH e
0,
15 o
1 CBMI (1.6 eq); CH;CON seco, r ' 82
refluxo, N5 24 h PR -
” J
0 -
0 |/ N
I
OH
)
)’ND
2 CBMI (2.5 eq), CHLON seco, g8
= refluxo, M2 20h
s
v O
197 * N
203 g\ J\
N
OH U/Q
0
3 CBMI (3.5 eq), CHyUN seco. 82
refluxe, N, 37 h
s o F
198 204 (”\fN
D
OH O
0
4 CBMI (2 eq); CH;CN seco, 04
refluxo, Ny 60 h
2 il 0 i
N
199 205 @
OH
0~
g CBMI {2 eq), CH,Cl; seco, i 0 7
refluxe, N, 28 h '
8]
200 © iy
206
5 K/H\
N
OH o
§]
6 CBMI (2.3 eq);, CH:Cl, seco, 84
refluxo, N3 Sh
O = e
H 8] i
201 207

Tabela 14 -Reacc¢édo de PBrhidroxiesterdides com o CBMI.
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Para a sintese do compo&09 (Figura 53), antes de usar a reac¢do geral corBMICo
acetato de DHEAS86 foi reduzido com NaBkInuma mistura de tetra-hidrofurano (THF)/MeOH

1:1 originando o derivado B7hidroxilado208 com 82% de rendiment.

A sintese do compostil1 (Figura 53) comecou com a redugdo do compb3tbcom po de

zinco em écido acético glacfal®

Este processo constitui uma modificagdo da reackfio
Clemmensen classica, que é feita com HCI (40%)(el@hnum solvente organico, e decorreu de
forma quimiosselectiva, visto ter-se conseguidazedexclusivamente o grupo carbonilo em C3
deixando-se inalterado o grupo hidroxilo em C17.c@mposto 210 foi submetido ao

procedimento geral com o CBMI, em diclorometanoreftuxo, para originar o composgi ],

com 73% de rendimento.

Para a sintese do compogitb (Figura 53), foi necessario proteger o grupo hidiooem C3 na
forma de éter sililico para se poder preparar avaéo 17P-hidroxilado 213 com vista a
introducdo da funcdo carbamato. Assim, tratou-B8H&A 4 com cloreto de-butildimetilsililo
(TBDMSCI) em DMF, na presenca de 4-dimetilaminapbiva (DMAP) “° para se obter o
composto212, que foi reduzido com NaBHhuma mistura de THF/MeOH 1:1 para originar o
composto desejad?il3 Este foi posteriormente submetido ao procedimgetal com CBMI. A
desproteccdo selectiva do grupo hidroxilo em C3féiia com uma mistura de cloreto de
trimetilsililo (TMSCI) e 4gua a temperatura ambeergue permitiram a geracdo de HiCkitu, "
criando as condi¢cfes necessarias para a despmmaténdida. O solvente escolhido foi o etanol
devido a fraca solubilidade do substrato em acetioniO compostd®15 foi obtido com 30% de

rendimento apos purificagédo por cromatogréifiah
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4 M
CA
] OH 0”&0

Ac) Ac Ac()
186 208 82% 209 51%

OH

OH
0
. 1l i
a H =

H H
199 210 97%% 211 730
O 0 OH
v 1
HCY TBDMSCY TBIDKMSCY
4 212 0% 213 96% N
¢
i N
0
&0
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214 T9%
3
|
v N)\
OI&{}
HCY
215 3%

Figura 53 - Sintese dos compost?89, 211e215 i. NaBH,, THF/MeOH 1:1, r. t.ji. CBMI, solvente,
refluxo, N; iii. Zn, CHHCOOH glacial, 70°Ciy. TBDMSCI, DMAP, NEg, DMF; r. t.;v. TMSCI/H,O,

EtOH, r. t..
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2.2.2 Aspectos seleccionados da elucidacéo estratiudos C17 carbamatos derivados do 2'-

metilimidazole

Os produtos finais de reaccdo foram caracterizadosiR e NMR 1D e 2D. A elucidagéo
estrutural que se segue foi feita com base neitag#as e em literatura relaciondatié: *

O padréo de IR da funcdo carbamato pode ser fatiémasualizado se atentarmos no espectro
do compost®?11 (Figura 53). A energia de vibracdo da ligagdo Gy@rece como uma banda

forte a 1751 ci (Figura 54). Para a ligacdo C-O, é visivel umdebandas a 1149 e 1273tm

102

i Lkt W | I niiniinian e TP " Y T Ho10n

o N 4 ) i
| T

04

(% T)

Cc-.0

02

O-CON

o0

3400
3200
3000
2500 4
2600
2400
2200
2000
1500
1600
1400
1200
1aaa
500
600

titrern de onda (o)

Figura 54 — Espectro IR do compospd 1

A regisio aromatica do espectro #:NMR deste tipo de compostos consiste num conjdato
dois sinais, 6,83 (brs, 1H) e 7,31 (brs, 1H), apondentes aos protdes aromaticos do anel de 2'-
metilimidazole, conforme se pode avaliar pela Figs que corresponde ao espectroHiBIMR
do compostd®02 escolhido como exemplo (Tabela 14, entrada 1)in@l & 2,61 (s, 3H) ppm
corresponde aos protdes metilicos do anel de Alimiglazole. Os singuletos a 0,91 e 1,17 ppm,

integrando 3 protbes cada, foram atribuidos ad®@sanetilicos de C18 e C19, respectivamente.
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Os sinais do protéo olefinico 4-H e dax3M encontram-se a 5,70 e 4,78 ppm, respectivamente,

cada um integra 1 protéo.

7317
6.830
5704
47812
2617
1.174
0917

LTT €
4 FTT L
20T

ppm (1)

Figura 55 — Espectro d&H NMR do compost@02

O espectro dé’C do compost®02 mostra 8 sinais de valor desuperior ao do CDGlque
foram convenientemente atribuidos por HMBC (FigbaTabela 15). No total de 24 atomos de
carbono da estrutura, 6 correspondem a carbondsergaeos, conforme se pode avaliar pela
experiéncia de DEPT 135 (Figura 57). Estes carbest@® devidamente assinaladasegrito na

Tabela 15.
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Ny

199240
170424
149.332

127510
86477
53529
40019
42743
38512
36.580
35.650
35315
33.847
32576
31.326
27.339
23.357
0414
17.344
16.778
12.369

S a7ss
T 124003
Tre—— 113.046

200
ppm (i)

Figura 56 — Espectro d&C NMR do compost@02
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Figura 57 — DEPT 135 do composg?2
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5-H 4'-H 4-H 170-H 2'-CHs 19-CHs 18-CHs
3 (ppm) 7,31 6,83 5,70 4,78 2,61 1,17 0,91
(brs, 1H) (brs, 1H) (brs, 1H) (m, 1H) (brs, 1H) (brs, 1H) (brs, 1H)
c18 12,3 .
2'-CHs 16,7
C19 173 .
20,4
23,3
273 .
31,3
32,5 .
33,8
35,3
35,6
36,5 .
C10 38,5 o .
Cc13 42,7 o .
49,9 .
53,5 o
Cc17 86,4 .
C5' 118,0 .
c4 124,0
c4' 127,5 . o
c2 147,8 o o .
0oCcO 149,3 .
C5 170,4 o .
c3 199,2 .

Tabela 15— Principais correla¢gdes de HMBC para o comp28

O espectro de HMBC mostrou que ambos 0s sinaiuia aromatica do espectro e NMR
tém correlagdo com um sinal de um carbono quaieradt47,8 ppm e que o sinal a 7,31 ppm
tem correlacdo com um sinal d& a 127,5 ppm, que foi atribuido com base em fiteaa
relacionada com sendo o C4’ (Tabela %) Assim sendo, o sinal a 7,31 ppm corresponde ao
5-H e o sinal a 6,83 ppm corresponde ao 4'-H. f@gleto a 2,61 ppm mostrou correlagdo com
o0s sinais dos carbonos aromaticos C4’ e C5’ e loocar quaternario a 147,8 ppm. Este ultimo foi

assim atribuido ao C2’ do anel de 2’-metilimidaz@ecarbono quaternario a 149,3 ppm mostrou
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correlagdo exclusivamente com o sinal de.-H e foi por isso atribuido ao carbono do grupo
carbonilo da fung&o carbamato (O
O sinal de"®C a 170,4 ppm foi atribuido ao C5 em virtude dacwaelacido com o sinal del

NMR a 1,17 ppm, correspondente ao protdes metitledS19 (Tabela 15). Por sua vez, o sinal de
'H NMR dos protdes metilicos de C18 a 0,91 ppm roasdr correlagio esperada com o sinal de
%C NMR a 86,4 ppm, atribuido ao C17. Os sinais dobanos quaternarios a 38,5 e 42,7 ppm
foram atribuidos ao C10 e ao C13 em funcdo das cuwaslacdes com os protdes metilicos de
C19 e C18, respectivamente. Para o sinal do pmitEftico 4-H obtiveram-se as correlacdes

esperadas com o C19, C10, C5 e C3.

A atribuicdo dos sinais dos protdes olefinicos dompostos203 206 e 207 (Tabela 14,
entradas 2, 5 e 6) foi feita por analise conjumis espectros das estruturas. O espeetidMR
do compost®06, um derivado 1,4-dieno, mostra um duplo dubleo24 ppm, dd; = 10,2 Hz e
J, = 1,8 Hz e um dubleto a 7,05 ppm, cdms 10,2 Hz (Figura 58). O sinal de valor &enais
baixo foi atribuido ao 2-H que tem assim uma caonetde acoplamento elevado (10,2 Hz) com o
1-H e um acoplamento mais fraco com o protdo matarte 4-H (1,8 Hz).

O espectrdH NMR do compost@07, um derivado 1-eno, valida esta atribuicdo (Fidi®a O
duplo dubleto deixa de ser visivel no espectro gtade de ndo haver protao 4-H olefinico e este
passar a exibir dois dubletos (5,85 e 7,11 ppmjathstante de acoplamento vicinal 10,2 Hz. No
caso do composto anterior, a dupla ligagdo em Gdapelmente provoca uma distor¢do no anel
A gue adquire uma disposi¢éo espacial que pernamoplamento entre o 2-H e 0 4-H. O mesmo

j& ndo acontece no compogiy7.
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Figura 58 — Pormenor do espectro ¢ NMR do compost@06

LE0 ~|:
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Figura 59 — Pormenor do espectro ¢ NMR do compost@07.

A atribuicdo do sinal a 7,11 ppm no espectrédHI&MR do compost®07 ao 1-H (Figura 59)
foi confirmada na experiéncia de HMBC (Figura 8D)singuleto a 1,02 ppm, integrando os 3
protdes metilicos de C19 mostra correlacdo comnal sie’*C NMR a 158,0 ppm, identificado
como o C1 que estd a distancia de 2 ligacdes, &mmostra correlagdo com o sinal a 127,8 ppm,
que corresponde ao C2 a 3 ligagBes de distancia. dfsbuicdo esta de acordo com literatura

relacionad&?
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O singuleto a 0,92 ppm corresponde aos protdedicostide C18 e mostra a correlagdo
esperada com o sinal do C17 a 86,8 ppm (Figura®@0jalor ded dos carbonos 10 e 13 foi
atribuido em virtude da correlagdo dos sinais dostdps metilicos de C19 e C18,
respectivamente, como sendo 38,9 e 43,0 ppm. Eaiisdvel na Figura 60 a correlacdo do
multipleto a 4,80 ppm, correspondente ao-H com o sinal dé°C do carbono carbonilico da
fungdo carbamato a 149,6 ppm e com o sinal do OX3nal dos protdes metilicos do anel de 2’-
metilimidazole a 2,65 ppm mostra as correlagfesrasias com os sinais a 118,3 127,7 e 147,1

ppm, correspondentes a C5’, C4’ e C2'.
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Figura 60 — Pormenor do espectro de HMBC do comp@sfo

As posicdes dos sinais dos protbes 1-H e 2-H maa&no espectro dél NMR do composto

203 (Figura 61). Neste caso, o duplo dubleto do 26J04 ppm sobrepde-se ao sinal do 4-H. O
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sinal do 1-H é um dubleto a 7,06 ppm, cdrx 10,2 Hz. Os sinais dos protbes 6-H e 7-H

aparecem sobrepostos como um multipleto a 6,28 ppm.

[
01

= 207
2

ppm (11}

Figura 61 — Pormenor do espectro ¢ NMR do compost@03

A confirmag&o da estrutura dos composi04 e 205 (Tabela 14, entradas 2-3) foi realizada por
difraccao de raios-X (Figuras 62 e 63). No comp@&ibexistem duas moléculas independentes,
cujos atomos sdo designados respectivamente pelaes A e B enquanto no compo&a5

existe apenas uma molécula independente.

Em ambos os compostos, os anéis A/B tém fgs@si-trans e os anéis B/C e C/D tém fuséo
trans Os atomos O1 (O1A e O1B) ligados a C3 (C3A e G&ijio posicionados na fagedos
anéis A, com angulos de Cremer & Pébtie 66,3(1)° no composBi5, e 79,8(2)° (C3A-01A) e
79,8(2)° (C3B-03B) no composZD4. No compostd204 o anel A, com 2 pares de electrbes
partilhados entre C4 e C5, adopta uma configuragdioneia-cadeira, 0 mesmo acontecendo no
anel B, em que C6 e C7 partilham também 2 pareted&Ges. A configuracdo do anel C, por sua
vez, € em cadeira distendida, e a do anel D é emlape. No compostd05, as configuracdes

dos varios anéis sdo semelhantes as do comp@4to
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Figura 62 — Perspectiva ORTEP da estrutura molecular do ostag04

obtida por difraccao de raios-X.
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Figura 63 — Perspectiva ORTEP da estrutura molecular do ostof205

obtida por difraccao de raios-X.
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A funcd@o carbamato na molécula B do compad®®d apresenta uma conformagdo muito
semelhante a do mesmo grupo no comp@6t® Os angulos de tor¢do da fungdo carbamato no
composto 204 sdo, para a molécula A C1l6A-C1l7A-O2A-C20A 1432(2¢
C13A-C17A-02A-C20A -99,4(3)°, e para a molécula BSB-C17B-02B-C20B 73,1(3)° e
C13B-C17B-02B-C20B -168,9(2)°, mais parecidos cen@mgulos de tor¢do equivalentes do

composta05 C16-C17-02-C20 86,6(2)° e C13-C17-02-C20 -15%2(1

No compostd®204 cada molécula A liga-se a uma molécula B vizinhagmtes de H do tipo
C-H-0O, em que os atomos O2A e O2B nao estao envolvdtosompost@05, os atomos O1 e
03 estao envolvidos em pontes de H do tipo C€H respectivamente com os atomos C24 e C19

das moléculas vizinhas, formando uma rede compleXayac6es hidrogénio.
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3. Conclusoes

As estratégias de sintese escolhidas inicialmengerf bem sucedidas permitindo a preparacéo
de uma série de 15 novos compostos esterdidesctorandrostano, funcionalizados em C17. As
suas estruturas foram elucidadas por recurso asvé#cnicas entre as quais se destacam o IR, a

NMR 1D e 2D e a difracgéo de raios-X.

A reaccdo chave na preparacdo dos derivados daoledd91-196 foi a substituicdo
nucleofilica vinilica de um derivado cloroformilad87 o qual se obteve através da reacgdo do
reagente de Vilsmeier com o compo%86. A reaccao permitiu a obtengéao de dois produtes qu
diferiram entre si no atomo de N que se liga ao @i nucleo esterdide, os quais originaram em
reaccdes subsequentes os composteeida 1191-193e série 2194-196 Entre as estratégias de
desformilacao disponiveis, apenas o uso de um exmmlationico com ligandos de fenilfosfina
[Rh(dppp}]CI permitiu a obtengcédo dos produtos desejat®t e 194 A hidrolise alcalina do
grupo JP-acetilo originou os compostoP-Bidroxilados192 e 195 A reaccdo de Oppenauer

permitiu preparar os derivados 3-0x0-4-4893 e 196.

Para a sintese dos carbamatos derivados do 2imeéizole 202-207 209, 211 e 215, foi
explorada a reaccdo do CBMI com vérios substraster@des 1f-hidroxilados. A reaccéo
originou invariavelmente como produto final um @rato, com bons rendimentos e facilidade

de recuperacéo dos produtos obtidos.
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1. Inibicdo da CYP17

Para avaliar o potencial inibitério dos compostogetizados sobre a actividade da CYP17
utilizou-se o ‘Acetic Acid Releasing AsSaiAARA). Como padrdes de comparacao foram usados
0 cetoconazolll e o VN/85-146. O ensaio foi realizado em células humanas de(203T)
transfectadas, de forma néo permanente, para sapeesa CYP17 humana, usando {-17a.-
hidroxipregnenolona como substrato. O valor dep I@s compostos mais promissores foi

determinadd: 2

1.1 O “Acetic Acid Releasing Assay” ou AARA

A avaliacdo prospectiva de inibidores da CYP17 tdo feita essencialmente por técnicas
diferentes que incluem o uso de substratos radioscentre os quais se destacam a {H]2>°
[7a-°H]-,° [4-**C]-"*® progesterona ou pregnenolona e a fHR**° [1,2,6,7°H]-,"*"** *[7a-
3H]-, 8 2131 [4-1%C]-%2 17a-hidroxiprogesterona ou #&zhidroxipregnenolona. Nos primeiros
métodos reportados, os substratos marcados eramredios a um tampéo fosfato e a um sistema
gerador de nicotinamida adenina dinucleétido fosfBtADPH). A reac¢do era iniciada por adicao
da enzima microssomal e incubagdo na presencaae&#ncia dos compostos a avaliar, por um
periodo de tempo adequado, a 34°C, ao ar, e termicam a extraccdo dos esterdides com
solvente organico. Para a separacdo dos produhass fida reaccdo enzimatica usava-se
cromatografia em camada fina (TLEJ ! 18 17 20 2833 romatografia em coluda? *> *°ou
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLCY'% 1> 18 21,2327, 2931 370 5 radioactividade das
fraccBes assim recolhidas era lida no final do ien$&i também reportado o uso de HPLC sem

recurso a substratos radioactivb® A absorvancia caracteristica da dupla ligacdo e C

conjugada com o grupo carbonilo em C3 dos substestieroides gerados a partir da progesterona
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8, a 240 nm, revelou-se suficiente para a sua dicagfio. Foi também reportado o uso de

radioimunoensaio%.’*

Consoante o substrato inicial, assim era deterrairmdctividade da CYP17 pretendida. A
actividade 1@-hidroxilase podia ser calculada a partir da prisgesa 8 como substrato,
correspondendo a producédo dexd¥droxiprogesteron®, AD 10 e testosteron& enquanto a
actividade G ¢liase corresponderia & producdo de ADe testosteroné. Se o substrato usado
fosse a pregnenoloria a actividade 1a-hidroxilase era calculada com base na producdade
hidroxipregnenolone8, DHEA 4 e androst-5-enof317B-diol enquanto a actividade;Ggliase
corresponderia & producdo de DHBAe androst-5-enof317p-diol (este ultimo metabolito é
gerado nas condicdes do ensaio em presenca deantegexcesso de NADPH)Quando se
usava ld@-hidroxipregnenolona ou 1&-hidroxiprogesteron® como substratos, a actividade
Ci70liase podia ser calculada a partir da producdBIEA 4 e androst-5-enof3173-diol, ou

AD 10 e testosteron@, respectivamente.

Uma alternativa rapida e simples a estes ensaoSARA. O principio do AARA foi reportado
inicialmente com a [21!C]-17a-hidroxiprogesterona e a [21¥C]-progesterona como substratos
para analisar exclusivamente a actividade,giase nos microssomas testiculares de rato, pela
quantidade de [21C] 4cido acético formado. Mais recentemente, Bretlil. estabeleceram um
novo protocolo para o AARA que usa [H}17a-hidroxipregnenolona como substrato e a
actividade G;,¢liase é medida pela quantidade 4] [acido acético libertada durante a clivagem

da cadeia lateral do substrato para dar DHMERigura 64)." 2%
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CYPI7 (liase) +  sCH-COOH

HOY

Figura 64 — Reaccao fundamental do AARA.

O substrato radioactivo ndo esté disponivel comkeneinte mas pode ser preparado conforme
descrito por Akhtaet al.* Este ensaio é comparavel em termos de precigébikdade a técnica
de HPLC'® " Apesar de considerar apenas a actividagesGase, o0 AARA é um bom indicador
da inibicdo da actividade enzimatica total. A a®licinética da CYP17 de microssomas
testiculares humanos mostrou que a actividaggs@ase caracteriza a totalidade da inibicdo da
enzima. Nas condi¢des usadas, verificou-se aindaqctividade G gliase foi mais susceptivel

aos inibidores testados do que a actividadeHidroxilase’

Idealmente, deveria usar-se enzima humana na ¢adal@e inibidores da CYP17. Contudo, o
facto de apenas se poder usar tecido pos-ciruigiediato para isolamento dos microssomas
(geralmente de pacientes orquidectomizados) e s amicrossomas apresentarem grande
variabilidade na concentragédo de enzima apos anssito, fez com que CYP17 de outras fontes

fosse usada para o efeito. Assim, além da enzimeaha " 14 16 17, 2023, 26, 27, 37, 39-41, 43481 53, 56,

57, 59, 61-65, 67, 68, 70, 72, 74-76, 78ﬁaram também usadas a de f%ﬂé_]j' 19, 23, 28, 32-38, 40, 42, 51, 54, 55,597 60, 64-

69, 71-73, 82, 84 &2, 24-27, 29-31
)

macac cao® boi*® e porcd® ' **Os resultados obtidos em modelos de
estudo ndo humanos ndo podem, contudo, ser exomsoldirecta e inequivocamente para a
enzima humana. Conforme referido anteriormentesapeo elevado grau de homologia entre a
CYP17 das diferentes espécies e a do Homem, aleseapam diferencas enzimaticas importantes

tais como a actividade preferencial para um dos dobstratos possivés? O isolamento do

cDNA da CYP17 humand °* e a sua expressdo em sistemas heter6logos coratascél
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eucaritticas e estirpes de bactérias comBo@li foram passos muito importantes para a melhoria
das técnicas de avaliacéo de inibidores da CYPL?.'" > 7% 8 8oje em dia, a combinacdo do
uso do AARA com a expressdo da CYP17 humana nosmsis acima descritos, constitui

provavelmente a forma mais rapida e eficiente pasteito.

Para este trabalho, o sistema de expresséo escéthid linha celular 293T, originaria de rim
humano. Estas células tém rapido crescimento em deecultura, além de uma elevada taxa de
transfec¢cdo com o plasmideo recombing@®NA3HmMod17(Hig) que inclui o cDNA da CYP17
humana’ As células foram transfectadas com este plasnféteforma néo permanente) usando o
método do fosfato de célcid.® Este tipo de transfeccédo envolve a preparaciardesolucio
aquosa do plasmideo e Ca@l qual é adicionada a uma solu¢éo de tampéo salipase de
fosfatos, de forma controlada, e de maneira a pieraigradual incorporacdo de oxigénio na
mistura. Apds incubacgéo a temperatura ambienteafeg@num precipitado constituido por DNA
coprecipitado com fosfato de célcio, que é adiglonas células e é por elas endocitado ou
fagocitado. Uma vez dentro das células, o DNA éstrato em mRNA e traduzido em proteina
funcional, neste caso CYP17. O substrato radicactascolhido foi a [2£H]-17a-
hidroxipregnenolona. Neste ensaio, o controlo sET® a conversao total do substrato tritiado
adicionado inicialmente em DHEAcom libertacdo de’fl] acido acético. Se houver inibicdo da
actividade desencadeada pelos compostos a testapreduzida uma quantidade inferior ] [
acido acético, o que se traduzira em menor raduwdetie associada. Como padrbes internos
foram usados o cetoconaZdl e o VN/85-146. O valor de IG, dos compostos mais promissores

foi determinado.
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1.2 Resultados

1.2.1 Derivados do indazole

Os compostod91-196foram inicialmente testados na concentracdo deM.pPara a inibicdo da
CYP17 humana expressa por células 293T. Os congpoétinibiram eficazmente a enzima, ou
seja, nado foi obtida inibicdo da actividade enzicaétle pelo menos 30%, em relagédo ao controlo,
a esta concentragéo (Figura 65 e 66). Como talfarédm seleccionados para célculo posterior do

valor de 1G,. Como padrdo interno usou-se o VN/8% que & mesma concentragdo inibiu

totalmente a actividade da CYP17.
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Figura 65 — Efeitos dos compostd®91-193na inibicdo da CYP17 em células 293T. Os resudtdoi@am

analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,01 relagimcontrolo. As barras representam o erro padrdo da

média (SEM).
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Figura 66 — Efeitos dos compostd®94-196na inibicdo da CYP17 em células 293T. Os resudtdoi@am

analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,01 relagimcontrolo. As barras representam o SEM.
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1.2.2 C17 Carbamatos derivados do 2’-metilimidazole

Os composto202-207 209 211 e 215 foram inicialmente testados na concentracdo deM.O
para a inibicdo da CYP17 humana expressa por séA9aT. Os compostd)6 e 215 inibiram
actividade enzimética em mais do que 30% em relagacontrolo a esta concentragéo, e foram
por isso seleccionados para célculo dos respeciaioses de 16 (Figura 67). O compostdl5

foi 0 mais potente com um valor desjCle 11,5uM seguido do compost®06 com um valor de

ICso de 17, 1uM.
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Figura 67 — Curvas de I§ para os compost@06 e 215 (células293T-CYP17) A andlise foi feita por
regressdo néo-linear usando o GraphPad Prism @&tdphPad Software Inc., San Diego, CA3

barras representam o SEM.
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2. Ligacao ao receptor de androgénio

Para avaliar a capacidade de os compostos sintesizee ligarem ao AR, foi realizado um
ensaio de ligagdo competitiva com o androgéniadidt metiltrienolona®H]R1881. Para o efeito,
foram escolhidas as células LAPC4 e LNCaP, queesspm o AR original e mutado,
respectivamente. A afinidade dos compostos par&® doh comparada com a do antiandrogénio

bicalutamida (Casod&" *

2.1 Ensaio de ligacdo competitiva ao receptor de drogénio

Os ensaios de ligagdo competitiva a um receptdraava sua afinidade para um determinado
composto na presenca do seu ligando natural. Goe@s@alizado com concentragdes crescentes
do composto a testar em presenca de uma concentagétante de ligando natural radioactivo,
previamente calculada como sendo suficiente patarasaos receptores em causa, numa
determinada linha celular. Um dos aspectos mdisasideste tipo de ensaio é a possibilidade de
ocorrer ligacdo nao especifica. Diz-se que a lig@éspecifica se 0 composto se ligou ao receptor
em estudo. A ligacdo do composto a outros locaés iio o receptor (membrana das células,

outros receptores ou transportadores na célul@risatde ensaio) diz-se ndo especifica.

Para determinar a afinidade dos compostos sintletizpara o AR, escolheram-se as células
LAPC4 e LNCaP, derivadas de metastases de CP hymanwdulo linfaticd*®® Estas linhas
celulares diferem no tipo de AR que expressam. éalas LAPC4 contém o AR original
enquanto as LNCaP contém um AR mutado que é promisau seja, pode ligar-se e ser
estimulado por outros ligandos que ndo apenas aDigfacas a uma mutacdo associada a regiao

de ligacéo a ester6id&s?” *®A mutacdo consiste na troca de um residuo deitr@@mhr877) por

alanina (T877A).
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Para 0 ensaio, 0 substrato radioactivo escolhidooff’H]JR1881, um androgénio sintético
tritiado comercial. A concentragdo de saturacacsar tinha sido jA previamente determinada
como sendo 5 nNi- *° Para saturar os receptores de glucocorticoide$ éGRogesterona (PR)
usou-se o acetonido de triancinolona na concermirdedl M. Para determinar a ligagdo nao
especifica foi usada DHT ndo radioactiva. Nas condi¢cdes do ensaio, a retiigdade lida
corresponde a uma radioactividade remanescents (aptcdo do excesso de meio radioactivo)
resultante da lise celular. Em presenca do substmitiado PH]JR1881 e acetonido de
triancinolona, a radioactividade lida no final eiesaio € o somatério das ligagbes especifica e

inespecifica (Figura 68).

a b ¢

(\5 Acetonido de

Ii ) Iermbrana celular AR A iriancinolona
GE., FE.

(] o= © [H-RIs8!

Figura 68 — Determinacdo da ligacdo especifica e ndo egmeaib ensaio de ligacdo ao AR.
Saturagaob. Eliminagdo do excedente de composto radioactivhise celular e leitura da radioactividade

remanescente (ligacéo especifica e ndo especifica).
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Quando a DHT7 esta também presente e uma vez que a sua comgéentarresponde a um
grande excesso em relacdo a #§R1881, virtualmente todos os receptores dispiigstardo
ligados & DHT7, sendo a radioactividade remanescente lida camegmte a ligacdo nao

especifica de’lH]R1881 (Figura 69).

O o
6%5
@P o

(\5 Acetonido de

Ii ) Iermbrana celular AR A iriancinolona
GE., FE.

O DHT D ’ O [H-R1831

Figura 69 — Determinacdo da ligacdo ndo especifica no ertaitigacdo ao ARa. Saturacaop.
Competicdo com o ligando natural DHT c. Eliminacéo do excedente de composto radioactivdiise

celular e leitura da radioactividade remanescéigéc@io ndo especifica).

Em presenca dos compostos a testar, ha competité® @ composto e ¢’H]R1881 para
ligacdo ao AR pelo que, se o composto mostrar fio@ade para o receptor, conseguira deslocar
uma maior quantidade déHJR1881 do receptor, que é removida com a lavadeigula 70).
Valores mais baixos de radioactividade final esté&sjm, associados a uma maior capacidade de

remogao do androgénio natural do seu receptor afbindade do composto teste.
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A subtraccdo do valor obtido no ensaio com a DHpermite obter os valores de ligacdo

especifica associados ao composto a testar e &oloon

A afinidade da bicalutamida (Caso8¥para o AR em ambas as linhas celulares foi também

avaliada. Para os compostos mais promissores fdeteanminados os valores dedzC

0 o
® Qb @ ©
®© Q
o) A 5 i

Acetonido de
Memnbrana celular (\5 AR A triancinolona
() Composto D GR, PR o  [H-R1831

Figura 70 — Ligacdo ao AR, ensaio de competi¢cdo entre o ostope o radioliganda. Saturagaob.
Competicdo como composto teste;Eliminacdo do excedente de composto radioactivhise celular e

leitura da radioactividade remanescente.
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2.2 Resultados

2.2.1 Derivados do indazole

2.2.1.1 Células LAPC4

Entre os derivados do indazdl®1-196testados para ligagdo ao AR das células LAPC4, os

compostod 93 e 196 mostraram valores de ke 5,7 e 5,M, respectivamente (Figura 71).
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Figura 71 — Curvas de Ef para os compostak93 e 196 (células LAPC4). A andlise foi feita por
regressdo néo-linear usando o GraphPad Prism @&tdphPad Software Inc., San Diego, CA3

barras representam o SEM.
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O deslocamento do®HJR1881 do AR obtido em presenca dos restantes ostop na

concentracao de oM néo foi de, pelo menos, 30% quando comparadoceator do controlo.

2.2.1.2 Células LNCaP

Nenhum dos compostd®91-196foi seleccionado para determinacdo dos valoreE@g na
ligacdo ao AR das células LNCaP. O deslocament{’ld[iR1881 do AR obtido em presenca

destes compostos na concentracédo del5nao foi de, pelo menos, 30% em relagdo ao \@dor

controlo (Figura 72).

110+
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Composto (5 LM)

Figura 72 — Ligacéo dos compostd®91-196ao AR das células LNCaP. Os resultados foram saus

por ANOVA (Dunnett): * p < 0,01 relagdo ao controfs barras representam o SEM.
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2.2.2 C17 Carbamatos derivados do 2’-metilimidazole

2.2.2.1 Células LAPC4

Entre os compostag02-207 209, 211 e 215 testados para ligagdo ao AR das células LAPC4
apenas o compost®dll ndo foi seleccionado para calculo do valor dgoHGna vez que, o
deslocamento d6HJR1881 do AR que se obteve em presenca gl Sle compost@11, néo foi
de, pelo menos, 30% em relacdo ao valor do coni@sovalores de Egforam calculados para os
restantes compostos de acordo com as Figuras 73-75.

Entre os compostos com maior afinidade para o ARcéhilas LAPC4 destacam-se 0 composto

205e o0 compost@09 com valores de Ede 0,2 e 0,3M, respectivamente (Figuras 74 e 75).
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Figura 73 — Curvas de Ef para os composto802-204 (células LAPC4). A analise foi feita por

regressdo néo-linear usando o GraphPad Prism @&tdphPad Software Inc., San Diego, CA3

barras representam o SEM.
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Figura 74 — Curvas de Ef para os composto805-207 (células LAPC4). A analise foi feita por

regressdo néo-linear usando o GraphPad Prism @&tdphPad Software Inc., San Diego, CA3

barras representam o SEM.
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Figura 75 — Curvas de Ef para os compostdg09 e 215 (células LAPC4). A analise foi feita por
regressdo néo-linear usando o GraphPad Prism @&tdphPad Software Inc., San Diego, CA3

barras representam o SEM.

2.2.2.2 Células LNCaP

A afinidade dos compost@02 e 205 para 0 AR mutado das células LNCaP foi a melhor na
série com valores de BLCde 0,4 e 0,3tM, respectivamente (Figura 76). O deslocamento do
[*H]R1881 do AR que se obteve em presenca gl 5los composto803, 209 e 211, néo foi de,
pelo menos, 30% em relagéo ao valor do controlae@gltados para os composgi?, 204-207

e215estdo representados nas Figuras 76 e 77.
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Figura 76 — Curvas de E£ para os compost@02 204 e 205 (células LNCaP). A andlise foi feita por

regressdo néo-linear usando o GraphPad Prism @&tdphPad Software Inc., San Diego, CA3

barras representam o SEM.
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Figura 77 — Curvas de E£ para os compost@06, 207e 215 (células LNCaP). A andlise foi feita por

regressdo néo-linear usando o GraphPad Prism @&tdphPad Software Inc., San Diego, CA3

barras representam o SEM.
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3. Transcricdo mediada pelo receptor de androgénimutado

Para avaliar o efeito dos compostos que demonstreapacidade de ligagdo ao AR das células
LNCaP sobre a transcricdo por este mediada, usauessaio da luciferase. A actividade da
luciferase foi usada para medir a actividade trgmsonal do AR ou, mais especificamente, foi
usada para estudar a resposta do promotor,ARRResenca dos compostos referidos em presenca

e na auséncia do substrato natural DHT

3.1 O ensaio da luciferase

O uso de genes reportadores € um método converdenidentificar e analisar a actividade
transcripcional de sequéncias regulatérias deesser (especialmente promotores) em células em
cultura® A sequéncia regulatéria a estudar é acopladayéatrale métodos classicos de
recombinacgdo, ao gene reportador num mesmo veetexgtessdo. O recombinante resultante é
depois introduzido numa linha celular adequada @nsglea expresséo é detectada por medicdo do
MRNA reportador ou da proteina reportadora, ou aso ale reportadores para enzimas, por

determinacéo da actividade catalitica relevahte.

O gene da luciferase é um gene reportador de elpm&ue é mais sensivel do que outros genes
reportadores também habitualmente usados, comcetdtraosferase do cloranfenicol (CAT),
permitindo a andlise de promotores fracos e o espeduenas quantidades de DNA e de células
em estudos que envolvem transfec¢Be@sactividade da luciferase pode ser medida pturide
luminescéncia produzida a 560 nm e é facilmentewt&gel em placas de 96 pocos, permitindo
testar uma grande quantidade de compostos em &imaolt

E a actividade da luciferase que faz brilhar odlapipos no escuro. Com a excepcdo do

pirilampo e de alguns organismos marinhos, o genduciferase ndo se encontra nas células
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eucaridticas e € por isso um excelente reportadstentipo de ensaios. O gene da luciferase
original pertence a®hotinus pyralis Desde que a sua utilidade foi estabelecida pdivdeet

al.'® em 1987, este gene tem sido modificado de formacdeacteristicas desejaveis como
maiores niveis de expressao, diferente cinéticgprdducdo de luz e maior estabilidade da

actividade enzimatica. Existem hoje disponiveis @mmlmente vectores contendo um cDNA de

luciferase altamente optimizado, entre os quaéia pGL da Promeda.

Em presenca de Mge oxigénio, a luciferase cataliza a reaccéo diéehita com o ATP para
produzir uma forma oxidada de luciferina (a oxiledna) e adenosina monofosfato (AMP), com
emissdo de luz, que pode ser lida a 560 nm (Figi8as 79). O Dual-Glo Luciferase Assay
System da Prome@d” usa a luciferase do pirilampo e uma outra lucifierde um organismo
marinho Renilla reniformi3 de uma forma integrada, o que permite que a ansrva de
reportadora da sequéncia em estudo, e a segumdalsicontrolo interno, com a dupla funcéo de
permitir normalizar as diferencas na transfeccdegmocos da mesma placa e de distinguir se a
resposta celular € ou ndo especifica. Para taiélatas escolhidas séo duplamente transfectadas
com um plasmideo que tem a sequéncia regulatoiistetesse acoplada ao gene da luciferase do
pirilampo, e com um outro plasmideo que expressa aatividade constitutiva, neste caso a

actividade luciferase deenilla
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Figura 78 — Reaccao de bioluminescéncia catalisada peliedase.

As duas luciferases tém origens evolucionariagntést e as enzimas que codificam sdo muito
dispares assim como o0s substratos que usam. Ambasifmediatamente activas apos translacédo
porque ndo requerem modificacdes poés-translaciorss actividades enzimaticas das duas
luciferases podem ser lidas de forma sequencidiosque a actividade da luciferase de pirilampo
é estimulada por um reagente e praticamente initadgtalidade por outro, que simultaneamente
despoleta a actividade da luciferaseRamilla Esta Gltima usa a coelenterazina que converte em
coelenteramida na presenca de oxigénio, com lit@otale CQ@ (Figura 78). Desta forma, um
aumento na actividade da sequéncia regulatériasemd@ € acompanhado por expressdo do gene
da luciferase do pirilampo, que imediatamente saifesta pela actividade da luciferase e
producdo de luz. Neste ensaio, se ocorrer dimiouidéd actividade da luciferase mas a
luminescéncia associadaRenilla se mantiver constante, o efeito pode consideraspecifico,
ou seja, justificado pela inibicdo da transcricdiamda pelo factor em estudo. Em contrapartida,
se houver diminuicdo concomitante das duas actieslao efeito € inespecifico (morte celular,

inibicdo do crescimento celular, nimero inicialcddulas variavel). A normalizacdo das leituras
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em relacdo a actividade da luciferaseRemilla é ainda uma forma de garantir que as diferencas

nos resultados obtidos ndo dependem da eficiéedimdsfecgédo de cada poco.

Neste estudo, usou-se o vector pGL3 da Profiegentendo o cDNA de luciferase. Neste
vector foi introduzido o promotor a estudar ARRRuja funcdo € iniciar a transcricdo de genes
especificos da prostat&: ' Desta forma criou-se o plasmideo recombinante ARR com o
gual se transfectaram as células LNCaP, usandsslymeas catidnicos. Neste tipo de transfeccao,
o DNA a ser introduzido nas células € complexadmspdipossomas cationicos gracas as
interaccdes com os grupos fosfato carregados nagagnte que possui, e € depois captado pelas
células ou por interaccdo com as cargas negatizasmdmbrana ou por endocitdde.

Conjuntamente com este plasmideo, as células flanaimém transfectadas com o vector pRL-null

contendo o cDNA d&enilla reniformis usado como controlo interno.

O efeito dos compostos sobre a transcricdo megieldeAR das células LNCaP foi estudado na
presenca e na auséncia de DHTRA luminescéncia foi medida de forma sequencidi@ro para
a actividade da luciferase e depois para a actleidia luciferase dBenilla Os valores obtidos
foram normalizados em relagéo a actividade daduesfe dérenillae expressos em percentagem
do controlo. O aumento d&¢&lative Light Units(RLU) em relagdo ao controlo representa, neste
ensaio, estimulacdo da actividade transcripcionahld com consequente expresséo da luciferase
e producédo de luz. Esta resposta ocorre sempre qamposto a testar tenha actividade agonista
do AR, ou seja, por ligacdo ao AR origine a dissp@o deste das HSP, a sua dimerizacdo e
translocacgédo para o nucleo, iniciando assim adragd® por activagdo do promotor AR{Figura

79).



Avaliacéo biologica dos novos compostos sintetigado
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Figura 79 — Fundamento do ensaio da luciferase.

3.2 Resultados

3.2.1 Derivados do indazole

Uma vez que os compost®91-196n&do demonstraram capacidade de ligagdo ao AR mutad

das células LNCaP, néo foi estudado o seu efeitcanacricdo mediada por este receptor.
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3.2.2 C17 Carbamatos derivados do 2’-metilimidazole

As Figuras 80 e 81 representam os resultados abtidoensaio da luciferase, com dois dos
compostos desta clas®@2 e 207, a titulo de exemplo.

Quando comparada com o controlo, a estimulacacadadricdo mediada pelo AR nas células
LNCaP pela DHT7 na concentracdo de 5 nM foi de cerca de 87 e @idsvsuperior, nos ensaios
com os compostdd02 e 207, respectivamente (Figuras 80 e 81).

Nas concentracfes de 0,1 @M, em presenca de DHT, a transcricdo mediada pelo AR foi
123 e 105 vezes superior quando comparada comtmimmara o compost202 (Figura 80). No
caso do compostd07, a transcricdo aumentou de 208 e 395 vezes egécelo controlo, nas

concentracoes de 0,1 pM de composto, respectivamente, em presenca deDHifura 81).
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Figura 80 — Efeito do compostd02 na transcricdo mediada pelo AR nas células LNQaPresultados

foram analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,01a@@o ao controlo. As barras representam o SEM.
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Figura 81 — Efeito do compost@07 na transcricdo mediada pelo AR nas células LNQaPresultados

foram analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,0la@@o ao controlo. As barras representam o SEM.

Contudo, nas concentracdes de 5 ailDe em presenca de DHA, o efeito observado foi o

oposto e ambos os compostos bloquearam a trarspacé@sta mediada (Figuras 80 e 81).

Na auséncia de DHT, ambos os compostos estimularam a transcricdoadeegielo AR das
células LNCaP a 0,1M, sendo essa estimula¢éo 103 e 88 vezes supguamdo comparada com
0 controlo, nos compostagd2 e 207, respectivamente (Figuras 80 e 81). Nao se vetfic

contudo, estimulagdo significativa da transcricdanalo concentra¢des elevadas (M) destes

compostos.
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O efeito dos compostos sobre a transcricdo medialdaAR das células LNCaP parece assim
ser concentragdo-dependente. Os compostos ténidadivagonista sobre o receptor a baixas

concentracdes e a concentragfes mais elevadasapssadade € perdida.

18¢



Avaliacéo biologica dos novos compostos sintetigado

4. Ensaios de proliferacao celular

O potencial dos compostos sintetizados para imbaeroliferacdo das células LNCaP, LAPC4
e PC-3 foi estudado recorrendo a ensaios de pagiéi@ celular baseados em sais de formazana.
Os compostos foram testados a 0,1, 1, 10 pN2@ os melhores foram escolhidos para calculos

dos EGo. Os C17 carbamatos derivados do 2'-metilimidatoteam apenas avaliados nas células

PC-3%2

4.1 Os sais de formazana

O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difet@trazolio (MTT) € um sal que quando

reduzido pelas células vidveis origina um produtsolivel (formazana), de cor azul (Figura

82) .104—109

J [
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Figura 82 — Reaccdes de redugdo do MTT e do XTT pelas clidaeis.
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Tem sido aceite na generalidade que o MTT é redugila succinato-reductase da cadeia
respiratoria mitocondrial das células viavefDesta forma, o produto da reducéo do MTT gerado
pelas células é directamente proporcional ao numhercélulas metabolicamente activas, ou seja,

o MTT é usado como medida de proliferacéo ou vddale celular.

Apesar de a reducdo do MTT ser geralmente atribaideductase mitocondrial, também foi
sugerido que ela poderia ocorrer por meio de erwim@o mitocondrials' e, por isso, o
verdadeiro mecanismo de reducéo celular do MTTes# ainda bem esclarecfddEm células
de medula 6ssea foi reportado que a maior partediggdo do MTT era extra-mitocondrial e que
envolvia mecanismos nicotinamida adenina dinude6{NADH-) e NADPH-dependentes que
ndo eram afectados por inibidores da cadeia régpaa’ Num outro estudo usando células
derivadas de tumores cerebrais do rato, verifieogtee 0 MTT néo era exclusivamente reduzido
na mitocondria mas também em vesiculas intracelsiladentificadas como endossomas e
lisossomast® Também foi reportado que o MTT ndo se difundeelivente pela membrana
plasmética e que é, em vez disso, endocitado, etmgua sal reduzido se acumula no
compartimento endossomal/lisossomal e é depoispgoatado para a superficie da célula e

exocitado:*®

Entre os sais de formazana disponiveis comerciaémarcontra-se, além do MTT, o 2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-benzenossulfonato) de tetrazdlcaBboxanilida e sodio (XTT) que tem a
vantagem de originar um produto de reducgéo sol@aekontrario do que acontece para o MTT
(Figura 82). O XTT é particularmente util no cagoaglulas pouco aderentes, como as LNCaP e
as LAPC4, que se destacam das placas muito fadémepos a formacdo dos cristais de

formazana insollveis.

Para a avaliagcdo dos compostos foram usadas efefjilas células LNCaP e LAPC4 e também
as células PC-3. Estas Ultimas derivam de met&staseas do CP e ndo expressam 0'AR,

representando assim um modelo de estudo do CP tamlioss mais avangados. O efeito dos
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compostos na proliferacdo celular foi avaliado ledura da absorvancia (570 nm com o MTT e
450 nm com o XTT) apoés tratamento com 0,1, 1, Z0eM de composto, em relacdo ao

controlo.

4.2 Resultados

4.2.1 Derivados do indazole

4.2.1.1 Células LAPC4

Os compostod94-196 (série J foram mais eficazes na inibicdo da proliferacas délulas
LAPC4 (Figuras 83 e 84). O compost®2 da série 1ndo demonstrou actividade enquanto os
compostosl91 e 193 inibiram a proliferacdo das células LAPC4 na catragdo de 2QuM,
rondado a percentagem de inibicdo os 80% em rekg&ontrolo, para o compostd1 (Figura

83).
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Figura 83 — Efeito dos compostd®1, 192 194 e 195na proliferacéo das células LAPC4. Os resultadaf analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,01

relacdo ao controlo. As barras representam o SEM.
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Figura 84 — Efeito dos compostdk93 e 196 na proliferacdo das células LAPC4. Os resultadosni

analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,01 relagimcontrolo. As barras representam o SEM.

4.2.1.2 Células LNCaP

Os compostosl94-196 (série 3 inibiram também a proliferagdo das células LNG#3

concentracdes de 10 e AWM. Na série 1 os compostod92 e 193 ndo mostraram actividade

(Figuras 85 e 86).
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Figura 85 — Efeito dos compostd®1, 192 194 e 195 na proliferacéo das células LNCaP. Os resultagt@sf analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,0laggo ao

controlo. As barras representam o SEM.
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Figura 86 — Efeito dos compostak93 e 196 na proliferacdo das células LNCaP. Os resultadi@srf

analisados por ANOVA (Dunnett): * p < 0,01 relagimcontrolo. As barras representam o SEM.

4.2.1.3 Células PC-3

Os compostod94-196 da série 2foram escolhidos para determinacdo do valor de, BG
ensaio de inibicdo da proliferacdo das células P@¥& vez que, na concentracdo deM, se

conseguiu mais do que 30% de inibicdo da prolifevarglular, em relagdo ao controlo, com estes

compostos (Figura 87 e 88).
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Os valores de Ef determinados foram de 5,4, 8,3 e 1M, respectivamente. Os compostos
191-193da série 1ndo inibiram a proliferagdo das células PC-3 efo pgenos 30% quando

comparados com o valor do controlo, na concentrededquM.
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ontrolo
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Figura 88 — Curva de E&; para o composth96 (células PC-3). A andlise foi feita por regressao-linear
usando o GraphPad Prism v.4.@raphPad Software Inc., San Diego, CA3$ barras representam o

SEM.

4.2.2 C17 Carbamatos derivados do 2’-metilimidazole

4.2.2.1 Células PC-3

O valor de EG para a inibi¢céo da proliferacdo das células PGi-8diculado para os compostos
203e207 como sendo 2,2 e 0}iM, respectivamente (Figura 89). Os restantes colopdosstados

202 204-206 209 e 211, na concentracdo depdM, ndo inibiram a proliferacdo das células PC-3
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em pelo menos 30%, em relacdo ao controlo (Figlfag 91). O compostdl5 ndo revelou

potencial inibitério da proliferacé@o celular nasicentracdes testadas (Figura 91).
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Figura 89 — Curvas de E& para os compostd23 e 207 (células PC-3). A andlise foi feita por regressdo-linear usando o GraphPad Prism v.4GtaphPad

Software Inc., San Diego, CA)s barras representam o SEM.
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As barras representam o SEM.
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5. Conclusdes

Os principais resultados da avaliagdo biolégica@wapostos sintetizados estdo sumariados na
Tabela 16. Os compostos sintetizados nao inibiragmificativamente a CYP17 quando
comparados com o cetoconazdle o VN/85-146 (Tabela 16, entradas 16-17). Os compostos mais
promissores foram os carbamat@®6 e 215 com valores de I de 17,1 e 11,5uM,
respectivamente (Tabela 16, entradas 11 e 15)ablo d@os derivados do indazdl@1-196 a falta
de actividade poder& ser devida ao posicionamearg@bmos de N no anel heterociclico que pode
ndo permitir uma boa coordenag¢do com o Fe hemezima& de acordo com 0s principios gerais
de relacdo estrutura-actividade ja mencionadosigm®nte. Nos carbamatos derivados do 2'-
metilimidazole202-207 209, 211 e 215 as razdes que podem contribuir para a falta deideade
inibitéria da CYP17 incluem a presenca da funcadamaato em C17, que actua como um
espacador entre 0 C17 e o anel heterociclico, gpgde impedir um bom encaixe no local activo

da enzima, e a auséncia de uma dupla ligacdo em C16

No ensaio de ligacdo ao AR, os derivados do indalZaB e 196, dois derivados 3-0x0-4-eno,
mostraram afinidade para o receptor ndo mutadoessprpelas células LAPC4 (Tabela 16,
entradas 3 e 6). A sua afinidade é proxima da dstrama pelo Casodexbicalutamida). Contudo,
como o efeito na transcricdo mediada por este tecepo foi alvo de estudo, fica por determinar
gue tipo de actividade exercem sobre ele. De ummaafgeral, os carbamatos derivados do 2’-
metilimidazole202 204-207e 215 ligaram-se com boa afinidade a ambos os tipoedeptores
quando comparados com o CasotieX. excepcdo ocorreu para 0 compoftdl que ndo tem
afinidade para nenhum dos receptores (Tabela iddenl4). Esta observagéo parece sugerir que a
presenca de um grupo capaz de estabelecer pontks nde posicdo 3 do nucleo esterbide é

importante para a afinidade para o AR.



Avaliacéo biologica dos novos compostos sintetigado

Inibicéo da
Inibicdo da CYP17 Ligacdo ao AR
Proliferagédo Celular
Entrada Composto
293T ICso® LNCaP ECs” LAPC4 ECs PC-3 EG

(M) (M) (M) (M)
1 191 c e e f
2 192 c e e f
3 193 c e 5,7 f
4 194 c e e 54
5 195 c e e 8,3
6 196 c e 5,6 1,9
7 202 c 0,4 0,8 f
8 203 c e 1,6 2,2
9 204 c 1,1 0,8 f
10 205 c 0,3 0,2 f
11 206 17,1 0,6 0,7 f
12 207 c 0,6 1,4 0,2
13 209 c e 0,3 f
14 211 c e e f
15 215 11,5 0,7 2,3 f
16 Cetoconazol 47 nM ND ND ND
17 VN/85-1 1,29 nM ND ND ND
18 CasodeX ND’ 1,0 4,5 ND

Tabela 16— Resumo dos resultados de avaliagdo biolégicaanpostos sintetizadd#Cs, € a concentracio
de composto que inibe a actividade enzimatica e¥; 3BCs, é o valor intermédio entre a resposta maxima e
minima;“Menos de 30% de inibicio da actividade enzimatit@ @M; “"ND = Nao DeterminaddMenos de

30% de deslocamento d#{]R1881 do AR a 5iM; 'Menos de 30% inibicéo da proliferacdo aM.

O facto de o compost?09 se ligar apenas ao AR nas LAPC4 sugere que o @ftHaaetilo é
especifico para esta ligacdo (Tabela 16, entrajfladIomposta215 contendo um grupof3

hidroxilo, mostra afinidade para ambos os tiposeteptores (Tabela 16, entrada 15). A melhor
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interaccgao ocorreu para o compod@® que mostrou os valores de f&@ais baixos para ambos os

tipos de receptor (Tabela 16, entrada 10).

A razédo para o comportamento concentragao-dependestcomposto802 204-207e 215 na
transcricdo mediada pelo AR mutado das células [ENG@ é de momento conhecida. Outros
compostos desenhados como inibidores da CYP17-kidrekiflutamida (o metabolito activo da
flutamida), mostraram um efeito agonista sobre é@slas LNCaP® ** O cetoconazol também
estimulou a transcricdo mediada pelo AR mutadq 5™

Foi sugerido que a actividade agonista ou antagode um composto depende da sua afinidade
para o receptor, da sua concentracdo e da presengaséncia de ligandos enddégeridsPara
explicar o blogueio concentracdo-dependente dasdrgdo mediada pelo LNCaP-AR dos
metabolitos do fungicida vinclozolina, Womeg al. propuseram que seriam necessarios dimeros do
AR mistos, ou seja, compostos por uma molécula gimista (ligando endégeno) e uma de
antagonista, para que ocorresse antagonismo, doquiimeros ndo mistos com afinidade
suficiente para o receptor promoveriam o agonisthdssim, o efeito concentracdo-dependente
observado pelos compost862 204-207 e 215 sobre a transcricdo do AR mutado podera ser
devido a presenca destes dimeros mistos de compoBtdT 7 ou mesmo de um metabolito.

Contudo, a validacéo desta hipdtese exigiria estémt@ do &mbito deste trabalho.

Os derivados do indazole dgrie 2194-196revelaram uma boa capacidade de inibicdo da
proliferacdo das células PC-3 com valores de;HE 5,4; 8,3 e 1,8M, respectivamente (Tabela
16, entradas 4-6). Estas células sdo provenieataethstases 0sseas do CP e ndo expressam o AR.
Como tal, é possivel que mecanismos ndo mediadosAle como a apoptose ou a paragem do
ciclo celular estejam implicados na citotoxicidaateservada. Os carbamat®83 e 207 também
revelaram uma boa inibi¢cdo da proliferacdo dadaglBC-3 com valores de ke 2,2 e 0,2M,

respectivamente (Tabela 16, entradas 8 e 12). Deeforma geral, as células PC-3 foram mais
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sensiveis aos compostos testados e a inibicdootiferacdo das células LAPC4 e LNCaP s6 foi

conseguida a 10-2@M, para alguns derivados do indazole.

Em conclusdo, os novos derivados do indazole &atkis, especialmente os sirie 2 foram
particularmente interessantes do ponto de vistmibEgdo da proliferacdo das células PC-3, que
ndo expressam o AR e representam um modelo deoestmdCP avangado. Entre os novos
carbamatos derivados do 2’-metilimidazole sinteliig dois inibiram a CYP17 ainda que de forma
menos potente que o cetoconakble o VN/85-146. Em geral, a funcdo carbamato permitiu uma
excelente afinidade para o AR. O efeito promovidogsta classe de compostos sobre a transcricao
mediada pelo AR mutado revelou-se dependente dzentacdo. Os carbamatos derivados do 2'-
metilimidazole, com excepcdo do compo&b5 apresentaram ainda actividade inibitéria da

proliferacdo das células PC-3.
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Capitulo IV

1. Sintese quimica

Os seguintes substratos esterdidesp-Hidroxiandrost-1-en-3-ona, f+hidroxiandrosta-4,6-
dien-3-ona, 1f-hidroxiandrosta-1,4,6-trien-3-ona e ftAidroxiandrosta-1,4-dien-3-ona foram
adquiridos a Steraloids Inc. Os restantes substratterdides e todos o0s outros reagentes

necessarios a realizagdo deste trabalho foramrédizgia Sigma-Aldrich Co.

Todos o0s solventes usados foram previamente sec@uriicados de acordo com o0s
procedimentos classicos descritos na literatutd@ara a anélise por TLC foram usadas placas
comerciais Kieselgel 60,5 da Merck. As placas foram observadas a luz uloketa (UV) a 254
nm e reveladas usando uma mistura etan8l4(95:5) seguida de aquecimento a cerca de 120°C.
Para a cromatografiflash foi usada silica gel 60 (230-400 mesh ASTM). Ostp® de fusdo
apresentados ndo estéo corrigidos e foram detedosnaum aparelho BUCHI B-540. Os espectros
de IR foram obtidos usando um espectrofotometrdCXAE T/IR-420. Os espectros de NMR foram
registados num Brucker Digital NMR-Avance 300 oumnespectrofotdbmetro Varian 600 MHz, em
CDCl;, usando tetrametilsilano como padréo interno. €pe@ros de massa foram registados num
espectrofotometro Finnigan Polaris Q GC/MS BenchtopTrap. Para a Espectroscopia de Massa
de Alta Resolucdo (HMRS) usou-se um espectrofot@miBtucker 12T APEX-Qe FTIRC-MS
(Apollo 1l ion source e Advion Triversa Nanomatestgm). A Analise Elemental (EA) foi feita
num aparelho Fisons Instruments EA 1108 CHNS-O.sde de difraccdo de raios X foi

efectuado num difractdmetro Brucker Apex CCD.



Parte Experimental

1.1 Derivados do indazole

1.1.1 Sintese do acetato de 17-cloro-16-formilandsta-5,16-dien-B-ilo (187) e do acetato de

17-cloroandrosta-5,16-dien-B-ilo (188)

Os detalhes da sintese destes compostos foranamesvie descritos na literatufaNum bal&o
de fundo redondo de 100 ml preparou-se uma solde&0OC] (10 ml) em DMF (10 ml) que foi
arrefecida em banho de gelo, sob atmosfera,dédicionou-se de seguida uma solugéo de acetato
de DHEA 186 (2,00 g; 6,10 mmoles) em cloroformio (40 ml) evelese gradualmente a
temperatura até 80 °C, com agitacdo magnéticaatsnbsfera de N O controlo da reacgéo por
TLC (eluente: acetato de etilo — éter de petro@®@ °C 1:10) mostrou, ao fim de 6 horas, que o
substrato de partida tinha sido completamente coiogu Obtiveram-se duas manchas de Rf 0,5 e
0,8. A mistura reaccional foi concentrada com alajde um evaporador rotativo. Adicionou-se
uma mistura de acetato de etilo — éter etilico(20® ml) e verteu-se esta mistura sobre gelo, com
0 matraz de recolha arrefecido. A mistura finaldeixada sob agitagdo magnética cerca de duas
horas. A fase organica total foi lavada com NaH@0% aquoso (X 60 ml), agua (60 ml),
solugdo saturada de NaCl (60 ml), seca conptSNaanidro, filtrada e evaporada em evaporador
rotativo, obtendo-se um po que foi seco em estefedduo. Este po foi submetido a cromatografia
flash (eluente: acetato de etilo — éter de petr6leo (1065 1:10) tendo-se obtido o compos&y

(1,35 g; 59%), que foi posteriormente recristalizdé acetato de etilohexano.

P.f. 172-175 °C; IR 1243, 1673, 1731 tnH-NMR (CDCk, 300 MHz)§ 0,99 (s, 3H, 18-);
1,07 (s, 3H, 19-§); 2,04 (s, 3H, B-OAc); 4,59 (m, 1H, &-H); 5,39 (m, 1H, 6-H); 9,99 (s, 1H,
CHO); ®C-NMR (CDCk, 75 MHz)§ 73,6 (C3); 121,8 (C6); 136,4 (C16/C17); 139,9 (CH2,3

(C16/C17); 170,5 (CKCO); 188,1 (GO).
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Capitulo IV

Numa segunda fraccdo obteve-se o compd$€® (0,35 g; 16%), que foi posteriormente

recristalizado de acetato de etildiexano.

P.f. 162-164 °C; IR 1244, 1732 ¢rtH-NMR (CDCl, 300 MHz)5 0,89 (s, 3H, 18-k); 1,06 (s,
3H, 19-H); 2,04 (s, 3H, B-OAC); 4,62 (m, 1H, @-H); 5,39 (m, 1H, 6-H); 5,61 (m, 1H, 16-H);
“C-.NMR (CDCk, 75 MHz) § 73,8 (C3); 122,0 (C6); 124,6 (C16/C17); 140,0 (CH¥4,6

(C16/C17); 170,5 (CKCO).

1.1.2 Sintese do acetato de 16-formil-17H1indazol-1-il)androsta-5,16-dien-B-ilo (189) e

do acetato de 16-formil-17-(Bi-indazol-2-il)androsta-5,16-dien-B-ilo (190)

Num baldo de fundo redondo de 100 ml juntou-se mposto187 (2,00 g; 5,32 mmoles),
indazole (0,94 g; 7,98 mmoles).®B0; (2,20 g; 15,94 mmoles) e DMF (40 ml) e aquecea-86
°C com agitagdo magnética, sob atmosfera geON controlo da reaccdo por TLC (eluente:
cloroférmio — éter de petroleo 40-60 °C 7:3) mastyae, ao fim de 6 horas, o substrato de partida
tinha sido completamente consumido. Obtiveram-s&s dnanchas correspondentes aos produtos
de reaccdo com valores de Rf 0,3 e 0,4 e com &lis&fy. A mistura reaccional foi concentrada
com a ajuda de um evaporador rotativo. Adicionod@gea (60 ml) e diclorometano (200 ml) e
deixou-se a mistura sob agitacdo magnética poaa®aduas horas. A fase aquosa foi novamente
extraida com diclorometano £50 ml). A fase organica total foi lavada com agg@ml), solucédo
saturada de NaCl (60 ml), seca com Mg®@idro, filtrada e evaporada em evaporador raiativ
obtendo-se um 6leo amarelado que foi seco em eskfadcuo. Este Oleo foi submetido a
cromatografiaflash (eluente: cloroférmio — éter de petréleo 40-60 7C3) tendo-se obtido o

compostdl89 (1,27 g; 52%), que foi posteriormente recristalzae acetonafhexano.



Parte Experimental

P.f. 185-189 °C; IR 1248, 1633, 1661, 1721'¢cti-NMR (CDCl, 600 MHz)§ 1,07 (s, 3H, 19-
Ha); 1,26 (s, 3H, 18-K); 2,03 (s, 3H, B-OAcC); 4,60 (m, 1H, @-H); 5,43 (m, 1H, 6-H); 7,24 (m,
1H, 5-H); 7,44 (m, 2H, 6-H e 7-H); 7,76 (m, 1H,-H); 8,23 (brs, 1H; 3"-H); 9,71 (brs, 1H,
CHO); ®C-NMR (CDCk, 150,8 MHz)8 73,7 (C3); 110, 2 (C6'/C7’); 121,1 (C4’); 121,96C
122,4 (C5'); 124,5 (C3a); 128,0 (C6'/CT’); 130,416); 137,3 (C3); 140,0 (C5); 142,0 (C7a);
163,0 (C17); 170,4 (C}€0); 188,0 (G10); EI-MS m/z(%): 458 (12) M, 398 (26), 225 (25), 185
(39), 157 (100), 143 (16), 91 (22), 77 (14); EAlcatado para GHsN,Os: C 75,95; H 7,47; N

6,11; encontrado: C 75,89; H 7,29; N 5,90.

Numa segunda fracgdo obteve-se o comp@S® (0,54 mg; 22%), que foi posteriormente

recristalizado de acetomathiexano.

P.f. 190-192 °C; IR 1245, 1629, 1661, 1731'rt#i-NMR (CDCh, 600 MHz)s 1,08 (s, 3H, 19-
Ha); 1,27 (s, 3H, 18-K); 2,03 (s, 3H, B-OAc); 4,61 (m, 1H, @-H); 5,43 (m, 1H, 6-H); 7,12 (m,
1H, 6"-H); 7,33 (m, 1H, 5-H); 7,67 (m, 1H, 4-H},71 (m, 1H; 7"-H); 8,18 (brs, 1H, 3-H); 10,14
(s, 1H, CHO):*C-NMR (CDCk, 150,8 MHz)6 73,6 (C3); 117, 6 (C7’); 120,2 (C4’); 121,8 (C7a);
122,1 (C6); 123,2 (C6'); 124,0 (C3); 127,7 (C5133,0 (C16); 139,9 (C5); 150,1 (C3a); 161,3
(C17); 170,4 (CHCO); 190,5 (G0); EI-MS m/z(%): 458 (32) M, 398 (74), 383 (48), 293 (24),
225 (56), 185 (54), 157 (100), 130 (20); EA: cadeld para @HsN,0s: C 75,95; H 7,47; N 6,11;

encontrado: C 76,02; H 7,53; N 5.88.
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1.1.3 Sintese do acetato de 17H4indazol-1-il)androsta-5,16-dien-B-ilo (191)

Num baldo de fundo redondo de 250 ml juntou-seetdatle carbonilobis(trifenilfosfina) rodio(l)
(0,32 g; 0,47 mmoles) e 1,1,3,3-tetrafenilfosfirggamo (0,42 g; 1,02 mmoles) em xilenos seco (95
ml) e deixou-se a 80 °C, com agitagdo magnétida,asmosfera de N Passados 15 minutos,
formou-se um precipitado amarelo. Adicionou-se @m&ompostd 89 (1,20 g; 2,62 mmoles) e
levou-se a mistura a refluxo, sob atmosfera depdr 10 dias. O controlo da reaccéo por TLC
(eluente: cloroférmio — éter de petroleo 40-60 °8) fhostrou que o substrato de partida tinha sido
completamente consumido. Obteve-se uma manchaspon@ente ao produto de reacgédo de Rf
0,5 e com absorcdo UV. A mistura de reaccdo foceoinada com a ajuda de um evaporador
rotativo. O 6leo resultante foi dissolvido em diclmetano (600 ml) e tratado com carvéo activado
a quente. Apos filtragcdo, a fase organica foi lavadm agua (60 ml), seca com MgS&hidro,
filtrada e evaporada a secura, obtendo-se um Otearadado. Este o6leo foi submetido a
cromatografiaflash (eluente: cloroférmio — éter de petrdleo 40-60 PQ3) tendo-se obtido o

compostal91 (0,70 g; 62%), que foi posteriormente recristalzde acetonitrilo/ THF.

P. f. 154-156 °C; IR 1241, 1620, 1728 tnH-NMR (CDCk, 600 MHz)& 1,09 (s, 3H, 19-b);
1,18 (s, 3H, 18-h); 2,04 (s, 3H, B-OAc); 4,61 (m, 1H, 8-H); 5,43 (m, 1H, 6-H); 5,86 (m, 1H,
16-H); 7,18 (m, 1H, 6’-H); 7,39 (m, 1H, 5-H); 7,6, 1H, 4’-H); 7,74 (m, 1H; 7'-H); 8,07 (brs,
1H, 3-H); *C-NMR (CDCk 150,8 MHz)§ 73,8 (C3); 111,2 (C7’); 116,7 (C16); 120,8 (C4):;
121,1 (C5'); 122,1 (C6); 124,3 (C3a); 126,6 (C&R4,0 (C3"), 139,8 (C7a); 140,1 (C5); 150,6
(C17); 170,5 (CHCO); EI-MS m/z(%): 430 (20) M, 370 (100), 355 (40), 195 (26), 157 (85), 144
(32), 119 (28), 91 (38); EA: calculado pargtzN,O,: C 78,10; H 7,96; N 6,51; encontrado: C

78,40; H 7,60; N 6,36.
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1.1.4 Sintese do 17-H-indazol-1-il)androsta-5,16-dien-B-ol (192)

Num baléo de fundo redondo de 50 ml dissolveu-sengpostol91 (0,40 g; 0,93 mmoles) em
MeOH (7,5 ml), & temperatura ambiente, com agitagdgnética, sob atmosfera dg Ndicionou-
se de seguida KOH (10%) em metanol (2,5 ml). O rotmtde reaccdo por TLC (eluente:
cloroférmio — éter de petréleo 40-60 °C 7:3) mastqoe a reaccdo estava completa ao fim de 1
hora e 30 minutos, tendo o substrato sido compktéanconsumido. Obteve-se uma mancha
correspondente ao produto de reaccdo de Rf 0,2neatsorcdo UV. A mistura de reaccédo foi
concentrada com a ajuda de um evaporador rotavpod resultante juntou-se diclorometano (150
ml) e agua (20 ml) e esta mistura ficou sob agitagégnética durante cerca de duas horas. A fase
aquosa foi novamente extraida com diclorometano {20 ml). A fase organica total foi lavada
com agua (20 ml), seca com Mgsahidro, filtrada e evaporada a secura, obtendmemmposto

192(0,30 g; 82%), que foi posteriormente recristalzae acetona.

P. f. 189-191 °C; IR 1625, 3257 ¢niH-NMR (CDCl, 300 MHz)5 1,08 (s, 3H, 19-§; 1,18 (s,
3H, 18-H); 3,55 (m, 1H, 8-H); 5,41 (m, 1H, 6-H); 5,86 (m, 1H, 16-H); 7,18,(&H, 6'-H); 7,39
(m, 1H, 5-H); 7,64 (m, 1H, 4'-H); 7,74 (m, 1H; B; 8,07 (brs, 1H, 3"-H)**C-NMR (CDC}, 75
MHz) § 71,6 (C3); 111,2 (C7’); 116,9 (C16); 120,8 (C4p1,1 (C5’), 122,2 (C6); 124,3 (C3a);
126,6 (C6"); 134,0 (C3"); 139,9 (C7a); 140,9 (CE50,6 (C17); EI-MSm/z (%): 388 (100) M,
373 (35), 237 (29), 195 (24), 181 (14), 157 (289 (22), 91 (17); EA: calculado paragdsN,O:

C 80,37; H 8,30; N 7,21; encontrado: C 80,46; 8N 7,00.
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1.1.5 Sintese do 17-H-indazol-1-il)androsta-4,16-dien-3-ona (193)

Num baldo de fundo redondo de 100 ml juntou-se osbod92 (0,47 g; 1,21 mmolesi\-
metilpiperidona (1,7 ml) e tolueno (28 ml). Aqueesua mistura a refluxo e recolheu-se uma
fraccdo de destilado (c. a. 10 ml), com a ajudaude aparelho Dean-Stark. Adicionou-se
isopropoéxido de aluminio (0,45 g; 2,22 mmoles)meistura foi deixada a refluxo, sob atmosfera de
N,. O controlo de reaccgéo por TLC (eluente: cloroforméter de petrdleo 40-60 °C 9:1) mostrou
gue a reaccgdo estava completa ao fim de 5 horak) tesubstrato sido completamente consumido.
Obteve-se uma mancha correspondente ao produteadedo de Rf 0,5 e com absorgéo UV. A
mistura de reacc¢do foi concentrada com a ajudandeswaporador rotativo. Ao pé resultante
juntou-se em acetato de etilo (50 ml) e 4gua (20emdsta mistura ficou sob agitagdo magnética
durante cerca de duas horas. A fase aquosa fomenta extraida com acetato de etilo<(200
ml). A fase organica total foi lavada com HCI 5%uasp (50 ml), NaHC®10% aquoso (50 ml),
agua (50 ml), seca com Mggs@nidro, filtrada e evaporada a secura, obtendws@mpostal93

(0,39 g; 83%), que foi posteriormente recristalzdd acetonathexano.

P.f. 196-197 °C; IR 1621, 1672 ¢rtH-NMR (CDCl, 300 MHz)5 1,20 (s, 3H, 18-k); 1,24 (s,
3H, 19-H); 5,76 (brs, 1H, 4-H); 5,85 (m, 1H, 16-H); 7,17, (b, 6'-H); 7,40 (m, 1H, 5-H); 7,64
(m, 1H, 4'-H); 7,74 (m, 1H, 7"-H); 8,07 (brs, 1H:8); *C-NMR (CDCk, 75 MHz) 8 111,2 (C7);
116,3 (C16); 120,8 (C4’); 121,2 (C5'); 123,9 (C4p4,3 (C3a); 126,7 (C6); 134,0 (C3); 139,8
(C7a); 150,4 (C17); 171,0 (C5); 199,5 (C3); El-Mifz(%): 386 (100) M, 371 (75), 253 (22), 211
(16), 183 (21), 157 (30), 119 (18), 81 (14); HRMSlculado 387,2431 ¢gHsN,OH"), encontrado

387,2435.
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1.1.6 Sintese do acetato de 17Handazol-2-il)androsta-5,16-dien-B-ilo (194)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedindescrito eni.1.3mas usando o composto
190 (0,70 g; 1,53 mmoles), cloreto de carbonilobifgtiifosfina) rédio(l) (0,19 g; 0,27 mmoles),
1,1,3,3-tetrafenilfosfinapropano (0,24 g; 0,58 mesdplem xilenos seco (55 ml). O controlo da
reaccdo por TLC (eluente: cloroférmio — éter dedebd 40-60 °C 7:3) mostrou que, ao fim de 4
dias, o substrato de partida tinha sido completéen@onsumido. Obteve-se uma mancha
correspondente ao produto de reacgdo de Rf 0,fneabsor¢do UV. Apds isolamento, conforme
descrito enl.1.3 o dleo resultante foi submetido a cromatogrédish (eluente: cloroférmio — éter
de petrdleo 40-60 °C 7:3) tendo-se obtido o conapd84 (0,31 g; 47%), que foi posteriormente

recristalizado de acetona.

P. f. 144-146 °C; IR 1243, 1620, 1728 %rH-NMR (CDCk, 300 MHz)8 1,09 (s, 3H, 19-);
1,19 (s, 3H, 18-k); 2,04 (s, 3H, B-OAc); 4,62 (m, 1H, &-H); 5,43 (m, 1H, 6-H); 6,14 (m, 1H,
16-H); 7,06 (m, 1H, 6’-H); 7,27 (m, 1H, 5-H); 7,6, 1H, 7°-H); 7,71 (m, 1H; 4'-H); 8,11 (brs,
1H, 3'-H); ¥*C-NMR (CDCE 75 MHz) § 73,7 (C3); 117,7 (C7’); 120,0 e 120,1 (C16 e C491,2
(C3"); 121,7 (C7a); 122,0 e 122,1 (C6 e C6'); 12€5’); 140,1 (C5); 148,9 (C3a); 151,7 (C17);
170,5 (CHCO); EI-MS m/z (%): 430 (14) M, 370 (100), 355 (56), 209 (18), 195 (24), 157 (57)
105 (16), 91 (13); EA: calculado paragds,N.,O,: C 78,10; H 7,96; N 6,51; encontrado: C 78,50;

H 7,60; N 6,20.
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1.1.7 Sintese do 17-f2-indazol-2-il)androsta-5,16-dien-B-ol (195)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedindascrito enl.1.4mas usando o composto
194 (0,26 g; 0,59 mmoles), MeOH (4 ml), e KOH (10%) &heOH (1,6 ml). O controlo da
reaccdo por TLC (eluente: cloroférmio — éter dedeod 40-60 °C 7:3) mostrou que, ao fim de 1
hora, o substrato de partida tinha sido completéen@onsumido. Obteve-se uma mancha
correspondente ao produto de reacgdo de Rf 0,2neabsor¢cdo UV. Apds isolamento, conforme
descrito en.1.4 o dleo resultante foi submetido a cromatogrédish (eluente: cloroférmio — éter
de petrdleo 40-60 °C 7:3) tendo-se obtido o conapd8b (0,22 g; 94%), que foi posteriormente

recristalizado de acetonitrilo/THF.

P.f. 224-226 °C; IR 1629, 3352 ¢rfH-NMR (CDCl, 300 MHz)5 1,08 (s, 3H, 19-k); 1,19 (s,
3H, 18-H); 3,55 (m, 1H, 8-H); 5,40 (m, 1H, 6-H); 6,17 (m, 1H, 16-H); 7,07,(tH, 6-H); 7,27
(m, 1H, 5-H); 7,64 (m, 1H, 7'-H); 7,71 (m, 1H; &; 8,11 (brs, 1H, 3"-H)**C-NMR (CDC}, 75
MHz) & 71,6 (C3); 117,6 (C7’); 120,1 e 120,2 (C16 e C231,1 e 121,2 (C3' e C6); 121,7 (C7a);
122,0 (C6"); 126,5 (C5); 141,2 (C5); 148,9 (C3ak1,7 (C17); EI-MSm/z (%): 388 (100) M,
373 (68), 369 (23), 223 (22), 209 (26), 195 (3281 1(18), 157 (86); EA: calculado para

CaeH32N20: C 80,37; H 8,30; N 7,21; encontrado: C 80,2@,16; N 7,15.
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1.1.8 Sintese do 17-k2-indazol-2-il)androsta-4,16-dien-3-ona (196)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedindaescrito enl.1.5mas usando o composto
195(0,45 g; 1,16 mmolesN-metilpiperidona (1,7 ml), tolueno (28 ml) e isopéaido de aluminio
(0,45 g; 2,22 mmoles). O controlo da reacc¢ao pdt {éluente: cloroférmio — éter de petréleo 40-
60 °C 9:1) mostrou que, ao fim de 5 horas, o safustde partida tinha sido completamente
consumido. Obteve-se uma mancha correspondentaaglntp de reacgdo de Rf 0,3 e com
absorcdo UV. Apo6s isolamento, conforme descritolein5 o 6leo resultante foi submetido a
cromatografiaflash (eluente: cloroférmio — éter de petrdleo 40-60 PQ3) tendo-se obtido o

compostal96 (0,37 g; 83%), que foi posteriormente recristalzae acetona.

P. f. 169-172 °C; IR 1629, 1674 ¢niH-NMR (CDCl, 600 MHz)3 1,20 (s, 3H, 18-); 1,23 (s,
3H, 19-H); 5,75 (brs, 1H, 4-H); 6,12 (m, 1H, 16-H); 7,06, (b, 6'-H); 7,26 (m, 1H, 5'-H); 7,63
(m, 1H, 7-H); 7,70 (m, 1H; 4-H); 8,10 (brs, 1H-A); “*C-NMR (CDCk, 150,8 MHz)& 117,7
(C7"); 119,6 (C16); 120,1 (C4"); 121,1 (C3); 121(@7a); 122,1 (C6"); 124,5 (C4); 126,4 (C5));
148,9 (C3a); 151,6 (C17); 170,6 (C5); 199,3 (CHIVB m/z (%): 386 (72) M, 371 (62), 223
(39), 195 (36), 157 (100), 145 (25), 119 (35), 82)( HRMS: calculado 387,2431 415N,OH"),

encontrado 387,2431.
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1.2 C17 Carbamatos derivados do 2’-metilimidazole

1.2.1 Sintese do (2'-metilHi-imidazol-1-il)carboxilato de 3-oxoandrost-4-en-1-ilo (202)

Num baldo de fundo redondo colocou-se testostesqi@a20 g; 0,69 mmoles), CBMI (0,21 g;
1,11 mmoles) e acetonitrilo seco (6,6 ml). A miattoi levada a refluxo, com agitagdo magnética,
sob atmosfera deJNO controlo de reaccédo por TLC (eluente: acetatetido — éter de petréleo 40-
60 °C 2:1) mostrou que a reaccdo estava complefamade 24 horas, tendo o substrato sido
completamente consumido. Obteve-se uma manchaspon@ente ao produto de reacgédo de Rf
0,3 e com absorgcdo UV. Adicionou-se 4gua (30 mhistura final de reaccdo e o precipitado
resultante foi dissolvido em éter etilico (80 mil)fase aquosa foi extraida com éter etilico: (20
ml). A fase orgéanica total foi lavada com aguarfl)) solucéo saturada de NaCl (10 ml), seca com
NaSQ, anidro, filtrada e evaporada a secura, obtendm-s@mposta®?02 (0,22 g; 82%), que foi

posteriormente recristalizado de acetato de etilekano.

P.f. 200-203 °C; IR 1142, 1300, 1613, 1663, 1757;cii-NMR (CDCk, 600 MHz)& 0,91 (s,
3H, 18-H); 1,17 (s, 3H, 19-§); 2,61 (s, 3H, 2-CH); 4,78 (m, 1H, 1@-H); 5,70 (brs, 1H, 4-H);
6,83 (brs, 1H, 4-H); 7,31 (brs, 1H, 5-HJ*C-NMR (CDC}, 150,8 MHz)$ 86,4 (C17); 118,0
(C5"); 124,0 (C4); 127,5 (C4’); 147,8 (C2’); 149@CO); 170,4 (C5); 199,2 (C3). EI-MS m/z (%):
396 (32) M, 271 (52), 253 (100), 157 (34), 147 (60), 119 (345 (44), 91 (38); EA: calculado

para GH3NO5: C 72,70; H 8,47; N 7,06; encontrado: C 72,60;,4/8N 7,24.
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1.2.2 Sintese do (2'-metil-imidazol-1-il)carboxilato de 3-oxoandrosta-1,4,6ften-17p-ilo

(203)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedimelgscrito eml.2.1 mas usando P#
hidroxiandrosta-1,4,6-trien-3-on97 (0,04 g; 0,14 mmoles), CBMI (0,04 g; 0,22 mmolegs)
acetonitrilo seco (1,3 ml). Apés 15 horas de reacedlicionou-se mais CBMI (0,02 g; 0,11
mmoles). O controlo da reaccéo por TLC (eluentetato de etilo — éter de petroleo 40-60 °C 2:1)
mostrou que, ao fim de mais 5 horas, o substrafmad@&a tinha sido completamente consumido.
Obteve-se uma mancha correspondente ao produgadefio de Rf 0,4 e com absorgédo UV. Apds
isolamento, conforme descrito ein2.1 obteve-se o compostd03 (0,05 g; 88%), que foi

posteriormente recristalizado de acetona.

P. f. 199-201 °C; IR 1143, 1301, 1600, 1646, 1758;¢H-NMR (CDCk, 300 MHz)s 1,04 (s,
3H, 18-Hy); 1,23 (s, 3H, 19-); 2,77 (s, 3H, 2'-Ch); 4,87 (m, 1H, 1@-H); 6,01 (m, 1H, 2-H);
6,02 (brs, 1H, 4-H); 6,28 (m, 2H, 6-H e 7-H); 6(BBs, 1H, 4-H); 7,06 (dJ = 10,2 Hz, 1H, 1-H);
7,41 (brs, 1H, 5-H)*C-NMR (CDCk 75 MHz) § 85,8 (C17); 118,0 (C5'); 124,0 (C4); 127,8,
128,1 e 128,2 (C2, C6 e C4’); 136,6 (C7); 147,8'YCR49,3 (OM); 152,6 (C1); 161,9 (C5);
186,2 (C3). EI-MS miz (%): 392 (34) 'M267 (34), 171 (100), 159 (51), 145 (46), 128 (3=
(10), 83 (25); EA: calculado parg8,gN,05: C 73,44; H 7,19; N 7,14; encontrado: C 73,80; H

7,56; N 6,80.
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1.2.3 Sintese do (2'-metil--imidazol-1-il)carboxilato de 3-oxoandrosta-4,6-die-17B-ilo

(204)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedimnelgscrito eml.2.1 mas usando P#
hidroxiandrosta-4,6-dien-3-on298 (0,03 g; 0,17 mmoles), CBMI (0,04 g; 0,22 mmolesh
acetonitrilo seco (1,3 ml). Apés 15 e 22 horaseadecdo, adicionou-se mais CBMI (0,02 g; 0,11
mmoles) e (0,02 g; 0,11 mmoles). O controlo dag&agor TLC (eluente: acetato de etilo — éter
de petroleo 40-60 °C 2:1) mostrou que, ao fim desh& horas, o substrato de partida tinha sido
completamente consumido. Obteve-se uma manchaspon@ente ao produto de reacgédo de Rf
0,3 e com absorcdo UV. Apds isolamento, confornserite em1.2.1, obteve-se o composgd4

(0,04 g; 82%), que foi posteriormente recristalizdé acetona.

P.f. 185-186 °C; IR 1143, 1302, 1617, 1659, 1753;cii-NMR (CDCk, 300 MHz)& 1,01 (s,
3H, 18-H); 1,14 (s, 3H, 19-); 2,78 (s, 3H, 2-Ch); 4,89 (m, 1H, 1d-H); 5,70 (brs, 1H, 4-H);
6,30 (M, 2H, 6-H e 7-H); 7,00 (brs, 1H, 4'-H); 7,d4s, 1H, 5-H);"*C-NMR (CDCk 75 MHz) §
86,0 (C17); 118,0 (C5’); 123,9 (C4); 127,7 e 1266 e C4); 139,3 (C7); 147,8 (C2); 149,3
(OCO); 163,2 (C5); 199,5 (C3). EI-MS m/z (%): 394 (48), 269 (100), 251 (35), 213 (32), 173
(89), 145 (64), 117 (28), 81 (36); EA: calculadag&@HsN.Os: C 73,07; H 7,66; N 7,10;

encontrado: C 72,90; H 7,96; N 7,24.
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1.2.4 Sintese do (2’-metilHi-imidazol-1-il)carboxilato de 3-oxo-m-androst-17B-ilo (205)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedimelgscrito eml.2.1 mas usando P#
hidroxi-5a-androstan-3-onal99 (0,10 g; 0,34 mmoles), CBMI (0,10 g; 0,55 mmole=n
acetonitrilo seco (5 ml). Ap6s 29 horas de reacgiticionou-se mais CBMI (0,03 g; 0,17
mmoles). O controlo da reaccéo por TLC (eluentetato de etilo — éter de petroleo 40-60 °C 2:1)
mostrou que, ao fim de mais 31 horas, o substeamadida tinha sido completamente consumido.
Obteve-se uma mancha correspondente ao produgadefio de Rf 0,7 e com absorg¢édo UV. Apds
isolamento, conforme descrito ein2.1 obteve-se o compostd05 (0,10 g; 94%), que foi

posteriormente recristalizado de acetonitrilo.

P. f. 195-196 °C; IR 1152, 1282, 1710, 1744'cti-NMR (CDCk, 300 MHz) 0,92 (s, 3H, 18-
Hs); 1,04 (s, 3H, 19-k); 2,66 (s, 3H, 2’-ChH); 4,80 (m, 1H, 1d-H); 6,88 (brs, 1H, 4'-H); 7,36
(brs, 1H, 5'-H);**C-NMR (CDCk 75 MHZz) & 86,8 (C17); 118,1 (C5'); 127,5 (C4’); 147,8 (C2);
149,4 (OM®); 211,7 (C3). EI-MS m/z (%): 398 (24)"M273 (36), 255 (100), 159 (37), 123 (46),
107 (42), 81 (52), 79 (43); EA: calculado paraHzN,O5: C 72,33; H 8,60; N 7,03; encontrado: C

72,16; H 8,74, N 7,31.

1.2.5 Sintese do (2'-metil-imidazol-1-il)carboxilato de 3-oxoandrosta-1,4-die-17B-ilo

(206)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedimelascrito eml.2.1 mas usando P#
hidroxiandrosta-1,4-dien-3-on200 (0,40 g; 1,4 mmoles), CBMI (0,53 g; 2,79 mmolesh e
diclorometano (14 ml). O controlo da reacc¢do po€TEluente: acetato de etilo — éter de petroleo
40-60 °C 2:1) mostrou que, ao fim de 28 horas,bstsato de partida tinha sido completamente

consumido. Obteve-se uma mancha correspondentaaglntp de reacgdo de Rf 0,2 e com
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absorcdo UV. Apbs isolamento, conforme descritole?nl, obteve-se o composiD6 (0,40 g;

73%), que foi posteriormente recristalizado deatan

P.f. 165-167 °C; IR 1149, 1280, 1625, 1664, 176T;cii-NMR (CDCk, 300 MHz)& 0,98 (s,
3H, 18-H); 1,26 (s, 3H, 19-); 2,66 (s, 3H, 2-Ch); 4,79 (m, 1H, 1d-H); 6,09 (brs, 1H, 4-H);
6,24 (dd,J, = 10,2 Hz &), = 1,8 Hz, 1H, 2-H); 6,88 (brs, 1H, 4-H); 7,05 (&= 10,2 Hz, 1H, 1-H);
7,35 (brs, 1H, 5-H)}*C-NMR (CDCk, 75 MHz) & 86,2 (C17); 118,0 (C5'); 124,0 (C4); 127,6 €
127,8 (C2 e C4'); 147,8 (C2)); 149,4 (QF, 155,4 (C1); 168,5 (C5); 186,2 (C3). EI-MS ni)(
394 (36) M, 229 (10), 173 (37); 147 (80), 122 (73), 91 (BB,(100), 81 (22); EA: calculado para

Ca4H30N205: C 73,07; H 7,66; N 7,10; encontrado: C 73,26;607N 7,25.

1.2.6 Sintese do (2-metil-imidazol-1-il)carboxilato de 3-oxo-m-androst-1-en-1P-ilo

(207)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedimelgscrito eml.2.1 mas usando P#
hidroxi-5a-androst-1-en-3-on&201 (0,08 g; 0,28 mmoles), CBMI (0,15 g; 0,79 mmolesh
diclorometano seco (2,6 ml). O controlo da reaqgdoTLC (eluente: acetato de etilo — éter de
petroleo 40-60 °C 2:1) mostrou que, ao fim de 5akoro substrato de partida tinha sido
completamente consumido. Obteve-se uma manchaspon@ente ao produto de reacgédo de Rf
0,2 e com absorcao UV. Apds isolamento, confornserite em1.2.1, obteve-se 0 composgd7

(0,09 g; 84%), que foi posteriormente recristalzde etanol.

P.f. 212-214 °C; IR 1152, 1283, 1674, 1745'ct#i-NMR (CDCh, 600 MHz)s 0,92 (s, 3H, 18-
Ha); 1,02 (s, 3H, 19-§); 2,65 (s, 3H, 2-Ch); 4,80 (m, 1H, 1@-H); 5,85 (d,J = 10,2 Hz, 1H, 2-
H); 6,86 (brs, 1H, 4-H); 7,11 (dl = 10,2 Hz, 1H, 1-H); 7,34 (brs, 1H, 5-HJC-NMR (CDC,

150,8 MHz)$ 86,8 (C17); 118,3 (C5'); 127,7 (C4") e 127,8 (CP47,1 (C2); 149,6 (QO); 158,0
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(C1); 200,1 (C3). EI-MS m/z (%): 396 (16)'M271 (14), 161 (26), 121 (31), 107 (100), 95 (B4),
(31), 79 (26); EA: calculado parg#83,N,0O5: C 72,70; H 8,13; N 7,06; encontrado: C 72,05; H

8,51; N 7,20.

1.2.7 Sintese do acetato de fi-hidroxiandrost-5-en-33-ilo (208)

Num baléo de fundo redondo de 50 ml dissolveu-s@mtxde DHEAL86 (0,10 g; 0,30 mmoles)
em THF/metanol 1:1 (2 ml), & temperatura ambiefteefeceu-se depois a mistura em banho de
gelo e fez-se a adicdo de NaBd,03 g; 0,79 mmoles). O controlo da reac¢éo p& facetato de
etilo — éter de petroleo 40-60 °C 2:1) mostrou @efim de 1 hora, o substrato de partida tinha
sido completamente consumido. Obteve-se uma maswhespondente ao produto de reacgéo de
Rf 0,5. A reaccdo foi parada por adicdo de acetgo#a-a-gota. A mistura de reaccdo foi
concentrada com a ajuda de um evaporador rot#w@0 resultante juntou-se acetato de etilo (20
ml) e 4gua (6 ml) e esta mistura ficou sob agitanagnética durante cerca de duas horas. A fase
aquosa foi novamente extraida com acetato de (etilo30 ml). A fase orgénica total foi lavada
com NaHCQ 10% aquoso (10 ml), &gua (10 ml), seca conSRaanidro, filtrada e evaporada a
secura, obtendo-se o compos68 (0,08 g; 82%) que foi posteriormente recristalzade

metanol/agua.

P. f. 144-147 °C; IR 1716, 3423 ¢niH-NMR (CDCl, 300 MHz)5 0,76 (s, 3H, 18-§; 1,04 (s,
3H, 19-H); 2,04 (s, 3H, B-OAc); 3,65 (m, 1H, 1d-H); 4,60 (m, 1H, 8-H); 5,37 (m, 1H, 6-H);
C-NMR (CDCE 75 MHz) 5 73,7 (C3); 81,4 (C17); 122,1 (C6); 139,5 (C5); A7(CHCO); El-
MS miz (%): 331 (2) N1 272 (100), 239 (56), 183 (26), 143 (45), 105 (#4) (54), 79 (40); EA:

calculado para £H3,05: C 75,86; H 9,70; encontrado: C 75,50; H 9,70.
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1.2.8 Sintese do (2'-metili-imidazol-1-il)carboxilato de 3B-acetoxiandrost-5-en-1B-ilo

(209)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedindascrito enl.2.1mas usando o composto
208 (0,60 g; 1,71 mmoles), CBMI (0,66 g; 3,45 mmoles) acetonitrilo seco (15 ml). O controlo
da reaccgéo por TLC (acetato de etilo — éter dedleetr40-60 °C 2:1) mostrou que, ao fim de 29
horas, o substrato de partida tinha sido complettaneonsumido. Obteve-se uma mancha
correspondente ao produto de reacgdo de Rf 0,2neabsorgcdo UV. Apds isolamento, conforme
descrito eml.2.1, obteve-se o compos®9 (0,61 g; 81%), que foi posteriormente recristalza

de acetato de etilothexano.

P.f. 151-152 °C; IR 1147, 1302, 1725, 1750'ct#i-NMR (CDCk, 300 MHz)5 0,92 (s, 3H, 18-
Ha); 1,05 (s, 3H, 19-K); 2,04 (s, 3H, B-OAc); 2,67 (s, 3H, 2'-Ch); 4,61 (m, 1H, 3-H); 4,80 (m,
1H, 17%-H); 5,39 (m, 1H, 6-H); 6,87 (brs, 1H, 4-H); 7,8brs, 1H, 5-H);"*C-NMR (CDCk 75
MHz) & 73,7 (C3); 86,8 (C17); 118,1 (C5); 122,0 (C6)71R (C4’); 139,7 (C5); 147,8 (C2));
149,4 (OM); 170,5 (CHCO). EI-MS miz (%): 440 (8) N 380 (100), 255 (78), 145 (65), 129
(89), 91 (56), 81 (72), 67 (46); EA: calculado pa&BaHsN.Os C 70,88; H 8,24; N 6,36;

encontrado: C 70,58; H 8,42; N 6,75.

1.2.9 Sintese dod-androstan-17-ol (210)

Os detalhes da sintese destes compostos foranamevie descritos na literatirdlum baldo
de fundo redondo de 50 ml dissolveu-se3-hitlroxi-5a-androstan-3-onal99 (0,40 g; 1,38
mmoles) em &cido acético glacial (24 ml) a 70 ¥b, agitacdo magnética. De seguida, adicionou-
se zinco (3,20 g; 50 mmoles). O controlo da reagioTLC (eluente: acetato de etilo — éter de

petroleo 40-60 °C 2:1) mostrou que, ao fim de 3akoro substrato de partida tinha sido
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completamente consumido. Obteve-se uma manchaspon@ente ao produto de reacgédo de Rf
0,8. A mistura de reaccéo foi filtrada por uma pl@om celite, sob succdo e lavada com &acido
aceético e éter etilico. A solugdo resultante f@pmrada a secura com a ajuda de um evaporador
rotativo. Ao po resultante juntou-se éter etili@dq ml) e dgua (50 ml) e esta mistura ficou sob
agitacdo magnética durante cerca de duas horagseédagquosa foi novamente extraida com éter
etilico (2x 30 ml). A fase organica total foi lavada com NaHQO% aquoso (20 ml), agua (20
ml), seca com MgSf£anidro, filtrada e evaporada a secura, obtendm-s@mpostd210 (0,37 g;

97%), que foi posteriormente recristalizado deatoate etilai-hexano.

P. f. 150-152 °C; IR 3264 ¢cin*H-NMR (CDCk, 300 MHz)s 0,73 (s, 3H, 18-k); 0,79 (s, 3H,

19-Hy); 3,62 (m, 1H, 1@-H); *C-NMR (CDCE 75 MHz)5 82,0 (C17).

1.2.10 Sintese do (2’-metilH-imidazol-1-il)carboxilato de 5a-androst-17B-ilo (211)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedindascrito enl.2.1mas usando o composto
210(0,38 g; 1,37 mmoles), CBMI (0,52 g; 2,74 mmoles) diclorometano seco (14 ml). Apos 27
horas de reaccéo, adicionou-se mais CBMI (0,1058 thmoles). O controlo da reacc¢éo por TLC
(eluente: acetato de etilo — éter de petrdleo 4036Q:1) mostrou que, ao fim de mais 29 horas, 0
substrato de partida tinha sido completamente coitku Obteve-se uma mancha correspondente
ao produto de reaccao de Rf 0,7 e com absor¢ad\pds isolamento, conforme descrito &rg. ],

o produto obtido foi purificado por cromatografiash (eluente: acetato de etilo — éter de petréleo
40-60 °C 2:1), obtendo-se o compogid (0,38 g; 73%), que foi posteriormente recristalzae

acetona.

P. f. 112-115 °C; IR 1149, 1273, 1751 %rtH-NMR (CDClk, 300 MHz)5 0,80 (s, 3H, 18-b;

0,89 (s, 3H, 19-§); 2,66 (s, 3H, 2™-Ch); 4,78 (m, 1H, 1d@-H); 6,87 (brs, 1H, 4-H); 7,35 (brs, 1H,
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5'-H); BC-NMR (CDCk, 75 MHz) § 87,1 (C17); 118,1 (C5’); 127,3 (C4’); 147,8 (C2149,4
(OCO). EI-MS m/z (%): 384 (14) K 259 (73), 163 (69), 149 (100), 135 (52), 121 (#1)(71), 67
(56); EA: calculado para £H3sN,0,: C 74,96; H 9,44; N 7,28; encontrado: C 74,66;,B29N

7,00.

1.2.11 Sintese dofB[[(t-butil)dimetilsililjoxilandrost-5-en-17-ona (212)

Os detalhes da sintese destes compostos foranamevie descritos na literaturdlum baldo
de fundo redondo de 50 ml dissolveu-se DHE®,50 g; 1,73 mmoles) em DMF seca (7,5 ml), a
temperatura ambiente, sob agitacdo magnética, emstdra de B De seguida adicionou-se
TBDMSCI (0,34 g; 2,26 mmoles), DMAP (0,01 g; 0,1inpies) e trietilamina (0,34 ml). Apos 3
horas e 30 minutos adicionou-se mais TBDMSCI (@15 mmole), DMAP (0,06 g; 0,05 mmoles)
e trietilamina (0,15 ml). O controlo da reacc¢do Pb€ (eluente: acetato de etilo — éter de petréleo
40-60 °C 2:1) mostrou que, ao fim de mais 2 hord8 minutos, o substrato de partida tinha sido
completamente consumido. A agua (50 ml) sob faytea@do magnética adicionou-se a mistura de
reaccdo. Extraiu-se a fase aquosa resultante cametgtico (3x30 ml). A fase orgénica total foi
lavada com NaHC©10% aquoso (20 ml), 4gua (20 ml), seca com Mg&Qdro, filtrada e

evaporada a secura, obtendo-se o comp@dt® (0,60 g; 86%), que foi posteriormente

recristalizado de acetato de etildiexano.

P. f. 137-140 °C; IR 1744 ¢lh*H-NMR (CDClk, 300 MHz)§ 0,06 [s, 6H, (CH),Si]; 0,88 (s,

3H, 18-H); 0,89 [s, 9H, (CH)C]; 1,02 (s, 3H, 19-K); 3,49 (m, 1H, 8-H); 5,35 (m, 1H, 6-H);

C-NMR (CDCk 75 MHz) & 72,4 (C3); 120,4 (C6); 141,7 (C5); 221,2 (C17).
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1.2.12 Sintese doB[[(t-butil)dimetilsililjoxilandrost-5-en-17 B-ol (213)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedindascrito enl.2.7mas usando o composto
212(0,84 g; 2,10 mmoles), THF/metanol 1:1 (16,8 maBH, (0,21 g; 5,50 mmoles). O controlo
da reaccdo por TLC (eluente: acetato de etilo —d&getréleo 40-60 °C 2:1) mostrou que, ao fim
de 30 minutos, o substrato de partida tinha sideptetamente consumido. Obteve-se uma mancha
correspondente ao produto de reacgcdo de Rf 0,7s Aufamento, conforme descrito €n?.7,
obteve-se o compost®13 (0,81 g; 96%), que foi posteriormente recristalzale acetato de

etilo/n-hexano.

P. f. 165-167 °C; IR 3277 ¢cin'*H-NMR (CDClk, 300 MHz)§ 0,06 [s, 6H, (CH),Si]; 0,76 (s,
3H, 18-H); 0,89 [s, 9H, (CH)C]; 1,01 (s, 3H, 19-K); 3,48 (m, 1H, 8-H); 3,65 (m, 1H, 1d@-H);
5,32 (m, 1H, 6-H)*C-NMR (CDCk 75 MHz) § 72,5 (C3); 81,9 (C17); 120,8 (C6); 141,6 (C5).
EI-MS m/z (%): 404 (2) M, 347 (100), 329 (38), 253 (41), 199 (21), 159 (345 (30), 75 (40);

EA: calculado para £H440,S: C 74,19; H 10,96; encontrado: C 74,30; H 10,70.

1.2.13 Sintese do (2’-metil1-imidazol-1-il)carboxilato de PB-[[(t-

butil)dimetilsililloxilandrost-5-en-17 p-ilo (214)

A reaccéo foi realizada de acordo com o procedindascrito enl.2.1mas usando o composto
213(0,12 g; 0,29 mmoles), CBMI (0,09 g; 0,46 mmolegjna mistura de acetonitrilo seco (3,8
ml) e 1,2-dicloroetano (2 ml). Apds 63 e 69 horasrehcgdo, adicionou-se mais CBMI (0,02 g;
0,11 mmoles) e (0,05 g; 0,29 mmoles), respectivéenén controlo da reaccdo por TLC (eluente:
acetato de etilo — éter de petréleo 40-60 °C 1:.@3trau que, ao fim de 3 horas, o substrato de

partida tinha sido completamente consumido. Obsevema mancha correspondente ao produto de
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reaccdo de Rf 0,4 e com absor¢do UV. Apéds isolaaneonforme descrito eth 2.1, obteve-se o

compostd®?14 (0,12 g; 79%), que foi posteriormente recristalzae acetato de etilehexano.

P. f. 146-147 °C; IR 1148, 1308, 1761 tmH-NMR (CDCk, 300 MHz) 8 0,06 [s, 6H,
(CHs),Si]; 0,89 [s, 9H, (CH):C]; 0,91 (s, 3H, 18-K); 1,02 (s, 3H, 19-§; 2,78 (s, 3H, 2-Ch);
3,49 (m, 3-H); 4,83 (m, 1H, 1@-H); 5,33 (m, 1H, 6-H); 6,99 (brs, 1H, 4'-H); 7,4ors, 1H, 5
H); “®C-NMR (CDCk, 75 MHz) § 72,4 (C3); 86,9 (C17); 118,1 (C5); 120,5 (C6):712 (C4);
141,6 (C5); 147,8 (C2); 149,4 (@W). EI-MS m/z (%): 513 (2) ¥ 455 (51), 329 (26), 253 (32),
157 (51), 145 (31), 105 (26), 91 (46); EA: calcalgrhra GiHseN;05S:. C 70,27; H 9,43; N 5,46;

encontrado: C 70,00; H 9,42; N 5,60.

1.2.14 Sintese do (2'-metil-imidazol-1-il)carboxilato de 3B-hidroxiandrost-5-en-17B-ilo

(215)

Num baldo de reaccdo de 100 ml preparou-se umgasolde compost@14 (1,00 g; 1,95
mmoles) em etanol (25 ml), & temperatura ambigkdeionou-se agua (45 pl) e TMSCI (60 pl;
0,5 mmoles). O pH resultante foi 5. A cada 30 naaubi feita adicdo de agua (22,5 pl) e TMSCI
(30 ul; 0,25 mmoles) num total de 7 adi¢cBes at@&pH. O controlo da reacgéo por TLC (eluente:
acetato de etilo — éter de petréleo 40-60 °C 2:d3trau que, ao fim de 3 horas e 30 minutos, o
substrato de partida tinha sido completamente coitku Obteve-se uma mancha correspondente
ao produto de reaccdo de Rf 0,2 e com absorcdcAlléaccao foi suspendida por neutralizagéo
com NaHCQ. A mistura de reaccao foi concentrada com a ajedam evaporador rotativo. Ao po
resultante juntou-se em acetato de etilo (250 rdlyuwea (50 ml) e esta mistura ficou sob agitacao
magnética durante cerca de duas horas. A faseafpiasovamente extraida com acetato de etilo
(2 x 50 ml). A fase orgéanica total foi lavada com a{R&ml), seca com MgS@nidro, filtrada e

evaporada a secura. O produto final foi submetidmeatografidlash (eluente: acetato de etilo —
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éter de petréleo 40-60 °C 2:1), obtendo-se o coto@isb (0,35 g; 30%), que foi posteriormente

recristalizado de THF.

P. f. 181-183 °C; IR 1146, 1300, 1757, 3262'cti-NMR (CDCl, 300 MHz)8 0,92 (s, 3H, 18-
Ha); 1,04 (s, 3H, 19-§); 2,67 (s, 3H, 2-Ch); 3,54 (m, 1H, 8-H); 4,81 (m, 1H, 1@-H); 5,36 (m,
1H, 6-H); 6,88 (brs, 1H, 4-H); 7,36 (brs, 1H, 5}HC-NMR (CDCk 75 MHz)§ 71,5 (C3); 87,0
(C17); 118,1 (C5); 121,0 (C6); 127,1 (C4); 14Q(©5); 147,6 (C2’); 149,3 (OC). EI-MS miz
(%): 398 (4) M, 272 (76), 239 (100), 205 (86), 145 (70), 131 (5B)5 (86), 91 (72), EA:

calculado para £H3N,O3: C 72,33; H 8,60; N 7,03; encontrado: C 72,60;,8B8N 6.80.
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2. Avaliacao biolégica dos compostos sintetizados

As linhas celulares LNCaP e PC-3 foram obtidas Adaerican Type Culture Collection
(Rockville, MD). As células 293T foram oferecidasl@ Dr. Yun Qiu (UMB, Maryland) e as

LAPC4 pelo Dr. Charles Sawyers (UCLA School of Mdui).

Os meios de cultura RPMI 1640 e DMEM, com e semnmedno de fenol, e Opti-MEM, a
solugcdo salina DPBS, a solugao de tripsina-EDTA25% m/v) e a solugdo de
penicilina/estreptomicina (P/E) (10,000U penicilia 10,000 pg/ml estreptomicina) foram
adquiridas a Gibco-BRL. O soro fetal bovino (FBS$igioal e tratado com carvao activado foi
obtido da Biofluids Inc. A poll:--lisina, o acetonido de triancinolona, o cetocohaadHT e o
MTT foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. O Casotidsi gentiimente cedido pela Astra-Zeneca
Inc. O liquido Scintiverse BD Cocktail foi compradld=isher Scientific. O VN/85-1 foi preparado
como descrito previamente na literatti@. androgéneo sintético metiltrienolof&]R1881, com
actividade especifica 72 Ci/mmole, foi comprado &rki-Elmer. A [213Hj-17a-
hidroxipregnenolona, com uma actividade especff@®1 uCi/umole, foi preparada conforme a

literatura®

O kit de transfeccao de fosfato de calcio (Prontergdection Mammalian Transfection System),
o0 kit para o ensaio da luciferase (Dual Luciferieifee o reagente de lipofectamina (Lipofectamine
2000 Reagent) foram adquiridos a Promega. O kitZ ¢este do XTT) foi comprado a Sigma-
Aldrich Co. O plasmideo recombinarp€DNA3HmMod17(Hig)foi desenhado como descrito na
literaturd O plasmideo recombinantdRR-Luc foi construido por insercdo do promotor ARRO
“multiple cloning site”(MCS) do vector pGL3 (Promeg®).O vector pRL-null (Promega) foi
usado como controlo interno.

As medi¢cbes de radioactividade foram feitas nurtorerri-Carb 2100 TR. As leituras de

absorvancia e luminescéncia foram feitas num contdittor 1420.
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2.1 Consideracdes gerais

As células 293T e 293T-CYP17 foram mantidas duranteotina do trabalho em DMEM
adicionado de 10% (v/v) FBS e 1% (v/v) P/E. As [B@U_NCaP e PC-3 foram mantidas em RPMI
1640 adicionado de 10% (v/v) FBS e 1% (v/v) P/E.cAilas LAPC4 foram mantidas em RPMI
1640 com 15% (v/v) FBS, 1% (v/v) P/E e 10 nM de DIAT células sédo aderentes e cresceram em
frascos de cultura de 75 €rfCorning, Inc. Corning, NY), sendo mantidas numeubadora a
temperatura de 37 °C, em atmosfera humidificad&o(®@midade) e com 5% de dioxido de

carbono.

O procedimento geral para tratamento das placadasisaos ensaios com 293T, LNCaP e
LAPC4, com poliL-lisina, € o que se descreve a seguir. Foi preparath solucdo de pdlHisina
em DPBS (0,01 mg/ml). A cada placa foi adicionan® wuantidade desta solu¢do suficiente para
cobrir na totalidade o fundo dos pogos e deixoaselacas em repouso durante 5 minutos, a
temperatura ambiente. De seguida, lavaram-se aaspaom agua desionizada e esterilizada por

duas vezes e deixaram-se secar, a temperaturaraeglger 2 horas.

2.2 Inibicdo da CYP17 (Componente liase)

As células 293T foram semeadas em placas de 100 emmDMEM, com uma densidade
suficiente para atingir cerca de 60% de confluénoiaia seguinte, para a transfec¢éo. Cerca de 3
horas antes da transfec¢éo, renovou-se o meiolaeasp O seguinte procedimento refere-se as
guantidades usadas para a transfeccdo por placEO@emm. Numeppendorf adicionou-se
pCDNA3HmMod17(Hig) (10 pg), agua desionizada e esterilizada (413 eula solugcdo foi
ligeiramente agitada no vortex. Em seguida, adaiese uma solucdo de Ca@?2 pl; 2M) e a

mistura ficou em repouso, a temperatura ambient@nte 5 minutos. Esta mistura foi adicionada
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gota-a-gota a uneppendorfcontendo tampéo HEPES (500 pl) sob ligeira agitagd@leixada a
incubar a temperatura ambiente 30 minutos, antegrdagitada no vortex de novo e gotejada para
a placa de 100 mm. Apds incubacdo a 37 °C, o meiouttura foi mudado 18 horas apés a
transfeccdo e a actividade enzimatica foi avalem@o de seguida se descreve, num total de 48

horas ap0s a transfecgéo.

As células transfectadas 293T-CYP17 cresceram @% 68e confluéncia e foram depois
divididas igualmente em placas de 6 pocos. No elipiiste foram lavadas com DPBS e incubadas
com DMEM sem vermelho de fenol (contendo 5% v/AF&S tratado com carvao activado e 1%
v/v de P/E) e uma concentracio de saturacio diH-1-7a-hidroxipregnenolona. Adicionaram-
se 0s compostos a testar nas concentragdes desejddaaram-se as placas a incubar 18 horas a
37°C. Para controlo usou-se apenas meio radioadfaoa os compostos91-196 foi usado
dimetilsulfoxido (DMSO) (1%) como veiculo. Para Bagdo dos restantes compostos usou-se

EtOH (1%).

Os esteroides foram posteriormente extraidos coroférmio e deixados a 4°C, durante 2 horas.
A fase aquosa foi recolhida e adicionada de umpesiséio de carvado activado (2,5% m/v). Apos
uma incubacgdo de 30 minutos a 4°C, foi recolhida aifguota do sobrenadante e adicionada ao
liquido de leitura para medicdo da radioactivida@iada leitura final representa a média de pelo
menos 3 pocos diferentes. Os compostos com adwidlaibitéria foram seleccionados para
determinacdo do kg Os valores de I§g foram obtidos directamente de um grafico que esgara
percentagem de inibicAo contra a concentracdo itédon testada numa gama de valores
apropriada a cada caso, usando o software Graghpsd v. 4.01 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA). Cada composto foi testado a um minirmo7dconcentracdes diferentes para este

efeito.
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2.3 Ligacéo ao receptor de androgénio

As células LNCaP ou LAPC4 foram transferidas paegorRPMI sem vermelho de fenol (com
5% v/v de FBS tratado com carvao activado e 1% dgvP/E) 3 dias antes de se iniciar a
experiéncia. Semearam-se cerca de 2-al® células por poco em placas de 24 pocos. No dia
seguinte o meio foi substituido por RPMI sem vehmetle fenol (com 1% v/v P/E) e uma
concentracdo de saturacdo de metiltrienoldhRBR[1881 (5 nM), acetonido de triancinolona (1
MM) e as concentragdes desejadas de composto a. tBsira controlo usou-se meio com
[*H]R1881 (5 nM) e acetonido de triancinolona (1 pM)ligacéo inespecifica foi determinada
usando DHT (2uM). Para os compostas91-196foi usado DMSO (1%) como veiculo. Para

avaliagdo dos restantes compostos usou-se EtOH (1%)

Apo6s um periodo de incubacéo de 2 horas a 37%&lalas foram lavadas com DPBS arrefecido
e solubilizadas em DPBS contendo dodecilsulfateddio (SDS) (0,5% m/v) e glicerol (20% v/v).
Recolheram-se aliquotas e adicionou-se liquidcederd para medigcdo da radioactividade. Cada
leitura final representa a média de pelo menos¢dpdiferentes. Os compostos com actividade
inibitéria foram seleccionados para determinacad@g. Para determinar os valores desgE@e
cada composto, usou-se um minimo de 8 concentraQ3egalores de Egforam determinados
por regressdo nédo linear com o software GraphpasthRr. 4.01 (GraphPad Software Inc., San

Diego, CA).

2.4 Efeito na transcricdo mediada pelo receptor dendrogénio mutado

As células LNCaP ou LAPC4 foram transferidas paegorRPMI sem vermelho de fenol (com

5% v/v de FBS tratado com carvao activado e 1% dgvP/E) 3 dias antes de se iniciar a

experiéncia. As células foram semeadas (10° células por poco) em RPMI sem vermelho de
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fenol (com 5% v/v de FBS tratado com carvdo acbved % v/v de P/E), em placas de 24 pogos.
ApOs 24 horas as células foram dualmente transf@steom o plasmideo recombinaARRR-Luc

e o0 vector pRL-null usando o Lipofectamine 2000 deed, Promeda de acordo com o protocolo
do fabricante. O seguinte procedimento refere-squasitidades usadas para a transfeccao por
placa de 24 pocos. Dissolveu-séABR-Luc (0,25 pg) e o pRL-null (0,025 pg) em meio Opti-
MEM (625 ul). Numeppendorfa parte juntou-se lipofectamina (25 pul) a meioi-®EM (600 pl).

O contetdo deste segundppendorffoi adicionado a solu¢cdo d&RR-LudpRL-null em Opti-
MEM e a mistura final foi deixada a incubar durad@eminutos a temperatura ambiente. Mudou-se
0 meio na placa, adicionou-se a mistura de trag&te¢S0 pl por poco para um volume final de 1

ml por poco) e deixou-se a placa a incubar pora2ddy a 37°C.

ApOs 24 horas, as células foram incubadas com fresoo e tratadas com DHT (5 nM) e/ou os
compostos seleccionados. Para controlo usou-sespesio. O veiculo usado para 0os compostos
testados foi EtOH (1%). Decorridas 18 horas, asla®lforam lavadas duas vezes com DPBS
arrefecido e lidas usando o Dual Luciferase kitonﬁérg?, de acordo com o protocolo do
fabricante. O contetdo de cada poco foi adiciordaltampéo de lise (100 pul), centrifugado e o
sobrenadante (20 pl) transferido para uma placeaopa 96 pocos. Adicionou-se luciferina (78 pl)
a um maximo de 3 pocos de cada vez e a luminescprmmiluzida foi imediatamente medida num
contador Victor 1420, a 560 nm. De seguida, adaiese o reagente “Stop & Glo” (78 ul) aos
mesmos pogos e a luminescéncia produzida foi de fida num contador Victor 1420. Cada

leitura final representa a média de pelo menos;8diferentes.
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2.5 Ensaios de proliferacao celular

As células LNCaP e LAPC4 foram semeadas £218° por poco) em placas de 96 pogos usando
RPMI. Apds 24 horas, o meio foi substituido poranfeesco contendo os compostos a testar nas
concentracdes pretendidas (0.1 — 20 uM). Foi ugd&0O (1%) como veiculo. Para controlo
usou-se meio fresco. O meio contendo os composesta foi renovado nas placas a cada 3 dias e
0 numero de células viaveis foi comparado por endai XTT, ao sétimo dia de ensaio. Para o
efeito, adicionou-se uma solucdo de XTT (20% via)RPMI sem vermelho de fenol (com 5% v/v
de FBS tratado com carvéo activado e 1% v/v de B/&gda um dos pogos das placas e apods 4
horas de incubagéo a 37°C as placas foram lid&® aadh num contador Victor 1420. Todos os

resultados representam a média de pelo menos 3 didecentes.

Para as células PC-3, semearam-sex1]1® células por poco em placas de 24 pocos, usando
RPMI. Apo6s 24 horas, o meio foi substituido por eonedbvo contendo os compostos a testar nas
concentracdes pretendidas (0.1 — 20 uM). Paraatonisou-se apenas meio fresco sem adicdo dos
compostos a testar. O meio contendo os compogestaa foi renovado nas placas a cada 3 dias e
0 numero de células viaveis foi comparado por endaiMTT, ao sétimo dia de ensaio. Para o
efeito, uma solucdo de MTT (0,5 mg/ml) em RPMI, searmelho de fenol (com 5% v/v de FBS
tratado com carvao activado e 1% v/v de P/E), ficianada a cada um dos pogos das placas.
Apo6s uma incubacéo de 4 horas a 37°C, o meio fiea® na totalidade com cuidado para nédo
aspirar os cristais formados. Adicionou-se DMSOO0(40 por pogo) e ap0s agitacdo ligeira as
placas foram lidas a 570 nm num contador VictorOl4ddos os resultados representam a meédia
de pelo menos 3 pocos diferentes. Para os comptd8t496 foi usado DMSO (1%) como
veiculo. Para avaliagdo dos restantes compostossesBtOH (1%). Para determinar os valores de
EGCso dos compostos seleccionados usou-se um minimaded@ntracdes diferentes do composto.
Os valores de Ef foram determinados por regressdo nao linear cawftware Graphpad Prism

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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