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Resumo

O cancro da proéstata (CP) é o segundo cancro mais frequentemente diagnosticado na
populacido masculina a nivel mundial, e o quinto com maior taxa de mortalidade. Numa
fase inicial da doenca, as células do CP sao descritas como sendo dependentes da acao
de androgénios para o seu crescimento e proliferacdo. Desta forma, quando o CP é
diagnosticado nesta fase, a terapia de privacdo androgénica, que tem por base a
reducdo dos niveis de androgénios circulantes, é usualmente indicada. No entanto, a
administracdo continua desta terapia leva a que eventualmente as células do CP se
tornem resistentes a mesma, e assim se desenvolva uma forma mais letal da doenca,
para a qual nao existe uma terapia eficaz. A capacidade das células cancerigenas em
reprogramarem o seu metabolismo tem sido destacada como uma das principais
caracteristicas do cancro associadas a progressao da doenca e metastizacao. No caso do
CP, as formas avancadas da doenca caracterizam-se por serem mais dependentes do
metabolismo glicolitico e lipidico. O cluster de diferenciacdo 36 (CD36) é uma proteina
associada ao metabolismo lipidico, sendo responsavel pelo transporte de acidos gordos
(AG) de cadeia longa através da membrana celular. Foi observado que esta proteina
tende a estar sobre-expressa no CP e, que deste modo, provoca um aumento do influxo
lipidico através da membrana celular. De facto, os AG representam uma matéria-prima
essencial para sustentar o crescimento e desenvolvimento das células cancerigenas,
uma vez que estes fazem parte da base estrutural das membranas, para além de
funcionarem como segundos mensageiros da sinalizacdo celular e como fonte de
energia. Neste trabalho de dissertacao procedeu-se a sintese e caracterizacao de acidos
(tio)barbitaricos N1,N3-disubstituidos acoplados em C5 com o acido esteérico, um AG
de cadeia longa saturada com 18 carbonos, como potenciais inibidores do CD36. No
total, foram sintetizados 6 novos compostos na forma do seu sal sodico, com
rendimentos bons a muito bons (56% a 95%). Posteriormente, foi realizado o estudo in
vitro de determinacdo da atividade antiproliferativa e de inibicdo do influxo lipidico
dos varios sais sintetizados em células da prostata humana. Foram utilizadas células da
prostata nao-neoplasicas (PNT1A) e neoplasicas (LNCaP e PC3). Nos estudos de
viabilidade celular foi observado que os derivados Ni,N3-difenil- e Ni1,N3-
dimetiltiobarbituratos apresentam seletividade para as células LNCaP e que o
tiobarbiturato funcionalizado com o acido estearico apresenta seletividade para as
células PC3. Os estudos de screening de inibicdo do influxo lipidico permitiram
verificar que o derivado N1,N3-dimetiltiobarbiturato é aquele que apresenta uma maior

inibicdo. Contudo, é necessario um estudo mais aprofundado para entender o
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verdadeiro potencial destes compostos na inibicdo do CD36, e na relacao desta inibicao

com a accao antiproliferativa em linhas celulares prostaticas tumorais.
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Abstract

Prostate cancer (PCa) is the second most frequently diagnosed cancer in the male
population worldwide, and the fifth with the highest mortality rate. At an early stage of
the disease, PCa cells growth and proliferation are described as being dependent on the
action of androgens. Thus, when PCa is diagnosed at this stage, the androgen
deprivation therapy, which is based on the reduction of androgen levels in the body, is
usually indicated. However, the continuous administration of this therapy eventually
leads to the PCa cells to become resistant to it, and thus developing a more lethal form
of disease, for which there is no effective therapy. The ability of cancer cells to
reprogram their metabolism has been identified as one of the main hallmarks of cancer
associated with progression of disease and metastization. PCa advanced forms of
disease are known to be dependent on glycolytic and lipid metabolism. The cluster of
differentiation 36 (CD36) is a protein associated with lipid metabolism, and is
responsible for the transportation of long-chain fatty acids (FA) across the cell
membrane. However, it has already been observed that this protein tends to be over-
expressed in PCa and, thus, causes an increase in lipid influx across the cell membrane.
In fact, FA represent an essential raw material to support the growth and development
of cancer cells, since they are part of the structural basis of the membranes, in addition
to functioning as second messengers of cell signaling and as a source of energy. This
dissertation aimed to synthesize and characterize N1,N3-disubstituted (thio)barbituric
acids coupled at C5 with stearic acid, a saturated long-chain FA with 18 carbons, as
potential inhibitors of CD36. In total, 6 new compounds were synthesized in the form
of their sodium salts, with good to very good yields (56% to 95%). Subsequently, an in
vitro study was carried out to determine the antiproliferative activity and inhibition of
the lipid influx of the various synthesized salts in human prostate cells. In this work,
non-neoplastic (PNT1A) and neoplastic (LNCaP and PC3) prostate cells were used. In
the cell viability studies, it was observed that the derivatives N1,N3-diphenyl- and
N1,N3-dimethylthiobarbiturates present selectivity for LNCaP cells and that the
thiobarbiturate functionalized with stearic acid presents selectivity for PC3 cells. The
lipid influx inhibition screening studies showed that the derivative Ni,N3-
dimethylthiobarbiturate is the one that presents a greater inhibition. However, further
studies are needed to understand the true potential of these compounds to inhibit
CD36, and the relationship of this inhibition to the antiproliferative action in prostate

tumor cell lines.
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Capitulo 1 — Introducao

O presente capitulo tem como objetivo inicial fazer uma breve introducdo ao
desenvolvimento de farmacos, e aos (tio)barbituratos funcionalizados em C5. Na seccao
1.1 é referida sucintamente a histéria do desenvolvimento de farmacos desde a
antiguidade até aos dias de hoje, e a descricdo de estudos necessarios nas diferentes
fases de avaliacao pré-clinica e clinica para posterior aprovacao e comercializacao. Na
seccao 1.2 sdo desenvolvidos alguns aspetos sobre a historia, a importancia e a

relevancia terapéutica dos barbituratos funcionalizados em Cs.

Numa segunda parte da introducdo, na seccdo 1.3, é feita uma breve contextualizacao
da anatomia e fisiologia da prostata. Nas seccoes seguintes sao efetuadas algumas
reflexdes sobre o conhecimento do que é o cancro da prostata e como se desenvolve e,
posteriormente, sao explorados com mais énfase os detalhes da reprogramacao

metabolica existente no cancro da prostata e as vias envolvidas.

Numa terceira parte é sistematizado o conhecimento bioquimico da estrutura e funcao

dos acidos gordos como substratos no metabolismo lipidico e as vias metabdlicas.

Por fim, faz-se uma analise final onde é conjugada toda a informacao descrita até ao
momento relacionada com o tema de investigacio central da presente dissertagao e as

atividades desenvolvidas.
1.1 - A descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos

A ideia de desenvolvimento de um novo farmaco, nomeadamente a partir de uma
substancia bioativa natural encontrada nos organismos terrestres e marinhos,
geralmente, tem inicio aquando da descoberta de um alvo biolégico disfuncional (ex.:
recetor, enzima, proteina, gene). Este pode desencadear um processo patolégico, sendo
que se desenvolvem estudos com o intuito de conceber um método de interferéncia na
atividade desse alvo bioldgico e, consequentemente, o melhoramento da qualidade de
vida do paciente. Este desenvolvimento tem, frequentemente, a finalidade de conceber
um novo farmaco ou entdo o melhoramento das solugoes ja presentes no mercado, em

termos de eficiéncia, poténcia, seguranca, tolerabilidade ou conveniéncia.!



Atualmente, a criacdo de um novo farmaco é um processo complexo e longo ao invés
das abordagens mais classicas. Nos tempos antigos, os principios ativos eram extraidos
principalmente de plantas, e o seu efeito tera sido determinado provavelmente através
da observacao da reacao humana ou de outros animais a aplicacao dos produtos que os
continham.2 Neste contexto e por exemplo, em 1694, o francés Pierre Pomet publicou o
livro “Histoire Géneral des Drogues”, onde descreveu as plantas e as suas
propriedades, e ainda hoje, o seu livro é visto como referéncia.3 Nos primordios do que
seria mais tarde a industria farmacéutica moderna, por volta do século XIX, deu-se
inicio ao isolamento e caracterizacao da estrutura de constituintes ativos dos produtos
naturais, tornando possivel a descoberta de cada vez mais principios ativos, assim como
a sua avaliacdo e sintese em larga escala.2 Exemplos disso sdao: a morfina, um
analgésico bastante comum nos dias de hoje e que é isolada da papoila do 6pio+5; a
reserpina, um anti-hipertensivo isolado da planta Rauwolfia serpentina +¢; a efedrina,
isolada em 1887, que serviu de base para o desenvolvimento de agentes antiasmaticos,
como o salbutamol e salmeterol.4 Na atualidade, para que haja a introducao de um
novo farmaco no mercado sao necessarios, desde a identificacdo do alvo até a sua
concecao, desenvolvimento, aprovacao e comercializacao, a cerca de 12 a 15anos, para

além de um custo dispendioso (Figura 1).”

Estudos Estudos clinicos i)?:\?:gﬁz M;I;ﬁ?;f;};zga
preé-clinicos (Fase I, II, II1, IV) EMA/FDA ol

Figura 1: Estagios do processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. EMA (do inglés,

European Medicines Agency) e FDA (do inglés, Food and Drug Administration).

Nos estudos pré-clinicos, como ja referido brevemente acima, é importante o estudo e
analise de uma patologia e as lacunas das técnicas terapéuticas ja existentes.
Seguidamente, é levantada uma hipoétese e identificados e desenhados compostos com
potencial interesse terapéutico. E essencial que se consiga suportar este conhecimento
adquirido também através do uso de ferramentas computacionais para estudos in
silico, designadamente por docking molecular e previsao de propriedades de absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade (ADMET). No docking molecular, a
interacao entre as moléculas e o alvo é prevista, e os resultados sao frequentemente
apresentados sob a forma de energia de ligacao envolvida nesta interacao. Portanto, a

molécula que apresentar menor energia de ligacao sera aquela que tera maior afinidade



e facilidade de se ligar ao alvo. Ja a previsao de propriedades ADMET permite
identificar rapidamente propriedades farmacocinéticas relevantes e de toxicidade. O
estudo de relacoes estrutura-atividade quantitativas (QSAR, do inglés Quantitative
structure-activity relationship) também pode ser fundamental no desenvolvimento de
novos farmacos. Assim, o uso de ferramentas computacionais é uma grande valia,
permitindo fazer um screening geral in silico, fazendo-se uma primeira selecao de quais
dos compostos idealizados serdo potencialmente os mais eficazes para objetivo
terapéutico pretendido. Para além disso, possibilita um aperfeicoamento de certos
compostos, e o descarte de outros ndao promissores, sem a necessidade de realizar

experimentacao in vivo e/ou in vitro.89

Depois de selecionados, otimizados e obtidos os compostos em questao, sao realizados
estudos in vivo e/ou in vitro em animais, 6rgaos, tecidos isolados, culturas celulares
humanas ou de animais, culturas bacterianas, etc., de modo a obter dados relativos a
aspetos farmacodinamicos, sendo determinadas, por exemplo, relacoes dose-efeito,
duracdo de acdo e perfil de efeitos adversos. Sao também realizados estudos
toxicologicos para verificar a seguranca destes compostos, e estudos farmacocinéticos,
para avaliacdo do modo de absorcdo, distribuicdo e formas de metabolizacao e de
excrecdo. Os estudos clinicos sdo constituidos por um conjunto de ensaios em quatro
fases executados em humanos. Na fase I, os ensaios sdo realizados num numero
reduzido de voluntarios saudaveis, com a finalidade de confirmar a biodisponibilidade,
toxicidade, e os efeitos do farmaco em funcao da dose. Na fase II, sdo selecionados um
numero reduzido de individuos doentes e elaborados ensaios de curta duracao para
verificar a eficicia e a toxicidade do farmaco. A fase III é constituida por ensaios
semelhantes aos elaborados na fase II, mas neste caso serao ensaios com maior nimero
de participantes e duragdo mais prolongada. Nesta fase é feita a comparacao estatistica
dos resultados obtidos com os estudos com placebo e com o medicamento-controlo de
atividade semelhante, o que permite estabelecer a menor dose eficaz e segura. Na fase
IV, uma fase que depende da aprovacao de entidades reguladoras como a EMA (do
inglés, European Medicines Agency) e a FDA (do inglés, Food and Drug
Administration). A EMA e a FDA sao organizacoes responsaveis pela supervisao e
regulamentacdo de medicamentos em estudo para potencial aprovacio e
comercializacao. Apos a fase III, os responsaveis podem preencher e submeter um NDA
(do inglés, New drug application), onde tém de estar descritos todos os resultados até a
data, e a informacao relevante para posterior revisao. Apds aprovagao, o medicamento
pode ser comercializado, mas sempre sob supervisionamento, pois apesar de todos os

passos rigorosos até este momento, a informacao sobre a seguranca deste medicamento



s6 pode ser totalmente entendida ap6s meses ou até anos no mercado . O esforco
coletivo de empresas farmacéuticas durante décadas na selecao de alvos adequados,
permitiu a identificacdo de fracoes do proteoma modulaveis, que se pensa ser
constituido por volta de 600 a 1500 proteinas (Figura 2). Desta forma, tentativas de
desenvolvimento de novos farmacos com suporte gendémico e proteémico tendem a

obter maiores taxas de sucesso.!2

Alvos Totais Alvos Fase IV

P2

= Recetores acoplados 4 proteina G = Enzimas

» Canais ionicos » Quinases
= Recetores nucleares = Outros

Figura 2: Classes de alvos terapéuticos. Adaptado de Folis.®2
1.2 — (Tio)barbituratos

Sintetizado pela primeira vez em 1864 pelo quimico alemao Adolf Von Baeyer, prémio
Nobel da Quimica em 1905, o 4cido barbitirico foi obtido através da condensacio da

ureia com 4cido malénico (Esquema 1).'3
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Esquema 1: Sintese de acido barbittrico em 1864. Adaptado de Loépez-mufioz et al.'3



Desde entao, varias outras metodologias foram desenvolvidas para o melhoramento da
reacao original. Assim, a reacdo mais adotada nos dias de hoje para a sintese de acido
barbittrico passa pela condensacdo do malonato de dietilo com a ureia, na presenca de
etoxido de so6dio em etanol anidro, para promover a reacao e o aumento do rendimento

(Esquema 2).4
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Esquema 2: Sintese de acido barbittico a partir da ureia e malonato de dietilo. Adaptado de S. Furniss et

al4

A sintese do acido barbitarico e de compostos analogos desencadeou uma série de
descobertas de compostos deste grupo com aplicacoes medicinais. Pelo menos até
meados do século XX, por meio de pequenas modificacoes a estrutura quimica da
molécula original, foram descobertos e sintetizados cerca de 2500 novos compostos
deste grupo, sendo alguns deles mais tarde descritos pelas suas capacidades sedativo-
hipnoticas, anestésicas e anticonvulsivantes.’35 O principal mecanismo de acdo dos
barbituratos ¢ a inibicdo de vias neuronais no sistema nervoso central por estimulo de
recetores do neurotransmissor inibitério 4cido y-aminobutirico (GABA, do inglés,
Gamma-aminobutyric acid). Quando o GABA se liga ao recetor GABA,, este canal
ionico abre-se e da-se o influxo de iGes cloreto para o neurénio. Consequentemente, ha
uma hiperpolarizacao, ou seja, um aumento da carga negativa no interior celular e
alteracdo da voltagem nas células cerebrais, tornando-as menos capazes de

despolarizacao e transmissao de impulsos nervosos.617

A introducao de barbituratos em uso clinico deu-se em 1904, quando o acido 5,5-dietil-
barbitirico, mais conhecido por barbital, ou Veronal (nome comercial) (Figura 3), foi
lancado no mercado, permitindo a pacientes com distarbios psiquiatricos e
neurologicos intrataveis na época pudessem receber um tratamento farmacologico.3
Subsequentemente, deu-se o desenvolvimento do fenobarbital, ou Luminal (nome
comercial) (Figura 3), em 1911. Este composto teve maior sucesso no mercado que o

seu antecessor, sendo ainda hoje usado no tratamento da epilepsia.'s:15.17



Para além das alteracOes da cadeia lateral da posicdao 5, modificagdes na posicao 2

também deram origem a novos derivados, como é exemplo do tiopental (Figura 3).7
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Figura 3: Exemplos de alguns compostos usados no séc. XX com a¢ao farmacoldgica sedativo-hipndtica,

anestésica e anticonvulsiva.

Além dos usos classicos acima descritos, mais recentemente, os barbituratos tém vindo
a ser objeto de estudo devido a novas aplicagoes terapéuticas. O acido barbittrico em si
ndo tem atividade biolégica, apenas demonstra propriedades farmacologicas caso
contenha grupos ligados ao carbono na posicao 5 (C5). Neste contexto, a presenca de
um grupo metileno acidico em C5 do acido barbitarico permite que esta molécula sofra
facilmente reacoes de condensacao, designadamente, com aldeidos. Os barbituratos sao
considerados compostos lipofilicos devido a sua estrutura principal, e esta propriedade
¢ muito condicionada em funcdo da natureza dos substituintes na posicao 5. Neste
ambito, a lipofilia tende a aumentar proporcionalmente com o tamanho da cadeia
carbonada em Cs. Alguns estudos, como é o caso de Laxmi et al'® e Xue et al,"9 ja
confirmaram a capacidade antitumoral de varios compostos derivados de barbituratos

em células do cancro da prostata (CP).

Neste trabalho, a reacao explorada foi a introducdao de um grupo acilo de um &cido
gordo em Cs, sendo os compostos resultantes denominados por 5-acilbarbituratos.
Num estudo anterior e semelhante a este constatou-se que o acido gordo mais
citotoxico foi o acido estearico.2° Assim, neste trabalho, a reacao de acilacdo do
(tio)barbiturato fez-se com este acido, combinando-se esta modificacdo com diferentes
caracteristicas estruturais em Ni, C2 e N3, para verificar a sua influéncia na

bioatividade destes compostos.



1.3 - Visao geral da anatomia e fisiologia da prostata

A prostata é a maior glandula acesséria do trato reprodutor masculino tendo
normalmente um peso de aproximadamente 20g e, num individuo saudavel, é muitas
vezes descrita como possuindo a forma e tamanho semelhantes aos de uma noz.2-22
Anatomicamente, a prostata situa-se entre o diafragma pélvico e a cavidade peritoneal,
posteriormente a porc¢ao inferior da sinfise pabica, abaixo da bexiga, anteriormente ao
reto e em volta da porcao proximal da uretra (uretra prostatica) e dos dois ductos

ejaculatorios (Figura 4).21:23
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Figura 4: Representacio esquematica de um corte sagital da cavidade pélvica masculina. Adaptado de

Jones et al.24

Alguns modelos foram propostos ao longo dos anos para caracterizar a divisao
anatomica da prostata mas o modelo atualmente adotado é o de McNeal, de 1981, que
divide a prostata em quatro zonas distinguiveis ao nivel da sua origem embriologica,
histologia, funcoes bioldgicas e suscetibilidade a doencas (Figura 5): a zona periférica
(ZP), que é constituida por cerca de 70% do tecido glandular prostatico total, e por isso,
a zona mais suscetivel a carcinomas; a zona de transicao (ZT), que representa 5% da
prostata em jovens adultos, mas tende a aumentar devido ao envelhecimento,

fenomeno chamado de hiperplasia benigna da prostata (HBP); a zona central (ZC),



constituida por cerca de 25% de todo o tecido prostatico; e a zona do estroma
fibromuscular anterior (ZEFA) que constitui o tecido ndo glandular formado por

musculo e fibras.2125

A proéstata pode ser entdo descrita como um conjunto de diferentes tipos de
componentes histologicos, incluindo a componente glandular de células epiteliais e a
componente do estroma fibromuscular envolvente, formando algo semelhante a uma
capsula. As artérias iliacas internas e plexos nervosos sao responsaveis pelo suprimento
das necessidades arteriais e nervosas, respetivamente. Ao nivel celular, o epitélio
prostatico é constituido por quatro tipos de células: células epiteliais (na sua maioria
sdo células luminais responsaveis pela producao de substancias e secrecoes prostaticas,
como o antigénio prostatico especifico (PSA, do inglés Prostate-specific antigen) que
pode funcionar também como marcador para o cancro da prostata quando esta em
niveis elevados na corrente sanguinea), células estaminais, células basais e células

neuroendocrinas (promovem o crescimento da prostata).23.25

Vesicula Seminal

Zona Central

Zona de Transi¢do

Zona Periférica

Uretra
Figura 5: Zonas da prostata. Adaptado de Wang et al.2®

A homeostasia entre todos estes componentes descritos é fundamental para assegurar a
atividade prostatica, que é importante na constituicio do sémen e na motilidade dos
espermatozoides. As secre¢oes prostaticas compoem até 33% do plasma seminal, e tém
como papel fornecer glicoproteinas, nutrientes, enzimas de coagulacido e fatores
alcalinizantes, de modo a garantir a sustentabilidade das necessidades essenciais dos
espermatozoides, e protegé-los do ambiente acidico do sistema reprodutor feminino,
respetivamente. As células epiteliais da prostata produzem também outros fatores
como acido citrico e enzimas proteoliticas necessarias para o bom funcionamento e

sobrevivéncia do espermatozoide no sistema reprodutor masculino e feminino.24



1.4 - Notas gerais sobre o cancro da prostata
1.4.1 - Epidemiologia

Atualmente, o CP é o segundo cancro mais frequentemente diagnosticado na populacao
masculina a nivel mundial, e o quinto com maior taxa de mortalidade.272¢ Dados do
Global Cancer Observatory, relativos a 2020, mostram que cerca de 1,4 MilhGes de
homens foram diagnosticados com CP, enquanto que aproximadamente 375 mil destes
acabaram por falecer, sendo esta doenca mais predominante em zonas com maior
indice de desenvolvimento humano (IDH), como a Oceania, seguida pela América do
Norte e depois Europa, e menos predominante na Asia e Norte de Africa. Esta
discrepancia pode ser justificada pela pratica frequente de realizacao de testes PSA que
foi adotada maioritariamente em paises desenvolvidos, a partir de 1990, o que permitiu
um maior nimero de diagndsticos.2829 Para além disso, existe também uma associacao
entre as origens étnicas e a incidéncia de CP. De facto, homens com origens africanas e
das caraibas tém maiores taxas de incidéncia e mortalidade de CP em comparacao a

pessoas de etnia caucasiana ou asiatica.3°

Em Portugal, no mesmo ano, foram contabilizados 6759 casos e 1917 mortes. Num
estudo realizado em 2017, foram projetados os possiveis ntimeros relativos a incidéncia
e mortalidade de CP em Portugal no ano de 2020 e anos conseguintes. O conhecimento
adquirido desde 1998 permitiu estabelecer uma previsao geral da incidéncia do cancro
que estaria de acordo com uma tendéncia de aumento na ordem dos 1,8%/ano, com
excecdo da regido norte que teve um decréscimo de 3,2%/ano. E de salientar também
neste estudo o decréscimo das taxas gerais de incidéncia de mortalidade em 2,2%/ano
desde 2006.3' No entanto, nesta altura nao se poderia prever o impacto da COVID-19,
nomeadamente em relacdo ao funcionamento de estabelecimentos de satde, o que
resultou em atrasos no diagnostico e tratamento que levaram a uma queda de curto
prazo na incidéncia do CP, seguida por um aumento nos niveis da doenca em estagio

avancado e, consequentemente, da mortalidade.32:33
1.4.2 - Fatores de risco

O CP é uma doenca altamente heterogénea, cujas causas e fatores, apesar de nao serem
totalmente compreendidos podem ser separados em dois grupos, os fatores genéticos e
os fatores epigenéticos. O fator mais impactante é a idade. De facto, o risco aumenta
principalmente em homens apdés os 50 anos e a sua incidéncia tende a aumentar

exponencialmente com o avancar da idade.2” As origens étnicas podem também



contribuir para uma maior predisposicao ao CP, como foi referido anteriormente, onde

foi observado maior prevaléncia em homens com ascendéncia africana e das caraibas.3°

Fatores genéticos podem favorecer o aumento do risco do CP, principalmente para
homens com familiares proximos afetados pela doenca. Neste contexto, o risco
aumenta com a multiplicidade de familiares afetados e a sua prematuridade.3435 Alguns
genes ja foram identificados como potenciais intervenientes na suscetibilidade a doenca
como por exemplo BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, ATM e PMS2 que sao
responsaveis pela producdo de proteinas reparadoras de acido desoxirribonucleico
(DNA) danificado, e PTEN (do inglés, Phosphatase and tensin homolog), NKX3-1,

CDKN1B, que tém funcao supressora tumoral.36:37

O refluxo urinario pode causar irritacoes que levam a inflamacdo da prostata e,
consequentemente, ao desenvolvimento do CP. InfecGes urinarias derivadas de
microrganismos como a Escherichia coli e Cutibacterium acnes, e infecOes
transmitidas pela atividade sexual por microrganismos como a Neisseria gonorrhoeae
e Chlamydia trachomatis, podem também desencadear inflamacao.3® A migracao de
macrofagos para estas zonas e a libertacao de espécies reativas de oxigénio (ROS, do
inglés, Reactive oxygen species) por estes, tém a funcdo de auxiliar a eliminaciao dos
agentes patogénicos. Porém, em casos em que existe défice de mecanismos de defesa
celular, como atividade de enzimas antioxidantes, alteracGes nos mecanismos de
reparacao do DNA e resisténcia a apoptose, pode haver um excesso de stress oxidativo
que provoca dano no DNA e proliferacdo exacerbada de DNA substituto, que quando
subjugado as mesmas condicoes adversas de stress oxidativo pode levar a uma

acumulacdo de mutagdes.39

Por fim, a dieta e o estilo de vida podem também ser impactantes na formacao do CP.
Uma dieta rica em calorias, gorduras saturadas e trans, e hidratos de carbono refinados
estd associada ao aumento do risco de CP. Por outro lado, a escolha preferencial de
vegetais, frutas, peixes e produtos integrais, podem exercer efeitos terapéuticos. A
obesidade e atividade fisica também estao correlacionadas, assim como o consumo de

alcool e o tabagismo.4°
1.4.3 - Diagnéstico

O CP pode ser assintomaético nos estagios iniciais da doenca. Porém, os doentes podem
manifestar alguns sintomas obstrutivos, como fluxo urinario deficiente e, miccao

prolongada, retenc¢ao urinaria parcial, nocturia e até disfuncao erétil e hemataria.34 O
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CP ¢ tradicionalmente diagnosticado através de um exame de toque retal (TR)
juntamente com analise sanguinea do PSA, podendo fazer-se, se se justificar, uma
biopsia guiada por ecografia transretal (TRUS, do inglés Transrectal ultrasound).4?
Porém, a palpagido da prostata via exame TR tem as suas limitacoes e nem sempre
comprova a existéncia de CP. Adicionalmente, grande parte dos pacientes com suspeita
de CP devido a detecao dos niveis elevados de PSA nao apresenta irregularidades ou
nodulos na prostata.43 O PSA é uma glicoproteina que é secretada pela prostata e depois
eliminada durante a ejaculacdo, estando em niveis baixos na corrente sanguinea.
Porém, quando a homeostase celular da prostata esta comprometida, como acontece
em casos de inflamacao crénica ou cancro, o PSA passa em maiores quantidades para o
estroma fibromuscular anterior e para a corrente sanguinea.4 Quando os niveis
plasmaticos de PSA sao superiores a 4 ng/mL é considerada a hipbtese de o paciente ter
a doenca.42 Porém, este teste nem sempre é viavel uma vez que niveis elevados deste
podem derivar de HBP, que é frequente em homens com idade avancada, e é
caracterizada pelo aumento do volume da prostata, e consequentemente compressao da
uretra e bloqueio do fluxo urinario, causando infe¢des urinarias e inflamacoes.4* O
primeiro biomarcador sérico usado para diagnosticar o CP foi a fosfatase 4cida
prostatica humana (PAP). Todavia, nos dias de hoje é quase sempre usado o marcador
PSA, por ter uma eficiéncia maior que a PAP na avaliacdo de CP e HBP.45 Para tentar
colmatar as limitagoes destas analises, € importante o uso de testes serologicos
complementares de rastreio antes de se partir para o exame TRUS. O exame do Indice
de satde da prostata (Phi) envolve uma féormula matematica que combina os resultados
de trés analises ao sangue: PSA total (tPSA), PSA livre (IPSA) e proPSA, uma isoforma
de PSA que é uma proenzima com dois aminoacidos residuais.4>4¢ Uma alternativa a
este é o exame ‘4k score’, em que, a semelhanca do exame Phi, também se faz um
calculo com os padroes tPSA e IPSA, juntamente com a PSA intacta e a calicreina-2.4247
Podem também ser feitos testes de detecdo do gene 3 do cancro da prostata (PCA3, do
inglés, Prostate cancer antigen 3) que normalmente surge na urina em pacientes com
CP.48 De acordo com os resultados de rastreio, o médico pode aconselhar o uso de
metodologias mais sofisticadas como a TRUS ou outras técnicas de imagiologia. No
entanto, ainda existem preocupacgoes relativamente ao uso de metodologias mais
invasivas, pois ainda nao é possivel determinar com certeza a existéncia de CP com
exames de rastreio, o que pode eventualmente levar a biopsias desnecessarias e a
tratamentos capazes de causar efeitos colaterais indesejaveis.49 Avancos recentes em
tecnologias nao invasivas, como a ressonancia magnética, levaram a um aumento da
sua prescricao em conjunto com exame TRUS. Apesar de as biopsias serem precisas,

estas sao demoradas, dispendiosas e limitadas a centros especializados.42
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1.4.4 - Principais abordagens terapéuticas em uso e em estudo

O tratamento do CP depende do estagio da doenca. Tradicionalmente, num estagio
inicial e dependendo da evolucao da doenca, cirurgia, radioterapia e terapia de privacao
androgénica (TPA) sdo os procedimentos terapéuticos padrao. Para os pacientes num
estagio mais avancado de CP, quimioterapia citotéxica, radiofarmacos e imunoterapia

sao usados.

A TPA baseia-se na reducao dos niveis de androgénios através da orquiectomia
(remocao cirargica testicular), ou do uso de farmacos, como antiandrogénios,
inibidores da biossintese de androgénios e agonistas e antagonistas do recetor da
hormona libertadora de gonadotrofina (GnRH, do inglés, Gonadotropin-releasing

hormone).5°

Os antiandrogénios, como a enzalutamida e a apalutamida, sdo antagonistas nao
esteroides do recetor de androgénios (AR, do inglés androgen receptor), e impedindo a
ligacdo hormona-recetor ou a sua interagdo com o DNA e suprimindo assim os efeitos
de estimulo do crescimento das células do CP pela testosterona e di-hidrotestosterona
(DHT).595t Os inibidores da biossintese de androgénios, incluem o acetato de
abiraterona, que inibe irreversivelmente a CYP17A1, uma 17-a hidroxilase e 17-20 liase
da familia do citocromo P450, que converte pregnanos em androstanos.5 A GnRH ¢é
libertada pelo hipotdlamo e estimula a hipofise a secretar as hormonas foliculo
estimulante (FSH, do inglés Follicle-stimulating hormone) e luteinizante (LH, do
inglés, Luteinizing Hormone). A LH atua principalmente nas células de Leydig
presentes nos testiculos, estimulando-as a sintetizar testosterona, enquanto a FSH
promove a espermatogénese via estimulacao das células de Sertoli.>4 Agonistas da
GnRH como a Gosserrelina, Leuprorrelina e Triptorrelina, por interferéncia nos
mecanismos de retroalimentacao, inibem a producao de testosterona.s2 Antagonistas da
GnRH como o Degarelix e Abarelix, bloqueiam a libertacio de GnRH e
consequentemente a secrecdo de LH que leva a uma diminui¢do dos niveis de

testosterona.s0:53

Na terapia citotoxica, os taxanos como Paclitaxel, Docetaxel e Cabazitaxel, sao
antimit6ticos usados como inibidores da divisao celular e, consequentemente, da
proliferacdo tumoral.54+ Como j4 referido acima, outros agentes sao também usados,
designadamente o Sipuleucel-T, um agente imunolégico que estimula uma resposta

imune contra a PAP, um antigénio expresso no CP.55
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1.5 - Bases do desenvolvimento do cancro da prostata

Como ja mencionado acima, a prostata pode sofrer inflamacao que pode causar lesoes e
alteracoes morfologicas ao seu epitélio. O estagio inicial desta ocorréncia ¢ denominado
como atrofia inflamatéria proliferativa (AIP). Nesta condicdo, as células dividem-se
rapidamente e sofrem mutacoes. A Neoplasia intraepitelial prostatica (PIN, do inglés
Prostatic Intraepithelial Neoplasia), que deriva do estado hiperproliferativo,
caracteriza-se pela disrupcao da camada basal e das células secretoras. Neste contexto,
e resultante do desenvolvimento, as lesdes High-grade PIN podem ser considerados
como estagios precursores do CP.5057 O estagio inicial do desenvolvimento de CP é
modulado por androgénios circulantes e, por isso, diz-se ser sensivel aos androgénios.
A testosterona circula no sangue acoplada a proteinas transportadoras como a
globulina ligadora de hormonas sexuais (SHBG, do inglés Sex Hormone Binding
Globulin) e a albumina. Quando a testosterona chega as células prostaticas, é
convertida em DHT pela enzima 5a-redutase. A DHT apresenta maior afinidade para o
AR que para a testosterona.s®59 Quando o AR esta livre no citoplasma, encontra-se
associado a proteinas de choque térmico e outras chaperonas. No momento em que os
androgénios se ligam ao recetor, este altera a sua conformacdo por dissociacdo das
chaperonas e sofre dimerizacdo e translocacdo para o nucleo.5?® Os dimeros dos
complexos hormona-recetor ligam-se aos elementos de resposta aos androgénios (ARE,
do inglés Androgen Responsive Elements) nos genes-alvo classicos dos androgénios e
que, com a ajuda de proteinas co-reguladoras, permitem modular a transcri¢do génica
por acdo coativadora ou correpressora através da remodelacio da cromatina e
modificacoes das histonas. Assim, este mecanismo, por alteracio do padrido de
expressao genética é responsavel por regular o proliferacao e apoptose das células da

prostata.s9

Devido a esta dependéncia de androgénios, foram desenvolvidas TPA, as quais tém sido
as modalidades classicas de tratamento mais adotadas num estégio inicial do CP.° No
entanto, ao longo da evolucao do cancro, algumas células adaptam-se e adquirem
resisténcia a um ambiente pobre em androgénios e mantém o seu crescimento
independentemente da administracdo da TPA. Este fenomeno resulta normalmente
numa forma letal de CP chamada cancro da prostata resistente a castracao (CPRC),

para a qual a TPA se torna ineficiente (Figura 6).%
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Figura 6: Fases de desenvolvimento do cancro da prostata: 1 - Processo carcinogénico comega em células
que proliferam fora de controlo. 2 - Numa fase inicial de CP dependente de androgénios, a TPA ¢ eficaz no
combate ao desenvolvimento dos tumores. 3 - Algumas células adquirem resisténcia ao tratamento de TPA
e continuam a proliferar. 4 - As células agora sao totalmente independentes de androgénios circulantes, e
as suas mutacoes resultam no aumento da angiogénese. 5 - Nesta fase o cancro prostatico metastiza através

da circulagdo sanguinea. Adaptado de Saraon et al.o*

Existem véarias vias que explicam a aquisicao de resisténcia a TPA por parte das células

cancerigenas:

- Via hipersensivel: Baixos niveis de androgénios, devido a TPA, levam a que
subconjuntos de células dentro deste microambiente desenvolvam resisténcia por
aumento da sintese e da sensibilidade do AR. De facto, a amplificacdo do AR ja foi
documentada em cerca de 30% de pacientes apos tratamento por TPA, enquanto que
este fendmeno nao foi evidenciado em tumores primarios pré-ablacao androgénica.
Assim, células com elevada expressao do AR ganham a capacidade de proliferar ainda
que com concentracoes baixas de androgénios, e dando origem ao crescimento de
células resistentes a castracdo. Alternativamente, muta¢ées tumorais envolvendo a
substituicdo de valina por leucina no codao 89 resultam no aumento da atividade da
enzima 5a-redutase e, consequentemente, nos niveis de DHT intraprostaticos, o que

promove o crescimento tumoral apesar dos niveis baixos de testosterona circulante.263

- Via Promiscua: As substituicbes nas sequéncias de aminoicidos nas regioes
codificantes do gene AR sao observadas com menos frequéncia do que as amplificacoes
do mesmo. Contudo, estas mutagoes diminuem a especificidade e seletividade do AR
para os ligantes naturais, possibilitando a sua ativacdo por androgénios adrenais,
progesterona, cortisol, cortisona, 17f-estradiol e, até por antagonistas de androgénios,
como a hidroxiflutamida, bicalutamida e enzalutamida, permitindo a atividade de

transcricao e desenvolvimento do CP.63:64
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- Via Outlaw: E caracterizada pela ativacio de AR na auséncia da influéncia de
androgénios, através de mecanismos independentes do ligante. Estudos ja
demonstraram que ligantes ativadores do recetor tirosina quinase, como o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1, fator de crescimento de queratindcitos e fator

de crescimento epidérmico, podem ativar o AR.64

- Via Bypass: A terapia de ablacdo de androgénios desencadeia uma resposta
inflamatoéria por parte das células mortas. Fatores pro-inflamatoérios produzidos por
estas células influenciam linfocitos B a produzirem toxinas que promovem a

sobrevivéncia das células cancerigenas independentemente da ativagao do AR.%4

- Via Lurker cell: Assume que existem inicialmente células cancerigenas independentes
de androgénios (provavelmente células tumorais progenitoras CD44+/CD133+), que

sdo selecionadas e proliferam mesmo apo6s o inicio da TPA.65

1.6 - Alteracoes metabolicas no cancro da prostata

A proliferacdo celular descontrolada é uma caracteristica preponderante no
desenvolvimento de tumores, no que o CP nao é excecdo. Em 1920, Otto Warburg
observou que as células tumorais exibem um grande aumento da absor¢ao e consumo
de glicose traduzido na producdo de lactato por via anaerobica, o que acontece mesmo
em situacoes aerobicas, em detrimento da oxidacao do piruvato resultante da glicolise
por da via de fosforilacdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS, do inglés Oxidative
Phosphorylation), fendbmeno a que se chamou efeito Warburg. Assim, pode-se concluir
que as células cancerigenas tém a capacidade de reprogramar o seu metabolismo
glicolitico a vias alternativas, de modo a suprir as suas necessidades energéticas. O uso
desta via glicolitica é energeticamente desfavoravel em termos de adenosina trifosfato
(ATP) produzido, mas fornece as células cancerigenas precursores que auxiliam a
proliferacio e assim, fornecem uma vantagem seletiva para se adaptarem e

prosperarem em ambientes hostis.%0-68

O metabolismo celular envolve processos bioquimicos complexos através dos quais
nutrientes especificos sdo consumidos. Hidratos de carbonos, AG e aminoacidos sdo a
principal fonte de nutrientes para a homeostase energética e sintese macromolecular.
Eles sao o principal constituinte das principais vias metabélicas que podem ser

classificadas como anabdlicas ou catabdlicas.6”
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A glicolise envolve uma série de reacoes que culminam na sintese de duas moléculas de
piruvato. Esta ocorre no citoplasma das células e pode ser dividida em duas fases, a fase
que requer energia e a fase que gera energia, e pode ser descrita em varios passos. As
proteinas GLUT1 e GLUT3 sao as principais isoformas de transportadores de glicose
(GLUT, do inglés Glucose Transporter) associadas a células cancerigenas, as quais dao
inicio a via glicolitica através do transporte de glicose para o interior da célula.®®
Depois, a glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato (G-6-P) através de uma molécula de
ATP, pela acdo da enzima hexoquinase (HQ). A G-6-P é convertida, numa reacao
reversivel, em frutose-6-fosfato (F-6-P), pela acdo da enzima fosfoglicose isomerase
(PGI). A F-6-P, por sua vez, é fosforilada em frutose 1,6-bifosfato (F-1,6-P), através da
acao da enzima fosfofrutoquinase-1 (PFQ-1). Através da enzima aldolase, da-se a
clivagem da F-1,6-P em dois isdbmeros, o D-gliceraldeido-3-fosfato (G3P) e a fosfato de
dihidroxiacetona (PDHA). A molécula de PDHA é convertida pela enzima triose-fosfato

isomerase (TPI) numa segunda molécula de G3P.%

A segunda etapa glicolitica é caracterizada pela geracdo de ATP. Nesta, uma molécula
de G3P é oxidada pela enzima gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPD) a D-1,3-
bisfosfoglicerato (1,3BPG). Um dos grupos fosfato de 1,3BPG ¢é transferido para uma
molécula de adenosina difosfato (ADP) pela enzima fosfoglicerato quinase (PGQ),
formando-se uma molécula de 3-fosfoglicerato (3PG), e gera-se uma molécula de ATP.
A 3PG é depois isomerizada pela enzima fosfoglicerato mutase (PGM) em 2-
fosfoglicerato (2PG), a qual é desidratada em fosfofenolpiruvato (PEP). Através da
enzima piruvato quinase, o PEP perde o seu fosfato que serd doado a uma segunda

molécula de ADP para formar ATP e piruvato.®

O piruvato sintetizado pode seguir varias vias metabolicas. Em células cancerigenas, o
piruvato é convertido preferencialmente em lactato pela lactato desidrogenase (LDH,
do inglés Lactate Dehydrogenase). Dentro da célula, condicoes alcalinas sdo essenciais
para manter a proliferacdo através da glicolise e, por isso, o lactato produzido em
excesso pode ser toxico e tem de ser exportado para o espaco extracelular por
transportadores de monocarboxilatos (MCT, do inglés Monocarboxylate transporters).
Isto contribui para a acidificacio do microambiente envolvente, o que promove a
angiogénese e a metastizacao.”>”* Na via aerobica, o piruvato pode ser convertido em
acetilcoenzima A (Ac-CoA) na mitocondria através da enzima piruvato desidrogenase
(PDH, do inglés Piruvate Dehydrogenase) e originar mais energia sobre a forma de
ATP. A Ac-CoA pode também ser convertida em citrato pela citrato sintase (CS), que

iniciara o ciclo de Krebs e gerar mais energia ou entao auxiliar a sintese de AG.%9
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A glutamina circulante é convertida em glutamato pela glutaminase (GLS). O glutamato
¢ depois convertido pelo glutamato desidrogenase (GDH, do inglés Glutamate
Dehydrogenase) num precursor do ciclo de Krebs, o a-cetoglutarato (a-KG). Esta via
pode também produzir Ac-CoA por carboxilacio do a-KG em citrato, e depois a
clivagem do citrato em Ac-CoA.” A via da glutamina tem o propoésito de auxiliar a
sintese de acidos gordos. Estes sdo essenciais para as células cancerigenas na

biossintese de novas membranas.”3

Como ja referido antes, os androgénios e os seus recetores sao determinantes no
processo de desenvolvimento do CP. Apos a ativacao do AR, este tem a capacidade de
controlar proteinas e genes responsaveis pela regulacao da proliferacao. Inimeros
estudos tém demonstrado a relagdo destes genes com vias de sinalizagdo responsaveis
pelas adaptacées metabolicas de células cancerigenas,’# apontando os androgénios

como importantes reguladores metabolicos envolvidos na progressao do CP.7576

- Via de sinalizacao fosfoinositideo 3-quinase (PI3K): Normalmente, esta via € ativada
quando genes supressores de tumor, como o PTEN, sofrem delecoes por mutacoes. A
via PI3K, quando ativada, provoca a fosforilacdo do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) presente na membrana em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). O PTEN
inibe a sinalizagdo PI3K por conversio do PIP3 de volta a PIP2.77 PIP3 tem a
capacidade de ativar a proteina quinase B (AKT) que regula e estimula o influxo de
glicose na célula e enzimas glicoliticas a produzirem ATP, de modo a certificar que as
células tém o essencial para sua proliferacdo e sobrevivéncia.” Para além disso, a
ativacdo da AKT também estimula a proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR, do inglés mammalian target of rapamycin) que ativa a sintase de acidos

gordos (FASN, do inglés Fatty acid synthase) e, consequentemente, a sintese de AG.79

- Vias dependentes da sinalizacao pelo fator induzivel por hipoxia-1 (HIF-1, do inglés
Hypoxia-Inducible Factor) e MYC: Em condicoes fisiologicas o suprimento das
necessidades de oxigénio é bem regulado, mas, em situacOes patologicas a
disponibilidade de oxigénio proveniente do sangue para as células cancerigenas em
elevada proliferacio pode ser limitada. Assim, as células tumorais sobrevivem por
adaptacao as baixas concentracoes de oxigénio ou por aumento da vascularizacao, ou
ambos.8° Sob baixos niveis de oxigénio, o HIF-1 estimula a expressao de reguladores do
metabolismo glicolitico, como os GLUT1 e GLUTS3, as enzimas HQ e LDH.8! Para além
disso, o HIF-1 ativa a piruvato desidrogenase quinase (PDQ) que inativa a PDH e,
consequentemente, a conversao do piruvato em Ac-CoA na mitocondria, reforcando a

dependéncia do metabolismo glicolitico.82 Assim, a hipoxia é caracterizada pela
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instabilidade genética, angiogénese e resisténcia a tratamentos.° O MYC também é
expresso em células cancerigenas e é importante na progressao do CP, pois promove o

metabolismo da glutamina e dos lipidos.83

- A proteina quinase ativada por AMP (AMPK, do inglés AMP-activated protein kinase)
€ um sensor dos niveis de nucleotideos de adenosina intracelular e é ativado quando
existe o aumento do desequilibrio da relacdo entre as concentracoes de adenosina
monofosfato (AMP) e ATP. Em resposta a este fendbmeno, a AMPK promove vias
catabolicas para gerar mais ATP e inibe as vias anabolicas que consomem ATP.8485 A
quinase hepatica B1 (LKB1) é uma supressora de tumor que fosforila e ativa a AMPK
em caso de défice metabolico, regulando assim negativamente a proliferacio e
metabolismo da glicose e lipidos das células cancerigenas. Mutac6es ao nivel da LKB1
provocam a desregulacao desta via e, consequentemente, suportam a via HIF-1 e mTOR

na producao de energia via metabolismo glicolitico e lipidico.85

- A p53 é uma proteina supressora de tumores que responde ao stress celular e ativa a
transcricao de genes que levam a reconstrucao da célula danificada ou a sua eliminacao
por apoptose. A p53 é também um regulador metabolico, uma vez que ativa a expressao
de HQ e, consequentemente, a sintese de G-6-P. No entanto, também estimula o
regulador de glicolise e apoptose induzida por TP53 (TIGAR), que diminui a expressao
de F-2,6-P e os niveis de ROS, protegendo assim as células da apoptose derivada do
stress oxidativo.8¢87 Por outro lado, a p53 pode também promover a fosforilacao
oxidativa por ativagao do citocromo c oxidase 2 (SCO2), ou ativacdo de PTEN, inibindo
a via PI3K.87 Assim, nas situacoes onde existe a perda de funcao da p53, a replicagio
irrefreavel do DNA danificado conduz a uma alta taxa de mutagdes e a uma producao
de células que tendem a tornar-se cancerigenas e o TIGAR nao é regulado e a glicolise

aumenta.86-88
1.7 - Metabolismo dos acidos gordos

Os lipidos podem ser divididos em oito categorias principais e podem ser segmentados
em classes e subclasses: AG, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esfingolipidios
(glicerofosfolipidos e alguns esfingolipidos pertencem ao grupo dos fosfolipidos),
sacarolipidios e policetideos, esterdides e terpenos. Estes compostos tém funcgoes
biolbgicas importantes, como a atuagdo como componentes estruturais das membranas
celulares, fornecimento e armazenamento de energia, sintese hormonal e participacao
em vias de sinalizacao.8® Eles sao apolares, visto que sao formados principalmente por

ligacoes carbono-hidrogénio, o que lhes confere uma caracteristica hidrofébica, ou seja,
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nao se dissolvem em Aagua, mas sim dissolvem preferencialmente em solventes
organicos. Os triglicerideos sao usados primordialmente para o armazenamento de
energia e os fosfolipidos constituem a membrana celular.89.90.91 Dentro do grupo dos
lipidos, os AG constituem um foco importante da presente dissertacio e sao

desenvolvidos nas subseccoes seguintes.
1.7.1 - Caracterizacao fisico-quimica e nomenclatura dos acidos

Os AG sao constituidos por cadeias longas de hidrocarbonetos que contém um grupo
metilo (CH;) numa extremidade e um acido carboxilico (-COOH) na outra extremidade,
o qual lhes confere alguma polaridade. A sua nomenclatura tem por base o
comprimento, o grau de saturacao, e a posicao e configuracao das ligacoes duplas na
sua cadeia. Quando a cadeia de hidrocarbonetos ndo apresenta ligacoes duplas entre os
seus carbonos, o acido gordo diz-se ser saturado. No caso de haver uma ou mais
ligacGes covalentes duplas, o acido gordo denomina-se por insaturado ou poli-
insaturado respetivamente. A dupla ligacdo do AG pode ter duas configuracoes, a
configuracao cis e a configuracao trans. A configuracao cis acontece quando a cadeia de
carbonos esta do mesmo lado da ligacao covalente planar, causando o seu dobramento.
Como resultado, estes acidos gordos nao se conseguem compactar firmemente e,
portanto, tendem a estar sob a forma de 6leo a temperatura ambiente. Por outro lado,
na configuracao trans, a cadeia de carbonos esta em lados opostos, sendo que a cadeia

é linear e compacta, e pelo que a temperatura ambiente é favorecido o estado s6lido.90-9

Outras biomoléculas importantes no organismo que contém AG sao os triglicerideos e
os fosfolipidos. Os triglicerideos sdo formados por uma molécula de glicerol e trés
moléculas de acidos gordos. O glicerol é um composto organico com 3 carbonos e 3
grupos hidroxilo (OH). Cada acido gordo liga a um dos 3 grupos hidroxilo do glicerol
formando uma ligacdo éster. Os triglicerideos sao mais apolares jA que na sua
biossintese o acido carboxilico passa a existir na forma de éster. No entanto, por

hidrolise forma-se novamente a molécula de glicerol e os AG.9%:9

Por seu lado, os fosfolipidios sdo compostos por um grupo fosfato, uma molécula de
glicerol, e duas cadeias de acidos gordos, um saturado e outro insaturado. Eles tém uma
cabeca polar e dois caudas apolares, conferindo uma caracteristica ttil de segmentacao
de espacos na bicamada fosfolipidica. A formacdo de um glicerofosfolipido da-se
quando ao grupo fosfato se liga uma molécula polar, como por exemplo a colina

(Figura 77).90:9
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Figura 7: Representacdo de um glicerofosfolipido. Da esquerda para a direita: Dois 4cidos gordos, um

saturado e um monoinsaturado (de cima para baixo); glicerol; grupo fosfato e grupo colina. Adaptado de

Koolman et al.9°
1.7.2 - Biossintese de acidos gordos

O glicogénio e os triglicerideos sdo as duas principais formas de armazenamento de
energia no corpo. Os triglicerideos conseguem fornecer maior quantidade de energia,
por isso, o corpo humano recorre a estes para armazenar energia de forma mais
eficiente. Por seu lado, o glicogénio é usado como uma importante fonte de energia do
cérebro.9293 Como ja referido, os triglicerideos sdo moléculas hidrofébicas compostas
por um esqueleto de glicerol e trés 4cidos gordos. Os hidratos de carbono ou proteinas
ingeridos fornecem a glicose e os aminoacidos que podem ser transformados na
mitocondria em Ac-CoA, material de partida para a biossintese de 4cidos gordos. A
sintese de novo ocorre no citoplasma das células do figado ou do tecido adiposo, mas a
Ac-CoA que é produzida na mitocondria é incapaz de atravessar a sua membrana para o
citoplasma. Assim, a citrato sintase combina Ac-CoA e oxaloacetato para formar citrato,
que consegue mover-se para citoplasma. Aqui, a ATP citrato liase (ACLY) reverte a
reacdo anterior e forma novamente a Ac-CoA e o oxaloacetato. Cada molécula de Ac-
CoA contém dois carbonos, e para criar um acido gordo saturado de 16 carbonos, 2
carbonos sao adicionados de cada vez a partir de malonil-CoA para construir a
cadeia.9+9 Para formar uma molécula de malonil-CoA, um grupo carboxilato de
carboxibiotina é doado a uma molécula de Ac-CoA por acdo da enzima Ac-CoA
carboxilase (ACC) e um ATP. A ACC representa a etapa limitante da sintese de acidos
gordos. Esta enzima ¢é inibida pelo glucagon, epinefrina, acido palmitico e a via AMPK,
e é ativada pela insulina e citrato. A FASN permite a sintese de acidos gordos através de
moléculas de Ac-CoA e malonil-CoA. A FASN funciona como um dimero onde cada

subunidade idéntica contém sete dominios cataliticos. FASN tem dois compartimentos
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principais, onde reacoes de transferéncia e condensacao ocorrem no compartimento
inferior, enquanto que as modificacbes da cadeia em crescimento ocorrem no
compartimento superior. A proteina transportadora de acilo (ACP) e tioesterase estao
associadas a este complexo. A ACP é constituida por um grupo fosfopanteteina

(vitamina Bj5) e a tioesterase € constituida por um grupo cisteina (Figura 8).9596

Cetoacil- Cetoacil-

-redutase  Enoil- - Enoil- -redutase
_-redutase -redutase
Hidratase AGH
Tioesterase

Cetoacil-
-sintase

/ Malonil/acetil- Malonil/acetil-

\-transacetilase -transacetilase

Figura 8: Complexo multienzimatico da FASN. O complexo é um dimero constituido de dois monémeros
polipeptidicos idénticos, em que seis enzimas e a proteina transportadora de acilo (ACP) estao ligadas na

estrutura priméria da sequéncia ilustrada. Adaptado de Murray et al.%°

O processo de sintese de novo (Figura 9) comeca com a enzima acetil-transacetilase
(AT) que liga o primeiro Ac-CoA a ACP e liberta a CoA. Em seguida, os dois carbonos
remanescentes sao transferidos para o grupo cisteina por acao da acil-transacetilase,
deixando ACP livre. Pela acao da enzima malonil-transacetilase (MAT), a malonil-CoA
liga-se a ACP e liberta CoA. Os dois carbonos originarios da Ac-CoA sao transferidos e
condensados com os carbonos do malonilo presentes na ACP pela enzima cetoacil
sintase, por uma reacao de descarboxilacdo do malonilo, formando acetocetilo. Esta
molécula resultante precisa de ser transformada numa cadeia de hidrocarbonetos
saturada por um conjunto de reacoes de desidratacdo e reducdo. A enzima [-cetoacil-
ACP-redutase reduz o grupo carbonilo num grupo hidroxilo por acao de eletrdes
doados pela nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato na forma reduzida (NADPH),
formando B-hidroxibutirilo. Este composto sofre a acdo da [-hidroxiacil-ACP-
desidratase que remove uma molécula de agua e cria um grupo enoil, que contém uma
ligacdo dupla entre os dois carbonos, formando crotonilo. A enzima enoil-redutase
reduz a ligacao dupla a uma ligacao simples por acao de NADPH, formando Butirilo. A
cadeia saturada com 4 carbonos resultante é transferida pela acil-transacetilase para o
grupo cisteina libertando a ACP que agora pode receber outra molécula de malonil-CoA

e repetir o ciclo até ser sintetizado um acido gordo de 16 carbonos. No fim deste ciclo, a
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tioesterase cliva e liberta o 4cido palmitico da FASN. Para completar este processo, sao
necessarias 8 moléculas de Ac-CoA, 1 para iniciar a cadeia e outros 7 para gerar
malonil-CoA, 14 NADPH e 7 ATP. 95.96
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Figura 9: Sintese de acidos gordos através da FASN.
1.7.3 - Absorc¢ao de acidos gordos

Os 4cidos gordos podem ser sintetizados de novo, como ja referido acima, ou entao
obtidos a partir da dieta. Os lipidos ingeridos pela dieta estdo maioritariamente sob a
forma de triglicerideos, embora também existam ésteres de colesterol e fosfolipidos,
entre outras substancias. A lipase lingual, uma enzima libertada pelas glandulas serosas
da base da lingua, e a lipase gastrica, produzida pelo estdbmago, quebram as ligacoes
éster dos triglicerideos. No entanto, a sua acdo nao é a um nivel muito substancial,
sendo que a digestao completa destes compostos se da no intestino delgado, pela acao
de sais biliares e lipases pancreaticas. Os sais biliares emulsionam lipidos, atuando
como detergentes que decompoem grandes globulos de lipidos em pequenas micelas e
facilitam a acdo das lipases pancreaticas, que convertem os triglicerideos em &cidos
gordos e glicerol. As micelas tém a capacidade de se fundir com as membranas das
células do epitélio intestinal, os enterécitos. No reticulo endoplasmatico liso destas
células, os 4acidos gordos e o glicerol recombinam-se novamente para formar
triglicerideos. No reticulo endoplasmatico rugoso, estes triglicerideos sao empacotados
com o colesterol em quilomicrons. Os quilomicrons abandonam os enterécitos e
entram nos capilares linfaticos, e depois nos vasos sanguineos, tendo como destino
final o musculo esquelético e tecido adiposo. Nestes tecidos, a lipase lipoproteica cliva
os triglicerideos em acidos gordos e glicerol, para serem transportados pelo sangue até

as células alvo. Estes acidos gordos podem ser metabolizados para obtencao de energia,
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para funcionarem como constituintes da membrana, ou, no caso do tecido adiposo,

para armazenamento da energia através da sintese de triglicerideos.93
1.7.4 - Alongamento e insaturacao dos acidos gordos

Os acidos gordos sintetizados pela FASN ou derivados da dieta podem sofrer
elongacoOes e insaturacoes para a formacao de acidos gordos de cadeia mais longa e
insaturada. No reticulo endoplasmatico liso, estes 4cidos gordos podem ser alongados
pelo sistema de alongamento de acidos gordos (FAES) através da adicao de mais
carbonos provenientes do malonil-CoA num sistema de reacoes semelhantes ao que
acontece em FASN: condensacdo, reducdo, desidratacdo e segunda reducdo, mas
efetuados por diferentes enzimas. As insaturases sao oxidases que agem sobre a cadeia
de hidrocarbonetos com a ajuda de NADH, do citocromo B5 e O.. O corpo humano nao
tem a capacidade de sintetizar todas as combinacOes possiveis de acidos gordos de
cadeia muito longa porque nao tem as insaturases necessarias para introduzir ligacoes
duplas em 4tomos de carbono para além de C-9, e por isso, certos acidos gordos apenas
podem ser obtidos pela dieta, sendo assim denominados como &cidos gordos
essenciais, como por exemplo o acido linoleico e a-linolénico.93 Estas reacoes de
elongacao e insaturacdo nao ocorrem em &cidos gordos livres, mas sim em &cidos

gordos ja presentes em fosfolipidos para formar a membrana plasmatica (Figura 10).97
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Figura 10: Sintese de 4cidos gordos pelas células. Glicose, glutamina e outros substratos sdo precursores
para a produgio de Ac-CoA, que por sua vez, é doadora de dois carbonos para a sintese de acidos gordos. O
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acido palmitico resultante é submetido a reacoes de alongamento e dessaturacdo para produzir uma
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variedade de 4cidos gordos que sdo necessarios para o funcionamento celular adequado. OxAc:

Oxaloacetato, M-CoA: Malonil-CoA. Adaptado de Tumanov et al.%94
1.7.5 - Oxidacao de acidos gordos

Os triglicerideos armazenados no tecido adiposo também podem ser clivados nas suas
unidades constituintes, o glicerol e acidos gordos, pela lipase sensivel a hormonas
(HSL). Quando os niveis de glicose no sangue estdo baixos, o pancreas secreta
glucagon, que estimula a HSL. Os AG sao transportados pela albumina na circulagio
sanguinea e atingem os diferentes tecidos alvo através do recetor CD36.9% Dentro da
célula, a acil-CoA sintetase adiciona CoA no terminal do acido gordo para o ativar,
processo que necessita duas moléculas de ATP.99 Este acido gordo é incapaz de
atravessar a membrana da mitocondria, e por isso, necessita da enzima carnitina acil-
transferase I (CPTI) que substitui a molécula de CoA por uma carnitina, permitindo a
entrada do acido gordo na mitocondria. Dentro da mitocondria, a carnitina acil-
transferase II (CPTII) reverte a carnitina de volta a CoA, permitindo o inicio da [-
oxidac¢ao.?3 As modificacoes enzimaticas que ocorrem na oxidacao dos acidos gordos
acontecem no carbono 2 e 3 da cadeia também chamados de carbonos a e f
respetivamente. Cada um desses carbonos entra na oxidacdo dos AG com dois
hidrogénios ligados a si. A acil-CoA desidrogenase remove um hidrogénio do carbono a
e [ e doa-os a FAD, que é reduzida a FADH2. O grupo acil-CoA é entao convertido a
enoil-CoA. Na segunda etapa, a enzima enoil-CoA hidratase transfere o grupo hidroxilo
ao carbono [ formando [-hidroxiacil-CoA. Numa terceira etapa, a [-hidroxiacil
desidrogenase remove dois hidrogénios do carbono [ e transfere um para NAD+*
formando NADH e (-cetoacil-CoA. Por fim, a 3-cetoacil-CoA cliva os carbonos a e 3 da
cadeia de acido gordo formando uma molécula de Ac-CoA livre. A cadeia restante do
acido gordo entra num novo ciclo de clivagem.9 Por cada ciclo, uma molécula de
NADH, FADH2 e Ac-CoA sao produzidas. Cada molécula de Ac-CoA formada entra no
ciclo de krebs onde origina mais trés moléculas de NADH, uma de FADH2 e um ATP.
NADH e FADH2 entram na cadeia de transportadora de eletroes para formar 2.5
moléculas e 1.5 molécula de ATP, respetivamente. Assim, cada molécula de Ac-CoA

produzida por B-oxidacdo, consegue gerar 14 ATP.93

O processo de B-oxidacao de acidos gordos com nimero impar de carbonos ¢é idéntico
até ao momento em que sobra um fragmento composto por 3 carbonos, chamado de
propionil-CoA. Neste caso, esta cadeia sofre a acdo de 3 enzimas. A propionil-CoA
carboxilase adiciona um grupo carboxilo, por acao de 1 ATP, biotina e CO., produzindo

metilmalonil-CoA. De seguida, a enzima metilmalonil-CoA mutase reorganiza os
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cabonos do metilmalonil-CoA para formar sucinil-CoA com a ajuda de vitamina Bi2
como cofator. A sucinil-CoA pode entrar no ciclo de krebs. A B-oxidacdo de 4cidos
gordos insaturados é semelhante ao que acontece nos acidos gordos saturados, com
apenas duas enzimas adicionais, uma isomerase e uma redutase, que sdo necessarias
para degradar uma ampla gama de AG insaturados. No caso de cadeias de AG muito
longas, a f-oxidacdo ja nao se pode dar na mitocondria, mas sim no peroxissoma. A [3-
oxidacdo no peroxissoma funciona da mesma maneira que a oxidagdo mitocondrial,
mas com enzimas diferentes. A funcao deste organelo é degradar a cadeia longa numa

mais pequena para que possa ser oxidada na mitocondria.9s

1.8 - Relacao entre o CD36, reprogramacao metaboélica e

cancro da prostata

Como descrito anteriormente, para satisfazerem as suas necessidades energéticas, as
células cancerigenas apresentam elevadas taxas de glicolise, ao invés da OXPHOS, uma
adaptacdo metabdlica conhecida como efeito Warburg. Apesar da glicolise ser menos
eficiente em termos de geracao de ATP, esta permite sintetizar precursores que
suportam o desenvolvimento tumoral.®¢-¢8 Por outro lado, o lactato produzido e a
consequente acidificacio do ambiente tumoral promovem a angiogénese e a
metastizacdo.’© No entanto, no caso mais especifico do CP, a glicolise nao é
considerada como um biomarcador nos casos primarios de CP, mas apenas nos estagios
mais avancados, onde se observa um aumento da atividade glicolitica para estimular a

proliferacao e migracao celular.7s:101

Os processos metabolicos da proéstata saudavel sdo unicos e estdo adaptados para
cumprir a sua funcdo principal de servir como glandula acessoéria do sistema
reprodutor masculino. Este 6rgao é responsavel pela producao de fluido prostatico, que
¢ composto por altos niveis de citrato assim como enzimas de zinco, lipidos, enzimas
calicreinas e PSA. A proéstata saudavel procura reter altos niveis de zinco através da
mediacio de transportadores especificos: ZIP1-4 e ZnT1-10, que controlam a entrada e
saida de zinco, respetivamente. Altos niveis de zinco inibem a enzima aconitase, que é
responsavel pela transformacao de citrato em isocitrato no ciclo de Krebs, raziao pela
qual se diz apresentarem um ciclo de Krebs truncado. A sinalizacao via AR aumenta a
disponibilidade de substratos de Ac-CoA e oxaloacetato, que sdo necessarios a
producao de citrato. A PDH estimula a producdo de Ac-CoA por uma reacao de
descarboxilacdo do piruvato, e o oxaloacetato é derivado do aspartato por uma reagao

de transaminacao do glutamato. Assim, na prostata normal a atividade mitocondrial é
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existente, mas limitada, quer na oxidacdao, quer na sintese de AG, enquanto que a

glicolise aerobica é o método metabdlico preferencial (Figura 11).10

O evento inicial que leva ao aparecimento de células cancerigenas tem sido também
associado a diminuicdo acentuada dos niveis de zinco, derivado de perdas dos seus
transportadores, o que resulta na reativacao da aconitase e na restauracao do ciclo de
Krebs. Consequentemente, o citrato é oxidado para produzir energia ou entdo é
transportado para o citoplasma, onde é transformado em Ac-CoA para servir de base
para a sintese de AG. Assim, a fase inicial de CP caracteriza-se por uma reprogramacao
metabodlica, onde a atividade de sintese e oxidacdo de AG é aumentada e a atividade
glicolitica diminui. A capacidade das células de CP em aumentar o influxo de AG,
sintese de novo, sintese de fosfolipidos, oxidacdo de AG e armazenamento de energia
em corpos lipidicos ja foi descrita como um mecanismo relevante para sustentar o
crescimento e desenvolvimento de CP. Entretanto, num estagio mais avancado de CP, é
observado o efeito de Warburg, por estimulacdo de células glicoliticas por parte de
adipocitos.ot Ainda assim, esta fase ainda é descrita pela manutencao dos niveis de

sintese de novo e oxidacao AG regulados por AR (Figura 11).10!

O recetor CD36 é um transportador responsavel pelo influxo de acidos gordos de cadeia
longa na célula. Na célula, os lipidios sao componentes importantes porque funcionam
como segundos mensageiros da sinalizacao para além de serem a base da estrutura
membranar e fonte de energia.’*2 O CD36 é expresso nas células prostaticas e é
importante para processos de metabolismo lipidico, inflamacdo e angiogénese.'°3
Assim, a inibicao do influxo de AG através da inibicdo de CD36 tem sido associada a
uma reducdo do crescimento tumoral e severidade de CP.*°4 Embora haja uma relacao
entre a absorcdo de AG e a progressio do CP, diferentes tipos de AG podem
desencadear diferentes efeitos: o0 aumento da absorcao de acido oleico e acido palmitico
tende a aumentar a proliferacao celular, no entanto, o excesso de palmitato causa stress

oxidativo e provoca apoptose.°5
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Figura 11: Reprogramacdo metabolica envolvida na transformacido maligna das células prostaticas. A)
Células epiteliais saudaveis expressam o transportador de zinco (ZIP1) que contribui para a inibigdo da
aconitase e a retencao de citrato. Consequentemente o ciclo de Krebs é inibido. A transformacao da Ac-CoA
com oxaloacetato (OxAc) para formar citrato é estimulada. Assim, do ponto de vista bioenergético, a célula
prostatica normal é sustentada pela glicélise aerébica. B) Diminuicao dos niveis de zinco devido a deple¢ao
de ZIP1, o que leva & restauracio do ciclo de Krebs. Acidos gordos entram na célula via CD36 seguido pela
entrada na mitocondria mediada pela cartinina acil-transferase I (CPTI) para servirem de substratos para a
B-oxidacdo (OAG, oxidagdo de acidos gordos). C) PCa avancado promove a glicolise. Este estagio é

caracterizado pela ativacdo de varias vias de fonte de energia. Adaptado de Uo et al.7

Como ja referido, o estudo da inibi¢ao da atividade do CD36 pode levar a descoberta de
uma nova terapia para o CP. No entanto, é importante frisar que, apesar das crescentes
evidéncias, pouco progresso foi feito na traducao dos avancos para os ensaios clinicos
(Tabela 1).:°* No entanto, alguns compostos ja foram demarcados como agentes
inibidores de atividade do CD36, como € o caso dos compostos denominados AP5055 e
AP5258 (Figura 12).0¢ Neste trabalho de dissertacdao, um dos inibidores do influxo de
AG por CD36 que foi explorado foi o oleato de sulfosucinimidilo (SSO, do inglés

sulfosuccinimidyl oleate).*°7

27



Tabela 1: Visao geral de ensaios clinicos com farmacos direcionados ao recetor CD36. Adaptado de Pardo

et al.1ot
Alvo Farmaco ];:lrllzfclg Pacientes Estado Resultado Identificador
VTi1021 116 Ativo NCT03364400
Nao
CD36 CVX-o Fasel o) . NCToo08
3 45 4 Completado | publicado 79554
ABT-510 45 NCT00586092
/
HO o
0 e
/ A\
HN—N N
\ / NN N
HO i
/
< 3 y = /o
AP5055 AP5258

Figura 12: Estrutura quimica dos inibidores AP 5055 e AP 5258. Adaptado de Geloen et al. 1°¢
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Capitulo 2 — Objetivos

Esta dissertacao teve como objetivos fazer a:

- sintese e caracterizacdo estrutural de (tio)barbituratos Ni1,N3-disubstituidos,
acoplados em C5 a uma molécula de acido estedrico com potencial interesse bioldgico

para o desenvolvimento de inibidores de CD36;

- avaliacdo através de estudos in vitro da atividade antiproliferativa dos varios
compostos sintetizados, em linhas celulares de prostata humana (neoplésicas e nao

neoplasicas);

- avaliagao in vitro, em varias culturas de linhas celulares da prostata, do efeito da
inibicdo do influxo de lipidos pelos varios compostos sintetizados, usando AG

fluorescentes (Bodipy C16).
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Capitulo 3 —Parte experimental

3.1 - Sintese quimica e caracterizacao estrutural

Este capitulo esta subdividido em véarias seccoes relacionadas com a primeira parte

experimental de sintese quimica e caracterizacao estrutural.

Na seccao 3.1.1 sao descritos os equipamentos utilizados e a forma de estruturacao dos

resultados obtidos.

Nas secgoes 3.1.2, 3.1.3 e 3.1.4 sao descritos os procedimentos reacionais para a sintese
dos percursores, assim como dos produtos finais, e os respetivos sais.
Simultaneamente, além da determinacao do rendimento reacional (1, em %), também
foi feita a caracterizacdo destes compostos por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de protao (RMN *H). Adicionalmente, na sec¢ao 3.1.3, os produtos
finais foram caracterizados de acordo com os seus pontos de fusdo (p.f). Na seccao
3.1.4, os produtos finais na forma de sal foram caracterizados de acordo com o seu p.f,
por espetroscopia de RMN de 'H e carbono-13 (RMN 3C), de infravermelhos por
transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-transform infrared spectroscopy), e
espetrometria de massas de alta resolucao (HRMN, do inglés, high-resolution mass

spectrometry).
3.1.1 - Equipamento e bases da caracterizacao estrutural

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos a firmas comerciais e foram
utilizados sem qualquer purificacdo adicional, a exce¢do do diclorometano (DCM), que
foi seco antes de cada utilizacao por destilagdo sob pentoxido de fosforo. As reacoes de
sintese realizadas foram seguidas por cromatografia em camada fina (ccf), através de
placas de aluminio revestidas por silica gel (Macherey-Nagel 60G/UV254) com 0,2 mm
de espessura. Como eluente foi usado DCM ou uma mistura de DCM e metanol, numa
propor¢ao volumétrica variavel. As placas foram observadas sob luz ultravioleta com

comprimento de onda de 254 nm apos eluicao e secagem.

Os espectros de RMN 'H e 3C foram obtidos através do espectrofotometro Briiker
Avance III 400 Mhz. Na realizacdo destes espectros foram utilizados como solventes o
dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-ds) ou o cloroférmio deuterado (CDCl;). Os
resultados foram tratados no software MestReNova 14.1.0. Os espetros RMN *H e 13C

foram realizados a 400.13 Mhz e 100.62 Mhz, respetivamente. Os resultados dos
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espectros RMN *H foram descritos da seguinte ordem: Solvente; desvio quimico (6) em
partes por milhao (ppm); multiplicidade do sinal [singleto (s), dupleto (d), tripleto (t),
quarteto (q), quinteto (p) ou multipleto (m)]; constante de acoplamento (J, em Hz);
intensidade relativa (nH, como nimero de protoes). Os resultados dos espectros de
RMN 13C foram descritos da seguinte ordem: solvente; 8 em ppm. Os solventes foram
utilizados como padrao interno: os picos de DMSO-ds sdo observados a 6 = 2,50 ppm e
6 = 39,52 ppm, em RMN de 'H e 3C, respetivamente, e o pico de CDCl; em 6 = 7,26
ppm, em RMN 'H.

Os p.f foram determinados em tubos capilares abertos através do aparelho de medicao

de pontos de fusao Biichi B-540.

Os espectros FTIR foram obtidos pelo espectrometro Thermo Fisher Scientific Nicolet
iS10: smart iTR e tratados no software Omnic 8.2. Estes espectros foram adquiridos
entre 4000 e 600 cm™ por refletancia total atenuada, com 32 scans e uma resolucao de
4 cm™. Os resultados foram posteriormente analisados e descritos de acordo com a

frequéncia maxima de cada banda de absorc¢ao (Umsx em cm™).

Os espectros de massas de alta resolucao (HRMS), foram obtidos pela técnica ESI (do
inglés, eletrospray ionization) pelo Servicio de andlisis elemental, cromatografia y

masas da Universidade de Salamanca, Espanha.
3.1.2 - Sintese de percursores

3.1.2.1 - 1,3-Difenilureia (3a)

NH, o}
. DCM JJ\
+ I
_ i N N
N H H
1 2 3a

Esquema 3: Sintese de 1,3-difenilureia (3a).

A uma solucdo de fenilisotiocianato (1, 1eq, 4,55 umol, 500 puL) em DCM (10 mL),
arrefecida em banho de gelo e em agitacao constante, foi adicionada gota-a-gota uma
solucao de anilina (2, 1eq, 4,55 umol, 414 pL) em DCM (5 mL). Depois, a reacao
manteve-se a temperatura ambiente, assim como esta descrito em Lu et al.’*8 A reacao
foi acompanhada por ccf [eluente: DCM: metanol (4:1, v:v)]. Uma vez completa, ao fim

de 4 horas, o produto 3a foi filtrado e lavado com éter dietilico. Cristais brancos;
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rendimento 93%; *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 8,65 (s, 2H), 7,45 (d, J = 7,5
Hz, 4H), 7,28 (t, J = 7,5 Hz, 4H), 6,96 (t, J = 7,3 Hz, 2H).

3.1.2.2 - Acido 1,3-difenilbarbitirico (5a)

[®] (o]
HOMOH
4
POCl;
o]
o -
Cloroférmio )J\
4,.
)J\ H o
N N
H H
3a o] 0

Esquema 4: Sintese de 4cido 1,3-difenilbarbittrico (5a).

Ao acido maldnico (4, 1eq, 3 mmol, 0,312 g) em banho de gelo e sob agitacao foi
adicionado gota-a-gota uma solucao de cloreto de fosforilo (6eq, 18 mmol, 1,68 mL).
ApOs este passo, a reacao foi mantida a temperatura ambiente até a reacdo completar
ao fim de thora. Em seguida, o excesso de solvente foi removido através do evaporador
rotativo, e o produto resultante foi adicionado a uma outra solucao de 1,3-difenilureia
(3a, 1eq, 3 mmol, 0,637 g) em cloroférmio (10 mL), em agitacdo e em refluxo. A reagao
foi acompanhada por ccf [eluente: DCM], até se completar, ao fim de 17 horas.
Posteriormente, o solvente foi removido por evaporacao, e foi adicionada agua fria (10
mL), deixando-se no frigorifico até ao dia seguinte. O so6lido obtido foi filtrado e lavado
com agua, seco e posteriormente recristalizado de etanol. Esta reagdo foi adaptada de
Serrano et al.**9 O produto pretendido foi obtido sob a forma de cristais amarelados;
rendimento 26%; *H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 7,44 — 7,34 (m, 6H), 7,16 (d, J =
6,8 Hz, 4H), 3,92 (s, 2H).

3.1.2.3 - Acido 1,3-difeniltiobarbitirico (5b)

Q S
s 1 M
CH,COCI
N N HO OH M
H H
3b 4 o 0

5b
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Esquema 5: Sintese de acido 1,3-difeniltiobarbitarico (5b).

O acido 1,3-difeniltiobarbitarico (5b) foi obtido através da reacao entre a 1,3-
difeniltioureia (3b, 1eq, 8,77 mmol, 2 g) e o 4cido maldnico (4, 1,3eq, 11 mmol, 1,186 g)
em cloreto de acetilo (3eq, 26,3 mmol, 1,875 mL) a 40 °C. A reacao foi acompanhada
por ccf [eluente: DCM: metanol (9:1, v:v)], até estar completa, ao fim de
aproximadamente 4 horas. O produto solido foi filtrado e lavado com 4gua fria, seco e
depois recristalizado de acido acético, de acordo com Serrano et al.**? Cristais agulha
amarelado; rendimento 78%; *H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 7,47-7,36 (m, 6H),
7,14 (d, J = 7,5 Hz, 4H), 4.03 (s, 2H).

3.1.2.4 - Acido 1,3-dimetiltiobarbitirico (5¢)

S
S o o Na* )J\
Etanol
. )J\ - + M \N N/
N N /\0 0/\ M
H H
6 (0] (o]

3c
5c
Esquema 6: Sintese de acido 1,3-dimetiltiobarbittrico (5c¢).

A 1,3-dimetilureia (3¢, 1eq, 9,598mmol, 1g) e o malonato de dietilo (6, 2eq, 19,20
mmol, 2,02 mL) foram adicionados a uma solu¢ao de sédio (2eq, 19,20 mmol, 0,4412
g) em etanol (10 mL), em agitacdo. A mistura foi colocada em refluxo e a reacao foi
seguida por ccf [eluente: DCM: metanol (4:1, v:v)], até estar completa, ao fim de 48
horas. Seguidamente, o etanol foi removido no evaporador rotativo e foi adicionada
agua fria (10 mL). A mistura obtida foi depois acidificada com a adicao gota-a-gota de
HCI 37% até se obter pH préximo de 5. O sélido obtido foi filtrado e lavado com éter de
petréleo, e depois seco e recristalizado de etanol. Adaptado de Serrano et al.**9 Cor
amarela; rendimento 41%; *H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 3,71 (s, 2H), 3,60 (s,
6H).

3.1.3 - Sintese dos produtos 8a-f

3.1.3.1 - Acilacao em C5 a partir do acido estearico (preparacao dos

compostos 8a-d)
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5a, X = O; R;=R,=CqHs © Ceo
5b, X= S, R1=R2=06H5, 8a, X = O, R1=R2=C6H5;
5S¢, X = S; Ry=Rp=CH3; 8b, X = S: Ry=R,=CgHs;
Sd, X= S, R1=R2=CH2CH3 8C, X = S, R1=R2=CH3;

8d, X = S, R1:R2:CH2CH3;

Esquema 7: Sintese dos produtos por acilagdo em C5 a partir do acido esteérico (8a-d).

Os passos desta reacdo foram adaptados de Jeong et al.® A uma solucao de acido
estearico (7, 1eq) em DCM seco (10 mL) foi adicionada N,N’-diciclohexilcarbodiimida
(DCC, 1,2eq), acido (tio)barbitarico 5a-d (1,2eq) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP,
0,2eq), a temperatura ambiente. A reacdo foi acompanhada por ccf [eluente: DCM:
metanol (4:1, v:v)]. Apds a reacao estar completa, ao fim de 4 horas, foi adicionada agua
(1 mL), e a reacao foi colocada em agitacao por mais 15 minutos e o s6lido resultante foi
filtrado e lavado com DCM. O filtrado foi lavado numa ampola de decantacao com HCI
5% (15 mL) e, posteriormente, com agua (15 mL). A fase organica foi seca sob sulfato de
sodio anidro e evaporada a secura. Ao crude obtido foi adicionado éter dietilico e o
solido precipitado foi isolado. O filtrado foi novamente evaporado e recristalizado de n-

hexano, obtendo-se assim os seguintes produtos:

3.1.3.1.1 - 1,3-Difenil-5-estearoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona
(8a)

i N Férmula Quimica: Ca4HasN,0,4

Figura 13: Sintese de 1,3-difenil-5-estearoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (8a).

Obtido a partir do acido 1,3-difenilbarbitarico comercial (5a, 0,7135 mmol, 200 mg) e
do acido esteéarico (7a, 0,5946 mmol, 169 mg); rendimento 74%; p.f: 68-70 °C; *H RMN
(400 MHZ’ CDC]3) 6 (Ppm) 7,47 — 7,34 (m7 6H)’ 7’28 - 7718 (m’ 4H)’ 3,10 (t1 J = 776
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Hz, 2H), 1,64 (p, J = 7,7, 7,1 Hz, 2H), 1,37 — 1,25 (m, 2H), 1,25 — 1,04 (m, 26H), 0,81 (t,
J =6,7Hz, 3H).

3.1.3.1.2 - 1,3-Difenil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-
4,6(1H,5H)-diona (8b)

Férmula Quimica: C34H46N203S

Figura 14: Sintese de 1,3-difenil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona (8b).

Obtido a partir do acido 1,3-difeniltiobarbittrico (5b, 1 mmol, 296,34 mg) e do acido
esteéarico (7b, 0,833 mmol, 236,97 mg); rendimento 42%; p.f: 82-85 °C; *H RMN (400
MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7,36 (t, J = 7,6 Hz, 4H), 7,26 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,13 (d, J =
7,8 Hz, 4H), 2,70 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 1,46 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,28 — 1,19 (m, 28H), 0,85
(t,J = 6,9 Hz, 3H).

3.1.3.1.3 - 1,3-Dimetil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-
4,6(1H,5H)-diona (8c)

S
\NLN/

Férmula Quimica: Cy4H45N,045S

(@]

Figura 15: Sintese de 1,3-dimetil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona (8c).

Obtido a partir do acido 1,3-dimetiltiobarbitarico (5¢, 1 mmol, 172,14 mg) e do acido
estearico ('7¢, 1 mmol, 236,97 mg); rendimento 27%; p.f: 52-53 °C; *H RMN (400 MHz,
CDCls) & (ppm): 3,76 (s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,15 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,69 (p, J = 7.3 Hz,
2H), 1,40 (p, J = 7,5 Hz, 2H), 1,33 — 1,21 (m, 26H), 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H).
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3.1.3.1.4 - 1,3-Dietil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-
4,6(1H,5H)-diona (8d)

Formula Quimica: CogHygN203S

Figura 16: Sintese de 1,3-dietil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona (8d).

Obtido a partir do acido 1,3-dietiltiobarbitarico (5d, 1 mmol, 200,256 mg) e do 4cido
esteérico (7a, 0,833 mmol, 236,97 mg); rendimento 65%; p.f: 130-135 °C; *H RMN
(400 MHz, CDCl,) § (ppm): 4,60 — 4,47 (m, 4H), 3,13 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,69 (p, J =
7,5 Hz, 2H), 1,41 (p, J = 7,2 Hz, 2H), 1,32 — 1,22 (m, 32H), 0,87 (t, J = 6,7 Hz, 3H).

3.1.3.2 - Acilacao em Cj a partir do cloreto de estearoilo (preparacao

dos compostos 8e-f)

)j\
e 1- Tolueno e SOCI, HN NH
HO Cc i (0] (o]
7 ' 2- HNJJ\NH e piridina
(@] o
o Cig
be, X = §;
5f, X = O; b, K= 15,
' ‘ 8f, X = O;

Esquema 8: Sintese por acilacdo em C5 a partir do cloreto de estearoilo.

Por adaptacao do método descrito por Nutaitis et al,** primeiramente, a uma solucao
em agitacao de acido estearico (7, 1eq) em tolueno (2,5 mL) foi adicionado cloreto de
tionilo (100 uL) gota a gota. Esta solucao foi mantida em refluxo a 120 °C até a reacao
estar completa ao fim de aproximadamente 4 horas. Quando terminada, o excesso de
solvente foi removido através do evaporador rotativo. Posteriormente, esta solucgao foi
adicionada gota-a-gota a uma solucao de acido (tio)barbittarico 5e-f (1eq) obtido
comercialmente em piridina (2 mL), em agitacdo e a temperatura ambiente, durante
aproximadamente 18 horas. A reacao foi acompanhada por ccf [eluente: DCM: metanol
(4:1, v:v)]. Apb6s o termo da reacao, foi adicionada agua fria a solucdo e esta foi

acidificada com HCI 6M, com arrefecimento em banho de gelo, até pH 1. O s6lido
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obtido foi filtrado e lavado com metanol e depois seco, obtendo-se os seguintes

produtos:

3.1.3.2.1 - 5-Estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona
(8e)

Formula Quimica: Co5H3gN503S

Figura 17: Sintese de 5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona (8e).

Obtido a partir do 4cido estearico (77, 1 mmol, 284,48 mg) e do acido tiobarbittrico (5e,
1 mmol, 144,15 mg); rendimento 32%; p.f: 172-173 °C; *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6
(ppm): 12,56 (s, 2H), 3,00 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 1,56 (p, J = 7,5 Hz, 2H), 1,36 — 1,15 (m,
28H), 0,86 (t, J = 6,2 Hz, 3H).

3.1.3.2.2 - 5-Estearoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (8f)

0

A

HN NH

Férmula Quimica: CyyHagN,Oy

Figura 18: Sintese de 5-estearoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (8f).

Obtido a partir do acido estearico (77, 1 mmol, 284,48 mg) e do acido barbittrico (5f, 1
mmol, 128,09 mg); rendimento 44%; p.f: 169-170 °C; *H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) &
(ppm): 11,82 (s, 1H), 11,04 (s, 1H), 3,01 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,57 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,33
—1,21 (m, 28H), 0,85 (t, J = 6,6 Hz, 3H).
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3.1.4 - Preparacao dos sais de sodio 9a-f

Ry )J\
NaOH o~ e

R1\
JI& Etanol )IL

8a, X = O; R1=R,=CgHs5; 9a, X = O; R4=R,=CgHs;
8b, X = S; Ry=R,=CgHs; 9b, X = §; R{=R,=C;Hs;
8c, X = S§; R{=R,=CHj; 9¢c, X = §; R{=R,=CHs;

8d, X = S; Ry=R,=CH,CHg; 9d, X = S; R{=R,=CH,CHa;
8e, X = §; R1=R,=H; 9e, X = S; Ri=R,=H,;

8f, X = O, R1=R2=H; 9f, X = O, R1=R2=H;

Esquema 9: Sintese dos produtos 9a-f sob a forma de sal de sddio.

Juntou-se uma solucdo dos produtos 8a-f (1eq), etanol (0,5 mL) com uma solucao
aquosa de hidroxido de so6dio 20% (1,2eq), e a mistura resultante foi colocada em
agitacdo constante a temperatura ambiente, até se verificar a total evaporacao do
etanol. O so6lido obtido foi isolado, lavado com &gua fria e seco, obtendo-se produtos

9a-f, sob a forma de sais de sodio:

3.1.4.1 - 2,6-Dioxo0-1,3-difenil-5-estearoil-1,2,3,6-tetra-

hidropirimidin-4-olato de s6dio (9a)

A

Figura 19: Sintese de 2,6-dioxo-1,3-difenil-5-estearoil-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-olato de s6dio (9a).

Férmula Quimica: Ca4H45NoNaOQ,

Obtido a partir de 1,3-difenil-5-estearoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (8a,
0,27456 mmol, 150 mg) e hidréxido de sbédio (0,32947 mmol, 0,26 mL); rendimento
77%; p.f: 265-267 °C; *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 7,39 (t, J = 7,5 Hz, 4H),
7,31 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,19 (d, J = 7,2 Hz, 4H), 2,73 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,48 (p, J = 7,3
Hz, 2H), 1,32 — 1,21 (m, 28H), 0,86 (t, J = 6,6 Hz, 3H); 3C RMN (101 MHz, DMSO-d5)
6 (ppm): 197,98, 163,50, 151,19, 137,59, 129,74, 128,30, 127,05, 95,08, 43,27, 31,32,
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29,36, 29,20, 29,12, 29,09, 29,07, 29,04, 28,74, 25,34, 22,13, 13,98; FTIR vma: 2981,
2015, 2850, 1706, 1628, 1563, 1491, 1426, 1385, 1251, 1158, 1072, 950, 784, 754, 715,
692, 617. HMRS (ESI) m/z: (M+*-Na) calculado para Cs;;H4;N.O, 545,3385 g.mol?,
encontrado 545,3391 g.mol.

3.1.4.2 - 6-0Ox0-1,3-difenil-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-

hidropirimidin-4-olato de sodio (9b)
N)J\N

Figura 20: Sintese de 6-oxo0-1,3-difenil-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-olato de sbédio
(9b).

Férmula Quimica: C34H45NoNaO3S

Obtido a partir de 1,3-difenil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona
(8b, 0,302 mmol, 170 mg) e hidroxido de sbédio (0,3624 mmol, 0,28992 mL);
rendimento 56%; p.f: 245-247 °C; *H RMN (600 MHz, DMSO-d¢) § (ppm): 7,36 (t, J =
7,6 Hz, 4H), 7,26 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 7,12 (d, J = 7,7 Hz, 4H), 2,70 (t, J = 7,6 Hz, 2H),
1,46 (p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,33 — 1,15 (m, 28H), 0,85 (t, J = 6,8 Hz, 3H); :3C RMN (151
MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 198,18, 198,16, 178,78, 161,79, 141,86, 129,53, 129,22,
128,68, 128,34, 126,80, 97,57, 43,23, 31,28, 29,19, 29,11, 29,06, 29,03, 29,02, 28,99,
28,69, 25,01, 22,08, 13,93; FTIR vms: 2921, 2851, 1622, 1567, 1489, 1454, 1386, 1318,
1258, 748, 721, 691; HMRS (ESI) m/z: (M*-Na)- calculado para Cs;,H;;N.O5S 561,3156

g.mol, encontrado 561,3160 g.mol.

3.1.4.3 - 1,3-Dimetil-6-oxo0-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-

hidropirimidin-4-olato de so6dio (9¢)

S
\N)LN/

Formula Quimica: Cy4H41NoNaO5S

Figura 21: Sintese de 1,3-dimetil-6-oxo0-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-olato de s6dio

(90).
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Obtido a partir do 1,3-dimetil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona
(8¢, 0,2263 mmol, 99,2 mg) e hidroxido de soédio (0,2716 mmol, 0,2173 mL);
rendimento 73%; p.f: 220-222 °C; *H RMN (400 MHz, DMSO-d¢s) 6 (ppm): 3,53 (s,
6H), 2,73 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,50 (p, J = 1,9 Hz, 2H), 1,45 (p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,29 —
1,16 (m, 26H), 0,84 (t, J = 6,7 Hz, 3H). :3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 198,96,
177,42, 161,19, 97,21, 43,43, 34,61, 31,36, 29,24, 29,17, 29,12, 29,10, 29,08, 28,78, 25,17,
22,17, 14,01; FTIR vms: 2981, 2955, 2016, 2850, 1652, 15901, 1550, 1527, 1428, 1399,
1360, 1238, 1158, 1105, 956, 785, 715; HMRS (ESI) m/z: (M+-Na) calculado para
C.4H,4:N-05S 437,2843 g.mol, encontrado: 437,2847 g.mol.

3.1.4.4 - 1,3-Dietil-6-o0xo0-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-

hidropirimidin-4-olato de sodio (9d)

s
PN N

Férmula Quimica: CygHssNoNaO3S

Figura 22: Sintese de 1,3-dietil-6-ox0-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-olato de sbdio
(9d).

Obtido a partir do 1,3-dietil-5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona
(8d, 0,543 mmol, 253,7 mg) e hidréxido de sédio (0,652 mmol, 0,523 mL); rendimento
84%; p.f: 191-194 °C; '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 4,38 (q, J = 6,9 Hz, 4H),
2,72 (t,J = 7,5 Hz, 2H), 1,44 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,29 — 1,18 (m, 28H), 1,12 (1, J = 6,9 Hz,
6H), 0,84 (t, J = 6,7 Hz, 3H); 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 199,01, 176,25,
160,62, 97,48, 43,45, 41,51, 31,35, 29,19, 29,13, 29,10, 29,08, 29,06, 28,76, 25,12, 22,15,
14,00, 12,65; FTIR vma: 2922, 2851, 1647, 1602, 1405, 1382, 1259, 1106, 838, 788;
HMRS (ESI) m/z: (M+-Na)- calculado para C.cH4;N.03S 565,3156 g.mol?, encontrado
565,3158 g.mol".

3.1.4.5 - 6-0Ox0-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-

olato de sodio (9e)
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Férmula Quimica: CyoH37NoNaO3S

Figura 23: Sintese de 6-ox0-5-estearoil-2-tioxo-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-olato de so6dio (ge).

Obtido a partir do 5-estearoil-2-tioxodi-hidropirimidina-4,6(1H,5H)-diona (8e, 0,1461
mmol, 60 mg) e hidréxido de sédio (0,1753 mmol, 0,1402 mL); rendimento 95%; p.f:
330-331 °C; *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 10,84 (s, 2H), 2,71 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 1,43 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,30 — 1,13 (m, 28H), 0,84 (t, J = 6,6 Hz, 3H); 3C RMN
(101 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 197,96, 174,72, 163,32, 97,01, 43,12, 31,34, 29,29, 29,22,
29,13, 29,10, 29,08, 29,05, 28,75, 25,16, 22,14, 13,99; FTIR vms: 3659, 3482, 3100,
2981, 2914, 2850, 1671, 1630, 1573, 1549, 1472, 1426, 1409, 1251, 1208, 1190, 1159, 948,
785, 715, 606; HMRS (ESI) m/z: (M*-Na)- calculado para C..H3;N.O3S 409,2530 g.mol-
1 encontrado 409,2534 g.mol.

3.1.4.6 - 2,6-Dioxo-5-estearoil-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-olato
de sédio (9f)

0

Férmula Quimica: CypHa7N,NaO,

Figura 24: Sintese de 2,6-dioxo-5-estearoil-1,2,3,6-tetra-hidropirimidin-4-olato de sédio (9f).

Obtido a partir do 5-estearoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (8f, 0,2535 mmol,
100 mg) e hidroxido de sédio (0,3042 mmol, 0,243 mL); rendimento 94%; p.f: 375-377
°C; 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 9,48 (s, 2H), 2,73 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,48
- 1,40 (m, 2H), 1,24 (s, 28H), 0,86 (t, J = 6,6 Hz, 3H); 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) 6
(ppm): 197,33, 165,65, 150,80, 94,59, 42,79, 31,31, 29,38, 29,23, 29,13, 29,11, 29,08,
20,06, 20,03, 28,73, 25,41, 22,12, 13,97; FTIR vma: 3658, 3173, 2981, 2914, 2850, 1735,
1630, 1564, 1472, 1451, 1409, 1249, 1082, 966, 784, 771, 759, 714, 675, 604; HMRS
(ESI) m/z: (M+-Na)- calculado para C..H3,N.O, 393,2759 g.mol, encontrado 393,2762

g.mol.
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3.2 - Avaliacao da atividade bioldgica

Este capitulo esta subdividido em varias sec¢Oes relacionadas com a segunda parte

experimental de avaliacdo da atividade bioldgica e influxo lipidico.

Na seccao 3.2.1 sao descritos os materiais, métodos e técnicas utilizados para se

proceder a parte experimental.
3.2.1 - Materiais e métodos

3.2.1.1 - Linhas celulares

Neste estudo foram usadas trés linhas celulares de prostata humana: a linha celular nao
neoplasica PNT1A, originaria do epitélio da prostata, e duas linhas celulares
cancerigenas, LNCaP e PC3. A linha celular LNCaP é derivada da metastase de um
ganglio linfatico e é responsiva a androgénios, enquanto que a linha celular PC3 é
derivada da metastase 6ssea de um adenocarcinoma indiferenciado de grau IV, e é
considerada como nao responsiva a androgénios. Deste modo, as culturas celulares
LNCaP e PC3 sao largamente utilizadas como modelos in vitro representativos dos
diferentes estagios da doenca, respetivamente, um estagio inicial do CP sensivel a
androgénios, e uma fase mais avancada resistente a castracao. As linhas celulares foram
adquiridas da European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, Salisburia,
Reino Unido).

3.2.1.2 - Meios de cultura

O meio de cultura completo, RPMI 1640 com vermelho de fenol (Sigma Aldrich), foi
preparado juntamente com bicarbonato de sédio e 4gua MiliQ. O pH foi ajustado com a
ajuda de um potencidémetro com uma solucao de HCl 5M até pH 7,3. ApOs a preparacao
do meio, este foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Sigma Aldrich) e
1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich), e esterilizado por filtracdo com o

auxilio do sistema de vacuo.

Foi também preparado o meio simples RPMI 8755 sem vermelho de fenol, a

semelhanc¢a do meio com vermelho de fenol, mas sem FBS e antibidtico.

Um terceiro meio foi preparado a partir do meio RPMI 8755, sem vermelho de fenol,

suplementado com 1% de soro desprovido de lipidos, preparado no laboratorio.
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3.2.1.3 — Manutencao das culturas celulares

As linhas celulares prostaticas foram mantidas em frascos de cultura em meio de
cultura RPMI 1640, com vermelho de fenol numa incubadora humidificada a 37°C,

numa atmosfera equilibrada com 5% de CO..
3.2.1.4 - Tripsinizacao

Quando as culturas atingiram cerca de 80% de confluéncia, recorreu-se a tripsinizacao.
Este processo envolve a remocao do meio presente na cultura e a adicado a mesma de
uma solucao de tripsina previamente aquecida até os 37°C. Depois, o frasco de cultura
é colocado na estufa durante 5 minutos, para permitir que as células se soltem da base
do mesmo. Seguidamente, adiciona-se meio RPMI completo com vermelho de fenol e a
suspensao é centrifugada a 1500RPM durante 5 minutos. De seguida, o sobrenadante é
descartado e o pellet é ressuspendido com novo meio de cultura completo. Esta
suspensao celular pode ser novamente semeada num frasco de cultura ou entido

utilizada para a realizacao de ensaios de estudo.
3.2.1.5 - Contagem de células

Da suspensao celular anterior homogeneizada, 10ul da solucao e 10ul de solugao de
azul triptano sdo adicionadas a um tubo eppendorf. Este contetido é depois aplicado

numa camara de Neubauer para se proceder a contagem celular.
3.2.1.6 - Preparacao das solucoes de compostos

Todos os compostos sintetizados foram dissolvidos em DMSO numa concentragiao de
10 mM e armazenados no congelador. A partir desta solucdo mae, varias diluicoes

foram preparadas com o respetivo meio de cultura antes de cada ensaio.
3.2.1.7 - Ensaio de viabilidade celular

Existe uma variedade de métodos de quantificacao da viabilidade celular, sendo o mais
comum o método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo6lio) por
ser um método sensivel e de facil execucdo. Este é um método calorimétrico
caracterizado pela reducao do sal de tetrazolio de cor amarela em cristais roxos de
formazano devido a succinato desidrogenase (Figura 25), uma enzima redutora que
intervém no ciclo de krebs e na cadeia respiratoria, ou seja, no metabolismo aerébico

das mitocondrias de células viaveis. Estes cristais de formazano sao insoltveis em
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solugdes aquosas e por isso devem ser dissolvidos em solventes organicos, como o
dimetilsulféxido (DMSO), para permitir a quantificacio da sua absorvancia por

espectrofotometria visivel com comprimento de onda de 570nm.2

\2\ N s )y N
//k succinato Y
HN ~

desidrogenase
—-.

\ |~

7

MTT Formazano
Figura 25: Reducdo do MTT em formazano por agao da succinato desidrogenase.

Para avaliar o efeito dos compostos sintetizados na proliferacao celular, o ensaio MTT
foi realizado 24horas apds a exposicao das linhas celulares aos sais. O ensaio MTT foi
realizado em 3 passos. No passo 1 foram semeadas em placas de 96 pocos as células
PNT1A (490.000 células/placa), LNCaP (1.400.000 células/placa) e PC3 (490.000
células/placa) com 100uL de meio de cultura completo e depois incubadas por 24horas.
No passo 2, deu-se a aplicacdo do estimulo: para os ensaios de screening foram
utilizadas as concentracoes dos sais a 10 UM e 50 uM, enquanto para o estudo das
curvas de concentracdo-resposta, para a analise da metade da concentracao inibitéria
maxima (ICso), foram utilizadas as concentracoes dos sais a 1uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM,
100 UM e 200 pM, em meio de cultura completo e depois incubadas por 24horas. No
controlo negativo nao foi aplicado o estimulo, e no controlo positivo foi aplicado uma
solucao de DMSO a 10%. No passo 3, apOs a exposicao aos compostos, deu-se a
aplicacao do MTT, em meio simples sem vermelho de fenol. Apés a incubacgio durante
4horas a solucao foi removida e uma soluc¢ao de 100 puL. de DMSO foi adicionada para
dissolver os cristais de formazano obtendo- se uma solucao de cor roxa. A absorvancia
foi depois medida usando o espectrofotometro de absorcio de microplacas
xMark™(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), a 570nm.
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3.2.1.8 - Ensaio de influxo lipidico

O metabolismo celular envolve uma rede vital de vias para se atingir a homeostasia, e
alteracoes a estas vias podem ser determinantes para desenvolver uma série de
problemas. O uso de lipidos como fonte de nutrientes é de particular importancia para
o CP e, por isso, o estudo destas dependéncias metabolicas é relevante para idealizar
uma estratégia terapéutica. O desenvolvimento de técnicas de imagem analiticas
baseadas na detecido de marcadores fluorescentes levou ao descobrimento de
marcadores com diferentes caracteristicas e amplas aplica¢cdes que apoiam também o
desenvolvimento de novos farmacos para restringir a absorcao desses AG.!3114 Neste
ambito, é de referir que o uso de técnicas de fluorescéncia traz uma série de vantagens
em relacdo as técnicas colorimétricas, por serem mais sensiveis e seletivas. O 4,4-
difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, ou BODIPY (Figura 26), tem a caracteristica
de n3o ser polar e, portanto, fixa-se mais facilmente as bicamadas lipidicas. Além disso,
tem uma forte banda de absor¢do na regido azul-verde do espectro visivel e um alto
rendimento quantico de fluorescéncia e coeficiente de absortividade molar, e por isso é
adequado para a microscopia de fluorescéncia confocal.’*s Portanto, os AG marcados

com BODIPY sdo marcadores eficazes para o estudo do metabolismo de lipidios. 3114

Figura 26: Bodipy. R- 4cido gordo pretendido anexado.

O ensaio de avaliacdo do influxo lipidico foi feito em trés passos. No passo 1 foram
semeadas em placas de 96 pocos as células PNT1A (490.000 células/placa), LNCaP
(1.400.000 células/placa) e PC3 (490.000 células/placa) com 100 uL. de meio de
cultura completo e depois incubadas por 24horas. No passo 2, deu-se a aplicacdo do
estimulo: para o ensaio de screening foi utilizado uma solucao de 1 uM de cada sal, e
solucoes de SSO em concentragoes de 1 uM e 25 uM, em meio simples, sem vermelho
de fenol, suplementado com 1% de soro desprovido de lipidos, e depois, as células
foram incubadas por 24horas. No controlo negativo nao foi aplicado o estimulo. No
passo 3 foi aplicada uma solucao de Hoechst 3334 (ThermoFisher, 5 ug/mL) e Bodipy
C16, em meio simples sem vermelho de fenol, e deu-se a incubacao durante 30

minutos. No controlo positivo nao foi aplicado o Bodipy. Apos esta incubacao, as
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células foram lavadas com meio simples e a fluorescéncia foi observada a 350-461nm, e

485-528nm para o Hoechst e Bodipy, respetivamente.
3.2.1.9 - Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados no programa de software Graphpad Prism v8.0.1.
A significancia estatistica entre os diferentes grupos foi analisada pelo teste t-Student
com correcao 2way ANOVA. As diferencas significativas foram tidas em conta para
valores de p<0,05. Os valores experimentais estao apresentados sob a forma da média
+ desvio padrao. Os valores de IC5, foram obtidos através da curva dose-resposta por

calculos de ajustamento sigmoide.
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Folha em branco
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Capitulo 4 — Discussao de resultados

4.1 - Sintese quimica e caracterizacao estrutural

A sintese quimica efetuada esta resumida no esquema 10, e serao apresentados os

principais resultados associados e discussdo dos mesmos seguidamente.
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sa, X= O, R1=R2=06H5; ga, X= O, R1=R2=CGH5,
sb, X= S, R1=R2=C6H5; gb, X= S, R1=R2=CBH5,
80, X= S, R1=R2=CH3; 9C, X= S, R1=R2=CH3,
Sd, X= S, R1=R2=CH2CH3; 9d, X= S, R1=R2=CH20H3,
89, X= S, R1=R2=H; 93, X= S, R1=R2=H,
8f, X = 0; R4=R,=H; 9f, X = O; R4=R,=H,;

Esquema 10: Esquema global de todas as reacdes efetuadas.

4.1.1 - Precursores

Os rendimentos dos precursores obtidos variaram bastante, entre rendimentos bons e
muito bons (>78%, tabela 2) e rendimentos menos bons (<41%, tabela 2). O

rendimento do produto 3a era de esperar que fosse muito alto tal como ja foi

51



amplamente descrito na literatura°8. Este precursor foi sintetizado para servir de
reagente na sintese do barbiturato 5a. O rendimento deste precursor 5a, foi inferior ao
esperado (rendimento obtido 26%, rendimento esperado 65%). Neste caso, a reacao foi
efetuada sob refluxo, ao contrario daquilo que estava descrito na literatura.>o9 O facto
de ter sido recolhido apenas o s6lido da primeira cristalizacao e subsequente filtracao
(mais puro), poderé justificar o rendimento baixo. Por outro lado, o precursor 5b foi
obtido com um bom rendimento (78%). Mais uma vez, a ligeira diminuicao do
rendimento relativamente ao esperado pode ser justificado pelo facto de apenas ter sido
considerado o produto derivado da primeira cristalizacdo e filtracao, para se obter um
maior nivel de pureza. Para a sintese do precursor 5¢, foi adaptada uma reacao descrita
na literatura9 direcionada a sintese do acido 1-feniltiobarbittrico e nao do acido 1,3-
dimetiltiobarbitdrico. Assim, este método de sintese terd sido aplicado pela primeira
vez para obter este produto, podendo necessitar de otimizacoes para se obter melhores

rendimentos.

Tabela 2: Rendimentos obtidos e esperados para os precursores sintetizados.

Precursor 3a 5a 5b 5¢
Rendimento obtido 93% 26% 78% 41%
Rendimento esperado 95%108 65%109 05%109 -

Os espectros RMN *H destes precursores apresentam todas as bandas de protoes que se
estaria a espera. Na 1,3-difenilureia (3a), os protoes da ligacao N-H aparecem como um
singleto a § = 8,65 ppm (Tabela 3). Este pico ja nao aparece no acido 1,3-
difenilbarbitdrico (5a), comprovando que a reacao de sintese deste composto ocorreu
(Tabela 3). Nos precursores 5a, 5b e 5c foi verificado a presenca de um singleto em 6
= 3,92, 4,03 e 3,60 ppm, respetivamente (Tabela 3). Este pico é referente aos 2
hidrogénios do CH. presente no Cs.

Tabela 3: Picos caracteristicos dos precursores sintetizados.

N-H 5- CH2
Precursor 3a 5a 5b 5¢
Desvio 8.65ppm | 3.92 ppm | 4.03ppm | 3.60 ppm
quimico ’ ’ ’ ’

4.1.2 - Produtos

De acordo com a informacao de que dispomos, os produtos 8a-f foram sintetizados
pela primeira vez e, assim, ndo existe a caracterizacao destes descrita na literatura. O

método de sintese para os produtos 8a-d foi o mesmo, e os rendimentos obtidos
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variaram bastante. Estas variacoes provavelmente devem-se a natureza dos
substituintes dos acidos (tio)barbitdricos. Por exemplo, a substituicdo do oxigénio em
C2 por um enxofre leva a uma diminuiciao do rendimento (Tabela 4). De facto, e por
exemplo, o rendimento do produto 8a foi 74%, enquanto que para o equivalente com
enxofre (8b) foi 42%. Além disso, os produtos com grupos fenilo apresentaram
melhores rendimentos dos que os que tém grupos metilo. Para os produtos 8e-f, foi
necessario um outro método de sintese pois nao foi possivel sintetizar estes através do
método anterior, uma vez que os acidos (tio)barbittricos, respetivos produtos e o
subproduto das reacées com DCC, a ciclohexilureia, sdo insolaveis em diclorometano, e

assim é impossivel separar eficazmente o produto pretendido.

Os rendimentos obtidos podiam ter sido ligeiramente superiores caso se considerasse o
produto obtido das cristalizacGes e respetivas filtracoes das d4guas maes resultantes da
primeira cristalizacao. No entanto, os pontos de fusdo medidos encontram-se dentro de
um intervalo de temperatura pequeno, o que indica o seu alto nivel de pureza. Os
produtos 8e-f, derivados do acido barbitarico e tiobarbitirico, ndo contendo

substituintes ligados ao azoto apresentaram pontos de fusao mais elevados (Tabela 4).

Tabela 4: Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os produtos sintetizados.

Produto 8a 8b 8c 8d 8e 8f
Rer(;%lt{:éinto 74% 42% 27% 65% 32% 44%
Ponto de fusio 68-70°C | 82-85°C | 52-53°C 130- 172-173°C 169-
135°C 170°C

Em todos os espectros de RMN *H, foi evidenciada a presenca de um multipleto entre 6
= 1,36 — 1,04 ppm (Tabela 5) respeitante aos hidrogénios da maioria da cadeia
carbonada (CH.) do acido gordo. Com um desvio quimico inferior a este, a § = 0,88 —
0,81 ppm (Tabela 5), aparece um tripleto que representa o CH; que esta presente no
término do acido gordo. Adicionalmente, também foi evidenciada a presenca de um
tripleto entre § = 3,15 — 2,70 ppm (Tabela 5), e um quinteto entre § = 1,69 — 1,46 ppm
(Tabela 5), que representam os carbonos 2 e 3 da cadeia carbonada do acido gordo,
respetivamente. Assim, terdo sido obtidos os 4acidos (tio)barbitiricos 1,3-

dissubstituidos ligados ao acido gordo.
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Tabela 5: Picos caracteristicos dos produtos sintetizados.

Produto (C2) -CH2 (C3)-CH2 (C4-C17) - CH2 (C18) - CH3
8a 3,10 ppm 1,64 ppm 1,25-1,04 ppm 0,81 ppm
8b 2,70 ppm 1,46 ppm 1,28-1,19 ppm 0,85 ppm
8c 3,15 ppm 1,69 ppm 1,33-1,21 ppm 0,88 ppm
8d 3,13 ppm 1,69 ppm 1,32-1,22 ppm 0,87 ppm
8e 3,00 ppm 1,56 ppm 1,36-1,15 ppm 0,86 ppm
8f 3,01 ppm 1,57 ppm 1,33-1,21 ppm 0,85 ppm

4.1.3 - Sais

Todos os sais 9a-f, foram obtidos pelo mesmo método. O rendimento destas reacoes
foi, em geral, muito bom (77%, 56%, 73%, 84%, 95%, 94%, para 9a-f, respetivamente,
tabela 6). Foi observado também que na transformacao dos produtos nao ionizados
nos seus sais sodicos o ponto de fusdo aumentou substancialmente. Estes pontos de
fusao encontram-se dentro de um intervalo pequeno o que indica uma elevada pureza.
Através da analise dos espectros de massa de alta resolucao, denotou-se que todas as
massas moleculares esperadas coincidem com as massas moleculares obtidas
experimentalmente. Relativamente aos espectros de RMN !H, nao é possivel
discriminar alteracoes substanciais a posicao dos picos, integracdo e multiplicidade,
relativamente aos espectros dos produtos nao ionizados. Relativamente aos espectros
de RMN 1C, verificou-se uma maior concentracdo de picos em 8 ~ 40ppm, que
representam a cadeia carbonada do acido gordo, e a § ~ 198ppm o grupo carbonilo

caracteristico do acido gordo.

Tabela 6: Rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os sais sintetizados.

Sal 9a 9b 9c¢ od 9e of
Rendimento 77% 56% 73% 84% 05% 94%
- 265 - 245 - 220 - 191 - 330 - 375 -
Ponto de fusdo 267°C 247°C 2220C 194°C 331°C 377°C

Relativamente aos espectros de FTIR, é de salientar a presenca de bandas
caracteristicas das amidas (N-H) de 9e-f entre 3150 e 3660 cm™, as bandas dos alcanos
do acido gordo (-CH. e -CH;3) em entre 2850 e 3000 cm™, e sinal do carbonilo (C=0)

entre 1640 e 1700 cm™.

54



4.2 - Avaliacao da atividade bioldgica
4.2.1 - Avaliacao biolégica - Screening

Apoés a sintese de compostos derivados dos acidos (tio)barbituricos, foram realizados
ensaios MTT para avaliar o efeito destes na proliferacao das células da prostata:
PNT1A, LNCaP e PC3. Inicialmente foi realizado um screening destes compostos a
concentracoes de 10 uM e 50 puM, para se ter uma ideia de como as células se
comportariam na presenca destes compostos. A citotoxicidade destes sais foi avaliada
segundo a percentagem da viabilidade celular relativamente ao grupo controlo (100%)
constituido por células que nao foram submetidas ao estimulo dos sais e ao controlo
positivo. Regra geral, foi verificado em todos os ensaios elaborados que havia uma
diminuicdo da viabilidade de todas as linhas celulares com o aumento da concentracado

do sal.

De acordo com as figuras 27 e 28, e a tabela 7, com o aumento da concentracao de 10
para 50 puM, as células LNCaP sofreram uma diminuicao mais acentuada da viabilidade
celular quando foram tratadas com o sal 9a (94,74% para 46,08%), seguido do sal 9e
(93,55% para 52,17%), do 9f (74,59% para 61,33%) e 9d (57,72% para 34,35%). Nos
sais gb e 9c¢, a concentragoes de 10uM, ji se observa uma percentagem de viabilidade
de apenas 36,66% e 31,93%, respetivamente, o que significa que estes sais parecem ter

uma maior poténcia inibitoria para estas células.

Para as células PC3, a diminui¢do da viabilidade com o aumento da concentragao de 10
para 50 uM foi mais acentuada para o sal 9d (78,62% para 41,37%), seguido de 9e
(61,53% para 35,91%), of (75,57% para 50,94%) e 9b (66,29% para 48,82%). O
aumento da concentracdo do sal 9a de 10 para 50 uM nao revelou ter influéncia na
viabilidade celular. O sal 9c¢ foi aquele que apresentou uma maior poténcia inibitéria

uma vez que a concentracao 10 uM ja apresentava uma % de inibicao de 44,48%.

Finalmente, para as células PNT1A, verificou-se que o sal 9d foi aquele que apresentou
uma maior diminuicao da viabilidade celular (92% para 31,46%) com o aumento da
concentracdo no screening, seguido do composto 9b (76,36% para 49,80%), of
(87,07% para 51,58%, 9e (67,69% para 45,77%) € 9¢ (64,25% para 44,04%). Para o sal
9a, o aumento da concentraciao até 50 uM, nao levou a alteracoes significativas na

viabilidade celular.
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Figura 27: Viabilidade celular das células LNCaP, PC3 e PNT1A, quando tratadas com os sais 9a, g9b e 9c

durante 24 horas, nas concentracoes de 10 e 50uM. Os resultados estdo expressos em % relativamente ao

grupo controlo. As barras de erro representam o desvio padrao (SD, do inglés, Standard deviation) (*

P<0,05; ** p<0,01; **¥* p<0,001; **** p<0,0001).
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Figura 28: Viabilidade celular das células LNCaP, PC3 e PNT1A, quando tratadas com os sais 9d, ge e of

durante 24 horas, nas concentragoes de 10 e 50uM. Os resultados estao expressos em % relativamente ao

grupo controlo. As barras de erro representam o desvio padrdo (SD, do inglés, Standard deviation) (*

P<0,05; ** p<0,01; **¥* p<0,001; **** p<0,0001).

Tabela 7: Valores das médias das viabilidades celulares e desvios padroes obtidos.

Célula LNCaP PC3 PNT1A

Sal 1ouM 50uM 1opM 50uM 1ouM 50uM
9a 94,74 £ 15,19 46,08 £+ 8,35 | 70,79 £ 6,16 72,76 + 8,54 | 68,03 +3,72 68,28 +12,89
9b 36,66 + 4,33 21,29 £ 4,91 | 66,29 +10,85 48,82+9,07 | 76,36 £ 8,30 49,80 + 11,73
9c 31,93 £5,64 2527+4,98 | 44,48 +7,60 24,08 + 6,71 | 64,25 + 14,28 44,04 + 3,38
od 57,72 £11,17 34,35+ 3,12 | 78,62+ 5,29 41,37 +£9,66 | 92,00 +7,24 31,46 + 5,70
9e 93,55+10,31 52,17+7,86 | 61,53+5,22  3591+5,74 | 67,69 +11,45 45,77 £ 5,13
of 74,59 £ 5,62 61,33 +7,10 | 7557 +8,68 50,94+9,35 | 87,07+£9,68 51,58 +12,81
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4.2.2 - Avaliacao bioldgica - ICso

Seguidamente, para completar os estudos de viabilidade celular, foram elaborados
estudos de curvas concentracdo-resposta (IC5,) (Figuras 29, 30 e 31). Apesar de
terem sido efetuados ensaios de screening, dados os resultados obtidos nestes
primeiros estudos e pelo facto de nao serem muitos compostos a testar, decidiu-se
determinar o ICs, para todos os sais. O procedimento destes ensaios foi igual aos
ensaios de screening, com a diferenca que, neste caso, foram avaliadas mais
concentragoes de cada um dos sais (1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM). Sais
com indice de seletividade superior a dois foram considerados como tendo potencial

seletivo significativo, assim como esta descrito em Paiva et al.1*®
4.2.2.1 - Sal ga

Concentracoes de 1uM, 5uM e 10uM do sal 9a, nao surtiram efeito significativo sobre a
proliferagdo celular das células LNCaP. No entanto, a 50uM ja se observou uma
diminuicao significativa da mesma. Relativamente as células PC3 e PNT1A o grafico do
ICso sugere uma diminuigao gradual, e ndo significativa, respetivamente, da viabilidade
celular até 50 uM, a partir da qual a viabilidade comeca a diminuir mais severamente.
As concentracoes IC;, calculadas foram 43,84, 51,90 e 63,34 uM para as células LNCaP,
PC3 e PNT1A, respetivamente. Assim, este composto nao demonstra uma seletividade

significativa para os diferentes estagios das células de CP.
4.2.2.2 - Sal gb

A partir de concentracoes de 1uM j4 se verificou uma diminuicdo da viabilidade celular
acentuada para as células LNCaP, enquanto que para as células PC3 houve uma
diminuicao mais gradual da viabilidade. Para as células PNT1A, também se verificou-se
uma diminuicdo gradual até 10 uM, e uma diminuicdo mais acentuada a partir desta
concentracdo. As concentracgoes ICs, calculadas foram 7,05, 39,73 e 31,12 uM para as
células LNCaP, PC3 e PNT1A, respetivamente. Assim, este composto mostra uma

seletividade para as células LNCaP, uma vez que tem um indice de seletividade de 4,41.
4.2.2.3 - Sal 9c

Para as células LNCaP e PC3, a 1 uM ja se observou uma diminuicdo da % da
viabilidade celular em 68,11% e 50,49%, respetivamente. As células PNT1A tiveram
uma diminuicdo mais acentuada a partir dos 5uM. As concentracoes IC;, calculadas

foram 1,43, 27,32 e 10,31 uM para as células LNCaP, PC3 e PNT1A, respetivamente.
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Assim, este composto mostra uma seletividade para as células LNCaP, uma vez que tem

um indice de seletividade de 7,21.
4.2.2.4 - Sal od

Para este sal, foi observado para todas as culturas celulares a mesmo delineamento de
resultados, uma vez que a diminuicdo da viabilidade celular teve maior acentuacdo a
partir de 10 uM, embora mais abrupto nas células PNT1A. As concentragoes ICs,
calculadas foram 22,94, 22,17 e 23,80 uM para as células LNCaP, PC3 e PNT1A,

respetivamente. Assim, este sal nao apresenta seletividade para as células cancerigenas.
4.2.2.5 - Sal ge

Para as células LNCaP e PNT1A foi verificado uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular a partir de 10 uM, enquanto que para as células PC3, a partir de 1
uM, ja houve uma diminuicdo significativa da viabilidade. As concentragdes ICs,
calculadas foram 43,43, 11,69 e 37,36 uM para as células LNCaP, PC3 e PNT1A,
respetivamente. Assim, este sal apresenta seletividade para a cultura celular PC3, uma

vez que tem um indice de seletividade de 3,20.
4.2.2.6 - Sal of

Para as células LNCaP foi verificado uma diminuicao mais acentuada a partir de 50 uM,
enquanto que para as células PC3 e PNT1A este fendémeno denotou-se a partir de 10
uM. As concentracoes ICs, calculadas foram 55,98, 17,04 e 28,25 uM para as células
LNCaP, PC3 e PNT1A, respetivamente. Assim, este sal nao apresenta seletividade para

as células de CP.
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Figura 29: Viabilidade celular das células LNCaP, PC3 e PNT1A, quando submetidas ao estimulo do sal 9a
e 9b, a concentracoes de 1uM, 5uM, 1ouM, 50uM, 100uM e 200uM. Os resultados obtidos permitiram

obter a concentracdo destes sais que diminuem a viabilidade celular em 50% (ICso).
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Figura 30: Viabilidade celular das células LNCaP, PC3 e PNT1A, quando submetidas ao estimulo do sal g¢
e 9d, a concentracoes de 1uM, 5uM, 10uM, s50uM, 100uM e 200uM. Os resultados obtidos permitiram

obter a concentracao destes sais que diminuem a viabilidade celular em 50% (ICso).
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Figura 31: Viabilidade celular das células LNCaP, PC3 e PNT1A, quando submetidas ao estimulo do sal ge

e of, a concentracgoes de 1uM, 5uM, 10uM, 50uM, 100uM e 200uM. Os resultados obtidos permitiram obter

a concentracdo destes sais que diminuem a viabilidade celular em 50% (ICso).
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Tabela 8: Valores de ICso obtidos assim como o coeficiente de correlacao.

Célula LNCaP PC3 PNT1A

Sal IC50 (UM) Rz IC50 (UM) R2 IC50 (UM) Rz

9a 43,84 0,91 51,9 0,88 63,34 0,83
9b 7,05 0,94 39,73 0,87 31,12 0,38
9c 1,43 0,92 27,32 0,83 10,31 0,85
od 22,04 0,93 2217 0,93 23,8 0,89
9e 43,43 0,91 11,69 0,92 37,36 0,91
of 55,98 0,89 17,04 0,84 28,25 0,74

Para concluir, foi observado que para a cultura celular LNCaP, a presenca de um
enxofre na posicao C2 ao invés de um oxigénio, ofereceu uma maior citotoxicidade.
Similarmente, em Ci1 e C3, a presenca de grupos difenil apresentam maior

citotoxicidade, seguido dos grupos dimetil, dietil e grupos com o hidrogénio.

Para a cultura celular PC3, o enxofre em C2 apresentam maior citotoxicidade do que o
oxigénio. Nas ligacoes C1 e C3, os grupos hidrogénio apresentam maior citotoxicidade,

seguidos dos grupos dietil, dimetil e difenil.

Para a cultura celular PNT1A, nao foi possivel determinar uma relagao direta entre as

estruturas presentes e a citotoxicidade.
4.2.3 - Ensaio de influxo lipidico

Apos os ensaios de analise da viabilidade celular por MTT, foram elaborados ensaios de
avaliacdo da capacidade dos sais sintetizados inibirem o influxo de lipidos para a célula
através da atividade do CD36. Neste caso, foi realizado um screening com
concentracoes 1 UM dos sais sintetizados comparativamente com o inibidor de CD36
disponivel comercialmente, o SSO,°7 usado nas concentracoes 1 uM e 25uM. O
screening dos sais a 1 tM permite uma comparacao direta com os resultados obtidos do

SSO a 1 uM. Assim, poder-se-4 ter uma ideia de como se comportarao os sais a 25 uM.

Segundo os resultados descritos na tabela 9, foi evidenciado efetivamente que os sais
sintetizados provocam uma diminuicdo do influxo lipidico nas células cancerigenas
LNCaP e PC3. O SSO ja foi identificado como um inibidor de CD36 e
consequentemente do influxo lipidico.?7 O estudo do efeito do SSO a 25 uM no influxo
lipidico foi levado a cabo uma vez que ja foi descrito na literatura que a esta
concentracao, foi observada uma diminuicao de 50% (ICs,) do influxo de lipoproteinas

de baixa densidade oxidadas através do CD36 por macrofagos.’o” De acordo com os
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resultados descritos na tabela 8 e tabela 9, ndo foi possivel estabelecer uma relacao
direta entre o ICs, da viabilidade celular e a inibicdo do influxo lipidico a 1 uM. No
entanto, todos os sais sintetizados apresentam maior capacidade inibitéria do que o
SSO. De facto, nas células LNCaP, o sal 9¢ apresenta maior taxa inibitoria (43,73%)
seguido por 9e (31,17%), 9f (29,02%), 9a (27,20%), 9d (25,00%) e por fim 9b
(23,86%). Para as células PC3, o sal 9¢, apresenta maior capacidade inibitoria (46,89),

seguido de 9b (44,42%), 9d (39,70%), 9f (38,41%), 9e (37,16%) e por fim 9a (36,22%).
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Figura 32: Influxo lipidico nas células LNCaP e PC3 quando tratadas com os sais 9a-f, nas concentracoes
de 1 uM, ou com o SSO (1 uM e 25 uM). Os resultados estdo expressos em % relativamente ao grupo
controlo. As barras de erro representam o desvio padrao (SD, do inglés, Standard deviation). A

significancia estatistica indicada pelas linhas acima das barras é p<0,0001.
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Tabela 9: Valores das médias do influxo lipidico e desvios padrao obtidos.

Célula LNCaP PC3
Sal Inibicao do fluxo lipidico (%)
9a (1uM) 27,70 + 6,85 36,22 + 9,34
9b (1pM) 23,86 + 2,54 44,42 + 13,67
9c (1pM) 43,73 + 3,65 46,89 + 7,97
9d (1pM) 25,90 + 2,11 39,70 + 7,71
9e (1uM) 31,17 £ 4,00 37,16 + 2,02
of (1 M) 29,02 + 8,40 38,41 + 4,59
SSO (1uM) 16,24 + 2,13 18,43 * 5,07
SSO (25uM) 37,00 £ 2,52 34,73 + 3,88

Comparativamente, um estudo onde culturas celulares PC3 e LNCaP transfectadas com
shortpin RNA (shRNA), de modo a inibir o CD36, verificou-se uma diminuicao do
influxo lipidico em 35% e aproximadamente 20% para as culturas PC3 e LNCaP,

respetivamente,’*4 o que apoia o interesse do potencial inibitério dos compostos

sintetizados.
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Capitulo 5 — Conclusoes e perspetivas futuras

O objetivo geral desta dissertacdo foi o desenvolvimento de uma série de compostos
derivados de acidos (tio)barbitaricos N1,N3-disubstituidos acoplados em C5 a uma
molécula do acido gordo de cadeia saturada com 18 carbonos, o acido estearico, e o

estudo dos seus potenciais efeitos terapéuticos no tratamento do CP.

O efeito dos compostos sintetizados foi avaliado em 3 linhas celulares de prostata
humana, a linha celular nao neoplasica PNT1A, a linha celular neoplasica LNCaP que é
responsiva a androgénios e que, por isso, € representativa de uma situacao de estagio
inicial do CP, e a linha celular neoplasica PC3, que nao é responsiva a androgénios e,

assim, é representativa de uma situacao de estagio avancado do CP.

Desta forma, foram realizados ensaios de avaliacao da atividade antiproliferativa dos
compostos sintetizados, onde foi observado que os sais 9b e 9c¢ reduziram
significativamente a proliferacao celular apresentando seletividade para a linha celular
LNCaP, e que o sal 9e apresentou seletividade significativa para a linha celular PC3.
Foram também realizados estudos do influxo lipidico com base na andlise da
incorporacdao do AG fluorescente Bodipy C16. Foi observado que todos os compostos
sintetizados apresentaram significativa capacidade inibitéria da incorporacao do
Bodipy C16, especialmente o sal 9¢, que foi aquele que apresentou maior inibicao,

comparativamente com o SSO, um inibidor de CD36 j4 estudado na literatura.zo7

No entanto, a inibicdo de CD36 pode levar as células cancerigenas a procurarem um
método alternativo para adquirirem AG, como a biossintese de novo, por ativagdo de
FASN e as enzimas relacionadas com a mesma. Assim a inibicdo combinada de CD36 e
FASN pode fornecer uma diminuicio tumoral mais eficaz e promissora.’*4 Ao mesmo
tempo, a inibicao de FASN pode levar a ado¢ao de um mecanismo compensatoério, onde
células cancerigenas aumentam a expressao de CD36 para melhorar a disponibilidade

de acidos gordos.1”

Assim, foram sintetizados compostos que tém potencial terapéutico para um estagio
inicial e avancado do CP e que poderdao avancar para estudos futuros, de forma a
aprofundar o conhecimento do seu potencial terapéutico e dos seus mecanismos de
acao. Desta forma, seria interessante desenvolver um pouco mais o estudo da inibicao
destes compostos no influxo lipidico, assim como a interacdo destes com outras

proteinas que interagem bioquimicamente com o metabolismo dos acidos gordos.
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