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Abreviaturas

|7B-HSD — |7beta-dihidroxiesteroide desidrogenase
50-R — 5alfa redutase

Al — Inibidor da aromatase

BC — Cancro da mama

BPH — Hiperplasia benigna da proéstata
DHEA — dihidroepiandrosterona
DHT — di-hidrotestosterona

El — Estrona

EIS — Sulfato de estrona

E2 — Estradiol

ER — Recetor de estrogénios

PC — Cancro da prostata

STS — Sulfatase de esterdides

T — Testosterona



Resumo

Os esterdides, pela sua bioatividade, estrutura e excelente capacidade de penetragao na
membrana celular e de ligagao a recetores nucleares e de membrana, tém sido alvo de pesquisa

para o desenvolvimento de farmacos.

O crescimento e a proliferagao celular em cancros hormono-dependentes, como o da mama
e da prostata, sao regulados pela acdo de hormonas estrogénicas e androgénicas. Estas
hormonas encontram-se sobre-expressas nestas situagoes, por isso a diminuicao da sua
concentragao no organismo humano leva ao controlo da proliferagao das células malignas. Por
este motivo tém sido investigadas diversas abordagens terapéuticas, como a inibicio de

enzimas-chave da biossintese destas hormonas.

L

esteroide sulfatase, da aromatase, da |7B- hidroxiesteroide desidrogenase e da 5a-redutase,

fazendo ainda referéncia ao uso de anti-estrogénios.

Abstract

The bioactivity, structure and excellent penetration ability in the cell membrane and the
binding ability to nuclear and membrane receptors of steroids make them subject of research

for drug development.

The cell growth and proliferation in hormone-dependent cancers, such as breast and prostate
cancer, is influenced by the action of estrogenic and androgenic hormones. These hormones
are expressed on these situations, so decreasing its concentration in the human body allows
to control the proliferation of malignant cells. Thus, different therapeutic approaches, such as

inhibition of key enzymes in the biosynthesis of these hormones have been investigated.

This monograph includes an update of recent literature concerning inhibition of steroid
sulfatase, aromatase, |7B-hydroxysteroid dehydrogenase and 5a-reductase inhibition, as well

as the use of anti-estrogen.



Introducao

Pela sua estrutura e variadas propriedades farmacolodgicas, os esteroides tém merecido uma
forte pesquisa e investigagao na descoberta de farmacos. Estas moléculas tém uma excelente
capacidade de penetragao na membrana celular e de ligagao aos recetores nucleares e de
membrana. Uma pequena alteragao na sua estrutura pode provocar uma extensa variagao da
resposta biologica. Assim, tém sido exploradas diversas modificagoes estruturais com o intuito
de induzir as propriedades farmacolégicas pretendidas. Diferentes tipos de esterodides tém
vindo a ser modificados para obter agentes anticancerigenos (anti-proliferativos), citotoxicos

e citostaticos. (1)

O cancro de mama é a principal causa de morte por cancro entre as mulheres.
Aproximadamente 60% de pacientes na pré-menopausa e 75% na pos-menopausa tém cancro
da mama recetor estrogénio positivo (ER+), ou seja, a carcinogénese estd associada as
hormonas esterdides, que levam a rapida proliferagao celular. As enzimas do metabolismo e
os recetores de estrogénio tém um papel crucial nesta proliferagao, assim como os proprios
estrogénios. A sobre-expressao desta hormona estimula a proliferacao de células sensiveis a
mesma, levando a varios tipos de cancros hormono-dependentes (mama, prostata). Por este
motivo, os esteroides tém vindo a ser o alvo de pesquisa para o desenvolvimento de farmacos

anti hormonais. (2)

Os androgénios testosterona (T) e di-hidrotestosterona (DHT), além de desempenharem um
papel importante no desenvolvimento e no crescimento da prostata, também sao responsaveis
pelo desenvolvimento e progressao de hiperplasia benigna da préstata (BPH) e cancro da
prostata. A BPH é uma doenga recorrente em 50% dos homens com 50 anos de idade e 90%
dos homens de 80 anos de idade, sendo o principal responsavel pela morbilidade masculina,
enquanto o cancro da prostata € a segunda principal causa de morte por cancro em homens.
Portanto, o nivel sanguineo destas hormonas pode ser reduzido, impedindo a conversao

irreversivel de T em DHT, pela inibicao da 5a-reductase (5a-R). (3)

Existem diversas abordagens para reduzir a resposta hormonal em células cancerigenas. Uma
delas envolve o uso de inibidores enzimaticos por forma a reduzir a biossintese da hormona
enddgena ou pela utilizagao de um ligando mais forte que o substrato endogeno para formar
um complexo com o recetor especifico, impedindo a ligagio do esterdide enddgeno. Por
exemplo, inibidores da sulfatase e da aromatase sao inibidores enzimaticos, enquanto os anti-

estrogénios sao antagonistas dos RE, competindo com os estrogénios endogenos.



Alvos terapéuticos e respetivas abordagens terapéuticas

I. 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (173-HSD)

As 17B-HSDs sao oxiredutases, tendo uma importante fungao no metabolismo de estrogénios
e androgénios: catalisam as etapas finais da biossintese de esteroides. Estas moléculas catalisam
reagoes de oxidagao/redugcao dependentes de NAD(P)H/NAD(P)+ no carbono |7 do

esteroide.

As HSDs do tipo [, 2 e 3, desempenham um papel fundamental na biossintese de androgénios
e estrogénios ao catalisarem a interconversao de |7-cetosteroides nos |7 hidroxiderivados
e vice-versa. As | 73-HSDs sao enzimas-chave envolvidas no desenvolvimento, crescimento e
funcao de todos os tecidos reprodutivos, masculino e feminino. Sao, portanto, alvos adequados
para modular a concentragao das hormonas E2 e T no caso de doengas dependentes destes

esteroides.

Consoante a sua atividade oxidativa ou redutora, regulam a concentragao intracelular dos
esteroides ativos e inativos. A atividade gendmica exercida pelas moléculas esteroides envolve
a ligagao a um recetor nuclear. As 17B-HSDs atuam como um pré-recetor molecular. Estas
sao enzimas-chave nas diferentes fungoes dos tecidos reprodutivos masculino e feminino.
Considerando o papel das diferentes | 73-HSD na modulagao hormonal e da especificidade de
cada uma para o seu substrato, e localizagao do tecido, estas proteinas constituem importantes

alvos terapéuticos em doengas como cancro da mama e da prostata. (4)
a. 17B-HSD |

A 178 HSD | catalisa a conversao da estrona (El) em estradiol (E2) [Fig.| A], o estrogénio mais
ativo, desempenhando um papel importante no desenvolvimento de doengas estrogénio-
dependentes. Um elevado racio E2/EI, assim como concentragoes elevadas de mRNA [7p3-
HSD | apontam para o papel essencial da |73-HSD | no cancro da mama, entre outros. Tendo
esta informacao, a inibicao da I7B-HSD| é considerada uma abordagem terapéutica valida para
o seu tratamento. Uma vez que 17B-HSDI e 17B8-HSD2 tém fungbes opostas — a |17p-HSD2

oxida a E2 em El -, os inibidores da 17B-HSD | tém de ter uma seletividade para esta isoforma.

(4)



b. 17B-HSD 3

A 17B-HSD3 catalisa a conversao de 4-androsteno-3,17-diona em testosterona [Fig.|B]. A
enzima esta presente exclusivamente no testiculo e o seu mRNA estd sobre-expresso nos
tecidos do cancro prostatico. A testosterona é responsavel pela proliferacao celular em
doengas androgéno-dependentes. Assim, a inibicao da |7B8-HSD3 constitui uma importante

estratégia terapéutica para doengas como o cancro da prostata. (4)
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Figura | - (A) Conversdo da estrona em |[7B-estradiol e vice-versa, (B) conversdo da 4-androsteno-3,17-diona em

testosterona e vice-versa.

I 78-HSD 5

A 17B-HSD5 esta sobre-expressa no cancro da mama e da prostata. Tem uma elevada
atividade na prostaglandina sintase. A prostaglandina produzida (PGF2) pode induzir a
proliferacao celular tanto nas doengas hormono-sensiveis como nas nao sensiveis. A inibicao
da |7B-HSDS5 bloqueia tanto os androgénios intratumorais como a sintese de PGF2, sendo

por isso uma abordagem interessante para o tratamento de ambos os tipos de tumor. (4)

Il. Inibidores esterdides da | 7B-HSD

a. Derivados El e E2 substituidos em Cl6

Em 2002 foi desenhado e sintetizado um derivado do E2 com um grupo adenosina em C16
(figura 2, 1) como inibidor bifuncional (ligagao em dois locais da enzima). Recentemente, a
sintese do derivado El correspondente demonstrou um inibidor comparativamente mais forte

(4nM vs. 12 nM). (5)



Como esta série de inibidores com dupla ligagao a enzima nao tem capacidade de penetrar a
membrana celular, foi sintetizada uma nova série de derivados da El e do E2, substituidos em
Cl16. Aintrodugao de um grupo m-carbamoilbenzil leva a compostos muito ativos com valores
de IC50 de 171 e 44 nM, respetivamente. Estes compostos demonstraram afinidade
relativamente a |7B-HSD2, mas também poténcia estrogénica. O composto 3 [Fig.2] foi ainda

capaz de inibir a proliferacao mediada pela El. (4)
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Figura 2 - Derivados do estradiol substituidos em CIl6 (4).

b. Derivados E| substituidos em CI15

Messinger et al.,. abordou o desenho de inibidores da 178-HSD| de uma forma diferente,
modificando a El na posicao |5 com substituintes polares ligados por um espacador alquilo.
(6) O composto mais ativo foi obtido com um substituinte metiltiazolil propanamida com um

IC50 de 4nM (substrato natural 30nM) [fig. 3]. (4)

HO

Figura 3 - Derivado da estrona em Cl 5.



c. Derivados da estrona substituidos em C2

Modificagoes na posicao 2 da estrona e da d-homo-estrona levam a derivados com elevada
poténcia. Estudos sugeriram que estes compostos tém como alvo uma bolsa lipofilica
secundaria proxima do terminal C enzimatico. O composto mais ativo obtido foi 2-fenetil-D-

homo-estrona [Fig.4] com um IC50 de 15 nM. (4)

n=1,2

Ri=H, a-F, p-F

Rs=H, ClI, Br, |, OCHs. phenathyl, allyl, C=C-Ph
R3= H, C-H1

Figura 4 - Derivado da estrona em C2.

d. Novas moléculas

Para além de catalisar a conversao da El em E2,a 173 HSD | também catalisa a conversao de
DHEA em 5-androsteno-3f,173-diol (5-diol), um estrogénio mais fraco masque se torna mais

importante na pés-menopausa e que pode igualmente estimular a proliferagao celular no BC.
(7)

Diversos estudos imuno-quimicos tém relatado a presenga da |17B-HSD| numa proporgao
aproximada de 50-60% das células tumorais do BC. (8) (9) Para além disto, um aumento
significativo da expressao de |7B8-HSD| tem sido observado em doentes com BC, depois de

terapia com agentes quimioterapéuticos, sugerindo uma resposta enzimatica compensatoria

da diminui¢ao de estrogénios. (10)

Estas observagoes sugerem que os inibidores da 17B-HSD| podem ser uteis na inibicao da
biossintese de estrogénios num grande numero de BC, podendo ser vantajosos numa inibigao
maxima desta mesma biossintese, uma vez que os Als sao incapazes de bloquear a produgao
de 5-diol. (1)
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Figura 5 - Moléculas sintetizadas por Maltais et al,, (I1).



Maltais et al.,. realizaram a sintese de trés séries de derivados do E2, com estudos de REA,
fornecendo dados importantes acerca da tolerancia da enzima a variadas modificagoes. Dos
derivados da primeira série o derivado mais promissor foi o derivado bromoetil (14) [Fig.5],
que demonstrou um nivel de inibicao aceitavel e um perfil nao estrogénico. A segunda série
de compostos foi desenvolvida com base na cadeia de bromoetil do derivado (14) [Fig.5], assim
como de outros compostos da primeira série, convergindo para a identificagao do composto
3-{[(16B,17B)-3-(2-bromoetil)-17-hidroxiestra-1(10),2,4-trieno- 1 6-iljmetil} benzamida (23b)
[Fig.5]. Este composto é um potente inibidor da 17B-HSD| em células T-47D (IC50=68 e
97nM), sem detegao de atividade estrogénica em células estrogénio-sensiveis. Este derivado
demonstrou ser um inibidor competitivo e irreversivel da |73-HSD |, para além de ser seletivo
relativamente a 178-HSD2, 173-HSD7, 178-HSD12 e a CYP3A4. Este é um perfil promissor

para ensaios in vivo. (1 1)

Como um outra perspetiva interessante, o derivado iodeto 23c [Fig.5] pode ser util na
imagiologia molecular de tecidos que expressem a |7B-HSD|, assim como para tratamentos

radioterapéuticos. (I 1)

Estes novos inibidores (23b) e (23c) [Fig.5], desenvolvidos através de estudos REA representa,
candidatos promissores a ensaios clinicos para o tratamento e diagnostico de doengas

estrogénio-dependentes, como o BC. (I 1)
[ll. Sulfatase de esterdides (STS)

A sulfatase de esterdides (STS) ou aril sulfatase C € um membro da superfamilia da sulfatase.
O substrato natural das sulfatases humanas tem diversos graus de complexidade estrutural,
mas a particularidade da STS é a sua capacidade de hidrolisar esterodides sulfatados, obtendo
hidroxiesteroides livres (ndo conjugados). Assim, os substratos mais conhecidos da STS sao

sulfato de colesterol (CHOLS), sulfato de pregnolona (PREGS), sulfato de

Q
HD—%—O
X = O (DHEAS) E1S

X = B-COCH, (PREGS)
X = [-CH(CH3)(CH3)sCH(CHa3),
(CHOLS)
Figura 6 - Substratos esteréides (CHOLS, PREGS, DHEAS e E|S) da STS.



dihidroxiepiandrosterona (DHEAS) e sulfato de estrona (EIS) [Fig. 6; Tabela |1]. A STS também

hidrolisa substratos nao esteroides, embora com menor poténcia catalitica.

CHOLS PREGS DHEAS EIS
Valores Km

2.0 0.6 1.7 0.8
(uM)
Taxa hidrolise

1400 1600 1000 2900
(nmol/min/mg)

Tabela |- Valores de Km e Taxa de hidrolise da STS para os seus diferentes substratos.

A STS catalisa uma reagao nao reversivel, sendo que a reagao inversa é proporcionada por

uma outra enzima esteroide, a sulfotransferase.

A STS é uma proteina transmembranar, associada maioritariamente ao reticulo
endoplasmatico. Estudos recentes indicam a presenca de uma isoenzima STS nuclear. A STS
encontra-se distribuida em tecidos como a placenta — onde se encontra em maior abundancia
— glandulas adrenais, ovarios, testiculos, pele e cérebro. A STS foi igualmente detetada em
tecidos malignos da mama e da proéstata, assim como em linhas celulares cancerigenas. A
expressao da STS ¢é significativamente maior nos tecidos malignos (mamario e prostatico),
comparativamente ao tecido normal, sugerindo um importante papel da STS em tumores

hormono-dependentes.

Assim, considerando que os esteroides sulfatados nao sao nem ligandos dos recetores
esteroides, nem hormonas ativas, a inibicao da STS podera ser uma estratégia para inativar a
funcao bioldgica dos esterdides, como por exemplo o seu efeito proliferativo em células

tumorais.

A estrutura desta enzima engloba um dominio polar catalitico e dois dominios
transmembranares. O grupo sulfato hidrofilico (polar) esta localizado no dominio catalitico e

a parte hidrofébica do substrato esteroide (anéis B-D) esta para a area hidrofobica da STS.
(12)

O mecanismo da hidrolise do sulfato envolve a presenca de dois elementos-chave, essenciais
para a atividade catalitica: a-formilglicina (FGly) e um catido Ca”". Acredita-se que a hidrolise

da sulfatase se da por um mecanismo de transesterificacao-eliminacao (TE). Gosh propos

recentemente um mecanismo [Fig.7] de quatro passos para a STS:



I.  Ativagao da FGly75 por uma molécula de agua,

Il.  Ataque nucleofilico ao 4tomo de enxofre facilitado pelo Ca*,
[ll.  Libertagao de um alcool proveniente do éster sulfato,
IV. Libertagao de HSOy para regenerar o FGly. (13)
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Figura 7 - Mecanismo catalitico da Esterdide Sulfatase (STS) proposto por Gosh et al.,. (13)
FG75: a-formilglicina 75; HFG75: a-formilglicina 75 hidratada; FGS75: a- formilglicina 75
sulfatada.

IV. Inibidores da STS

No inicio dos anos 90, foi feita uma importante descoberta, quando uma modificagao no

substrato natural EIS originou um potente inibidor da STS: estrona-o-sulfamato (EMATE)

[Fig.8]. (14) A substituicao do OH do grupo sulfato por um NH, gerou um grupo sulfamato

(OSO,NH,) que, quando adicionado num grupo arilo (esterdide ou nao) inativa eficientemente

a enzima. Verificou-se ainda que, quando um inibidor irreversivel da STS contém uma cadeia

lateral hidréfoba no anel-D, o derivadode fenol libertado ira interagir com o tunel hidrofébico

da enzima, proporcionando, assim, um novo inibidor de tipo reversivel. (12)

o}
Hzm—l&:.—o

Figura 8 - EMATE.



Os varios inibidores de STS foram classificados como inibidores de primeira e de segunda
geragao de STS, consoante a atividade bioldgica de cada um. A primeira geragao de inibidores
STS é de inibicao hormonal pura, enquanto os inibidores da STS de segunda geragao sao de
dupla agao (sao inibidores hormonais assim como inibidores da polimerizagao da tubulina). Os
inibidores STS de primeira geragao tém agao anti-proliferativa (citostatico) e num segundo
momento acabam por ser citotoxicos. Os inibidores da STS de segunda geracao sao
principalmente sintetizados como analogos do 2-metoxiestradiol (2ME2), com propriedades

anti-angiogénicas.

Atualmente encontra-se em desenvolvimento uma terceira geracao de inibidores de STS, na
qual os compostos sao capazes de inibir duas enzimas - a STS e a aromatase. No entanto, até
agora nenhuma molécula lider esterdide pode ser desenvolvida eficazmente como inibidor da
STS de terceira geragao. Diversos grupos de investigagaio como M) Reed, A. Purohit, D.

Poirier, T.Suzuki, S. Ahmed e SP Newman tém contribuido para o desenvolvimento desta area.
(1

a. Inibidores esteroides baseados no sulfamato

Para obter inibidores da STS e/ou |17B-HSD tipo |, Poirier et al.,. desenvolveu uma estratégia
para a sintese de “bibliotecas” de sulfamato e derivados de fenol. (15) O ligante multi-
destacavel de sulfamato foi utilizado para gerar “bibliotecas” de N-derivados |6p-aminopropil
do E2 [Fig. 9, A], bem como N-derivados |7a-piperazinometilo do E2 [Fig. 9, B], com bons
rendimentos e purezas - homogeneizado de células que sobre-expressam a atividade de STS
avaliadas como comparaveis ou melhores do que a do EMATE (era esperada uma baixa

atividade estrogénica pela adicao de uma cadeia lateral na estrutura do E2).

OH
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i FIT’ H Ry O He S - T H CH30- oy ot Lt \_::-‘-"\
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A. Ry =H, Bn, p-NOy-8n, p-(BnO}-Bn, p-(t-BuQ)-Bn, B. Ry=H, Pyrolidine, CHyCH{CHy)a, _
N-Pro of i-Bu; Y P or B C. R=H

.= i Pent, c-P
R3 = Me, i-Pr, n-Pr, n-Pent, ¢c-Pent-Et or Bn Ry = E1, i-Pr, CHy-p-{t-Bu)-Bn or

(CH;)zc-Pent

Figura 9 - A. Derivado |6p-aminopropil da E2; B. derivado | 7a-piperazinometilo da E2; C. 2-metoxi-3-sulfamoiloxi- | 7a-benzilo .
Em 2003, Ciobanu et al.,. relataram a poténcia, in vitro e in vivo, do 2-metoxi-3-sulfamoiloxi-
| 7a-benzilo [fig. 9, C] como inibidor de STS. Este composto revelou-se um potente inibidor

in vitro (IC50= 0,024 nM; usando homogeneizado de células que sobre-expressam STS; EIS

(100 pM) como substrato). Testado in vivo, o derivado de benzilico [Fig. 9, C] inibe



eficientemente o crescimento do tecido uterino induzido pelo EIS, nao mostrando efeito

estrogénico contrariamente ao composto original, sem um grupo 2-metoxi. (18)

.....

androstano e pregnano) na STS. Ao adicionar um grupo benzilo ao anel D esteroide, o
derivado estrano (R = H; IC50 = 1,4 nM) [Fig. 10,1] continua a ser um melhor inibidor do que
o correspondente derivado androstano [Fig. 10, 2.a] (IC50 = 14 nM) ou derivado de pregnano
(IC50 = 400 nM) [Fig. 10, 2.b] quando testado no mesmo ensaio enzimatico (homogeneizado
de células que sobre-expressam STS; EIS (100 yM) ou DHEAS (100 uM) como substrato da

enzima). (19)

| AR
HoNO,SO HoNO,507 " =
|. R=4--Bu, 4-Me, 4-i-Pr, 3,4-Me, 4-Ph, 2. a R, =0H; R; = Bn or p-(t-Bu}-Bn

3-MeO, 4-MeD, 3,5-Me0, 2,3,4-Me(,
3A-PhO, 4-BnOQ or 4-0OH

Figura 10 - |. Derivado estrano; 2. (a) derivado androstano, (b) derivado pregnano.

b R, = CH{OH)Bn or CH{OH}-p-{t-Bu}-Bn; Ry = H

b. Inibidores esterdides nao baseados no sulfamato

Em 2000, Boivin et al., publicou um estudo relagao estrutura-atividade (REA) em derivados do
E2 |7a-substituidos como inibidores da STS. Foram sintetizados e testados mais de 40
compostos como inibidores de STS, contendo uma cadeia alquilo linear ou ramificada (IC50
compreendido entre 022-19,6 uM). Este estudo demonstrou claramente que a adigao de um
substituinte hidrofébico na estrutura do E2 induz uma potente inibigao reversivel da STS. O
composto representado na [Fig. | 1] foi comparado com o inibidor EMATE, referéncia no
mesmo ensaio, utilizando células que sobre expressam STS e como substrato foi utilizado EIS
(100 puM), sendo que se verificou ser 7,5 vezes menos potente (IC50 = 12 e 1,6 nM,

respetivamente). (20)

Figura I'| - Composto comparado com o EMATE, R = p-(t-Bu)-Ph.

Ciobanu et al.,., descreveram a sintese de duas séries de androstano e pregnano com um

benzilo substituinte na posicao 17a e 20, respetivamente [Fig. 12, | e 2], e comprovaram a
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sua poténcia como inibidores de STS. Apesar de diferentes androstanos e pregnanos terem
sido usados como suporte, foram obtidas, maioritariamente, inibicdes menores

comparativamente ao derivado estrano correspondente. (21)

Figura |2 - Derivados Androstano e Pregnano.

Fournier sintetizou e testou uma série de dimeros do E2, representados na [Fig. 13], como
inibidores de STS. Os dois esteroides encontram-se ligados tanto em CI17-C17, C16-Cl6 ou
C16-O3 com diferentes tipos de espagadores. Os melhores inibidores foram os dimeros de
composto (1.) [Fig. 13] (X=CH2CH=CHCH?2) foi semelhante ao inibidor de referéncia, [Fig.
1], (56 e 62% de inibicao a | pM, respetivamente) - ensaio enzimatico com células

homogeneizadas que sobre expressam STS; EIS (100 pM) como substrato. (22)
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Figura |13 - Dimeros da E2 sintetizados por Fournier.

A STS, um alvo atraente para desenvolver a terapia anti-hormonal € uma nova abordagem. Até
agora, nenhuma droga pode ser desenvolvida com base nesta abordagem, mas algumas estao

em ensaios clinicos.

V. Aromatase

A aromatase é uma enzima da familia do citocromo P450 (CYPI9AI). No ultimo passo da
biossintese de estrogénios, esta enzima vai converter androgénios (C19) em estrogénios (El

e E2, C18). Este é um passo importante e irreversivel que ocorre nos ovarios. (23)

Apobs a menopausa, os ovarios deixam de estar funcionais, baixando os niveis plasmaticos de
E2 em 10% e a conversao acima referida é realizada em tecidos periféricos, pela aromatase.
(24) A androstenodiona é convertida em estrona e a testosterona em estradiol, o estrogénio

enddgeno mais potente. (25)




A aromatase é sobre-expressa nos tumores da mama e considerada, por isso, como um alvo

para o desenvolvimento de agentes anti-cancerigenos. (25)
Inibidores da Aromatase (Al)

Um Al bloqueia eficientemente a agao da enzima, o que reduz a biossintese de estrogénios e
consequentemente a proliferagao de células tumorais. Os Als estao classificados em duas sub-
classes — tipo | e Il. Os inibidores do tipo | sao de estrutura esterodide e sao irreversiveis,
enquanto os inibidores do tipo Il sao nao-esteroides e reversiveis. No caso dos Als esterodides,
o nucleo androsteno-3,17-diona tem sido considerado muito importante para interagao com
a enzima aromatase. Estes Als ligam-se covalentemente a aromatase e convertem-na num

intermediario, causando uma inibigao irreversivel. (23) (26)

A terceira geragao de Als é altamente especifica, potente e com reduzidos efeitos secundarios,
sendo duas destas moléculas nao esteroides (tipo Il), anastrozole e letrozole, e um esterdide
(tipo 1), o exemestano. Actualmente, o exemestano [Fig.14], esteroide oralmente ativo,
representa uma boa alternativa ao tamoxifeno, como tratamento de segunda linha em

mulheres pos-menopausicas com cancro da mama. (2)

"
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Figura 14 — Exemestano.

Algumas desvantagens do uso destes Als (como a possibilidade de indugao de osteoporose e
carcinoma do endométrio) exigem a administragao de terapéutica adicional para superar esses
problemas (como bisfosfonatos no caso de ocorrer osteoporose). Por este motivo e por
apesar da eficacia, poderem apresentar algumas resisténcias, novas moléculas tém sido

investigadas. (26)

a. Uma nova série de esteroides baseada na 7a-aliandrostenediona, modificada nos anéis
A e D foi desenhada, sintetizada e bioquimicamente avaliada relativamente a sua REA como

Al. Diversos derivados demonstraram uma forte atividade enquanto Als. Relativamente a REA,

OH
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Figura 15 - Derivados 7a-aliandrostenediona.



a presenga de uma dupla ligagao em CI, como nos compostos (A) e (B) da [Fig. I5] aumenta

.....

.....

.....

ligagao em CI, como em (A) [Fig. 15]. (27)

b. Gosh et al., relataram a sintese e avaliagao de uma série de compostos substituidos em
Cé6: androsta-1,4-dieno-3,17-dionealquilniloxi, cujo desenho foi baseado no local ativo da
aromatase. A sua estrutura esteroide é idéntica ao exemestano [Fig.14] - androsta-,4-dieno-
3,17-diona substituido em Cé-metildieno (ASSD) [Fig.16, 1]. (28)

Ficou demonstrado que os novos compostos tém uma poténcia elevada como inibidores
enzimaticos e também como potenciais compostos para ensaios em células tumorais do BC.

O derivado 5 foi o mais potente (2-pentiniloxi) [Fig.16, 5].

c.
i
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AgOTF (10 molse) A
- E/il[ : _H
A2 s 2T
Q- ™
OR

ROH, TFT, rt ;_ A

1 2-9
2 B= CH3 6 R= CHEC EC(CHE}ECHg
3 R= CH;CH,4 7 R= CHC=C(CH,);CH5
4 R= CH,C=CCH, 8 R= CH,C=C(CH;)sCHj

5 A= CH,C=CCH,CH; 9 R=CH,C=CCH;OH
Figura |6 - Sintese de derivados C68-2-Alquilniloxi da ASSD.

VIl. Anti-estrogénios

Os anti-estrogénios competem com os estrogénios endogenos para a ligacao ao recetor de
estrogénio (ER) e também para a interagao direta com fatores de crescimento, o que acaba
por levar a inibigao da agao estrogénica. Através de estudos de topologia e estudos de raio-x
do local de ligagao ligando-recetor, foi observado que qualquer modificagao na posigao 7 ou

I é bem tolerada e conduz a indugao de atividade ante estrogénica.

Recentemente, foram realizadas modificagées no nlcleo esteroide, particularmente na El e
no E2,em C |5, 16 e |7, com vista a obter uma potente molécula anti-estrogénica. No entanto,
com poucas exceg¢oes, como esteroides anti-estrogénicos, com estas modificagdes no nicleo
esteroide levam ao desenvolvimento de inibidores enzimaticos, moléculas citotoxicas ou anti-

estrogénios de ac¢ao dupla.



Os potenciais anti estrogénios foram alcangados pela modificagio em 7a ou | 1B do estradiol,

levando a descoberta de RU 3941 [Fig. 17A], RU 51625 [Fig. 17B], ICI-164384 [Fig. 17C] e do
fulvestrante [Fig. 17D].

H "”{c Ha)1-CON(Me)Bu H %{GHﬂg-Sﬂ{C Ha)y CFCFy

Figura 17 - Potenciais anti estrogénios, estradiol modificado em 7a ou 118. (1)

As REAs completas destes compostos revelam que o comprimento de cadeia do espagador
entre o nlcleo esterdide e grupo funcional desempenha um papel crucial na resposta bioldgica.
E necessaria uma pequena cadeia carbonada - C4-C6é — na posicio 7a, para uma atividade anti-
estrogénica pura. A introdugao de um grupo arilo em 70 aumenta o efeito agonista, enquanto

que na posi¢ao | 1B um grupo arilo é necessario para a atividade anti-estrogénica. (29)

O fulvestrante esta em uso clinico para o tratamento de cancro de mama resistente ao
tamoxifeno e é tratamento de segunda linha no cancro de mama metastatico. E comercializado
pela AstraZeneca sob o nome comercial de Faslodex. O fulvestrante é o Unico anti-estrogénio
esteroide que diminui o recetor de estrogénio (ER) e é desprovido de qualquer atividade

estrogeénica. (1)

VIII. 5a redutase
A testosterona (T) é o androgénio mais abundante na circulagao sanguinea, e é convertido na

prostata em di-hidroxitestosterona (DHT) pela enzima 3-oxo-5a-esterdide-4-desidrogenase,



IX.

5a-redutase (5a-R) [Fig. I8]. DHT é o principal androgénio na préstata e o principal 5a-R pela

diferenciagao e crescimento da prostata. (3)
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Figura 18 - Conversdo da T em DHT pela 5a-R.

A enzima 5a-R é uma proteina ligada a membrana microssomal que reduz a dupla ligagao A4
da testosterona (estereosselectivamente) utilizando o NADPH como co-factor, obtendo-se o
correspondente 5a-3-oxoesterdide - DHT. A catélise enzimatica € iniciada pela formagao de
um complexo ternario, primeiro com NADPH e posteriormente com o substrato. Em seguida,
o sistema de A4-3-cetona da testosterona € ativado pela sua interagao com um residuo
electrofilico no local ativo da enzima, originando uma carboxilagao em C5. Depois deste passo,
o hibrido do NADPH transfere para a face a esta caboxilagao, levando a formaciao de um

enolato de DHT, que é protonado no C4 na face B, para se obter DHT. (30)

Existem trés tipos de 5a-R, classificadas como tipo |, Il e lll. A forma dominante é o tipo |,
sendo encontrada em varios tecidos, tendo sido mostrado que a atividade do tipo | € maior
no cancro prostatico do que na BPH. A isoenzima tipo Il predomina na préstata e noutros
tecidos genitais, desempenhando um papel importante na BPH pela maior afinidade que a
testosterona apresenta para esta isoenzima, relativamente a de tipo I. (31) A isoenzima tipo Il
foi recentemente identificada células de cancro da prostata refratario hormonal, mas também

noutros tecidos. (32) (33)

O desenvolvimento e progressao da BPH e do cancro da prostata sao influenciados por
androgénios. Assim, uma possivel via terapéutica para estas patologias pode ser a inibicao da
5a-R - inibicao da conversao irreversivel de T em DHT, diminuindo a agao hormonal. Os
inibidores da 5a-R (Rls) podem ser classificados em esterdides e nao-esterdides. O
desenvolvimento de Rl nao-esteroides tem aumentado nos ultimos anos, embora nao

.....

esteroides. (3)
Inibidores da 5a-redutase

Ao longo dos anos, muitos inibidores da 5a-R tém sido desenvolvidos, e alguns deles tém

sido utilizados na pratica clinica.



Os primeiros Rls esteroides foram desenhados modificando a T, o substrato natural da enzima.
Isto porque a estrutura cristalina da 5a-R nao é muito conhecida pela instabilidade que
apresenta na sua purificagao. Assim, ao longo dos anos, a maioria dos inibidores foi
desenvolvida principalmente considerando a estrutura do substrato (T), o mecanismo de
reagao proposto para este processo enzimatico e o conhecimento qualitativo e quantitativo

da relagao estrutura-atividade. (31) (30)

Os inibidores da 5a-R (RIs) podem ser classificados em esterdides e nao-esteroides. (34) O
desenvolvimento de Rl nao-esteroides tem aumentado nos ultimos anos, embora nao

.....

esteroides. (3)

Inibidores da 5a-redutase do tipo esteréide podem ser estruturalmente classificados em trés
tipos: azasteroides, acidos 3-carboxilicos e derivados de pregnano/androstano. De todos
estes, os mais importantes sao os azasterodides, que foram desenvolvidos para mimetizar o

intermediario enolato ligado a enzima, por uma mudanga isostérica entre um carbono e

nitrogénio. (31) (30)

Uma das principais modificagoes foi a substituicao de um atomo de carbono de um dos anéis
da estrutura esteroide por um heteroatomo, geralmente azoto, levando a descoberta de
potentes inibidores da 5a-R humana, tais como 4-azasterodides, 6-azasterdides e |0

azasteroides. (35)

O primeiro e mais conhecido 4-azasteroide utilizado como Rl foi a finasterida, [Fig. 19] que

inibe seletivamente o isomero 5a-R tipo Il, clinicamente aprovado para o tratamento da BPH

em 1992. (36), (37)

Foram entio realizadas modificages estruturais que englobam mudangas na cadeia lateral
ligada ao C17, a introdugio de um grupo metilo no nitrogénio e a reducio dupla ligagio A'
em C7 (31). Uma melhoria significativa foi o desenvolvimento de inibidores duais das duas

isoenzimas, o que significa que um bloqueio mais geral de sintese de DHT. (38)

Mais tarde, um outro 4-azaesterodide, dutasterida [Fig. 19], foi também aprovado pela FDA
para ser usada para o tratamento sintomatico da BPH. (31) A dutasterida emergiu como um
potente inibidor duplo, reduzindo o nivel circulante de DHT mais de 90%, melhorando os
resultados clinicos em BPH. Além disso, a dutasterida é bem tolerada e tem efeitos colaterais

transitorios. (39)



A finasterida e dutasterida formam complexos ternarios com o complexo 5a-R-NADPH,
sendo potentes e irreversiveis inibidores de 5a-R. (34) Ambos Rls reduzem os niveis de DHT
intraprostatica e, por conseguinte, o tamanho da prostata, sendo utilizados atualmente na
clinica para o tratamento de BPH, tendo sido igualmente propostos para a quimioprevengao

e tratamento do cancro da prostata. (40)
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Figura 19 - Finasterida e Dutasterida, inibidores da 5a-R.

Apesar do sucesso do finasterida e dutasterida, estas moléculas apresentam algumas
desvantagens, como o aumento da perda 6ssea e muscular, e impoténcia sexual. Além disso,
diferentes estudos clinicos demonstraram que estes Rls aumentam o risco de cancro de
prostata avangado, o que impede a aprovagao da FDA de finasterida e dutasterida para o
tratamento do cancro da prostata. Por esta razao, é importante procurar outras moléculas

potentes e especificas, com efeitos secundarios mais baixos. (41)

Como a unica diferenga estrutural entre a finasterida e dutasterida esta na sua ligagao cadeia
lateral C17, uma série de modificagoes nesta parte da estrutura tem sido mais explorada. Um
composto interessante resultante a partir desses estudos € o composto A [Fig. 20], o qual

inibe potentemente do tipo | e Il isoenzimas.

Outro grupo de sucesso € o dos 6-azasteroides, alguns dos quais também apresentaram uma

potente dupla atividade inibidora da enzima, ex.: [Fig. 20, B].

e
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Figura 20 - 6-Azasterdides.
Os inibidores esterdides do acido 3-carboxilico foram concebidos para mimetizar o presumido
intermedirio enolato ligado a enzima, introduzindo hibridizagdo sp*> em C3 e C4 e um 4cido
carboxilico anionico em C3 para substituir o oxianiao enolato. Estudos de REA evidenciaram
que as duplas ligagdes A* e A°, bem como as amidas diisopropil e pivalilo em CI7 sio

importantes para a poténcia da inibicao enzimatica. O membro mais representativo deste

grupo ¢é epristerida [Fig.20C], que é um potente inibidor da 5a-redutase de tipo Il e um
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inibidor fraco da isoenzima tipo | - entrou em ensaios clinicos para o tratamento da BPH.
Outras estruturas desta classe que revelaram atividades interessantes incluindo varios
estratrieno-3-carboxilatos contendo um anel A aromatico e acidos esteroides 3-sulfonico, 3-

fosfonicos e 3-fosfinicos. (31) (30)

Outro grupo relevante neste dominio inclui derivados do esterdide pregnano. Varios
pregnanos (fungao nos anéis A, B e D) foram desenvolvidos ao longo do tempo, tendo alguns
deles potentes propriedades inibidoras da 5a-redutase, muitas vezes maior do que a
finasterida. Alguns compostos deste grupo resultaram da introdugao de um halogénio no C4
ou Cé6 de A*-3-cetonas, esterificagio da 17a-OH em derivados de progesterona [Fig. 21A] e
do 3-OH de |6- desidropregnanos [Fig. 21B] com acido benzoico de p-substituido ou com

substituintes alifaticos. (42)

Br Q

Figura 21 - Derivados Pregnano.
Também foram desenvolvidos varios derivados de androstano como inibidores da 5a-R e
potenciais agentes anti cancerigenos no PC. Estes incluem, por exemplo, |7a-aza-D-homo
[Fig. 22A], que tem atividade anti-proliferativa em células do PC e diminuem os niveis séricos
de T (modelo de rato). (43) Neste contexto, os derivados de outros ésteres
desidroepiandrosterona e dos derivados |7a-oxa-D-homo, tendo estruturas 5a, 6B-dibromo
e A’-insaturados e varios ésteres lineares ligados ao grupo 3B-OH [Fig. 22 B, C], também
foram desenvolvidos como anti-andrégenios. (35) (44) Os autores demonstraram que varios
destes compostos, nao sé diminuem o peso da prostata e das vesiculas seminais (em

comparagao com os animais tratados com testosterona), mas também inibem a enzima 5a-R.

(38)
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Figura 22 - Derivados androstano.

X. Uso de esterdides como agentes transportadores de citotoxicos

A selecao de agentes quimioterapéuticos para o tratamento do cancro é realizada consoante

o estagio do cancro. Numa fase inicial, o uso de farmacos citostaticos é preferencial
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(farmacos antiproliferativos ou inibidores enzimaticos), enquanto num estado avangado da
doenca, tende-se a usar varios farmacos citotdéxicos com diferentes modos de acao. No caso
da resisténcia ao farmaco, a combinagao de um farmaco citotoxico com um anti-estrogénio
ou com um inibidor enzimatico é utilizada para ultrapassar o problema. Diversas categorias de
farmacos tém sido desenvolvidas como farmacos citotdxicos, tais como paclitaxel,
combretastatina, doxorrubicina, cisplatina e fluorouracilo. Varias moléculas esterdides
citotoxicas activas contra diferentes linhas celulares de cancro humano, também tém sido alvo
de pesquisa e desenvolvimento. Estas moléculas geralmente tém diferentes modos de acao,
com alvos nao-hormonais (tubulina, topoisomerase). Para além da sua atividade
anticancerigena, estas moléculas podem ou nao ter efeitos anti hormonais, sendo denominadas
de esteroides citotdxicos. Apesar da utilizagao de esterdides para o desenvolvimento de
agentes anti-proliferativos, compostos citotoxicos e inibidores enzimaticos, estes também tém
sido usados com sucesso como mediadores do transporte de farmacos. Este conceito levou a
sintese de diversos conjugados de esterdides com moléculas citotoxicas, para aumentar a
seletividade, tais como nucledsidos, compostos organometalicos e doxorrubicina. Este tipo de
moléculas evoca o seu potencial anticancerigeno no local de agao pois a parte citotoxica segue
o modo de a¢ao de modo especifico (gragas a molécula esteroide. Estruturalmente os anéis A
e D de esterdides foram mais “recetivos” a modificagoes. Assim, a maioria dos analogos foram

desenvolvidos apos modificagao desses anéis. (1) (45) (46)

Esteroides citotoxicos nao sao, necessariamente, agentes anti-cancerigenos selectivos mas tém

a capacidade de eliminar o tumor existente.

Xl. Conclusao

Existem diversas vantagens em utilizar moléculas esteroides no desenvolvimento de farmacos.
Uma delas é a estrutura que, para além da boa biodisponibilidade, por semelhanga com
moléculas endogenas, de ter uma excelente capacidade de penetragao das membranas
lipofilicas, a versatilidade que apresenta para modificagoes funcionais, cobrindo um largo

espectro de aplicagoes.

Farmacos anticancerigenos de estrutura esteroide tém uma excelente perspetiva, pois a sua
biossimilaridade diminui os efeitos secundarios, provocados por outros compostos. Esta
semelhanga com compostos endégenos também traz uma desvantagem: pode acarretar efeitos
hormonais nio desejaveis. E entio necessaria uma melhor compreensio das propriedades do

recetor, a fim de poder melhorar as modificagoes na molécula esteroide.
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