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Resumo

Os estrogénios sao necessarios para o normal crescimento e desenvolvimento de varios
tecidos, no entanto, sdo também responséaveis pela promogio de tumores, como o cancro
da mama. No corpo humano, o estrogénio mais potente, o estradiol, é originado a partir da
estrona, pela acio da enzima |7f-hidroxiesterdide desidrogenase tipo | (173-HSDI). Como
esta enzima se encontra em elevadas quantidades em tecidos cancerigenos dependentes de
estrogénios, a descoberta de inibidores da |7B8-HSDI, com o objetivo de reduzir os niveis
de estradiol em circulagdo no tumor, é de extrema importancia.

Nas ultimas décadas, muitos grupos de investigadores tém-se concentrado na
descoberta de inibidores da 17B8-HSDI. Existem dois tipos de compostos que podem agir
como possiveis inibidores da |7B-HSDI, os compostos esterdides e os compostos nio
esterdides. A maioria dos inibidores da |178-HSD| é baseado em estruturas esterdides,
sendo utilizado a estrutura da estrona (El) e do estradiol (E2) para investigar a forma como
a substituicio em posi¢des diferentes do nlcleo esterdide afeta a afinidade de ligagao de

inibidores.

Palavras-chave: Estrogénios, Cancro da mama, Estradiol, Inibidores da 173-HDSI.

Abstract

The estrogens are responsible for the normal growth and development of many tissues.
However, they are responsible for promoting breast cancer. In human body, the most
potent estrogen is estradiol, which is originated from estrone by |7f3-hydroxisteroid
dehydrogenase type | enzyme (I7B-HSDI) action. As this enzyme is found in high
concentrations in cancerigenes tissues estrogen dependent, the |7B-HSDI inhibitors
discovery is very important, with the objective to reduce estradiol in circulation in the
tumor.

In the last decades, many researcher groups have been focused in the discovery of
possible 17B-HSD1 inhibitors. There are two types of compounds as possible |73-HSDI
inhibitors, the steroidal compounds and the non-steroidal compounds. The majority of |7f3-
HSD inhibitors are based in steroid structure, which is used the estrone (El) structure and
estradiol (E2) structure to investigate the manner of how the substitution in many different

positions in the steroid core affects the ligand affinity of inhibitors.

Keywords: Estrogens, Breast cancer, Estradiol, 173-HSD1 inhibitors.
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|. Introdugdo

O cancro é uma das doengas mais temidas da atualidade, pois tem uma alta incidéncia e
é uma das principais causas de morte a nivel mundial.! O cancro da mama, apesar de nio ser
um dos mais letais, é o cancro mais comumente diagnosticado entre as mulheres, sendo a
principal causa de morte relacionada com cancro em mulheres em todo o mundo.! Em
Portugal, anualmente sio detetados cerca de 4500 novos casos de cancro da mama, ou seja,
I I novos casos por dia, morrendo por dia 4 mulheres com esta doenga. !

E uma das doencas com maior impacto na nossa sociedade, que agride um 6rgio com
tanto simbolismo, provocando assim alteracdes em varias dimensdes da vida das pacientes,
incluindo a sua autoestima, a sua sexualidade, a maternidade e a sua feminilidade.! Assim, é
muito importante a descoberta de novas estratégias de tratamento. Nas Ultimas décadas
muitos grupos de investigadores tém-se focalizado nos avangos na compreensdo da doenga e
do desenvolvimento de novas terapéuticas mais eficazes e menos toxicas.

O cancro da mama pode ser estrogénio-dependente, tendo os estrogénios um papel
crucial no seu desenvolvimento e progressio.2 Uma abordagem para o tratamento deste
tipo de cancro consiste em bloquear a formag¢ido do estrogénio, inibindo assim a agio das
enzimas responsaveis pela sua formagio, como por exemplo, bloquear a atividade da enzima
aromatase, estrona-sulfatase e |7p-hidroxiesteroéide desidrogenase (178-HSDI).3

O presente trabalho tem como objetivo principal dar a conhecer possiveis tratamentos
futuros no cancro da mama estrogénio-dependente, estando este trabalho dividido em duas
partes. A primeira parte é composta por uma introdugdo acerca do cancro da mama
estrogénio-dependente, quanto a sua incidéncia e ao respetivo tratamento, e na segunda
parte é apresentado uma revisio de alguns estudos efetuados sobre possiveis compostos
que tenham a capacidade de inibir a enzima responsavel pela formag¢io do estradiol (E2) a

partir da estrona (El), a 17B-HSDI.



2. O cancro da mama estrogénio-dependente

O cancro da mama é um grupo de células alteradas (ie. células neoplasicas) no tecido
mamario, que pode invadir os tecidos vizinhos e disseminar-se para outros o6rgios do
corpo.*

Os estrogénios necessarios para o controlo do ciclo menstrual de uma mulher,
essenciais para a reproducio e para o normal crescimento e desenvolvimento de varios
tecidos, também sdo responsdveis pela promogio de certos tumores, sobretudo na mama.’
Este tipo de cancro é designado por cancro da mama estrogénio-dependente.2 O estrogénio
nao causa diretamente as muta¢des no dcido desoxirribonucleico (DNA), mas o estrogénio
faz estimular a proliferacao celular. Assim, se as células da mama possuirem uma mutagao no
DNA, essas células irdo proliferar de forma descontrolada, conduzindo ao aparecimento de
cancro. Mesmo a mulher ndo tendo células mamarias com mutagdo, a proliferagio induzida
pelo estrogénio nas células mamarias normais pode aumentar o risco de desenvolvimento do
cancro, uma vez que na divisio celular pode ocorrer erros de replicacio do DNA,
aumentando assim o nimero de mutagdes.® Assim, a exposicio de estrogénio aumenta o
risco de uma mulher desenvolver cancro da mama.! Logo, mulheres que tiveram a primeira
menstruagdo em idade precoce, que tiveram uma menopausa tardia ou que nunca tiveram
filhos, apresentam um risco aumentado. A terapéutica hormonal de substituicio e a
obesidade ap6s a menopausa sio também fatores de risco para este tipo de cancro.! Tendo
em conta que a mulher obesa possui uma elevada propor¢io de gordura corporal e que o
corpo produz alguns estrogénios no tecido gordo, é mais provavel que as mulheres obesas
na menopausa apresentem niveis elevados de estrogénios e, consequentemente, risco

aumentado para este tipo de cancro da mama.!

3. Estrogénios

Os estrogénios sio hormonas que influenciam o crescimento, a diferenciagio e o
funcionamento de muitos tecidos, como por exemplo, a mama, a prostata, o cérebro, o osso
e o sistema cardiovascular.® Existem trés compostos estrogénicos enddgenos principais nos

seres humanos: a El, o E2 e o estriol, sendo o E2 o mais potente.’



3.1. Sintese de estrogénios

Os oviarios sio a principal fonte de estrogénio em mulheres pré-menopausicas. No
entanto, a biossintese de estrogénios pode ocorrer em outras partes do corpo que se
tornam nas principais fontes de estrogénio apds a menopausa, uma vez que ha menopausa a
funcido dos ovdrios e o controlo hipofisirio ja cessaram. Esses locais incluem as células
mesenquimais do tecido adiposo e da pele, os osteoblastos no osso, as células endoteliais e
as células do musculo liso da aorta, bem como varios locais do cérebro.® Estes locais de
producio de estrogénios fora dos ovarios sio dependentes da disponibilidade de
precursores esteréides com 19 carbonos em circulagio, pois ndo possuem a capacidade de
os sintetizar, tendo apenas a capacidade de os converter em esterdides com 18 carbonos.®
Assim na mulher pés-menopdusica, em que a principal fonte de estrogénios passa a ser as
células mesenquimais do tecido adiposo, o cértex da glandula supra-renal é que passa a ser a
principal fonte desses esterdides com |9 carbonos (v.g. desidroepiandrosterona (DHEA) e
androstenediona).?

A sintese de E2 requer a atividade de algumas enzimas, membros da familia do
citocromo P450 e uma segunda familia de enzimas, a hidroxiesteréide desidrogenase (HSD)
que catalisam reagdes envolvidas na biossintese e na inativagio de hormonas esterdides
(Figura 1).° Todas as hormonas esterdides sio sintetizadas a partir de um precursor comum,
o colesterol. O colesterol é convertido em pregnenolona na mitocdndria, sofrendo uma
sequéncia de reagdes quimicas: a 20a-hidroxilagdo, a 22-hidroxilagao e a clivagem da cadeia
lateral do colesterol. Depois da pregnenolona ser transferida para o citoplasma, esta é
convertida em progesterona, reagio catalisada pela 3p-hidroxiesteréide desidrogenase (3[3-
HSD) nas glandulas supra-renais e nos ovarios. Tanto a pregnenolona como a progesterona
sofrem uma hidroxilagio no carbono |7, seguidas por uma clivagem da cadeia lateral,
obtendo-se assim a DHEA e androstenediona. A DHEA é ainda convertida em
androstenediona, e as enzimas aromatase e a | 73-HSD convertem a androstenediona em El
e em testosterona, respetivamente. Finalmente a aromatase e a |73-HSD| convertem a
testosterona e a E| para o esteréide mais potente, o E2.!0!!

Existe ainda outra via, a via das sulfatases, em que, através da a¢io da enzima sulfatase,
ocorre a transformagio do sulfato de estrona em El, e por acido das sulfotransferases,

ocorre a conversio da estrona em derivados sulfatados inativos (Figura 1).!2
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Figura |: Vias da biossintese do estradiol. (Adaptado de Mitrunen et a/, 2003)'"

3.2. Recetores de estrogénios

O estrogénio formado exerce a sua agio através de recetores de estrogénio (ER).>
Estes recetores sio membros de uma grande familia de recetores nucleares, encontrando-se
também ao nivel da membrana citoplasmética.!3 Existem dois sub-tipos de recetores de
estrogénio, o ERa e ERP, que sio codificados por genes diferentes e tém uma estrutura
similar.> O ERa tem uma expressio predominante no Utero, nas glindulas supra-renais e
mamarias, ja o ERB é expresso principalmente nas células endoteliais vasculares, nos ossos e
no tecido prostatico.'%!> Quanto a estrutura, ambos os recetores de estrogénio possuem
dominios estruturais classificados de A a F (Figura 2). O dominio A/B ou dominio N-terminal
contém a fungdo de ativagio | (AF-l), que consiste numa regidao do recetor que estd
envolvida em interagdes com proteinas co-reguladoras e na ativagao da transcri¢io de genes
na auséncia do ligando. O dominio C ou dominio de ligagado ao DNA (DBD) desempenha um
papel importante na dimerizagio dos recetores e na ligacio destes a sequéncias de DNA
especificas. O dominio D contém o sinal de localizagdo nuclear. O dominio E ou dominio de
ligagdo ao ligando (LBD) contém a fungdo de ativagdo 2 (AF-2) cuja ativagio depende do
ligando e estd também envolvido na dimerizagio do recetor.!>!6!7 Os ERa e ERB possuem
uma maior homologia no DBD (97%) e no LBD (59%). J4 os dominios A/B e dominio F sio
regides mais varidveis com uma homologia de 18%.!¢ Estas diferengas sugerem que os ERs
podem ter fungdes distintas, no que concerne a regulagio genética e a resposta biologica, e

podem contribuir para a atividade seletiva dos estrogénios em diferentes tecidos alvo. !>
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Figura 2: Estrutura dos ERa e ERB. (Adaptado de Becerra et al, 2013)!7

3.3. Vias de sinalizagdo

O ER atua através de dois mecanismos, a via genémica e a via ndo gendmica. A via
gendmica ou sinalizagdo esterdide iniciada no nucleo (NISS) pode ocorrer segundo duas
formas, classica e nao-classica (Figura 3). Na via classica, quando o estrogénio liga-se ao LBD
do ER, o recetor é fosforilado havendo alteragio da sua conformacgio. O recetor entio
dimeriza com outro recetor, migrando de seguida do citoplasma para o nucleo, onde se
ligam a regido de DNA promotora do gene, mais especificamente, aos elementos de
resposta ao estrogénio (ERE), ocorrendo a indug¢io do recrutamento de proteinas co-
ativadoras. E entio ativada a transcrigio de genes, envolvidos na proliferacio celular.!3 Na
via ndo-classica, o ER modula a expressio de genes, nio na sequéncia ERE, mas numa
sequéncia de DNA alternativa. A esta sequéncia de DNA alternativa liga-se o dimero fos/jun
que recruta o dimero ER e co-ativadores. Desta forma, o ER estabiliza a ligagdo do DNA e
assim, promove a transcricio de genes.!3!> A via nio genémica, também denominada por
sinalizacido esterdide iniciada na membrana (MISS), € um mecanismo muito mais rapido que o
genomico (Figura 3). O estrogénio liga-se ao ER que se encontra na face interna da
membrana plasmatica, que interage como dimero diretamente com proteinas adaptadoras,
resultando na ativagdo de recetores de fatores de crescimento (GFRs) como o recetor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR), recetor 2 do fator de crescimento da epiderme
humana (HER2), com subsequente ativacio de cinases citoplasmaticas, como a proteina
cinase ativada por mitogénio (MAPK) e a proteina cinase B (PKB). Por sua vez, estas cinases
fosforilam o ER nuclear e os seus co-reguladores, potenciando assim, a atividade genémica
do ER, o que causa o aumento da expressio genética.!®!> Estas vias gendmicas e nio-

gendmicas parecem ser complementares e até mesmo sinérgicas.
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Figura 3: Sinalizacio esterdide iniciada no nucleo (NISS) via classica e ndo-classica, e sinalizagdo
esteroide iniciada na membrana (MISS). (Adaptado de Zilli et al, 2009)'°

4. Cancro da mama e abordagens terapéuticas

Existem virias opgdes de tratamento para o cancro da mama. A cirurgia (v.g
mastectomia parcial ou mastectomia total) e a radioterapia (ie. utilizagio de raios de alta
energia para destruir as células cancerigenas) sdo tratamentos locais. Os tratamentos
sistémicos sio a quimioterapia, a terapéutica hormonal e as terapéuticas dirigidas.!* A
quimioterapia consiste na utilizagdo de firmacos para matar as células cancerigenas e a
terapéutica hormonal tem como finalidade impedir que as células malignas continuem a
receber a hormona que estimula o seu crescimento.!* As terapéuticas dirigidas incluem
anticorpos monoclonais e terapéuticas com pequenas moléculas, que bloqueiam o
crescimento e a propagac¢do das células malignas, sem prejudicar as células normais. Dirige-
se a processos especificos das células que provocam o crescimento do cancro. Por exemplo,
impedem a ligagao as células cancerigenas, fatores de crescimento que as ajudariam a crescer

mais rapidamente e a prolongar a sua vida.



4.1. Terapéutica hormonal

Como muitos dos cancros da mama sdo estrogénio-dependentes, diminuir os efeitos
dos estrogénios por redugdo dos seus niveis, ou bloquear a sua agdo ao nivel dos ERs
bloqueando assim a expressdo genética mediada por estes, sio hipoteses de terapia em
doentes com este tipo de cancro. '8

Uma das terapias disponiveis para doentes com cancro da mama estrogénio-dependente
sdo os moduladores seletivos dos recetores de estrogénio (SERMs) e os sub-reguladores
seletivos dos recetores de estrogénio (SERDs).!>!8 O tamoxifeno e o raloxifeno sio SERMs
que possuem atividade agonista ou antagonista nos ERs dependente da seletividade dos
tecidos. Estes compostos ligam-se ao ER, impedindo a agdo das moléculas esterdides
responsaveis pela proliferagio das células cancerigenas.!>'8 O tamoxifeno tem tido utilizagdo
clinica ha mais de 30 anos, e o seu metabolito ativo, o 4-hidroxitamoxifeno, liga-se ao ER de
uma forma similar ao E2, a exce¢do de que o AF-2 n3o é ativado permanecendo o AF-I
ativado. Ao nio ocorrer a ativagio do AF-2, o recetor fica apenas parcialmente ativado
havendo diminuicio do recrutamento de proteinas co-ativadoras.!>!8 A sua terapéutica est4
limitada a 5 anos pelo facto de nao haver beneficios em tratamentos mais prolongados.
Torna-se ineficaz em alguns doentes, devido em parte, a sua atividade agonista intrinseca no
ER.'# Os SERDs sio antagonistas puros, desprovidos de qualquer atividade agonistica em
qualquer tecido. Fulvestrant é atualmente o unico SERD em uso clinico e é empregado em
caso de resisténcia ao tamoxifeno. O fulvestrant exibe um duplo modo de agdo. Em primeiro
lugar, o fulvestrant liga-se ao ER ndo havendo ativagao nem do AF-I nem do AF-2, induzindo
assim a formagdo de um complexo inativo, bloqueando a dimerizagdo ER e a localizagio
nuclear. Em segundo lugar, este composto tem como alvo o ER para ubiquitinagdo antes da
sua degradagio pelo proteossoma.!819

A diminuicdo dos efeitos dos estrogénios por redugido dos seus niveis pode ainda ser
obtida através da inibicio das enzimas essenciais envolvidas na sua biossintese, como a
aromatase, a estrona-sulfatase e a 17B-HSDI.3 A aromatase é uma enzima que converte a
androstenediona e a testosterona em E| e E2, respetivamente.!” Atualmente duas classes de
inibidores da aromatase (Al) encontram-se em uso clinico: os esterdides, como o
exemestano que se liga a enzima irreversivelmente, e os nao esterdides, como o letrozol e o
anastrozol que bloqueiam a enzima reversivelmente.!>20 O uso destes inibidores é apenas
dirigido a2 mulheres na menopausa pelo facto de em mulheres pré-menopausicas estes
inibidores terem eficacia limitada por supressdo estrogénica inadequada. A inibicdo da

estrona-sulfatase igualmente reduz os niveis dos estrogénios, pois € uma enzima que
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hidrolisa o sulfato de estrona a EIl.'2 A enzima 17B-HSD| tem um papel importante na

formacgao do E2, e os seus inibidores serio abordados neste trabalho.

5. 17B-Hidroxiesteréide desidrogenase (17p-HSD)

As |7B-HSDs sido enzimas oxirredutoras que tém um papel importante na ativagdo e na
inativacdo de hormonas esterdides, controlando o passo final da biossintese de estrogénios e
androgénios.2! Até a data, quinze tipos de |7B-HSDs foram identificadas. Estas pertencem a
familia das desidrogenases de cadeia curta (SDR), a exce¢do da 17B3-HSD5 que é uma aldo-
ceto redutase (AKR).22 As enzimas diferem na distribui¢io do tecido, nas preferéncias
cataliticas, na especificidade do substrato, na localizagdo subcelular e nos mecanismos de
regulagio.?! Todas requerem um cofator e os principais substratos para estas enzimas sio
hormonas.2?

As 17B-HSDs do tipo I, 7 e 12 sdo enzimas estrogénicas redutoras que formam o E2,
sendo a enzima tipo | a que possui uma maior eficiéncia catalitica. Ja as enzimas |17B-HSDs
do tipo 2, 4, 8, 10 e 14 s3o enzimas estrogénicas oxidativas que catalisam a inativagio de E2,

sendo a enzima tipo 2 a mais eficiente.?3

5.1. 17B-Hidroxiesteréide desidrogenase | (178-HSDI)

A 17B-HSDI ¢é uma enzima citoplasmdtica redutora, que catalisa a reducio do
estrogénio inativo El para o estrogénio altamente ativo E2, usando nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) como cofator.2* Esta proteina é um homodimero em que
cada unidade consiste em 327 aminoacidos, com uma massa molecular de 35KDa por

subunidade.?!

Figura 4: Enzima | 7B-hidroxiesteréide desidrogenase |. (Adaptado de Mazza et al, 1998)2°



A sua estrutura consiste em sete folhas 3 e || hélices a (Figura 4). Como as enzimas SDR, a
I7B-HSD| contém a dobra de Rossman para a ligagdo do cofator e a sequéncia Tyr-X-X-X-
Lys na regido de ligacio do ligando.242é A bolsa de ligagio da 17B-HSDI, ao qual se liga o
substrato, é um tunel hidrofébico estreito, que mostra um alto grau de complementaridade
com substratos que se assemelham a El e ao E2, tanto em termos de estrutura como de
volume. Duas regides polares podem ser identificadas em cada extremidade do sitio de
ligagdo do substrato, que correspondem ao grupo hidroxilo em C17 e ao grupo hidroxilo
fendlico em C3 do E2. Cada um deles estabelece duas ligagdes de hidrogénio com
Ser142/Tyr155 e His221/Glu282, respetivamente (Figura 5). Também contém uma regiao
essencialmente apolar, correspondente ao nucleo hidrofébico central (anéis B e C) do
esterdide, que é mantido através de varias interagdes hidrofébicas envolvendo vérios
aminodcidos.2é

Quanto ao mecanismo catalitico da formagao do E2, a reacio de reducio envolve um
protio e um hidreto (Figura 5). Um protao é transferido para a molécula de El, onde o
Tyr155 é o provavel candidato a doar um protdao para Ol7. O Serl42 deve ser capaz de
compartilhar o seu protdo com o Tyrl55, estabilizando assim o estado niao protonado do
residuo tirosina. Localizado no outro lado do esterdide, a nicotinamida do cofator transfere
o hidreto para o C17. O papel principal do Lys|59 é a estabilizacio do dinucleétido NADP*

por meio da interagio com a nicotinamida ribose.2427
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Figura 5: Mecanismo catalitico da 17p-HSD | com a El. (Negri et a/, 2010)%7
O substrato El esta representado em azul, o cofator NADPH a vermelho e os aminoacidos a
preto. As ligacdes hidrogénio estdo em linhas tracejadas, enquanto a transferéncia de protoes
sdo destacados com setas.
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6. Inibidores da 17p-Hidroxiesteréide desidrogenase |

Muitos grupos de investigadores tém estudado e publicado os seus trabalhos sobre
possiveis inibidores da 17B-HSDI|. Estes compostos sio uma abordagem terapéutica
importante para o tratamento do cancro da mama estrogénio-dependente, ji que inibem a
formacao do E2.

Neste trabalho serdao unicamente abordados estudos de determinados compostos como
possiveis inibidores da 173-HSD do tipo |, pois em células do cancro da mama estrogénio-
dependente, esta é a isoforma redutora dominante e que tem maior eficiéncia catalitica.?3
Serdo apenas referidos alguns dos estudos efetuados por investigadores, existindo muitos
mais outros tipos de compostos em estudo com esta possivel capacidade de inibigao.

O composto ideal para ser um inibidor da 173-HSD1 é aquele que tem a capacidade de
inibir a 17B-HSD| de forma seletiva e que nio apresenta efeitos estrogénicos. E importante

.....

outras enzimas esterdides, o que poderia levar a distirbios do metabolismo de hormonas
esterdides.?® Se também tiver efeitos inibitérios sobre a aromatase e a estrona-sulfatase,
ainda melhor. A enzima |7B-HSD| como uma enzima citoplasmatica, os seus inibidores
também devem ter a capacidade de atravessar a membrana celular para que estes possam
atuar sobre o seu alvo.2’ Os inibidores da 17B-HSD| podem ser divididos em dois grupos,

os inibidores esteroides e os inibidores nao esterdides. Atualmente nenhum inibidor da 17f3-

HSD| encontra-se no mercado nem em ensaio clinicos.

6.1. Inibidores esterdides

A maioria dos inibidores da 17B-HSDI| é baseada em estruturas de esterdides,
especialmente os substratos naturais da 173-HSDI, a El e o E2. As suas estruturas podem
ser convenientemente utilizadas para investigar a forma como substituicdes em posi¢des
diferentes do nucleo esterdide afeta a afinidade de ligagdo de inibidores e para desenvolver
relagdes estrutura atividade. Embora a grande maioria destes inibidores esterdides sejam
baseados no nucleo estra-1,3,5(10)-trien-3-ol, esterdides modificados com um anel E e
algumas progestinas, que sao esterdides de 2| atomos de carbono baseados no nicleo

pregnano, também estio incluidos.



6.1.1. Progestinas

Algumas progestinas (Figura 6) mostraram inibir a atividade da |78-HSDI, bem como a
atividade da estrona-sulfatase em ensaios de células.

A medrogestona (composto |) é uma progestina que tem a mesma atividade fisiologica
que a progesterona e pode ser usada em patologias deficientes da hormona natural. Em
células do cancro da mama T-47D, este composto inibiu a conversio de El em E2,
apresentando um ICsq de 0,45uM. Ou seja, a concentragdo de medrogestona necessaria para
obter 50% de inibi¢io da atividade da 17B-HSD | em células T-47D foi 0,45uM.30

O acetato de nomegestrol (composto 2), uma progestina utilizada como agente
contracetivo, e o metabolito de didrogesterona, o 20-dihidro-didrogesterona (composto 4),
que é usado em situagdes em que o organismo n3ao produz progesterona suficiente, em
células T-47D, inibiram a 17B-HSD| com um valor ICsy de 0,8uM e 9uM, respetivamente.
Ambos possuiram também a capacidade de inibir a estrona-sulfatase.3'32

A tibolona (composto 5) é um composto esterdide sintético usado clinicamente na
terapia de reposi¢do hormonal na pés-menopausa. A tibolona administrada por via oral é
reduzida no figado e no intestino ou convertida localmente em tecidos alvo a 3a- e 3f-
hidroxi-tibolona (composto 6 e 7). Outro metabolito, um isémero da tibolona (composto 8)
é também formado. A tibolona inibiu a atividade da 173-HSD| em células T-47D com um
ICsq de 2,0uM. Ja o metabolito 3a-OH foi mais fraco, com um ICsy de 4,83uM, enquanto o
metabolito 38-OH foi um melhor inibidor com um valor 1Csy de |,4upM. O isémero da
tibolona apresentou um ICsy de 35,3uM. A tibolona e os seus metabolitos também inibiram
a estrona-sulfatase.3*

Apesar de as progestinas terem capacidade de inibir a |73-HSD I, bem como a estrona-
sulfatase, também existem algumas progestinas que induzem a atividade da |78-HSD1, o que
pode ser uma das razdes para que estes esterdides ndo sejam utilizados para a inibicao da

I7B-HSD 1. Quanto a sua seletividade sobre a |7B-HSD2, nada se conhece.3*
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(Adaptado de Gooyer et a/, 2003)33
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6.1.2. Derivados estratrieno com substituintes fldor

Uma outra classe de inibidores sdo os derivados estratrieno com substituintes flior na
posicdo |7 do esteroide. O flior no CI7 é um aceitador de ligagao de hidrogénio por estar
ligado a um carbono com hibridizagio sp3. Potencialmente imita o grupo carbonilo ou
hidroxilo de EI ou E2.3¢ Num estudo realizado, virios compostos foram sintetizados e
compostos mostraram inibir varias isoformas da 173-HSD, em que o inibidor mais potente
da I7B-HSDI foi o composto 9, o 7,17,17-trifluoro-(7a)-estra-1,3,5(10)-trien-3-ol com uma
inibicio de 74% a uma concentragdo de 2uM. Alteragdes, como a remogao de um grupo 7a-
flior (composto 10) e a introdugdo de um grupo metoxi ou etoxi no C2 (composto || e
12), diminuiram a inibicao da 173-HSDI, com uma inibicao de 61,1%, 46,9% e 45,8% a uma
concentragio de 2upM, respetivamente. Dentre os compostos analisados, a maior parte
foram inibidores nao seletivos, a exce¢ao do composto |3 que foi seletivo para a 173-HSDS5,

e do composto 9 que mostrou alguma seletividade para a enzima do tipo 1.36
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Figura 7: Derivados estratrieno com substituintes flior. (Adaptado de Deluca et al, 2006)3¢

O acoplamento do composto 9 com a enzima 173-HSD| e NADP* sugeriu uma ligagio
de hidrogénio entre o |7B-flior e os aminoacidos Ser142 e Tyr|55. Também sugeriu que o
7a-flior ocupa uma bolsa adicional formada por Prol87, Val225 e Phe226, o que pode
explicar a ligeira melhoria da atividade e da seletividade deste composto em comparaciao
com o composto 10 (Figura 8).3¢

Apesar de a maioria destes derivados fluorados mostrarem atividade inibidora, estes
possuem a desvantagem da sua falta de seletividade entre as isoformas. Além disso, os
possiveis efeitos estrogénicos dos derivados nio sdo claros. No entanto, uma vez que
conduzem a inibidores seletivos de determinadas |73-HSDs como o composto |3 para a
|78-HSDS5, estas estruturas sio um ponto interessante de partida para a concegio de

inibidores mais potentes e seletivos.3¢
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Figura 8: Representacio do complexo |17B-HSD I, NADP* e o composto 9. (Deluca et al, 2006)3¢

6.1.3. Compostos hibridos E2 adenosina

Uma forma de aumentar a poténcia dos inibidores é gerar compostos que, devido a sua
estrutura molecular, ndo s6 atacam o local de ligagdo do substrato, mas também sofrem
interagdes com o local de ligagio ao cofator.2? Na sua estrutura possuem uma porgio de
andlogos do cofator NADPH, que pode interagir com o sitio de ligagio do cofator, ligada a
uma porgio de El ou E2 que interage com o sitio de ligagio do substrato.2?37 Tentou-se
entdo descobrir qual a parte do cofator que era essencial na ligagio a |7B8-HSDI, e foi
observado que a adenosina difosfato (ADP) e a NADPH tém afinidades de ligacdo
semelhantes ao |7B-HSD1. Além disso, na estrutura complexa |173-HSD I/E2/NADP*, o anel
de nicotinamida tem uma densidade de eletrées mais fraca do que o resto do cofator, que
pode ser devido a falta de interagdes diretas com o local ativo. Concluiu-se entio que a
porcdo adenosina era por si sé suficiente para imitar o cofator. Sendo assim, a porgao de
adenosina e o substrato E2 foram ligados com um ligante de carbonilo alquilo, ligado a
posicio C16pB do esterdide para o C5° da ribose da adenosina.2? Um ensaio enzimético em
homogeneizados de células mostrou que um ligante de comprimento de cadeia de 8
metilenos apresenta uma forte atividade biolégica contra a 173-HSDI, com um ICsy de 52
nM para a transformacio de El para E2, sendo o composto EM-1745 (composto 14) um

inibidor competitivo reversivel (Figura 9).2°
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Figura 9: EM-1745 com atividade inibitéria sobre a 17B-HSD1. (Adaptado de Fournier et a/,, 2008)2°
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Mas algumas desvantagens foram identificadas com o uso deste composto. Em células
intactas ou em modelos /n vivo, o inibidor pode nao penetrar na membrana celular e pode
ser metabolizado no local da ligagio éster. E importante que o inibidor tenha a capacidade
de atravessar a membrana celular, pois a |7B-HSD| é uma enzima citoplasmatica.2’ Para
ultrapassar este problema, um novo inibidor foi entio concebido e sintetizado. Esse
composto contém um substituto meta anilina como imitador da porg¢ao de adenosina, com a
esperanca que interaja com a cadeia lateral do Aspé5 ou Serl |, os quais estdo presentes no
complexo |7B-HSDI/EM-1745. A ligacio éster foi substituida por uma ligagdo carbono-
carbono, que é muito mais resistente ao metabolismo. Foram utilizados espacadores de |3-
I5 metilenos para compensar a perda da unidade de ligagdo éster e ribose, na qual verificou-
se que o composto |5, com |3 metilenos foi o melhor, e o grupo de é4cido carboxilico o
melhor como substituinte na por¢ao do cofator (Figura 10). Este composto numa
concentragiao de 0,|1pM inibiu apenas 27% da transformacgio de El para E2 pela I7B8-HSDI,
uma vez que o cofator proposto ndo conserva todas as interagdes da porg¢dao de adenosina
na enzima.2? O seu grupo carboxilato quando estd numa posicio adequada para interagir
com o residuo Serll ou Argé7, o grupo amino, que estd no mesmo anel aromdtico (no
mesmo plano), ndo tem uma orientagdo apropriada para formar simultaneamente uma

liga¢ao de hidrogénio com o Aspé65.
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Figura 10: Inibidores hibridos de primeira e segunda geracio. (Adaptado de Fournier et al, 2008)%°

Para corrigir este problema, foi entdo gerado um novo composto no qual foi usado dois
anéis aromaticos diferentes (composto 16) (Figura 10).2° Assim, este composto, para além
de mostrar interagdes entre o grupo carboxilato e o Argé7, ja consegue também mostrar
interagdes entre o grupo amino e o Asp65. O composto também mostra uma interagio
entre o Serll e o grupo ceto que estd ligado a dois anéis aromaticos no complexo

composto 16/178-HSD| (Figura 11).2°
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Figura | I: Representagio do complexo 17B-HSDI com o composto 16. (Fournier et al, 2008)%°

6.1.4. Ester6ide modificado com um anel E

Foi desenvolvido um potente inibidor seletivo da 173-HSD1, o chamado CC-156 (Figura
12). Este possui um grupo carbamoilbenzil, que imita a porg¢do nicotinamida do cofator
NADPH, que esta envolvida em interagdes importantes com aminodcidos no local catalitico
da enzima. Este trata-se de um inibidor reversivel e competitivo contra a E|.38
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Figura 12: Inibidor esterdide CC-156. (Adaptado de Ouellet et a/, 201 1)38

Apesar de ter uma potente atividade de inibicdo da enzima |7B-HSD1, como muitos dos
inibidores esterdides, revelou ser um pouco estrogénico quando testado em linhas celulares
estrogénio dependentes. De facto, devido ao seu nucleo E2, ocorre a ativagio do recetor
estrogénio, provocando assim a proliferagio celular.3® A grande poténcia deste inibidor
levou a que se determinasse as interagdes e as ligagdes responsaveis pela elevada afinidade
entre o inibidor e a enzima, nomeadamente, interagdes fortes entre o 3-fenol do inibidor e
os aminoacidos His22| e Glu282 da enzima, entre o |7-OH e o Serl42 e, mais importante,
entre a porcao benzamida e o Phel92 e o Asnl52. Foi desenvolvido um composto

(composto 18) de forma a eliminar esta atividade estrogénica residual (Figura 13). O
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composto consiste num nlcleo de 3-hidroxi-estra-1,3,5(10)-trieno, com um substituinte
adicional lactona (anel E), fundido nas posi¢des 16 e |7. A adigdo de uma lactona de cinco
membros é mais suscetivel de eliminar ou reduzir a estrogenicidade.3® Este composto
apresentou um ICgq de 1,0 yM em comparagdo com o CC-156, que apresentou um ICgy de
0,044uM. Isto deve-se ao facto de nio manter todas as interagdes essenciais com a enzima
como com o composto CC-156. Ao contrario do CC-156, o composto |8 nio apresentou
atividade estrogénica, e isso deveu-se ao ciclo de lactona que reduziu a capacidade do

composto para se ligar ao recetor de estrogénio.38
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Figura 13: Inibidor esteréide com um anel E. (Adaptado de Oullet et a/, 201 1)38

6.1.5. Derivado Cl6 de estradiol

Num outro estudo, o composto CC-156 ja anteriormente referido, por possuir uma
atividade estrogénica residual, foram aplicadas trés estratégias para reduzir essa atividade
estrogénica nao desejada (Figura 14). Em primeiro lugar, retirou-se o grupo hidroxilo na
posicdo 3 (composto 19), pois este é muito importante para a afinidade de ligagdo ao ER e,
consequentemente, para produzir um efeito estrogénico. Em segundo lugar, foi introduzido
um grupo metoxi na posicio 2 (composto 20). Esta estratégia surge a partir do uso do 2-
metoxiestradiol (Panzem®), como um agente quimioterapéutico potencial para o tratamento
de cancro, em que pode reduzir o crescimento de muitas linhas de células do cancro. A
Gltima estratégia envolveu a introdugdo de uma cadeia lateral 7a (composto 21), conhecida
pela sua propriedade antiestrogénica.3’ De facto, estas estratégias diminuiram a atividade
estrogénica, em que a remog¢do do hidroxilo em C3 e a introdu¢do de um grupo metoxi em
C2 reduziram significativamente a atividade proliferativa do composto CC-156 em 47 % e 41
% em |uM, respetivamente. A introducio de uma cadeia lateral 7a foi o que teve a menor
atividade estrogénica, mas foi o que teve uma pior inibi¢ao da 17B-HSD 1. O composto 20 foi
o que apresentou uma melhor inibicio da 17B-HSDI, mas mesmo assim continua a ser

menos potente do que o composto CC-156.3%
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Figura 14: Derivados C16 de estradiol. (Adaptado de Laplante et a/, 2008)3?

Outras estratégias foram aplicadas na posi¢do 3 do composto CC-156. Assim surgiu o
composto 22, um inibidor competitivo e irreversivel, que para além do grupo
carbamoilbenzil na posicio Cl6, possui um grupo hidréofobo na posicio 3 do ndcleo
esterdide (Figura 15). Assim, ndo é possivel gerar uma ligagio de hidrogénio com o ER,

removendo a atividade estrogénica residual associado com o seu nlcleo de E2. 404!
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Figura 15: Derivado 3-substituido- | 6B3-(m-carbamoilbenzil)-estradiol.
(Adaptado de Maltais er al, 2014)40

Este, ndo tendo um grupo doador de H na posi¢io C3, nao estabelece também ligagdes de
hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos Glu282 e His22| do centro ativo, sugerindo
um modo de agdo diferente. O composto estabelece interagdes com o His221|, destacando a
possibilidade de um ataque nucledfilo do His22| ao grupo bromoetilo, formando assim uma
ligagio covalente (Figura 16).40 Este é um potente inibidor da I17B-HSDI e sem atividade
estrogénica tanto in vitro como in vivo. Ainda no estudo, em ratos fémeas sujeitos a
ovariectomia, foram inoculadas células cancerigenas da mama humana T-47D, em que apds
32 dias de tratamento com o composto 22 e a El, o tamanho dos tumores destes ratos
foram completamente reduzidos ao nivel do grupo controle (sem tratamento El). E a
primeira vez que um inibidor da 17B-HSDI é capaz de diminuir o tamanho final do tumor
em 100%.#' Este novo inibidor representa um candidato promissor para estudos clinicos
para o tratamento e o diagndstico de doengas estrogénio dependentes como o cancro da

mama.
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Figura 16: Representagdo do complexo |73-HSD| com o composto 22.
(Adaptado Maltais et al, 2014)40

6.2. Inibidores nido esterdides

A maioria dos estudos de inibidores da |7B8-HSD| tem-se concentrado nas modificagdes
das estruturas de esterdides. Recentemente tem havido um esfor¢co de vérios grupos de
investigadores para pesquisar potenciais inibidores niao esterdides da [78-HSDI. Os
inibidores ndao esterdides tém vantagens sobre os inibidores esterdides, que incluem

facilidade de sintese e seletividade.

6.2.1. Fitoestrogénios e compostos relacionados

Os fitoestrogénios sio compostos naturais encontrados em plantas e que podem ser
obtidos através da dieta a partir de vegetais e frutas.*? Podem dividir-se em 3 classes:
flavonoides, coumestanos e lignanos. O grupo dos flavonoéides inclui flavanonas, flavonas e
isoflavonas (Figura 17).2 Estes compostos ligam-se aos recetores de estrogénio, pois
possuem na sua estrutura quimica um anel fendlico aromatizado, com um grupo hidroxilo.
Em vérios estudos, vérios fitoestrogénios foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir a
I7B-HSD |, nomeadamente flavanonas, flavonas e isoflavonas. Nas flavonas e isoflavonas, os
grupos hidroxilo fendlicos nas posi¢des 4' e 7 podem ser considerados para imitar o grupo
hidroxilo na posicdo 3 do estrogénio, respetivamente. Os anéis A e C das flavonas e
isoflavonas foram pensados para imitar anéis C e D e os anéis A e B do E2,
respetivamente.2
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Figura 17: Estrutura dos flavonéides: flavanona, flavona e isoflavona. (Adaptado de Rice e al,, 2008)*4

Através de estudos de relacdo estrutura-atividade, concluiu-se que os flavondides
hidroxilados na posigdo 5 e 7 no anel A e na posi¢do 4" no anel B sdo os inibidores mais
potentes da |73-HSDI, como por exemplo a apigenina que possui um ICsq de 0,2uM (Figura
I8). O coumestrol, um coumestano, também é um dos fitoestrogénios com maior inibicao
da 17B-HSDI, com um ICsy de 0,3uM (Figura 18).42

Apesar de alguns compostos fitoestrogénicos serem potentes inibidores da 173-HSDI,
estes compostos ndao sdo Uteis como inibidores terapéuticos pois sio muitas vezes
estrogénicos ou ndo sao especificos para a inibicdo da |73-HSDI. Estes compostos também

tém caracteristicas desfavoraveis de farmacocinética.

OH g
HO 0
OH
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23 24

Figura 18: Inibidores fitoestrogénicos: apigenina e coumestrol. (Adaptado de Rice er al/, 2008)*4

6.2.2 Derivados gossipol

Gossipol é um composto polifendlico que é encontrado nas sementes de algodio
(Figura 19). A sua fungio é proteger os algodoeiros de ataques de insetos. 4> Derivados
gossipol foram estudados, verificando-se que os compostos 25 e 26 apresentam a capacidade
de inibir a 17B-HSD1 (80-90% de reducio na atividade enzimatica), tratando-se de inibidores
competitivos que competem com NADPH para o seu local de ligagio, a dobra de Rossman

(Figura 19).45
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Estudos docking indicaram que o composto 26 ocupa a regido de ligagdo do cofator,
estabelecendo 8 ligagdes de hidrogénio importantes com Tyr|55, Serl42, Glyl41, Lys159,
Leu93, Gly92, Lys195, e Arg37 (Figura 20). O composto 25 também apresenta orientagdes
semelhantes ao composto 26.4 Estudos docking sio métodos computacionais para a
identificagdo do modo de ligagdo de duas ou mais estruturas moleculares, como por
exemplo uma molécula candidata a fairmaco e uma enzima.

Os derivados gossipol, apesar de inibirem a 173-HSDI, possuem a desvantagem de falta
de seletividade, uma vez que o cofator nao é especifico para a 173-HSDI. Sendo assim, a sua
poténcia e sua especificidade podem ser otimizadas através de um desenho racional de
compostos que interagem com ambas as regides, a regido de ligagao do cofator e a regido de
ligagdo do substrato da enzima. Isso pode ser obtido ao incorporar uma substituicio na

posicdo 5 do isopropilo com um butileno ligado ao substrato mimético.+

o
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Figura 20: Representacio do composto |7B-HSD| com o composto 26. (Brown et al, 2003)4
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6.2.3. Bis(hidroxifenil)azoles

Como os inibidores tém de imitar o substrato esterdide, estes compostos devem
conter dois grupos hidroxifenil para imitar o anel A (interagio com His221/Glu282) e o anel
D (interagdao com Serl142/Tyr155) do esterdide, devendo estes grupos estarem ligados por
um anel aromdtico para imitar a forma do plano do substrato. Substituicdes diferentes na
posi¢do do grupo OH fendlico foram portanto investigadas, para descobrir qual o melhor
que se adapta ao sitio ativo.* O composto mais interessante foi o oxazole 2,5-disubstituido
(composto 27), que mostrou uma alta inibicdo seletiva da 17B-HSDI com um ICs, de
0,31uM e apresentou muito baixa afinidade para o ER (Figura 21). O facto de este composto
inibir a formagdo de E2 com um valor de ICsy na gama nanomolar, mostra que este
composto é capaz de entrar na célula para ser ativo na enzima alvo. A sua boa
permeabilidade é apoiada pelos dados de células Caco-2, em que estas apresentam
propriedades morfologicas e fisiologicas do intestino humano delgado, sendo um modelo

adequado para a predi¢io de absorgio por via oral.46
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Figura 21: Inibidor oxazole 2,5-disubstituido. (Adaptado de Bey et al, 2008)46

Quanto ao modo de ligagdo do composto 27 na enzima, dois modos podem ser esperados
devido a sua pseudo-simetria, uma vez que cada grupo hidroxifenil poderia imitar o anel A
do esterdide. O modo mais energeticamente favoravel é ilustrado na figura 22. O
substituinte para-hidroxifenilo e o heterociclo estio no mesmo plano, enquanto a por¢io de
meta-hidroxifenilo é rodado 32° fora deste plano. Esta conformagdo permite o inibidor
estabelecer interagcdes de ligagdes de hidrogénio com His221/Glu282 (porgio para-
hidroxifenil) e Ser142/Tyr155 (porcao meta-hidroxifenil). O composto 27 pode, portanto,
ser um bom composto para o desenvolvimento de um agente terapéutico clinicamente

aplicavel para o tratamento de doencas dependentes de estrogénio. 6

I'yr218
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Figura 22: Representagio do complexo 178-HSD| com o composto 27.
(Adaptado de Bey et al, 2008)4
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7. Conclusio

O cancro da mama estrogénio-dependente é uma forma de cancro muito comum na
mulher, tendo o E2 um papel importante no seu crescimento e desenvolvimento. Assim,
estratégias que inibam os seus efeitos sio uma boa opgdo terapéutica para este tipo de
cancro. S3o propostas varias hipéteses de tratamento, tais como o uso de SERMs, SERDs e
Als. A enzima |7B8-HSDI, ao ser uma das enzimas responsdveis pela formagio do E2,
efetivamente é um alvo bioldgico atraente para o desenvolvimento de inibidores Uteis para o
tratamento e a preven¢io do cancro da mama estrogénio-dependente. A maioria dos
inibidores esterdides da 17B8-HSD| tem uma elevada capacidade de inibicdo da enzima, mas
possui muitas vezes a desvantagem de possuir efeitos estrogénicos. J& a maioria dos
inibidores nao esterdides da 17B-HSDI nao apresenta essa desvantagem, acabando também
por possuir outras desvantagens.

Apesar de alguns compostos ja apresentarem evidéncias de serem potenciais inibidores
desta enzima, sera ainda necessario um estudo mais aprofundado para obter resultados mais
conclusivos e exatos. Deste modo, poder-se-4 assim avangar para ensaios clinicos caso estes
sejam realmente determinados como compostos inibidores da |7p3-HSD, seletivos, sem

atividade estrogénica e com potencial no tratamento do cancro da mama.

Quanto ao papel do farmacéutico no doente oncolégico com cancro da mama, este é
fundamental no tratamento farmacolégico do doente, tanto na prepara¢ao de medicamentos,
bem como para melhorar a seguranca e resultados terapéuticos e, consequentemente, a
qualidade de vida do doente. Este, como profissional de salde, tem também o dever de

incentivar as mulheres no seu rastreio.
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