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Resumo

Os estrogénios sdo necessarios para o normal crescimento e desenvolvimento de
varios tecidos, no entanto, também sao responsaveis pela promoc¢éo de certos tumores,
entre os quais, o0 da mama. A aromatase € a enzima que catalisa a ultima etapa na
biossintese de estrogénios sendo um bom alvo terapéutico. A descoberta dos inibidores
da aromatase (lAs) resultou da investigacdo e avaliagdo da interacgdo dos substratos
naturais com o local activo da enzima. Devido a maior eficacia e melhor perfil de
toxicidade os |IAs estdo a substituir a monoterapia com tamoxifeno, que era o tratamento
adjuvante enddcrino “gold standard” na maioria das doentes pds-menopausicas. No
entanto, apesar da eficacia e poténcia também apresentam efeitos secundarios e episodios
de resisténcia “de novo” e adquirida, o que justifica a pesquisa de novos |As mais eficazes e
selectivos. Neste trabalho foram testadas seis novas moléculas esterbides desenhadas a
partir de dois compostos com actividade anti-aromatasica comprovada, desenvolvidos com
base na androstenediona, o substrato natural da aromatase. Estudos de actividade anti-
aromatasica permitiram avaliar a influéncia das altera¢des introduzidas, quer no anel A, com
a modificagcdo na posicao das insaturagbes e a estereoquimica em C-3, quer no anel D, com
a substituicdo do grupo carbonilo em C-17 por novos grupos funcionais. Apds um ensaio de
“screening” em sistemas microssomais placentarios, os compostos 18 e 20 mostraram
também ser potentes inibidores na linha celular MCF-7aro, uma linha de cancro da mama
transfectada com o gene da aromatase. Assim, e na tentativa de observar de que modo os
IAs interferem no desenvolvimento do cancro da mama, foram também investigados os
efeitos a nivel da proliferacdo e morte celular. Os IAs 18 e 20 diminuem a proliferagéo celular
e induzem morte de modo dependente da dose. O composto 20 revelou uma maior poténcia
de inibicdo da actividade da aromatase, no entanto, € com o composto 18 que se verifica um
efeito mais evidente a nivel de morte celular por marcagdo com corante vital 7-AAD e com
anexina-V-PE, um marcador de apoptose. Estas observagbes foram acompanhadas por
alteracbes morfolégicas como, “blebs” de membrana, condensacdo de cromatina e
vacuolizac¢do citosolica sugerindo a intervengéo de processos de apoptose e autofagia. Os
resultados deste trabalho contribuem para o estudo das modificagcdes estruturais mais
favoraveis a inibicdo da aromatase e permitem elucidar sobre o tipo de morte celular induzida

por compostos esterdides inibidores da aromatase.

Palavras-chave: cancro da mama, estrogénios, inibidores da aromatase, proliferagéo celular,

morte celular.



Abstract

Estrogens are required for normal growth and development of various tissues,
however, are also responsible for promoting certain tumors, like breast tumors.
As aromatase catalyzes the last step in the biosynthesis of estrogens, it is an attractive
target for selective inhibition and for decreasing estrogen levels. The discovery of the
aromatase inhibitors (Als) is the result of a research and evaluation of the interaction
between natural substrates and enzyme active site. Due to greater efficiency and better
toxicity profile, the Als are replacing tamoxifen adjuvant therapy, considered the “gold
standard” treatment in most post-menopausal patients. Despite the efficiency and
potency, these compounds have also side effects and “de novo” and acquired resistance,
which justify the search for new Als. This work enabled the evaluation of new six
molecules, designed from two compounds with proven anti-aromatase activity developed
based on the natural substrate of aromatase, androstendione. It was possible to verify the
impact in the ability to inhibit aromatase after the modifications at A-ring, with the
alteration in the double bound position, and the C-3 stereochemistry, as well as at the D-
ring, with the substitution of the carbonyl group at C-17 by new functional groups. After the
screening test in placental microsomes the compounds 18 and 20 showed to be effective
inhibitors in MCF-7aro cell line, a breast cancer cell line transfected with the aromatase
gene. These compounds were further evaluated for their effect in cell proliferation and cell
death. The Als 18 and 20 reduce cell proliferation and induce cell death in a dose
dependent manner. Although compound 20 revealed to be the strongest inhibitor of
aromatase, compound 18 was more effective in the induction of cell death, as shown by 7-
AAD and by annexin-V-PE, an apoptotic marker. These findings were associated with
morphological alterations, as membrane blebbing, chromatin condensation and cytoplasm
vacuolization suggesting apoptotic and autophagic processes. The results of this work
may contribute to the study of the more relevant structural modifications for the inhibition
of aromatase and for the elucidation of the type of cell death induced by steroidal

aromatase inhibitors.

Keywords: breast cancer, estrogens, aromatase inhibitors, cell proliferation, cell death.
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Inibidores da Aromatase e Cancro da Mama

l. Introdugao

1. Incidéncia e factores de risco

O cancro da mama é a principal causa de morte relacionada com cancro em
mulheres em todo o mundo (1). E a doenca mais comum em mulheres na maioria das
regides desenvolvidas ou em desenvolvimento apresentando cerca de um milhdo de
novos casos por ano (2, 3). Afecta 10-12% da populagéo feminina e contribui com cerca
de 500 000 mortes por ano em todo o mundo (4). Estima-se que o aumento de 0.5% na
incidéncia anual a nivel mundial resulte em 1,35 milhdes de novos casos em 2010 (2).

Em Portugal, entre os anos de 1990 e 2002 observou-se uma inversdo na
tendéncia crescente da mortalidade associada ao cancro da mama, havendo uma
diminuicdo de cerca de 2% por ano para mulheres com idades compreendidas entre os
35 e os 74 anos (5). No entanto, e apesar dos avangos no diagnéstico e tratamento,
alguns problemas persistem, relacionados com a prevencao, diagndstico, progresséo e
recorréncia do tumor, tratamento e resisténcia a terapia. E dificil contornar todos estes
problemas visto que o cancro da mama n&do é uma unica doenga, mas, um conjunto
heterogéneo de subtipos associados a diferentes manifestagbes clinicas. Entender esta
diversidade é a chave para o desenvolvimento de intervenc¢des alvo a nivel da prevencgéo
e do tratamento (6).

A investigacao progrediu significativamente nas ultimas décadas o que resultou
num avango na compreensdo da doenga e desenvolvimento de novas terapéuticas, mais
eficazes e menos tdxicas. A difusdo de informacgéo, os avangos médicos e a crescente
atengdo e tomada de consciéncia das pessoas, conduziu a diagnosticos precoces que,
geralmente, permitem uma regressao completa do tumor ou mesmo a cura. No entanto,
com as novas opg¢des de tratamento disponiveis, os clinicos deparam-se com a dificil
tarefa de escolher a terapia mais adequada para cada doente [1].

O cancro da mama pode ser estrogénio-dependente ou estrogénio-independente.
Os tumores sensiveis a hormonas, sdo definidos como aqueles em que a expressao dos
receptores de estrogénio ou progesterona se encontra acima de um limite detectavel pré-
estabelecido (7). Doentes com expressédo inferior a este valor estabelecido sé&o
considerados receptor hormonal negativo ou independente (8).

Os estrogénios s&do necessarios para o normal crescimento e desenvolvimento de
varios tecidos, no entanto, também s&o responsaveis pela promoc¢éo de certos tumores,
na prostata, no endométrio e, especialmente, na mama. De facto, 30 a 50% dos cancros
da mama séo estrogénio-dependente, e a sua regressao pode ser alcangada com a

diminuicdo dos niveis séricos e tecidulares de estrogénio. A maior incidéncia de cancro
2
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da mama verifica-se em mulheres pos-menopausicas, aquelas em que a fungcdo dos
ovarios e o controlo hipofisario de produgéo de estrogénios cessaram (9, 10).

Sao0 muitos os estudos que sugerem que a exposicdo a estrogénios aumenta o
risco de cancro da mama, aumentando, assim, o risco com a persisténcia dos teores
elevados de estrogénios séricos. Factores de risco associados a cancro da mama,
incluem, para além da idade e género, a idade da primeira menstruagdo, da primeira
gravidez e da menopausa, consumo de alcool, obesidade, exposicdo a estrogénios
exogenos, como terapia de substituicdo hormonal e uso de contraceptivos orais (11). Os
quimicos, presentes no ambiente, que afectam o sistema endoécrino do organismo,
também s3o potenciais carcinogénios, por funcionarem como estrogénios ou por
interromperem o metabolismo natural destes compostos (2). A etiologia precisa do cancro
da mama é desconhecida, no entanto a histéria familiar € um factor de risco
determinante, que implica factores hereditarios (6).

A relacdo entre estrogénios e cancro da mama sugere que estratégias anti-
estrogénio apresentam grande potencial como agentes terapéuticos (12). De facto,
terapias hormonais revelaram-se como importantes ferramentas no tratamento de cancro
da mama estrogénio-dependente (13). Assim, diminuir os niveis de estrogénio, por
inibicdo da sua sintese, ou bloqueando a expresséo genética mediada por estes, s&o as
primeiras hipoteses de terapia em doentes com cancro da mama estrogénio-dependente
(14). Em particular a inibicdo da enzima envolvida na sintese de estrogénios, a
aromatase, é eficaz, contribui com sucesso para reduzir a mortalidade associada a
cancro da mama, em doentes pds-menopausicas, € acessivel a nivel monetario, é
administrada por via oral e apresenta poucos efeitos secundarios e menor toxicidade que
outros tratamentos (12). Nos Uultimos anos, varios inibidores da aromatase, foram
sintetizados e estudados. No entanto, as interacgdes especificas com o local activo da
enzima ainda nao sdo totalmente conhecidas. Actualmente, em parte devido aos efeitos
secundarios e ao aparecimento de resisténcias a outras op¢des de tratamento, a inibi¢cao
da aromatase, é uma hipbtese terapéutica de primeira linha que requer avaliagdo da
eficacia, da poténcia, dos efeitos secundarios e da toxicidade de novos compostos

inibidores desta enzima.



Inibidores da Aromatase e Cancro da Mama

2. Sintese de Estrogénios

Existe um conjunto de evidéncias epidemioldgicas e experimentais de que os
estrogénios estao envolvidos na etiologia do cancro da mama. Actualmente considera-se
que a biossintese local de estrogénios, especialmente em mulheres pés-menopausicas,
tem um papel importante na patogénese e no desenvolvimento de cancro da mama
hormono-dependente e a sobre-expressédo de enzimas com papel regulador parece estar
associado ao desenvolvimento de patologia mais agressiva e ao aumento de recorréncias
a curto e médio prazo (15).

Os mecanismos através dos quais os estrogénios podem causar cancro da mama,
incluem, a ligagdo do estradiol (E,) ao receptor de estrogénio (RE) que estimula a
transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo celular e o aumento de divisbes
celulares, o que pode conduzir a erros na replicagdo do DNA aumentando, assim o
numero de mutagbes. Por outro lado, o estradiol pode ser convertido em compostos
genotdxicos (16), durante a metabolizagéo, formando aductos de DNA, e que na
auséncia de reparacao de DNA, induzem o aparecimento de muta¢des que podem estar
na base de cancro da mama (17, 18). Por outro lado, estudos comprovam que a sintese
de estrogénios através da aromatase, enzima que intervém na Ultima etapa da sintese
dos estrogénios, do tecido tumoral, estimula o crescimento do tumor quer de uma forma
autdcrina quer paracrina (19).

Os locais de sintese de estrogénios diferem nas mulheres pré e poés-
menopausicas. Antes da menopausa a actividade no ovario é a principal responsavel
pelos niveis de estrogénios circulantes, que variam de acordo com o ciclo menstrual (18,
20). A sintese periférica assume maior importancia em mulheres pés-menopausicas
quando a biossintese ovarica cessa, no entanto, nesta altura o ovario ainda produz
quantidades substanciais de androgénios que podem ser usados como substrato para
sintese de estrogénios em locais periféricos, como o tecido adiposo que & o local mais
importante, musculo e figado. O cértex adrenal, tal como o ovario pés-menopausico,
produz precursores androgénicos e pequenas quantidades de estrogénios (21-25).
Assim, estes precursores esteroides (C19) em circulagdo, disponiveis para reacgéo de
aromatizacdo em locais extragonadais, sdo um factor determinante na incidéncia de
cancro (26). Apesar da quantidade de estrogénios sintetizada perifericamente ser baixa,
as concentragdes locais nos tecidos sao elevadas e exercem influéncia biologica local
(27). No tecido mamario e endométrio existe outra via que controla a sintese e a

inactivacdo dos estrogénios, a via das sulfatases, através da acc¢do da enzima sulfatase,
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que transforma o sulfato de estrona em estrona e das sulfotransferases que convertem os

estrogénios em derivados sulfatados inactivos (28).

|7p-hydrolyase 1720 lyase ITRHSD
Cholesterol —— Pregnenclone —— 17-OH-Pregnenclone —— DHEA £ Androstenediol

IEHSD IBHSD IPHSD IpHSD
17p-hydrolylase 1720 lyase I7BHSD
Progesterone — 5 |7-OH-Progesterone — Androstenedione — Testosterons
l#.mmatase lhomamse
| 7HHSD

Esrone % ——=  Estradiol

Figura 1. Biossintese de estrogénios a partir do colesterol.
3BHSD:3B-desidrogenase hidroxiesterdide, 17pHSD:173-desidrogenase hidroxiesterodide.

A sintese de estrogénios, tal como de outras hormonas esteréides, inicia-se a
partir da molécula de colesterol e & controlada pela actividade de varias moléculas
altamente selectivas como enzimas do citocromo P 450, desidrogenases esteroides e
redutases (Figura 1). Os androgénios mais importantes sdo a androstenediona, a
dihidroepiandrostenediona (DHEA) e a sulfato-dihidroepiandrostenediona (DHEAS). As
hormonas DHEA e DHEAS estao presentes na circulagdo em concentragdes superiores
as encontradas para hormonas sexuais esteréides activas, constituindo um reservatério
de precursores que estao disponiveis para a conversdo em estrogénio em varios locais
periféricos. O colesterol, esterol de 27 atomos de carbono, sofre uma sequéncia de
conversdes, na qual, parte da cadeia lateral do anel D é removida, originando esterdides
de 21 atomos de carbono, progestagénios e corticéides. Posteriormente a cadeia lateral
do anel D é completamente eliminada, dando origem a ester6ides com 19 atomos de
carbono, androgénios e, por fim, o grupo metil, entre o anel A e o anel B é removido,
originando esterdides de 18 atomos de carbono, ou seja os estrogénios. Com a remoc¢ao
do grupo metil, o anel A passa a aromatico, o que justifica o0 nome da enzima que catalisa
a reaccao, a aromatase (18, 29, 30). Esta enzima liga-se ao C-19 dos substratos
androgénicos, testosterona e androstenediona, e catalisa a sua conversio a estradiol e

estrona, respectivamente (31, 32).
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3. Receptor de Estrogénios

A actividade hormonal depende dos receptores de estrogénios (RE), pelo que,
conhecer o seu mecanismo de acg¢do é fundamental, para avaliar a sua influéncia no
cancro da mama estrogénio-dependente e uma base para o desenvolvimento de novas
terapias. O 17B-estradiol (E.) regula o crescimento e diferenciacdo celular, e varios
processos fisiologicos, na mama, no tecido &sseo, figado, cérebro e sistema
cardiovascular (33-35). Muitos genes regulados pelo estrogénio sao importantes para a
proliferacado celular, inibicdo da apoptose, promogéo de angiogénese, estimulagéo de
invasdo das células tumorais e respectiva metastizagao (36).

O RE é uma proteina maioritariamente nuclear, que apresenta organizacao
estrutural e funcional comum a outros receptores nucleares (37). Este receptor pode
também estar localizado a nivel da membrana citoplasmatica. Os receptores de
estrogénio pertencem a classe | dos receptores nucleares (RN), tal como outros
receptores esteréides, nomeadamente os receptores dos glucocorticdides, dos
mineralocorticoides, de androgénio e da progesterona (38), da vitamina D e do acido
retindico (33).

Os efeitos do E, sdo mediados pelos RE que existem em duas isoformas, RE-a e
RE-B. A expressao destes dois tipos de RE néao é igual em todos os tecidos (Figura 2). O
gene humano do RE-a encontra-se no cromossoma 6 e o gene do RE-3 no cromossoma
14, o que demonstra que sdo codificados por genes diferentes, que sdo distintos e
apresentam varias isoformas (39). O ambiente celular em que o cancro da mama se
desenvolve apresenta, geralmente, elevados niveis de RE-a e baixos de RE-f. A funcao
do RE-B permanece um tema controverso (40) pois, alguns estudos referem que
antagoniza a acg¢ado do RE-a (41), ou revelam varios mecanismos que fundamentam um
efeito anti-proliferativo, enquanto outros relacionam os seus baixos niveis com resisténcia
ao tamoxifeno (42). Por outro lado, tem ainda sido descrito um aumento na relagéo entre
RE-a/RE-B no cancro da mama quando comparado com tecidos normais ou tumores
benignos (43, 44), o que sugere que o RE-a estd mais associado a carcinogénese,
enquanto o RE-B parece ter um efeito protector contra a actividade mitogénica dos
estrogénios em lesdes pré-malignas (45). Assim, o uso de um agonista deste tipo pode

resultar em beneficios posteriores, quando combinado com antagonistas dos RE-a (33).
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Figura 2. Distribuicdo de RE-a e RE-B no organismo humano.
Adaptado de Pearce e Jordan (33).

Os RE apresentam uma expressdo especifica de tecido, com sobreposi¢cdo na
distribuicdo em alguns tecidos. O RE-B é mais expresso na prostata, tecido 6sseo,
ovarios (células da granulosa), pulmdes, e em varias zonas do sistema nervoso central e
periférico, enquanto o RE-a tem expressdo predominante na hipéfise, ovarios (células da
teca e intersticiais), utero, figado, rins, glandulas adrenais e mamarias (46-48).

Os receptores partilham dominios estruturais comuns, classificados de A a F. O
dominio A/B contém a funcao de activacao 1 (AF1), uma fungéo de activagdo constitutiva
localizada no terminal amina e esta envolvido na activacéo da transcricdo de genes. Este
€ um dos dominios menos conservado entre RE-a e RE-B, apenas com 30% de
identidade (41). O dominio C, ou de ligacdo ao DNA (DBD), é a regido mais conservada
entre as isoformas dos RE, apresentando 96% de homologia, e que permite aos
receptores dimerizarem e ligarem-se a zonas de DNA ou seja aos elementos de resposta
ao estrogénio (ERE). O dominio D desempenha um papel na dimerizagéo e ligagdo a
chaperbes, tem apenas 30% de homologia entre receptores e contem o sinal de
localizagdo nuclear. A regido E ou dominio de liga¢do ao ligando (LBD), contem a funcgéo
de activacdo 2 (AF2) enquanto o dominio F regula o processo de transcricdo. Ao

contrario da AF1, a AF2 é uma funcao cuja activacdo depende do ligando. Os dominios
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E/F dos RE-a e RE-B exibem uma sequéncia de homologia de 53%, apresentando
diferencgas na especificidade de ligagéo a ligandos (33). O elevado grau de divergéncia na
sequéncia sugere que os RE podem ter fun¢des distintas, no que concerne a regulacao
genética e a resposta biolégica e podem contribuir para a actividade selectiva dos

estrogénios em diferentes tecidos alvo (49).

4. Vias de sinalizagao intracelular

O RE funciona como um factor de transcrigéo ligando-dependente promovendo a
expressao de varios genes (36) associados a proliferacdo e sobrevivéncia de células do
cancro da mama e a progressdo do tumor, como por exemplo, o factor de crescimento
tipo insulina 1 (IGF1) e respectivo receptor (IGFR1), o regulador do ciclo celular ciclina
D1, o factor anti-apoptético Bcel-2 (38, 50, 51), e o factor pro-angiogénico de crescimento
vascular endotelial (VEGF) (52, 53).

O RE actua através de dois mecanismos distintos: genémico e ndo gendmico
(Figura 3). A via genémica ou NISS (sinalizagdo esteréide iniciada no nucleo) pode
ocorrer segundo duas formas, classica e nao-classica. Na auséncia de estrogénio, o RE
mantém-se inactivo na forma de molécula monomérica ligado a chaperdes. Na via
classica, o estrogénio liga ao LBD do receptor e induz varias modificagcbes, como,
alteragdes conformacionais, fosforilagdes, dissociagdo de proteinas chaperdes e homo ou
heterodimerizacdo (48). O dimero RE liga a zonas de DNA localizadas na regido do
promotor, os elementos de resposta ao estrogénio (ERE), induzindo o recrutamento de
co-activadores e respectiva transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo celular e
sobrevivéncia, simultaneamente, diminui a activagdo de genes com efeitos pré-
apoptéticos ou anti-proliferativos e o efeito final é a estimulagdo do crescimento (54, 55).
Ao contrario da via classica, na via ndo-classica o RE pode influenciar genes de
transcricdo sem a sequéncia ERE, regulados por outros factores de transcrigdo que ligam
a sequéncias de DNA alternativas (56, 57). O RE interactua com estes factores de
transcricao, estabiliza a ligagao directa ao DNA e, assim, promove a transcricao de
genes.

Estas vias induzem transcricdo apenas se as AF1 e/ou AF2 se encontrarem
activadas. A AF2 é activada apenas na presenca de ligando, ao invés da AF1 que na
auséncia de estrogénio é activada através da fosforilagdo de residuos especificos de
serina, seguida da activacéo de vias de cinases, como, p42/p44 (MAPK), fosfatidilinositol
3 cinase (PI3K), proteina cinase B (AKT) e p38 (MAPK) (58, 59). Estas vias cinasicas sdo
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activadas por factores dos receptores de crescimento (GFR), como IGFR1. A fosforilagdo
do RE por cinases dependentes de GFR é um componente essencial da regulacdo e
funcdo do RE (60).

E

Genomic pathway
(NISS)

\ '

ER ER Gene activation

\‘v

CLASSICAL

NON-CLASSICAL

‘CiA'

F J
NON-ERE| | ye DL 1GFRI | CELL

‘ GROWTH

Gene activation
g
MAPK

Nongenomic pathway ‘ER = GFR

(MISS) = Cross- talk

Gene activation

Figura 3. Vias de sinalizagdo do receptor de estrogénio: NISS (sinalizagao esterdide iniciada
no nucleo) e MISS (sinalizagdo esteréide iniciada na membrana). Via classica: O estrogénio,
devido a sua natureza esteroide, tem capacidade de difundir passivamente através da membrana
citoplasmatica e ligar ao RE. O RE activado liga, na forma de dimero e na presenga de co-
activadores, a uma sequéncia especifica de DNA, elemento de resposta ao estrogénio, ERE,
localizado no promotor de genes regulados por estrogénio, tais como complemento 3 e pS-2. Via
nao-classica: o RE activado liga a outros factores de transcricdo como, Fos (F) e JUN (J), que se
ligam a diferentes sequéncias de DNA, como AP-1, e activam outros genes de resposta a
estrogénios, como ciclina D1 e receptor do factor de crescimento tipo insulina (IGFR1). O
estrogénio pode também ligar a um receptor de membrana que na forma de dimero, coopera com
receptores de factores de crescimento (GFR) e activa vias de transdugéo de sinal AKT e MAPK,
conduzindo a activagido genética. Adaptado de Zilli e col. (61).

A via nédo gendmica, € um mecanismo muito mais rapido que o gendmico.
Inicialmente independente da transcricdo genética, € mediado pelo RE de membrana
pelo que é também denominado de MISS (sinalizagdo esterdide iniciada na membrana)
(62). O RE de membrana encontra-se ligado a face interna da membrana plasméatica
através de moléculas lipidicas como a caveolina-1, flotilina-2, associado a receptores de
membrana (IGFR, EGFR, HER2) ou a moléculas adaptadoras de sinalizagcdo como Shc
(37). Com a ligagao do estrogénio ao RE, este liga-se na forma de dimero a proteinas

adaptadoras (63, 64), o que induz activagdo de receptores de factores de crescimento,
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cinases citoplasmaticas e moléculas de sinalizacdo (53, 65). As cinases fosforilam o RE e
seus co-reguladores o que resulta na activagéo da transcrigdo nuclear conduzida pelo RE
(66). Assim, pode concluir-se que as vias genémica e ndo gendmica do RE sé&o
complementares e podem até actuar de forma sinergética. A via ndo gendmica é
dependente e regulada por proteinas co-reguladoras e é influenciada pelas vias de
transducgéo de sinal que actuam no ambiente especifico de cada célula ou tumor (61).

Os mecanismos de acgdo genOmicos e n&o genoOmicos parecem ser
complementares, existindo varias interac¢des entre estas formas de sinalizagdo. Estudos
recentes sobre os RE abrem novas perspectivas para a acgdo destes no cancro da
mama. Realgam, ainda, o papel do “cross-talk” entre RE e as vias de sinalizacdo do
receptor do factor de crescimento epidérmico EGFR (HER1) /HER2 como um possivel

responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia a terapias enddcrinas (Figura 4).

\ N f
X RS
@ \ I, c-Sre ‘...--""'"
. PLCPKC MNAR @
&)
\ &
N 7
A MAPK / AKT
'\'-.
!
\ Phosphorylation signals
to the nucleus potentiate the
N activity of genomic ER and other
\ TFs on gene regulation TUMCR PROLIFERATION

ENDOCRINE RESISTANCE

o p
N @p Transcription Transcription

PI—e~w) [~

Figura 4. Integracao da sinalizagdo gendmica e ndo genémica do RE e “cross-talk” entre os
receptores dos factores de crescimento e a activagao de cinases na resisténcia endoécrina.
E2-estrogénio, N-nucleo, Tam-tamoxifeno, ER-receptor de estrogénio, M-membrana, Shc-
molécula de sinalizacao intermediaria, MNAR-modulador da ac¢do ndo genémica do receptor de
estrogénio, TKRs-receptor tirosina cinase, GF-factor crescimento, EGFR-receptor do factor de
crescimento epidérmico (HER2), IGFR-receptor do factor de crescimento tipo insulina, MTA1-gene
associado a metastase1, GP-proteina G, MMPs-metaloproteinases, HB-EGF-heparina ligada ao
factor de crescimento epidérmico, CoA-co-activadores, TF-factor transcrigdo, ERP-receptor de
estrogénio fosforilado. Adaptado de Arpino e col. (37).
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De um modo geral o mecanismo proposto para “cross-talk” entre sinalizagédo
gendmica/ndo gendmica, o receptor do factor de crescimento epidérmico e a via de
activacado das cinases, pode ser descrito em trés etapas. Activagdo da via genémica com
a ligacédo do estrogénio (E2) ao RE do nucleo que resulta no aumento da transcrigdo
genética, incluindo genes importantes na via do receptor de factor de crescimento. O
estrogénio pode ainda induzir activacdo do RE através da via de sinalizagdo nao
genémica, actuando no receptor da membrana e/ou no citoplasma (MISS). O RE
activado, através de interacgcbes com moléculas sinalizadoras intermediarias, pode
activar receptores tirosina cinase (TKRs), tais como EGFR e HER2 e o IGFR, cinases
como c-Src e ainda receptores acoplados a proteina G (GPCRs). O que pode resultar na
inducao da actividade da via de sinalizagdo EGFR/2. Por outro lado, as cinases activadas
por TKR fosforilam o RE nuclear e os seus co-activadores, bem como outros factores de
transcricao, potenciando, assim, a actividade genémica de RE, o que causa o aumento
da expressao genética. Estes produtos genéticos aumentam a sinalizagdo GF-TKR,
completando assim o ciclo cooperativo entre as duas actividades do RE e o seu “cross-
talk” com os receptores dos factores de crescimento e activagdo das cinases. Na
presenca de sinalizagdo TKR excessiva como nos tumores que sobre-expressam HER2,
a activagdo da via ndo gendémica do RE pode tornar-se mais proeminente, podendo
conduzir a resisténcia endoécrina através da modificagdo dos efeitos inibitorios do
tamoxifeno no RE nuclear (37). Estudos que descrevem os mecanismos de resisténcia
adquirida em cancro da mama focam principalmente o “cross-talk” entre RE e vias de
sinalizagdo por factores de crescimento que medeiam a sobrevivéncia e proliferagédo

celulares (67).

5. Aromatase

A aromatase, um membro da familia dos citocromos P450, é um complexo
enzimatico constituido pelo citocromo P450arom e pelo NADPH-citocromo P450 redutase e
é expressa pelo gene CYP19A1 presente no cromossoma 75g21.1 (68). E uma enzima
da membrana do reticulo endoplasmatico presente em varios tecidos (69).

Em mulheres pré-menopausicas a aromatase € expressa principalmente pelo ovario (70).
Durante a gravidez, existe uma fonte extra de aromatase, pois a placenta expressa
elevados niveis da enzima (71). Em mulheres p6s-menopausicas, a sintese de estrogénio
ocorre maioritariamente em tecidos periféricos como pele, musculo, figado e tecido

adiposo, uma vez que a fungédo do ovario e o controlo hipofisario ja cessaram (72). No
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homem verifica-se actividade da aromatase no musculo, tecido adiposo e testiculos (73).
Alguns estudos revelaram que a aromatase esta também presente no tecido mamario
normal e cancerigeno (74), tendo-se observado em doentes com cancro da mama, um
nivel de estrogénio nos tumores bastante superior ao sérico (75).

A expressdo do gene da aromatase € mediada por promotores especificos de
tecido. Na placenta o promotor principal € Pl.1, enquanto no ovario o promotor € o PIl. Na
mama, em tecido normal o promotor é o Pl.4 e no tecido cancerigeno os promotores sao
o P13, Pll e P1.7 (76), o que indica que ocorre uma mudanga no mecanismo de regulagao
da expressdo quando se passa de tecido da mama normal para tecido cancerigeno (19).
Os promotores P1.3, Pl.4, P1.6 e Pl.7 também estdo associados a expressao em tecidos
nao glandulares. Para além da especificidade dos promotores que estdo associados a
regulacédo da expressdo da aromatase, outros factores estimulam a expressédo desta
enzima, como, a cinase A, cinase C, esteroides, factores de crescimento incluindo factor
de crescimento epidérmico (EGF), factor transformador de crescimento (TGF-a e TGF-f),
factor de crescimento de queratinécitos (KGF), interleucinas e factor de necrose tumoral
(TNF-a) (69).

A flavoproteina NADPH-P-450 redutase, € uma enzima ubiquitaria que transfere
electrdes de NADPH para o grupo heme da citocromo P450arom (77). Esta é uma
hemoproteina que converte androgénios esterdides com 19 atomos de carbono em
estrogénios com 18 atomos de carbono, o passo critico na biossintese de estrogénios. A
aromatizacao da androstenediona, o substrato de eleicdo da aromatase, ocorre através
de trés reaccdes de oxidacdo sucessivas (29) resultando na formacgdo da estrona que
contem um anel aromatico. Assim, esta enzima tem fungdes muito importantes no
desenvolvimento e reprodugéo feminina (12). A aromatizagéo central é necessaria para
varias manifestagbes de comportamento sexual, respostas neuroendécrinas e de
desenvolvimento em varias espécies (78). Substancias que atingem directamente a
aromatase demonstraram ser eficazes no tratamento do cancro da mama, apresentam,
no entanto, como efeitos adversos mais importantes a perda de massa Ossea e
alteragdes no metabolismo lipidico (79) devido a redugéo de actividade da aromatase em
todos os locais do organismo. Uma estratégia que iniba a expressdo da aromatase
através dos promotores do gene da aromatase associados ao cancro da mama parece
ser uma forma eficaz de induzir a inibicdo selectiva da producao local de aromatase e
consequentemente da sintese de estrogénios no cancro da mama (80).

A estrutura da aromatase manteve-se desconhecida durante décadas. A
investigacdo tedrica teve como base a premissa de que a estrutura desta enzima é

semelhante a do citocromo P450cam, isolado da bactéria Pseudomonas putida, cuja
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estrutura foi proposta por Poulos e colaboradores (81). Mais tarde, outros autores
isolaram enzimas P450 de outras estirpes de bactérias o que conduziu a uma melhor

compreensdo da sequéncia da estrutura da aromatase (82, 83).

£
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Figura 5. Mecanismo de ligagdo da androstenediona a aromatase através do heme, hélice I,
loop B’C e B-4 sheet. O grupo ligado ao carbono 19 esta centrado sobre o atomo de ferro sofre 3
hidroxilagdes. 1133 e F134, localizados no loop B’-C, interactuam com o substrato através de
forcas de van der Waals, a estrutura do loop B’-C é estabilizada por pontes de hidrogénio entre E
302 e o 4tomo de azoto destes dois residuos. D309, T310 e H480 situados ao lado do anel A do
substrato estdo envolvidos na reacgéo de aromatizagdo. O substrato também é estabilizado por
pontes de hidrogénio entre S 478 e o grupo cetona do C3. Adaptado de Hong e col. (84).

De acordo com estes estudos, existe uma parte da estrutura das P450, a regido
central em que a homologia € mais acentuada, e que é composta por um feixe de quatro
hélices, duas B sheets e uma regido de ligacdo heme. Os varios modelos teoricos da
estrutura da aromatase que foram propostos, tendo por base a estrutura das enzimas
P450 soluveis de bactérias, apresentam sé uma homologia de 13 e 18% entre estas
moléculas e aromatase humana (85).

Hong e colaboradores propuseram uma estrutura tridimensional da aromatase
(Figura 5), que reforcava o modelo computacional reportado anteriormente por Favia e
colaboradores (84, 86). As caracteristicas moleculares da interacgdo do substrato,
androstenediona, e do inibidor esterb6ide, exemestano, com a aromatase humana
recombinada, purificada e funcionalmente activa, permitiram estabelecer uma nova teoria,
que explica a maioria dos resultados dos ensaios de mutagénese nos locais activos e
ajuda a entender a reaccdo molecular de reconhecimento substrato/droga pela
aromatase. Este modelo mostra que o grupo C-19, que sofre trés reacgbes de
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hidroxilag&do, se encontra centrado sobre o atomo de ferro (Figura 5). Os residuos 1133 e
F134, localizados no loop B’-C, interactuam com o substrato através de forgcas de van der
Waals, e a estrutura do loop B’-C ¢ estabilizada por pontes de hidrogénio entre E302 e o
atomo de azoto destes dois residuos. Os residuos D309, T310, S478 e H480, laterais ao
anel A estao envolvidos na reac¢édo de aromatizagdo. O substrato também é estabilizado
por pontes de hidrogénio entre S478 e o grupo ceto do C-3. Este modelo sugere um
mecanismo para a ligagdo substrato/exemestano ao local activo da aromatase, que
envolve a interacgédo com o grupo heme, o loop B’-C da aromatase e a (-4 sheet (84).

Em 2009 Ghosh e colaboradores (Figura 6) obtiveram a estrutura cristalina da
aromatase purificada a partir da placenta humana na forma de complexo com o seu
substrato natural, a androstenediona (68). Estes autores estudaram ainda a
especificidade da enzima para androgénios e concluiram que, ao contrario dos locais
activos de varias enzimas P450 microssomais que metabolizam drogas e xenobioticos, a
aromatase tem uma cavidade especifica para androgénios, encaixando de forma ideal a
molécula de androstenediona. De facto, a androstenediona liga-se pela sua superficie-f3,
orientada no sentido do grupo heme, com a cadeia de 19 carbonos a uma distancia
especifica do atomo de ferro. Os residuos hidrofébicos e os anéis de porfirina do grupo
heme ligam a estrutura base da molécula esterdide e formam uma cavidade com uma

forma que € complementar a do esteroéide (68).

Figura 6. Estrutura da aromatase. A azul-escuro esta representado o terminal N, que comeca no
residuo 45 e a vermelho o terminal C que termina no residuo 496. As hélices a estdo marcadas de
A a L e as cadeias B estdo numeradas de 1 a 10. O grupo heme, grupo de ligacdo da
androstenediona no local activo da enzima e as suas interacgbes polares também estédo
representadas. Adaptado de Ghosh e col. (68).
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A obtencdo da estrutura cristalina da aromatase pode contribuir para elucidar a
base molecular da ligacdo especifica entre androgénios e enzima e 0 mecanismo
catalitico uUnico, os quais podem permitir o desenvolvimento de inibidores da aromatase

da proxima geracgéo (68).

6. Terapia endocrina

O cancro da mama tem multiplas apresentagdes clinicas e, com o objectivo de
aumentar a sobrevivéncia sem comprometer a qualidade de vida, a terapia deve ser
escolhida de acordo com as caracteristicas do tumor de cada paciente, com o tratamento
prévio e com a “performance”. O plano de tratamento deve integrar terapias sistémicas,
como, quimioterapia, terapia hormonal e agentes bioldégicos, com tratamentos locais
como, cirurgia e radioterapia, de forma a obter uma combinagdo que permita 0 maximo
beneficio e menor risco de efeitos tdxicos a curto e a longo termo.

O conhecimento mais profundo do papel dos estrogénios levou ao
desenvolvimento de terapias endécrinas de cancro da mama (Figura 7) que visam a
diminuicdo dos efeitos estrogénicos através de duas vias, a reducdo dos niveis de
estrogénio ou o bloqueio da ac¢do dos estrogénios ao nivel dos RE (11). De um modo
geral, a terapia endocrina inclui: i) moduladores selectivos dos receptores de estrogénio
(SERMSs), com actividade antagonista parcial ou total; ii) inactivadores selectivos dos
receptores de estrogénio (SERDs) ou antagonistas puros, ligam ao RE e causam a sua
degradacao; iii) Ablacdo dos ovarios e agonistas da hormona libertadora da hormona
luteinizante (LHRH); iv) inibidores da aromatase; v) terapia farmacolégica hormonal, com
doses elevadas de estrogénios e progestinas (87). As formulagdes endécrinas
encontram-se entre as menos toxicas e mais eficazes no tratamento de cancro da mama
estrogénio-dependente. Factores como receptor de estrogénio (RE), receptor de
progesterona (RP) e estado nodal fazem antever a resposta a terapia enddcrina. Doentes
RE positivos (RE+), apresentam uma taxa de resposta a terapia endécrina de cerca de
53% (88).

Em mulheres pré-menopausicas, a biossintese de esteroides pode ser bloqueada
por ablagdo dos ovarios por cirurgia ou radioterapia e pela administracdo de analogos da
hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRH), que controla a aromatase no
ovario. Mais duas opc¢des sdo validas, como administracdo de anti-estrogénios ou

SERMSs, que atingem directamente o RE e impedem a ligacdo de hormonas e
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consequente activacdo do RE, ou anti-estrogénios puros SERDs, que ligam ao RE,
bloqueando a sua fungéo e induzindo a destruigdo do receptor (89, 90).

Em mulheres pds-menopausicas para além dos SERMs e SERDs sdo também
propostos os inibidores da aromatase de terceira geracao, que reduzem a quantidade de
estrogénios disponivel para ligagdo ao RE (89, 91, 92).

Um factor que condiciona a resposta a terapia endécrina € o largo espectro de tumores
que devido aos diferentes padrbées de mutagédo influenciam a actividade dos RE e
reduzem a eficacia de agentes endocrinos (93). De facto, existe uma evidéncia crescente
de que a complexidade do micro-ambiente do tumor, constituido por varios tipos de
células e proteinas, tem um papel importante no desenvolvimento, progressao e resposta

a terapia.
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Figura 7. Mecanismos de accao de estrogénios e principais estratégias de intervengao
terapéutica. Vias que bloqueiam a acg¢do dos estrogénios: uma com antiestrogénicos que ligam
ao RE, outra com inibicdo da sintese de estrogénios, com inibidores da aromatase ou com
agonistas de LHRH. Adaptado de [2].

Apesar de toda a informacédo sobre as melhores estratégias terapéuticas, nem
sempre o resultado é o ideal, pois, podem ocorrer situacdes de resisténcia a terapia

endocrina. A resisténcia pode ser de dois tipos, de novo ou intrinseca, que acontece
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quando n&o ha resposta inicial a terapia, e resisténcia adquirida, em que ocorre uma
resposta inicial ao tratamento, com aparecimento de resisténcias durante o tratamento
(94). A adaptacdo a diminuicdo de estrogénios é a hipdtese mais provavel para
resisténcia ao tamoxifeno e aos inibidores da aromatase.

Um dos motivos para a falha na eficacia de varias terapias endocrinas, pode ser o
facto de que em condicbes especificas, as vias de sinalizagdo por factores de
crescimento conseguem activar directamente os RE e os genes de transcrigao regulados
pelos RE na auséncia de estrogénio (95). Outro motivo pode ser a sobre-expressio de
co-activadores e redugcdo na expressdo de co-repressores. O conhecimento dos
mecanismos através dos quais as células de cancro da mama se tornam resistentes a
terapia endédcrina, associado a disponibilidade de novos compostos que interferem com
as vias de sinalizagdo por factores de crescimento envolvidas na resisténcia a terapia
endocrina, pode conduzir ao desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de
cancro da mama estrogénio-dependente (96). Assim, a compreensao do mecanismo de
resisténcia ao tamoxifeno pode ser util para o estudo dos ainda pouco conhecidos
mecanismos de resisténcia aos inibidores da aromatase (67).

A escolha de um plano terapéutico deve ser baseada no conhecimento dos beneficios e

eficacia, mas também de eventuais efeitos tdxicos agudos e a longo prazo (97).

6.1. Moduladores e inactivadores dos receptores de estrogénio (SERMs e
SERDs)

Durante as ultimas trés décadas, duas estratégias terapéuticas diferentes tém sido
escolhidas para bloquear os efeitos dos estrogénios a nivel dos RE, usando dois tipos de
compostos, os moduladores selectivos dos receptores de estrogénios (SERMs) que sdo
tipo-tamoxifeno ou anel-fixo, e os anti-estrogénicos puros (SERDs) (98). Os SERMs ligam
aos RE interferindo com os processos de transcricdo mediados pelo receptor, dado que
permitem a ligacdo de co-repressores em vez de co-activadores (99). Os SERDs sé&o
antagonistas puros dos RE, pois apo6s ligagdo ao receptor induzem a sua destruigdo. Os
SERMSs sdo exemplos de compostos que exibem actividade estrogénica tecido-especifica
(100). Um SERM ideal seria aquele que nao teria qualquer efeito estimulador na mama e
utero, e que bloqueasse a ac¢édo dos estrogénios nesses tecidos, mas que actuasse
como agonista de estrogénios no osso, figado, sistema cardiovascular e sistema nervoso
central (101).
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O citrato de clomifeno, foi aprovado pela “Food and Drug Administration” (FDA)
em 1967 e a meio da década de 70, é aprovado o tamoxifeno, seguido do toremifeno e
raloxifeno (Figura 8). Ao contrario do que se verifica com os estrogénios, os antagonistas
de estrogénios induzem uma alteracdo na conformacgédo do receptor que leva a uma
associacao com complexos co-repressores 0 que resulta na diminuigao da transcricéo de
genes (102). Os SERMs, como tamoxifeno e raloxifeno, apresentam actividade
agonista/antagonista e podem estimular ou inibir a fungédo do RE dependendo do tecido,

célula ou gene em questdo (57), pelo que se classificam como SERMs.
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Figura 8. Moduladores selectivos dos receptores de estrogénio.

O raloxifeno apresenta perfil agonista/antagonista tecido-especifico semelhante ao
tamoxifeno, mas revela maior actividade agonista no osso e menos no utero, o que
justifica a sua administracdo em quadros de osteoporose e osteopenia (100). Esta ainda
em avaliagdo a sua capacidade de prevencao a nivel de cancro da mama. O tamoxifeno
classificado inicialmente, apenas, como um anti-estrogénico n&o esterdide (Figura 8)
demonstrou um efeito parcialmente agonista tipo-estrogénio (12). Este farmaco tem sido
usado como a principal terapia hormonal em cancros da mama em estado inicial ou
avancado (103). Recentemente o seu uso foi também alargado a terapia preventiva em
doentes com elevado risco de contrair a doenga (104).

O perfil agonista/antagonista do tamoxifeno depende do tecido em que actua
(Figura 9), assim, na mama o tamoxifeno liga ao RE, induz uma alteragéo conformacional
e consequente recrutamento de co-repressores, o que bloqueia a transcricao. No utero e
tecido 6sseo a ligagdo ao RE activa o recrutamento de co-activadores e induz transcri¢cao
de genes. A terapia prolongada com tamoxifeno esta associada a um aumento do risco
de <cancro do endométrio, eventos isquémicos cerebrovasculares, eventos
tromboembdlicos venosos profundos, afrontamentos e hemorragia vaginal (105). O efeito
téxico mais importante € o desenvolvimento de cancro do endométrio, o que pode estar
relacionado com a inducgéo de hiperplasia endometrial, efeito semelhante ao estrogénio e
que pode ser considerada uma alteragdo pré-maligna. Os outros efeitos incluem o
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aumento do risco de malignidade a nivel gastrointestinal, altera¢cdes nos factores de
coagulacdo e quistos benignos no ovario (106-108). A nivel oftalmolégico também
existem alguns relatos de toxicidade em doentes tratadas com tamoxifeno,
independentemente da dose administrada, pelo que, doentes com queixas visuais devem

ser observadas atentamente (109, 110).
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Figura 9. Diferentes estruturas dos RE e recrutamento de co-reguladores por agonistas dos
RE e SERMs. Com a ligagdo de estradiol ou SERM, o receptor sofre alteragdo conformacional,
que condiciona a actividade de acordo com a natureza do ligando. A conformagdo do RE regula o
recrutamento de proteinas co-reguladoras especificas de transcricdo. Alguns co-activadores ligam-
se a forma activa do RE (ligagdo-agonista) e activam a transcricdo, ao passo que co-repressores
interagem com a ligagdo-antagonista do RE e inibem a transcricdo. Adaptado de Deroo e Korach
(111).

Até ao momento nao foram descritos efeitos teratogénicos, no entanto, doentes
em pré-menopausa ou em idade fértil, devem ter especial atencdo a nivel de
contracepgédo, caso iniciem tratamento com tamoxifeno. Raramente acontecem casos de
vasculite e colestase associadas a terapia com tamoxifeno, reversiveis apdés suspensao
do farmaco (112). A terapia superior a cinco anos ndo é recomendada porque nao
aumenta os beneficios, mas aumenta o risco de efeitos adversos, e os doentes podem
desenvolver resisténcia ao farmaco pois este comeca a exercer efeito agonista no tumor,
piorando o prognostico (113, 114).

A terapia com tamoxifeno também aparece relacionada com efeitos estrogénicos
benéficos, como diminuicdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e diminuicdo de
doengas cardiacas em mulheres pds-menopausicas (115, 116). O seu uso prolongado

preserva a densidade mineral éssea da coluna lombar em mulheres pds-menopausicas
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(117, 118). O tamoxifeno usado como terapia adjuvante reduz em cerca de 50% a
incidéncia de cancro da mama contralateral (17), reduz recorréncias e o numero de
mortes em mulheres com cancro da mama estrogénio-dependente. No entanto, o uso a
longo prazo revela resisténcias e toxicidade que ameagcam a vida (119). Uma
percentagem consideravel (23-40%) de pacientes suspende a terapia com tamoxifeno
devido a problemas de tolerancia e cerca de 63% relatam episédios de reacgbes
adversas (120, 121). A resisténcia de novo ou adquirida ao tamoxifeno ocorre muito
frequentemente o que limita a eficacia e o uso deste composto. A via de sinalizagao por
factores de crescimento, que activa as vias gendmica e ndo gendémica do RE, tem um
papel chave no mecanismo de resisténcia adquirida ao tamoxifeno (37).

Mais recentemente tém sido desenvolvidos anti-estrogénicos puros, que néo
apresentam propriedades agonistas (122). O fulvestrant (Figura 10) é o primeiro de um
novo grupo de antagonistas dos RE, que, devido ao seu modo de accdo, pode ser
efectivo em sequéncia com outros agentes endécrinos (123). Este farmaco inibe
competitivamente a ligacao de estradiol ao RE, conduzindo a diminuigdo da dimerizacéo
do receptor, baixa os niveis celulares de RE e bloqueia a transcricdo de genes regulados
pelos RE, incluindo o receptor de progesterona (124, 125).

Enquanto o tamoxifeno bloqueia apenas uma das fung¢des de activacdo de
transcricao do RE, a AF1, o fulvestrant bloqueia a AF1 e a AF2, pelo que ndo tem
actividade agonista estrogénica (126). O fulvestrant além de bloquear todos os dominios
de activagdo da transcrigdo induzida pelo RE também induz a destruicdo do RE (90).
Estudos comprovaram que 41% das mulheres em que os inibidores da aromatase e o

tamoxifeno ndo foram eficazes respondem ao fulvestrant (17).

OH

Figura 10. Estrutura quimica do fulvestrant (SERD).

O fulvestrant demonstrou eficacia em casos de resisténcia a tamoxifeno e é pelo
menos tao activo como o inibidor da aromatase de terceira geragéo, anastrozol (123). A
diminuicdo dos niveis celulares de RE pelo fulvestrant parece reduzir a probabilidade de
resisténcia-cruzada com outras terapias endécrinas que ocorrem via “cross-talk” entre as
vias de sinalizacdo do EGF e o RE (127). Esta reducdo na resisténcia faz com que o

fulvestrant possa permanecer eficaz apdés a sequéncia de outros agentes endécrinos, e
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também outros agentes possam permanecer eficazes depois do fulvestrant, caso este
seja usado no tratamento sequencial inicial (128-130).

Relativamente a efeitos adversos, os dados disponiveis e de acordo com o “National
Cancer Institute”, relatam casos de fadiga, afrontamentos, nauseas, anorexia, artralgias,
mialgias, diarreia, dificuldades neurosensoriais, dispeneia, angioedema e

tromboembolismo venoso (131).

6.2. Inibidores da aromatase

Os efeitos secundarios associados ao tratamento com tamoxifeno estiveram na
base do desenvolvimento de novas substancias, direccionadas especificamente para a
aromatase, inibindo a conversdo de androstenediona a estrona e consequentemente a
estradiol (12).

Os inibidores da aromatase (lAs) baixam os niveis de estradiol no plasma e nos
tecidos e reduzem a quantidade de estrogénio disponivel para estimular o processo de
transcricdo mediada por RE (132), baixando também os niveis séricos de estrona e
sulfato de estrona (133). A investigagdo com o formestano, um inibidor suicida, foi
pioneira no desenvolvimento de um leque de inibidores da aromatase que podem ser
inibidores suicidas, como o exemestano, ou competitivos, como o letrozol e anastrozol
(12). Como apresentam boa biodisponibilidade, os |As usados actualmente em clinica,
sdo administrados por via oral numa toma unica diaria e o tempo necessario para atingir
0 maximo de supressdo de estrogénios varia entre 2 e 7 dias. Os tempos de semi-vida,
sdo bastante diferentes, sendo para o anastrozol, exemestano e letrozol,

respectivamente, 41 horas, 27 horas e 96 horas (134).

Tabela 1. Classificagdao cronoldgica e quimica dos inibidores da aromatase.

GERAGCAO
PRIMEIRA SEGUNDA TERCEIRA
TIPO | (Esteroide) Testolactona Formestano Exemestano
TIPO Il (N&o Esterdide) Aminoglutetimida Fadrozol Anastrozol, Letrozol
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Devido as redugbes significativas no risco de recaida e ao perfil de seguranca
aceitavel, os |As estdo a substituir a monoterapia com tamoxifeno, nas mulheres pos-
menopausicas, o tratamento adjuvante endécrino considerado “gold standard” para a
maioria das doentes (119). Estudos demonstraram que os |IAs melhoram a eficacia e o
perfil de toxicidade da terapia endécrina (133). Estes compostos apresentam menor
toxicidade que o tamoxifeno em termos de eventos tromboembdlicos, complicagbes
ginecolégicas, afrontamentos e cancro endometrial. Pelo contrario, as doencas
cardiovasculares sdo mais frequentes na terapia com IAs (79, 133, 135, 136). A perda de
densidade mineral 6ssea que conduz a osteoporose e aumenta o risco de fracturas, &
uma complica¢ao associada a diminuicdo de estrogénios inerente ao tratamento com IAs.
Do mesmo modo, mulheres com osteopenia associada a menopausa apresentam um
risco maior para futura perda de massa éssea causada pela terapia hormonal (137). Com
estes farmacos ocorre um aumento do risco de fractura osteoporética, assim, a terapia
concomitante com bifosfonatos deve ser considerada (138, 139). Ensaios clinicos em
curso avaliam a viabilidade de utilizar os I1As como agentes quimiopreventivos em

mulheres p6s-menopausicas (12).

Inibidores Tipo |
(esterdides)

Substrato

OH

Androstenediona Formestano Exemestano

Inibidores Tipo Il
(nao esterdides)
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Figura 11. Estruturas quimicas de inibidores da aromatase.

Os IAs podem ser divididos, de acordo com o0 mecanismo de acgdo em dois tipos,
tipo | compostos esterdides e tipo Il compostos ndo esterdides. Estao ainda agrupados
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em trés geragdes que representam diferentes estadios de evolugéo, associados a uma
restricdo do espectro de acgéo, maior especificidade e poténcia (Tabela 1).

Todos os inibidores n&o esterdides sdo tipo Il e apresentam um nucleo azol. Estes
interactuam com o grupo heme da aromatase através da funcéo azol, ligam de forma
reversivel ao local activo da enzima e inibem competitivamente a ligacdo dos substratos
androgénicos. Os compostos tipo |, sdo esterbides e podem ligar reversivel ou
irreversivelmente ao local activo da enzima (Figura 11).

Apesar de os IAs serem uma terapia bastante eficaz, a resisténcia “de novo” e
adquirida permanece um problema. Estudos laboratoriais em modelos pré-clinicos e algumas
observagdes clinicas sugerem varios mecanismos para resisténcia aos IAs (53, 66, 140,
141). Existem varias vias através das quais os tumores podem apresentar fenétipo de
resisténcia selectiva a inibidores da aromatase, como: i) elevada expressédo de aromatase; ii)
alteracdo da estrutura da aromatase, devido a muta¢des genéticas; iii) estimulagédo de
crescimento do tumor por via ndo classica e/ou estrogénios exodgenos, ja que os |As
bloqueiam a sintese de estrogénios por via classica mas nao afectam outras fontes de
actividade estrogénica como androgénios, produzidos em grande quantidade a nivel do
cortex adrenal e que induzem o crescimento de cancros da mama hormono-dependentes; iv)
derivados exdgenos de estrogénios que incluem estrogénios sintéticos, poluentes industriais

e fitoestrogénios (142).

6.2.1. Inibidores nao esterdides da aromatase

O primeiro composto inibidor da aromatase, foi a aminoglutetimida, um farmaco
anti-convulsivante, desenvolvido para o tratamento da epilepsia, introduzido na clinica em
1960, que inibe multiplas enzimas do citocromo P450 (143). Embora a aminoglutetimida
tenha sido usada com sucesso no tratamento do cancro da mama, apresentava varias
desvantagens, pois como n&do era muito potente era administrada em elevadas
concentragdes. Por outro lado, como inibia as enzimas envolvidas na producédo de
cortisol, era necessaria a administracao simultdnea de corticosterdides.

A aminoglutetimida foi assim, a base para o desenvolvimento e sintese de
inibidores da aromatase nao esterbides de segunda e terceira geragcao, mais especificos,
eficazes e menos toxicos (142). Os farmacos de segunda geragéo (Tabela 1) incluem o
fadrozol e o imidazol, mais potentes que a aminoglutetimida mas menos especificos (144,
145). Relativamente ao tamoxifeno o fadrozol € menos eficaz (135, 146). Estudos de

relagédo estrutura-actividade foram realizados para o desenvolvimento de inibidores mais
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potentes a partir de derivados benzil-azol do fadrozol (147). A molécula letrozol foi o
resultado deste estudo e permitiu encontrar um inibidor de aromatase bastante potente e
totalmente selectivo (11).

Os compostos tipo || mais usados séo os de terceira geracao, anastrozol e letrozol
(148, 149). Ao contrario do exemestano, inibidor tipo |, estes ligam de forma reversivel a
aromatase. Modelos moleculares mostram que estes compostos apresentam uma
estrutura que permite uma ligacdo ao local activo da enzima e impedem, assim, a
formagéo de estradiol (17, 18). Os inibidores nao esterdides, em comparagdo com 0s
esteroides, parecem ser menos especificos para a aromatase e podem inibir outras
hidroxilagbes mediadas pelo P450 como acontecia com a aminoglutetimida (143). No
entanto, os mais recentes inibidores nao esteréides sdo bastante potentes, mais
especificos e como ndo interactuam tdo significativamente com outras enzimas
apresentam poucos efeitos secundarios e baixa toxicidade (12). O letrozol tem sido
referido como o |A ideal para uma combinagéo terapéutica com agentes que inibem as vias
de sinalizacao por factores de crescimento envolvidas na resisténcia hormonal. A eficacia do
letrozol tem vindo a ser estudada com vérios inibidores de transducdo de sinal, com
diferentes mecanismos de acc¢do, incluindo anticorpos monoclonais contra a familia de
receptores HER, inibidores do receptor tirosina cinase e de inibidores de vias de sinalizacao
(150, 151).

6.2.2. Inibidores esteroides da aromatase

A estratégia do uso de compostos que competem directamente com o substrato
natural, a androstenediona, para o local activo da enzima, resultou no desenvolvimento
de esterdides, tal como a testolactona, que sdo analogos de androgénios e que ligam
competitivamente ao local activo da enzima (152). Modificagdes estruturais posteriores na
molécula esterdide resultaram nas geragbes futuras de |As esterdides (Figura 11) que
apresentam as caracteristicas basicas da androstenediona com varios tipos de
substituicbes em diferentes posicdes dos carbonos que constituem o suporte principal da
molécula (153).

Estudos experimentais, em 1977, demonstraram que o 4-hidroxiandrostenediona
(4-OHA) ou formestano é um potente inibidor da aromatase, sendo o primeiro inibidor
selectivo da aromatase disponivel, apresentando beneficios em doentes que
apresentaram uma recidiva com tamoxifeno (12, 154). Este composto actua ndo s6 por
inibicdo rapida competitiva mas, também, por inactivacdo da enzima, efeito este que é de
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longa duragdo ou irreversivel (155). Estudos em ratos revelaram que é eficaz na
supressao dos niveis de estrogénio nos ovarios e na regressdo dos tumores mamarios
(154). Ao contrario do tamoxifeno, o 4-OHA n&o tem efeito estrogénico noutros tecidos,
tais como no utero de rato, e mostrou inibir ainda a sintese estrogénica em tecidos
periféricos em primatas ndo humanos (156). O formestano é bem tolerado (157), é
administrado por via intramuscular devido ao intenso metabolismo hepatico (158). O
composto esterdide de terceira geragéo introduzido na clinica foi o exemestano, um
inactivador da aromatase (159). Este farmaco causa um decréscimo acentuado nos
niveis estrogénicos no plasma e urina (160, 161).

Estes compostos, analogos de androgénios, devem muitos dos seus efeitos
secundarios a natureza esterbide (161). Estes compostos s&o convertidos pela
aromatase em intermediarios reactivos, com uma ligacao forte ou irreversivel a enzima,
sendo estes farmacos considerados “inibidores suicidas” (142, 162). Quando ligam ao
local activo sao alterados pelos efeitos cataliticos da enzima e convertidos em compostos
reactivos que se ligam covalentemente e alteram irreversivelmente a acgdo enzimatica
(17). Como se ligam ao local activo, estes inibidores sdo bastante especificos e tém
efeitos prolongados como resultado da inactivacdo da enzima. Assim, a presenca
continua do farmaco nédo é necessaria e a probabilidade de efeitos toxicos é menor (12).
A accao destes compostos é limitada pelo tempo e se a terapia se mostrar ineficaz os
niveis de estrogénio voltam ao normal com a suspenséo do tratamento. Estes inibidores
da aromatase reduzem os niveis de estrogénio sem afectar outras hormonas esteroides,
e devido a sua especificidade estdo associados a um menor numero de efeitos

secundarios e menor morbilidade.

7. Efeitos da terapia endécrina na proliferagcao e morte celular

O estrogénio funciona como um promotor critico do tumor, pelo que bloquear os
seus efeitos &€ uma estratégia importante. Este efeito pode ser reduzido por bloqueio do
RE ou por inibicao da aromatase (87). Os mecanismos através dos quais os estrogénios
podem causar cancro da mama, incluem, a ligacdo do estradiol (E,) ao receptor de
estrogénio (RE) que induz a activagéo e transcricdo de genes envolvidos na proliferagéo
celular e o aumento de divisdes celulares, podendo, assim, induzir um aumento no
numero de mutacbes (16). Existem duas formas de reduzir a proliferacdo celular, ou
através da retencdo do ciclo celular e/ou por indugdo de morte celular. Esta pode ser

induzida por apoptose, necrose e morte por autofagia.
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A apoptose é um processo de morte celular altamente organizado. Trata-se de um
processo, de inducdo da propria morte, que ocorre em processos fisiolégicos como, na
morfogénese e renovagdo de células durante o tempo de vida e em processos
patoloégicos. A apoptose ocorre segundo duas vias, a extrinseca ou dos receptores de
morte e a intrinseca ou mitocondrial (163). A apoptose pode ser iniciada por varios
estimulos, como, sinais de desenvolvimento, stress celular e interrup¢éo do ciclo celular.
Varios factores chave envolvidos na regulagédo, coordenagdo e desenvolvimento da
apoptose estdo identificados. Entre eles, a familia de proteinas Bcl-2, que apresenta um
papel decisivo na regulagdo, como inibidores ou promotores da apoptose. Muitas das
alteracdes morfoldégicas que ocorrem durante a apoptose, como, condensagédo de
cromatina, fragmentagéo nuclear e “blebbing” da membrana, sao resultado da actividade
de um conjunto de cisteino-proteases, chamadas caspases (164).

Um outro tipo de morte celular, caracterizado por modificagbes morfologicas que
podem ser comuns e/ou diferentes das observadas na morte por via apoptética e que
resultam de uma forma alternativa de morte celular, € a morte por autofagia. Este tipo de
morte é induzida por via lisossomal a partir da qual as células reciclam macromoléculas e
organelos celulares. Formam um autofagossoma, que ap6s maturagdo se funde com
lisossoma e o seu conteudo é degradado por hidrolases lisossomais. De um modo geral,
estas células apresentam as mesmas alteragcdes morfolégicas observadas na apoptose,
como condensagdo e marginalizacdo de cromatina (165) e apresentam, ainda,
vacuolizagdo generalizada no citoplasma. A apoptose pode ser precedida ou até
depender do processo de autofagia.

Parece existir um “cross-talk” entre estes dois tipos de morte celular programada,
com envolvimento das proteinas da familia Bcl-2 e caspases. No entanto, os mecanismos
envolvidos nao estdo perfeitamente esclarecidos (164). Alguns SERMs, como, o
tamoxifeno, e SERDs, como o fulvestrant, induzem morte celular por apoptose em células
de cancro da mama estrogénio-dependente (166). Existem também relatos, de que o
fulvestrant e raloxifeno, promovem a formag&o de espécies reactivas de oxigénio (ROS),
que estdo associadas a libertagcdo do citocromo ¢ mitocondrial, que induz a apotose
dependente das caspases (166). Apesar de estes estudos indicarem que este tipo de
farmacos induzem apoptose, foi também demonstrado que o tamoxifeno induz morte
celular por autofagia em células MCF-7 (167). Em relagdo aos IAs ainda poucos estudos
estdo publicados relativamente aos efeitos destes compostos no ciclo celular € nos
mecanismos de morte celular. Mas, relativamente ao letrozol, anastrozol e formestano, foi
demonstrado que estes causam o bloqueio do ciclo celular na transicdo Go/G1 e morte

por apoptose numa linha celular dependente de estrogénio (164). Estudos recentes do
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nosso laboratério demonstraram que inibidores da aromatase derivados da
androstenediona induziam também retencdo do ciclo celular na fase Go/G1, mas, ao
contrario dos anteriores induziam morte por autofagia na linha celular MCF-7aro (13).

O “cross-talk” entre as vias de sinalizacdo de RE e do receptor 1 do factor de
crescimento tipo insulina (IGFR1) apresenta uma fun¢éo crucial no desenvolvimento
normal da mama, e também na iniciagdo, manutencéo e progressao do cancro da mama
(168). A combinagdo do bloqueio de accao de estrogénio e a regulagcdo das vias de
sinalizagédo pelo IGFR1, aparece como uma forma de evitar a progressédo de cancro da
mama. De facto, um estudo que combina um IA com um inibidor selectivo da via de
sinalizagdo pelo IGFR1, em duas linhas celulares de cancro da mama, MCF-7aro e
T47D/Aro, demonstrou uma inibigcdo sinergética da proliferagédo e indugéo de apoptose
(169).

De acordo com tudo o que foi referido, é natural concluir que uma melhor € mais
aprofundada compreensdo, dos diferentes mecanismos de morte celular inerentes a
terapia endécrina, pode conduzir & descoberta de novas estratégias para promover a

morte de células cancerigenas.

8. Compostos testados neste estudo

Nos ultimos anos foram sintetizados varios I1As com base na estrutura do
substrato natural da aromatase, a androstenediona. De acordo com estudos de Relacéo
Estrutura-Actividade (REA) a presencga de determinadas caracteristicas quimicas no anel
A e D da estrutura esterdide parece ser determinante para a actividade anti-aromatasica
dos compostos. De facto, a planaridade no anel A e na zona de fusado entre os aneis A e
B, bem como a presenca de um grupo carbonilo na posicdo 3 e de insaturagcdes no
nucleo esterdide, sio referidos como requisitos para actividade destas substancias. Por
outro lado tem sido referido que no anel A poucas modifica¢cdes sao permitidas (154). Foi,
ainda, demonstrado que a existéncia de um grupo 17B-hidroxilo ou 17-carbonilo, era
importante para assegurar a actividade anti-aromatasica.

Assim, com base no composto 5a-androst-3-eno-17-ona (3a) (Figura 12),
desenhado, sintetizado e testado anteriormente pelo nosso grupo de investigagéo, foi

estudado também o seu analogo 5a-androst-2-eno-17-ona (18) contendo a dupla ligagcéo
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entre os carbonos C-2 e C-3 em vez da dupla ligacdo existente entre os carbonos C-3 e
C-4 de 3a (Figura 13).

Tl

3a 3b
So~androsta-3-eno-17-ona androsta-4-eno-17-ona

Figura 12. Compostos base para sintese de inibidores da aromatase.

A nivel do anel A e tendo por base a estrutura de um outro potente inibidor da
aromatase, o composto androst-4-eno-17-ona (3b) (Figura 12), descrito por Numazawa e
colaboradores (170), foram feitas outras modificagbes na posigédo C-3. Para além de ser
introduzido um grupo hidroxilo nesta posi¢do, foi também estudado o efeito que a
estereoquimica 3a e 3B deste grupo causava na capacidade de inibicdo dos compostos.
Neste sentido, foram preparados os epimeros, 3a-hidroxiandrosta-4-eno-17-ona (19) e
3B-hidroxiandrosta-4-eno-17-ona (20), exibindo, respectivamente, estereoquimica 3a ou
3B (Figura 13).
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5o-androsta-2-eno-17-ona  3a-hidroxiandrosta-4-eno-17-ona  3B-hidroxiandrosta-4-eno-17-ona
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21 24 25
3B-hidroxiandrosta-4-eno-17f-yl acetato  So-androsta-3-eno-17-tiona 3a,17pB-dihidroxi-4-androsteno

Figura 13. Novos compostos sintetizados e testados.
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Por outro lado, Numazawa e colaboradores demonstraram que o grupo carbonilo
em C-17 seria necessario para o estabelecimento de uma ligacéo forte entre a enzima
aromatase e o0s analogos esteréides da androstenediona (171). No entanto, outros
autores referem que a sua modificacdo apenas induz uma ligeira redugéo da actividade
anti-aromatasica (171, 172).

Assim, e de forma a investigar os efeitos da substituicdo deste grupo e tendo
como base os mesmos compostos ou seja, a 5a-androsta-3-eno-17-ona (3a) e a
androsta-4-eno-17-ona (3b), foram sintetizados novos esteréides com substituicbes do
grupo carbonilo em C-17, por um grupo acetato, um grupo tiona, ou um grupo hidroxilo
dando origem respectivamente aos compostos, 3B-hidroxiandrosta-4-eno-17p-yl acetato
(21), 5a-androsta-3-eno-17-tiona (24) e 3a,17p-dihidroxi-4-androsteno (25) (Figura 13).

9. Objectivo

O cancro da mama é a principal causa de morte relacionada com cancro em
mulheres. Entre todas as opgdes de terapia endécrina o tamoxifeno tem sido considerado
0 “gold standard” nos ultimos trinta anos, no entanto, € frequente o aparecimento de
efeitos adversos e resisténcia ao longo do tratamento, o que conduziu ao avango na
investigagdo e desenvolvimento de novos compostos. Entre estes, os |As de terceira
geracdo, merecem destaque visto que, sdo a terapia mais indicada segundo as linhas
orientadoras clinicas, em mulheres pés-menopausicas com cancro da mama estrogénio-
dependente. No entanto, o uso de IAs estad associado a alguns efeitos secundarios,
como, dislipidemias, artralgias, dores musculoesqueléticas, eventos cardiovasculares e
reducdo da densidade mineral 6ssea. Apesar de os |As serem uma terapia bastante eficaz,
a resisténcia “de novo” e adquirida permanece um problema, pelo que a pesquisa de novas
moléculas continua com o intuito de alcangar substancias mais especificas, eficazes e
com menor espectro de efeitos colaterais.

Assim, e tendo como base dois compostos com capacidade anti-aromatasica, que
resultaram de modificagbes na estrutura do substrato natural da aromatase, a
androstenediona, foram sintetizados seis novos compostos esteréides com modificagbes
nos aneis A e D. Com este trabalho pretende-se avaliar a que nivel as substituicoes
introduzidas alteram a “performance” dos compostos e comprometem a sua capacidade
de inibicdo da aromatase, quer em microssomas de placenta quer numa linha celular de

cancro da mama transfectada com o gene da aromatase (MCF-7aro).
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Por outro lado, o modo como os IAs actuam a nivel das células cancerigenas n&o
esta perfeitamente esclarecido. Pretende-se, ainda, avaliar os efeitos biolégicos dos
novos inibidores mais potentes, a nivel da proliferacédo celular e indugéo de morte celular,
usando a linha celular MCF-7aro. Pois, o conhecimento do mecanismo através do qual os
IAs induzem morte e diminuicdo da proliferacdo celular, pode conduzir a compreensao

das vias envolvidas na regressao de tumores da mama.
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Capitulo I

Parte Experimental
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Materiais e Métodos

1. Materiais

Meio de cultura Eagles’s (MEM), soro bovino fetal (SBF), L-glutamina, antibiético-
antimicético 100x (10 000 unidades/ml penicilina G soédica, 10 000mg/ml sulfato de
estreptomicina e 25mg/ml anfotericina B), geneticina (G418) e tripsina foram fornecidos
por Gibco Invitrogen Co. (Paisley, Scotland, UK). Azul de Tripano, testosterona, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), fosfato dinucleotido nicotinamida adenina (forma
reduzida) (NADPH), dimetilsulfoxido (DMSO), carvao, piruvato de sodio, dextrano,
formestano (4-OHA) e Hoechst 33258 foram comprados a Sigma-Aldrich Co. (St.Louis,
MO, USA). Androstenediona e timidina tritiadas foram fornecidas pela Perkin-Elmer
(Boston, MA, USA). O corante Giemsa foi adquirido a Merck (Damnstadt, Germany). O
meio de montagem Vectashield foi fornecido por Vector Laboratories, Inc. (Burlingame,
CA 94010, USA). A mistura de liquido de cintilagdo Universol foi comprada a ICN
Radiochemicals (Irvine, CA, USA). O reagente Bradford foi adquirido a Bio-Rad (Bio-Rad
Labs, Munich, Germany), os filtros do cell harvester foram comprados a Molecular
Devices (Sunnyvale, CA, USA) e o Kit da Anexina V foi a Bioiosciences Pharmingen (San
Diego, CA, USA).

2. Preparacgao de microssomas de placenta

Os microssomas da placenta foram obtidos como descrito por Yoshida e Osawa
(173) com algumas modificacdes. Apds colheita, a placenta humana, obtida com
consentimento, foi colocada em tampao KH,PO, a 67 mM (pH 7.4) contendo 1% cloreto
de potassio. O tecido do cotiledone foi separado e homogeneizado com o Polytron com o
tampao KH,PO, contendo 0.25 M de sacarose e 0.5 mM de ditioteitrol (DTT, 1:1, w/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 5000 g durante 30 min. O sobrenadante foi
centrifugado duas vezes a 20000 g durante 30 min e a 148000 g durante 45 min,
formando um pellet com microssomas. Estes foram lavados e ressuspendidos em tampéo
KH,PO, com 0.25 M de sacarose, 20% de glicerol, 0.5 mM DTT e armazenados a -80°C.
Todos os procedimentos foram realizados entre 0-5°C. O teor proteico foi avaliado pelo

método de Bradford, usando a albumina de soro bovino (BSA) como padréo.
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3. Ensaio aromatase

A actividade da aromatase foi medida com base nos estudos de Thompson e
Siiteri e Heidrich e colaboradores, com modificacdes (29, 174). A actividade da
aromatase foi avaliada medindo a *H,0 libertada da [1B-*H]androstenediona durante o
processo de aromatizagao. Todos os compostos testados foram dissolvidos em DMSO e
diluidos em tampao KH,PO, a 67 mM (pH 7.4). Para o ensaio de “screening”, foram
usados 20 ug de proteina dos microssomas, 40 nM [1B-*H] androstenediona (1 uCi), e 2
MM dos novos esteréides, num volume final de 1 ml. A reacgéo catalisada pela aromatase
teve inicio com a adicdo da forma reduzida de NADP (NADPH 150 pM). Para a
determinacgéo do ICso, a mistura de reacgéo continha 20 ug de proteina, 40 nM (1 pCi) de
[1B-3H] androstenediona e diferentes concentragdes dos compostos (0,0625 - 2 uM). As
incubacgdes foram realizadas a 37°C com agitagcdo durante 15 minutos. Para terminar a
reacgao adicionou-se 250 pl de acido tricloroacético a 20%. A mistura foi transferida para
tubos de microcentrifuga contendo um pellet de carvdo/dextrano, e apds agitacao foi
incubada durante uma hora, a temperatura ambiente. Ap6s centrifugagdo a 14000 g
durante 10 min, 1 ml de sobrenadante foi transferido para novos tubos com
carvao/dextrano, agitados e incubados 10 min, a temperatura ambiente. Apds nova
centrifugagdo a 14000 g durante 10 min retiraram-se 700 pl de sobrenadante de cada
amostra, contendo a agua tritiada, e adicionaram-se 3 ml de liquido de cintilagdo. A
contagem foi realizada num contador de cintilagdo Beckman (LS6500 Beckman Coulter
Inc., Fullerton, CA). Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado e os resultados
representam pelo menos trés experiéncias independentes.

Para a preparacdo de pellets de carvao activado, colocou-se em tubos de
microcentrifuga 1 ml de solugéo de carvéo activado a 5% e dextrano a 0.5% em tampéo
KH,PO, a 67 mM pH 7,4, centrifugou-se a 14000 g durante 10 min e, ap6s a remog¢ao do

sobrenadante, o pellet foi seco a temperatura ambiente.

4. Culturas celulares

A linha celular de cancro da mama, MCF-7, receptor de estrogénio positivo (RE+),
transfectada com o gene da aromatase placentaria humana (MCF-7aro) foi cedida pelo
Prof. Shiuan Chen (Beckman Research Institute, City of Hope, Duarte, CA, USA). As

células foram mantidas com meio de cultura Eagle’s (MEM) com sais de Earl, 1 mM de
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piruvato de sédio, 2 mM de glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina-anfotericina B,
700 ng/ml de G418 e 10% de SBF inactivado, em 5% CO, a 37°C. O meio de cultura foi
mudado a cada trés dias. Apds atingir 80 a 90% de confluéncia, as células foram
destacadas com 0,25% tripsina/1 mM EDTA durante 1 min a temperatura ambiente,
lavadas com PBS e meio de cultura com 10% de SBF, para inactivar a tripsina.
Centrifugou-se a 1200 g durante 10 min e as células foram ressuspendidas em meio de

cultura.

5. Preparagao de soro bovino fetal tratado com carvao e sincronizagao das

células

Para remocao dos esteroides, o SBF (500 ml), foi incubado com carvéo activado
(8 g) durante 24 h a temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo a 4000 g, durante
15 min para separar o carvao do soro. O sobrenadante foi esterilizado através de um filtro
de acetato de celulose com um tamanho de poro de 0.22 um.

Com o objectivo de eliminar a interferéncia de esteréides presentes no SBF bem
como os efeitos estrogénicos do vermelho de fenol (175), quatro dias antes de iniciar as
experiéncias, as células MCF-7aro foram transferidas para meio livre de E,, constituido
por meio MEM sem vermelho de fenol, com 5% de soro bovino fetal inactivado,
previamente tratado com carvéo (SBFC), 1 mmol/L de piruvato de sédio, 2 mmol/L de

glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina-anfotericina B.

6. Ensaio aromatase em células

A actividade da aromatase foi determinada através da quantificagcdo de agua
tritiada libertada, de acordo com o método de Thompson e Siiteri, usando [1B-*H]
androstenediona como substrato (actividade especifica 24.7 Ci/mmol) (29). A avaliacao
de actividade da aromatase por este método foi previamente validada por um ensaio com
produto isolado descrito por Zhou e colaboradores (176). As células apds confluéncia séo
tripsinizadas, lavadas com PBS e cultivadas, na densidade de 1x10%/pogo em placas de
24 pocgos, em meio sem soro contendo os inibidores em diferentes concentragdes (10, 25,
50 uM), 50 nM de [1B-*H] androstenediona e 500 nM de progesterona (usada para inibir a

5a-redutase que também consome o substrato androgénio) e incubadas durante uma
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hora, em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. A reaccdo enzimatica foi terminada apés
adigéo de 300 pl de &cido tricloroacético a 20%. A mistura foi transferida para tubos de
microcentrifuga com pellet de carvao/dextrano, incubada a temperatura ambiente durante
uma hora, e centrifugada a 15000 g durante 10 min. Retirou-se o sobrenadante para
outro tubo de microcentrifuga com pellet de carvao/dextrano, para absorver qualquer
vestigio de substrato marcado nao reactivo. Incubou-se durante 30 min a temperatura
ambiente e centrifugou-se a 15000 g durante 10 min. Retirou-se 200 pl do sobrenadante,
adicionou-se 3 ml de liquido de cintilacdo e procedeu-se as contagens num contador de
cintilagéo (LS6500 Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA).

Para extracgcdo das proteinas, as células foram incubadas com 500 pl de NaOH
0.5 N, durante a noite, a temperatura ambiente, com agitagéo. O teor proteico foi avaliado
pelo método de quantificagdo de proteinas da Bio-Rad, de forma a normalizar a
radioactividade determinada. O formestano a 0,5 yM foi utilizado como um inibidor de
referéncia. Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados representam

pelo menos trés experiéncias independentes.

7. Estudos da morfologia celular

As alteragbes morfologicas foram analisadas por microscopia de contraste de fase
e pela coloracdo de Giemsa. As células foram cultivadas em Iaminas de 8 pog¢os, huma
densidade de 6x10* células/pogo, os compostos (10-50 uM) foram adicionados ap6s 24 h
e incubadas durante 2, 3 e 6 dias. Para a coloragcao de Giemsa e ap6s lavagem com PBS
a 37°C, as células foram fixadas com metanol a temperatura ambiente, durante 20 min.
Apos fixagdo, as células foram incubadas com o corante de Giemsa, diluido em PBS (1:2)
durante 30 min, lavadas com agua corrente e, apos secagem, as laminas foram
montadas com DPX. As células foram observadas ao microscépio Eclipse E400 (Nikon,
Japan) equipado com o software de analise de imagem Leica Qwin.

Para avaliar a morfologia nuclear utilizou-se a coloragdo com Hoechst 33258. As
células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido a 4% (diluido em PBS)
durante 20 min. Apds lavagem as células foram incubadas com 0,5 mg/ml de Hoechst
33258 em PBS durante 20 min a temperatura ambiente, lavadas com PBS e montadas
em Vectashield. A morfologia nuclear foi analisada no microscopio de fluorescéncia
(Eclipse E400, Nikon, Japan), equipado com um filtro de excitagdo com um maximo de

transmiss&o a 360/400 nm, e processada no software de imagem da Nikon ACT-2U.
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8. Estudos de proliferagao

Para o estudo da proliferacdo foi utilizado o ensaio da incorporacdo da [*H]-
timidina. Trés dias antes de se iniciar a experiéncia, as células MCF-7aro cultivadas em
meio standard MEM foram transferidas para meio MEM sem vermelho de fenol com SBF
a 5% pré-tratado com carvao para, como referido anteriormente, evitar a interferéncia de
esterdides presentes no SBF, e os efeitos estrogénicos do vermelho de fenol (175). As
células MCF-7aro foram cultivadas na densidade de 2.5x10* células/pogo, em placas de
96 pocgos, em meio suplementado com 1 nM de testosterona, que foi usada como
substrato da aromatase. Ao fim de 24 h, as células foram incubadas com diferentes
concentragdes dos compostos (10, 25, 50 uM). As incubagdes foram mantidas durante 2-
6 dias. O meio e as solugdes dos compostos foram mudados a cada trés dias. A [*H]-
timidina (0.5 uCi) foi adicionada a cada pogo 8 horas antes de terminar o respectivo
tempo de incubacgéo. Depois de ciclos de congelacado/descongelagcéo, as células foram
recolhidas, com um aparelho semi-automatico de colheita de células, Cell harvester
(Skatron Instruments, Norway). Os filtros contendo o DNA foram colocados em tubos de
cintilacado e adicionados de 1 mL de liquido de cintilagcdo. A [*H]-timidina incorporada foi
determinada num contador de cintilagdo (LS6500 Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA).
Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados representam pelo menos trés

experiéncias independentes.

9. Estudo da viabilidade e morte celular

Para este ensaio foi utilizado o Kit Anexina V. Esta molécula apresenta grande
afinidade para a fosfatidilserina, um fosfolipido que se localiza no folheto externo da
membrana citoplasmatica das células em apoptose. A dupla marcagdo com Anexina V-
PE e 7-amino-actinomicina D (7-AAD) permite identificar e quantificar as células viaveis
(anexina V/7-ADD"), as células apoptdticas (anexina V*/7-ADD’) e as células necroéticas
(anexina V*/7-ADD").

As células da linha celular MCF-7aro foram cultivadas numa densidade celular de
7x10° em frascos de 25 cm® em meio de cultura contendo 1 nM de testosterona com ou
sem inibidores a diferentes concentragdes (10-50 uM) durante 3 e 6 dias para o estudo
de viabilidade e 3 dias para a analise da morte celular. As células ndo aderentes foram
recolhidas e as aderentes foram tripsinizadas e lavadas. A contagem de células viaveis
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foi efectuada em camara de Neubauer usando o azul de tripano, como corante vital. Para
cada situacdo todas as células recolhidas (ndo aderentes e aderentes) foram
ressuspendidas e marcadas com 7-AAD diluido em PBS ou com tampao de ligagdo de
Anexina V contendo 5 pl de 7-AAD e 5 pl de Anexina V-PE durante 15 min & temperatura
ambiente. A morte celular foi avaliada num FACS Calibur (San José, CA, USA) baseado
na aquisi¢do de 20000 eventos. Os detectores forward scatter (FSC) e side scatter (SSC)
foram colocados em escala linear, enquanto os detectores de fluorescéncia FL-1, FL-2 e
FL-3 foram colocados em escala logaritmica. Para cada experiéncia foram efectuados os
ajustes nas compensacgbes respectivas. Apds a aquisi¢do, foi efectuada a analise dos

resultados obtidos usando o programa CellQuest Pro.

10. Analise Estatistica

Os resultados apresentados sdo expressos em média + erro padrdo da média
(SEM). Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizada a analise da variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni para permitir multiplas comparagbes no
software GraphPad Prism 5. Os valores de p<0,05 foram considerados como

estatisticamente diferentes.
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Capitulo Il

Resultados
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Resultados

1. Avaliagao da inibicao da actividade da aromatase em microssomas e na

linha celular MCF-7aro

A inibicdo da actividade da aromatase pelos compostos esteroides, sintetizados
com modificagdes nos anéis A e D foi avaliada em microssomas de placenta humana, por
um método radiométrico, no qual a agua titriada libertada do substrato, [1B8-*H]
androstenediona, pela acgéo da aromatase foi usada como um indice de formagéo de
estrogénio. Os resultados do ensaio de “screening” sdo apresentados como a
percentagem de inibicdo de todos os compostos na concentragédo de 2 uM, relativamente
ao ensaio na auséncia do inibidor (Figura 14). O inibidor da aromatase 4-
hidroxiandrostenediona (formestano), um potente inibidor da aromatase usado
clinicamente, com uma capacidade de inibicdo de cerca de 99%, foi utilizado como

composto de referéncia.

100 -
Compostos Inibigao %
= 80- 2 M
= 18 72,05 +4,00
E 60 19 63,08+2,16
S 20 93,14+3,5
o 21 11,96+8,12
T 40+
= 24 24,67+2,83
% 25 5,05+2,37
< 204
F 99,65+0,16
0-

c 18 19 20 219 24 25 F
Concentragdo (M)

Figura 14. Inibicdo da actividade da aromatase pelos novos compostos esteroides. Para
este ensaio foram usadas as concentra¢des de 40 nM [1B-°H] androstenediona, 20 ug de proteina
de microssomas de placenta humana, 2 yM de inibidor, com tempo de incubag¢édo de 15 min. Os
resultados foram comparados com um controlo na auséncia de inibidor. Os ensaios foram
realizados em triplicado e os resultados representam a médiatSEM de pelo menos trés
experiéncias independentes realizadas em triplicado. O formestano foi usado como composto
inibidor de referéncia.

Na concentragdo de 2 pM, os compostos 18 e 20 demonstraram ser os mais
potentes, com uma capacidade de inibicdo de cerca de 72,05%, e de 93,14%
respectivamente. O composto 19, com um hidroxilo com estereoquimica o, ou seja um
epimero em C-3 do composto 20, apresenta uma redugéo na actividade anti-aromatasica
(63,08%). Do mesmo modo, a substituicdo do atomo de oxigénio do grupo carbonilo no

anel D, no composto 3a, por um atomo de enxofre, no composto 24, induziu uma
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diminuicdo acentuada da inibicdo da actividade (24,67%). A substituicdo do grupo
carbonilo nos aneis D nos compostos 19 e 20 por um grupo hidroxilo (composto 25) ou
por um grupo acetato (composto 21) resultou na diminuigdo drastica da actividade anti-
aromatasica, apresentando uma actividade muito reduzida de cerca de 5,05% e de 11,96
%, respectivamente.

Para os compostos com uma capacidade de inibigdo superior a 60%, foram
determinados os ICsy. Os valores de ICsy dos compostos encontram-se apresentados na
Figura 15. O composto 20 mostra ser o composto mais potente entre os compostos
analisados nestes ensaios, com um ICs de 0,06 uM. O composto 18, que em relagéo aos
inibidores base 3a e 3b, tem a dupla ligacao em C-2 em vez de C-3 e C4, apresenta uma
redugdo acentuada na actividade anti-aromatasica, comparativamente a estes, com um
ICs0 de 0,743 uM. Refira-se que 3a e 3b apresentam ICs, da ordem de 0,225 uM e 0,06
MM (10, 170). O composto 19, um epimero do composto 20 em C3, apresenta um valor
de 0,9 uM para o ICs, revelando a preferéncia pela estereoquimica 33 do grupo hidroxilo

para uma melhor ligagéo a enzima.
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Figura 15. Avaliagao da inibicao da aromatase em microssomas de placenta humana. Para o
ensaio de determinagéo do IC 5o, foram usados, 20 ug de proteina dos microssomas, 40 nM [1B-
3H] androstenediona (1uCi), e concentrages entre 0,0625 e 2 uM dos compostos esterdides. O
formestano a 0,5 pM foi utilizado como composto referéncia. Os resultados foram comparados
com um controlo. Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados representam pelo
menos trés experiéncias independentes.

A actividade dos compostos esterdides 18 e 20 foi, ainda avaliada nas células
MCF-7aro (Figura 16). Esta linha celular é considerada um bom modelo para andlise de
inibidores da aromatase, em cancro da mama, pois expressa elevados niveis de
aromatase. Ambos os compostos apresentam uma actividade anti-aromatasica

dependente da concentragdo. Tal como observado a nivel dos microssomas, os
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resultados obtidos para esta linha celular indicam que o composto 20 é o composto mais
potente. No entanto, mostraram também, como seria de esperar, uma actividade superior
nos microssomas de placenta relativamente a linha celular de cancro de mama.
Obtiveram-se os valores de 5,15 e de 0,8 yM para o ICsy dos compostos 18 e 20,

respectivamente.
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Figura 16. Avaliagdo da inibigcao da actividade da aromatase em células MCF-7aro.

O grafico representa a inibicdo da actividade da aromatase pelos novos compostos esterdides
modificados no anel A, C18 e C20. A actividade da aromatase foi medida pelo ensaio radiométrico
e os resultados sdo representados relativamente a percentagem de agua tritiada libertada em
relagdo ao controlo. O formestano foi utilizado como inibidor de referéncia. Os resultados
representam a média de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em triplicado.

2. Estudos morfologicos

De forma a avaliar as possiveis alteragbes morfolégicas induzidas, pelos
compostos 18 e 20 as células MCF-7aro foram cultivadas com e sem compostos na
presenca de 1 nM de testosterona durante 2, 3 e 6 dias. As células foram analisadas por
microscopia de contraste de fase e coradas pela coloragdo de Giemsa e de Hoechst. Nas
células controlo, tratadas s6 com testosterona, ndo se observaram alteragbes durante os
varios periodos de incubacao (Figura 17,18,19, 20), tendo o0 mesmo acontecido para as

células sujeitas ao tratamento com as varias concentragdes ao fim de 48h.
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Contraste Fase

Figura 17. Alterag6es morfolégicas das células MCF-7aro tratadas com o composto 18.
Células controlo tratadas com 1 nM de testosterona (A, E); células tratadas com 10 pyM (B, F), 25
MM (C, G) e 50 uM (D, H) durante trés dias. Condensagdo de cromatina indicada por (=) e
“blebbings” membranares por (®). Ampliagc&o original (x400).
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As alteracbes observadas ao fim de trés e seis dias mostraram, para o composto
18, a presenca de condensacido de cromatina e formacédo de “blebbings” membranares
em algumas células a 10, 25 e 50 uM (Figura 17). Observou-se ainda, alguma
vacuolizagéo do citoplasma, ao fim de seis dias de incubacao para as doses de 25 e de
50 uM (Figura 18).

Figura 18. Efeitos do composto 18 na morfologia celular avaliados pela coloragdo de
Giemsa. As células MCF-7aro foram incubadas na auséncia (A) ou na presencga de 10 uM (B), 25
MM (C) e 50 uM (D) em meio com 1 nM de T durante seis dias. A coloragdo de Giemsa mostra que
algumas células tratadas com 25 yM apresentam condensacado de cromatina (4m). A 25 e 50 uM
observa-se vacuolizagdo do citoplasma (—). Ampliagao original (x400).

Para o composto 20, as alteragbes morfologicas induzidas ndo s&o tao evidentes,
tendo-se observado também condensacdo de cromatina e formacgéo de “blebbings” de
membrana, essencialmente para as concentracdes de 25 e 50 uyM ao fim de trés e seis
dias (Figura 19 e 20). Para o composto 20 observou-se, ainda, uma ligeira vacuolizacdo

do citoplasma para as concentragbes de 25 e 50 yM ao fim de seis dias.
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Contraste Fase

Figura 19. Alterag6es morfologicas das células MCF-7aro tratadas com o composto 20.
Células controlo tratadas com 1 nM de testosterona (A, E); celulas tratadas com 10 uM (B, F), 25
MM (C, G) e 50 yM (D, H) durante trés dias. Condensagdo de cromatina indicada por ( 4m) e
“pblebbing” membranar por (). Ampliacao original (x400).
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Figura 20. Efeitos do composto 20 na morfologia celular avaliados pela coloragdo de
Giemsa. As células MCF-7aro foram observadas na auséncia (A) ou na presenca de 10 uM (B),
25 yM (C), 50 uM (D) em meio com 1 nM de testosterona, durante seis dias. A 25 e 50 uyM
observa-se uma ligeira vacuolizagédo do citoplasma (—). Condensacgéo de cromatina indicada por
(4m). Ampliagdo original ( x400).

As alteragées morfolégicas, como condensagao de cromatina, sugerem um efeito
dependente da concentracdo e também do tempo de exposigcdo. A alteragdo da
membrana denominada por “blebbing” & visivel aos trés dias para os compostos 18 e 20
em todas as concentragdes, enquanto a vacuolizagao do citoplasma s6 é observada para
as concentragdes mais elevadas e ao fim de seis dias.

A coloracdo de Hoechst foi usada para confirmar as alteragbes nucleares
observadas nas concentragbes mais elevadas na coloragcdo de Giemsa aos trés e seis
dias. Observou-se um ligeiro aumento do numero de células com condensagdo de
cromatina para o composto 18 (Figura 21) para as concentragdes de 25 e 50 yM. Para o
composto 20 (Figura 22) observou-se, em comparagédo com o composto 18 um menor

numero de células com estas alteragbes.
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Figura 21. Alterag6es da morfologia nuclear das células MCF-7aro tratadas com o composto
18 observadas pela coloragao de Hoechst. Auséncia (A, E) ou na presenga de 10 uM (B, F),

25 uM (C, G) e 50 uM (D, H) em meio com 1 nM de testosterona durante trés e seis dias.

A condensacéao de cromatina € indicada por (—). Ampliagao original (x400).
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N

Figura 22. Alteragoes da morfologia nuclear das células MCF-7aro tratadas com o composto
20 observadas pela coloragido de Hoechst. Auséncia (A, E) ou na presencga de 10 uM (B, F),

25 uM (C, G) e 50 uM (D, H) em meio com 1 nM de testosterona durante trés e seis dias.

A condensacao de cromatina € indicada por (—). Ampliagao original (x400).
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3. Analise da viabilidade, proliferacao e morte celular

Para analisar o efeito dos compostos na proliferacdo das células MCF-7aro, foi
realizado o ensaio de incorporacdo de [*H]-timidina. De acordo com os resultados
apresentados na Figura 23, estes compostos induzem uma diminui¢cdo da proliferagéo
celular que & s6 dependente da concentracdo, obtendo-se um perfil de inibigdo
semelhante para os diferentes tempos de incubacéo (2, 3 e 6 dias). De notar que o
composto 18 parece ser mais eficaz que o composto 20, embora sé para as doses de
50uM.

A B
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= -T- B 25uM - ok
P . o sowm g %0 :
g ¥ ¥ E EX 3
S 60+ S 60
= =
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Figura 23. Efeito dos inibidores 18 e 20 na sintese de DNA. As células MCF-7aro foram
cultivadas durante 2, 3 e 6 dias, em meio com 1 nM de testosterona na auséncia ou na presenca
do composto 18 (A) e do composto 20 (B). Células cultivadas em meio apenas com testosterona
representam o maximo de proliferagédo celular e foram consideradas como controlo. Os compostos
induzem um decréscimo na proliferacdo celular, avaliado pela incorporagdo de timidina tritiada,
dependente da dose. Os resultados representam pelo menos trés experiéncias independentes e
todos relativos a ensaios em ftriplicado. Os resultados sdo expressos em médiatSEM. As
diferengas significativas em relacdo ao controlo sdo conotadas como ***(p<0,001),
**(p<0,01),*(p<0,05).

Dado que ocorria uma diminuicado da proliferagdo foram analisados os efeitos dos
compostos a nivel da viabilidade celular por citometria de fluxo usando o corante vital, 7-
amino-actinomicina (7-AAD), para permitir a identificacdo de células viaveis/apoptéticas
(7-ADD") e de células necroticas (7-ADD”). Para este ensaio foram usadas as mesmas
concentragdes dos compostos e os mesmos tempos de incubagéo utilizados para a
avaliacdo do efeito na proliferagdo celular. O tratamento das células com os inibidores,
para 3 e 6 dias, resultou num aumento do numero de células 7-ADD" a partir da
concentracdo de 25 uM (p<0,001) para o composto 18, enquanto, para o composto 20,
este aumento s6 se verificou aos 50 uM (para os 3 dias p<0,001 e para os 6 dias p<0,05)
(Figura 24).
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Figura 24. Efeito dos compostos 18 e 20 na viabilidade celular. As células MCF-7aro tratadas
com os compostos 18 (A) e 20 (B) apresentam um aumento na marcagdo com 7-AAD para as
doses mais elevadas em comparagao com as células controlo. Os resultados estdo expressos em
percentagem de células 7-AAD", e sdo representativos de trés experiéncias independentes
realizadas em duplicado.Os resultados s@o expressos em médiatSEM. As diferencas
significativas, relativas ao controlo, sdo conotadas como ***(p<0,001), **(p <0,01), *(p<0,05).

O tipo de morte celular induzida por estes compostos foi avaliado por citometria de
fluxo através da marcagéo da anexina V-PE, que permite analisar a translocagao dos
residuos de fosfatidilserina para a camada externa da membrana celular, que ocorre
quando as células iniciam um procesoo apoptético. A marcagdo com a anexina foi
realizada em associacdo com o corante 7-ADD, para identificar as células viaveis
(Anexina V-PE/7-AAD"), apoptoticas (Anexina V-PE'/7-AAD") ou necroéticas (Anexina V-
PE/7-AAD"). Esta analise foi realizada a partir da aquisicdo de 20 000 células dentro da
regido R1 (Figura 25).
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Figura 25. Regides seleccionadas para analise de viabilidade celular e apoptose (R1 e R2).

Enquanto as células MCF-7aro n&o tratadas (controlo) apresentavam uma
percentagem de 5,6% de ligagdo a anexina (Figura 26), nas células tratadas com o
inibidor 18 a 10 e 25 puM observou-se s6 um ligeiro aumento (6,4 e 6,6%,
respectivamente). No entanto, a concentragdo de 50 pM induziu um aumento acentuado,
de cerca de 5 vezes (27,9%). O composto 20, apresentou um comportamento idéntico,
observando-se um aumento de ligagéo a anexina V-PE, para a concentragdo de 50 uM
(16,9%) em comparagdo com o controlo (4,9%) n&do téo significativas como para o
composto 18. Para as concentragbes inferiores o numero de células anexinaV-PE

positivas era idéntico ao controlo.
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Figura 26. Marcagao das células MCF-7aro, com Anexina V-PE. As células MCF-7aro foram
tratadas com o composto 18 (A, B, C) e 20 (D, E, F) nas concentragbes de 10, 25 e 50 pM,
respectivamente e apods trés dias de cultura, foram marcadas com Anexina V-PE e 7-AAD e
analisadas por citometria de fluxo. Nos histogramas estao referidas as percentagens de células
AnexinaV-negativas e positivas sem ou com tratamento com os compostos. Os histogramas
representados a vermelho correspondem aos resultados obtidos para o ensaio controlo. Os
ensaios foram realizados em duplicado e os resultados representam pelo menos duas

experiéncias independentes.
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Capitulo IV

Discussao e Conclusoes
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Discussdo e Conclusoes

O cancro da mama é a forma mais comum de cancro em mulheres, em todas as
idades e em todo o mundo. Os estrogénios apresentam um papel importante no
crescimento e desenvolvimento do cancro da mama hormono-dependente. Assim,
estratégias que inibam os efeitos destas hormonas s&o uma boa opc¢ao terapéutica. Em
mulheres pés-menopausicas sdo propostas varias hipoteses de tratamento, tais como o
uso de SERMs, SERDs e IAs. Recentemente os IAs de terceira geragdo surgem como
uma opg¢ado cada vez mais instituida em mulheres pds-menopdausicas. Estes IAs tém
demonstrado ser mais eficazes e apresentado menos efeitos secundarios que o
tamoxifeno, considerado nestes ultimos 30 anos como o “gold standard” para o
tratamento do cancro da mama estrogénio-dependente. No entanto, a terapéutica com
IAs apresenta complicagdes graves tais como, a reducdo da densidade mineral 6ssea e
um aumento do risco de fracturas. A pesquisa de novas moléculas como potenciais |1As
pode contribuir para aprofundar o conhecimento das interac¢des dos inibidores com a
enzima, originando dados importantes para a relagdo estrutura-actividade e para a
sintese de novos IAs mais potentes e especificos. Por outro lado, ainda nao de conhece
totalmente o modo como os IAs actuam nas células cancerigenas nem 0s mecanismos
celulares que levam ao aparecimento de resisténcias.

Assim, este trabalho pretende investigar os efeitos bioldgicos de seis novas
moléculas esterdides como potenciais inibidores da aromatase. Estes foram desenhados
com modifica¢cdes no anel A e D, tendo por base dois compostos, o composto 5a-androst-
3-eno-17-ona (3a) e o composto androst-4eno-17ona (3b), derivados da
androstenediona. O primeiro composto foi, como ja referido, sintetizado e testado pelo
nosso grupo de investigacéo (10) enquanto o segundo foi estudado por Numazawa e col.
(170). Ambos mostraram ser potentes inibidores da aromatase em microssomas de
placenta, com ICso de 0,225 e 0,06 uM, respectivamente.

Os estudos de relacao estrutura-actividade descritos, demonstram a existéncia de
algumas caracteristicas quimicas, nos aneis A e D da estrutura esterdide, determinantes
para a actividade anti-aromatasica dos compostos. De facto, a planaridade do anel A e,
especialmente, da fusdo entre o anel A e B e a esteroquimica 5a sao fundamentais para
se observar inibicdo (10, 171, 177-179). A existéncia de um grupo hidroxilo ou carbonilo
em C-17 (86) é também importante para assegurar a actividade anti-aromatasica.

A capacidade de inibicdo da aromatase dos seis compostos foi testada em
microssomas de placenta humana. Os resultados obtidos demonstraram que os

compostos 18 e 20 eram os mais potentes. O composto 18 contem uma dupla ligacao C-

53



Inibidores da Aromatase e Cancro da Mama

2/3 em vez da C-3/4 do composto 3a. A troca de posicdo da dupla ligacdo ndo se
mostrou favoravel, uma vez que a capacidade de inibicdo reduziu de 95,9% (10), para
72,05%.

Os compostos 19 e 20, resultam de alteragées no composto 3b, que mostrou ser
um potente inibidor (170). Os compostos 19 e 20 sdo epimeros exibindo respectivamente
estereoquimica 3a e 33. O composto 20 mostra ser mais potente com cerca de 93,14%
de inibicdo da actividade da aromatase, enquanto o composto 19 apresenta uma inibicao
de cerca de 63,08%. Este resultado revela que o grupo hidroxilo em posigéo 3 favorecera
a actividade inibitéria da aromatase devido, provavelmente, a uma melhor interaccao da
enzima com o grupo com esta estereoquimica do que com 0 mesmo grupo posicionado
em 3a.

Os compostos 21 e 25, resultam de substituigdes em C-17 nos compostos 20 e 19
respectivamente. Para o composto 21 o grupo carbonilo em C-17 foi substituido por um
grupo acetato o que resultou numa reducao drastica da capacidade de inibi¢ao, visto que,
de 93,14% de inibicdo do composto 20, se obteve apenas 11,96%. Para o composto 25 o
grupo carbonilo foi substituido por um grupo hidroxilo o que também resultou na
diminuicdo radical da capacidade de inibicdo da enzima (5,05%). O composto 24 ao
contrario do composto 21 e 25 resultou de uma modificacdo no composto 3a, a
substituicdo do grupo carbonilo em C-17 por um grupo tiona, demonstra uma reducao
muito acentuada da capacidade de inibicdo deste composto (24,67%) que é bastante
inferior ao composto de origem. No entanto, esta baixa actividade pode ser devida a
alguma instabilidade quimica do composto.

De facto, a substituicdo do grupo carbonilo em C-17, no anel D, por outros grupos,
entre 0s quais o grupo acetato, hidroxilo e tiona, como os agora estudados, altera
drasticamente a capacidade de inibicado da aromatase. Estes resultados estdo de acordo
com estudos prévios desenvolvidos pelo nosso grupo (180) em que mostraram a
importancia do grupo carbonilo em C-17.

A partir deste estudo inicial, determinou-se o ICs, dos compostos mais potentes,
18, 19 e 20, em microssomas de placenta. O composto 20 demonstrou maior capacidade
de inibicdo, com um ICs, de 0,06 uM, seguido do composto 18 (0,743 uM). A capacidade
de inibicdo destes compostos foi posteriormente estudada num sistema de células em
cultura, ou seja, na linha celular de cancro da mama MCF-7 transfectada com o gene da
aromatase (MCF-7aro). Os compostos 18 e 20 demonstraram uma diminui¢do da
capacidade de inibigdo da aromatase neste sistema, tendo como valores de ICso 5,15 €
0,8 uM, respectivamente. A linha celular MCF-7aro possui elevadas quantidades de

aromatase podendo assim explicar os valores superiores aos obtidos a nivel dos
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microssomas de placenta, um sistema onde a aromatase se encontra mais disponivel
para a ac¢ao do inibidor. Outros estudos também comprovaram estas observac¢des com
outros compostos esterodides neste sistema (13, 180, 181).

Os efeitos dos compostos 18 e 20 foram ainda avaliados a nivel da proliferacéo e
morte celular. A linha celular de cancro da mama MCF-7aro expressa a aromatase em
quantidade suficiente para estimular a proliferagéo celular através da aromatizagéo da
testosterona a estradiol. A testosterona estimula o crescimento celular das células MCF-
7aro em concentragdes que chegam a um valor minimo de 1 nM, e que se encontram
dentro da concentracao fisiologica média para esta hormona. Os compostos 18 e 20
provaram que para além de serem potentes inibidores da aromatase, também inibem a
acgao proliferativa da testosterona em células MCF-7aro de uma forma dependente da
dose e independente do tempo, ja que o perfil de inibicdo, aos 3 e 6 dias, € semelhante
com o aumento das concentragées.

A diminuicdo da proliferacdo observada pode estar associada a reten¢ao do ciclo
celular ou a indugcdo de morte celular. Esta foi demonstrada pela redugéo na
percentagem de células viaveis que se observa com marcagédo 7-AAD. Com este estudo
também se observou um aumento da morte celular, dependente da dose, induzindo o
composto 18 maior percentagem de células 7-AAD-positivas, principalmente na
concentragdo de 50 uM, logo apés 3 dias de tratamento. De forma a esclarecer o
mecanismo de morte celular induzido por estes compostos foi também efectuada a
marcagao com anexina-V, a qual reflecte a morte por apoptose, dado que marca os
residuos de fosfatidilserina expostos na camada externa da membrana, uma das
caracteristicas de apoptose. No entanto, s6 na concentracdo de 50 yuM ocorre um
aumento significativo na percentagem de células ligadas a anexina-V, especialmente
para o composto 18. Para concentragdes inferiores a 50 yM a ligagdo é similar a
verificada para o controlo. Estes estudos s&o preliminares pelo que carecem de mais
experiéncias, sobretudo com outros tempos de incubac¢do. De qualquer modo, estes
resultados sugerem que o composto 18 apesar de menos potente a nivel de actividade
anti-aromatasica € mais eficaz na indugdo de apoptose e provoca um aumento do
numero de células 7-AAD-positivas o que sugere também uma maior toxicidade a nivel
celular. Embora nido se tenha estudado o efeito a nivel do ciclo celular, sabe-se que
alguns |As induzem retengéo de fase Go/G1 do ciclo celular (13), o que podera também
explicar em parte os nossos resultados ao nivel da diminugéo da proliferacao.

Os compostos 18 e 20 induzem, para além da inibicdo da proliferacao e indugéo
de morte celular, alteragdes morfologicas tipicas de apoptose, como, condensacédo de

cromatina, “blebbings” membranares, e, ainda, vacuolizagéo, caracteristica da morte por
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autofagia. Recentemente, no nosso labotratorio foram também obtidas alteragbes
semelhantes para outros compostos esteroides (13). Em varios estudos in vivo e in vitro
(182) verifica-se que a diminuicdo de estrogénicos e tratamento com tamoxifeno (166)
fulvestrant e alguns inibidores da aromatase (164) induzem apoptose em células de
cancro da mama. No entanto, outros autores referem ainda que o tamoxifeno induz morte
por autofagia na linha celular MCF-7 (167). Assim, parece que diferentes vias de morte
celular programada podem ser induzidas por inibidores da aromatase, podendo ocorrer
interacgdes entre estes dois tipos de morte. Contudo, a base molecular que promove a
troca entre estas, ainda ndo se encontra definida. Varios autores, apontam para um
eventual “cross-talk” entre a morte por apoptose e autofagia, sugerindo que a apoptose
pode ser precedida e pode mesmo depender da autofagia (183) ou a autofagia pode
antagonizar e atrasar o processo apoptético (165). Na verdade, para além de
caracteristicas comuns, existem factores que parecem intervir nestes dois tipos de morte,
como é o caso das proteinas da familia Bcl-2 e a caspase-9 (184).

Em sintese, para compreender o0 mecanismo de acgéo dos IAs a nivel molecular é
essencial ter em consideracdo as modificagcdes estruturais € 0 modo como condicionam a
ligagéo ao local activo da aromatase. Os resultados obtidos poder&do contribuir para o
desenvolvimento de novas moléculas com diferentes modificagdes estruturais, que
apresentem forte capacidade de inibicdo e menos efeitos secundarios. Por outro lado,
poderdo, ainda, elucidar o modo de accao dos IAs tipo esterdide a nivel da inducédo da
morte celular programada por apoptose e/ou autofagia, permitindo desta forma uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na regressdo de tumores de mama

estrogénio-dependentes.
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