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Resumo 
 

Os estrogénios são necessários para o normal crescimento e desenvolvimento de 

vários tecidos, no entanto, também são responsáveis pela promoção de certos tumores, 

entre os quais, o da mama. A aromatase é a enzima que catalisa a última etapa na 

biossíntese de estrogénios sendo um bom alvo terapêutico. A descoberta dos inibidores 

da aromatase (IAs) resultou da investigação e avaliação da interacção dos substratos 

naturais com o local activo da enzima. Devido à maior eficácia e melhor perfil de 

toxicidade os IAs estão a substituir a monoterapia com tamoxifeno, que era o tratamento 

adjuvante endócrino “gold standard” na maioria das doentes pós-menopáusicas. No 

entanto, apesar da eficácia e potência também apresentam efeitos secundários e episódios 

de resistência “de novo” e adquirida, o que justifica a pesquisa de novos IAs mais eficazes e 

selectivos. Neste trabalho foram testadas seis novas moléculas esteróides desenhadas a 

partir de dois compostos com actividade anti-aromatásica comprovada, desenvolvidos com 

base na androstenediona, o substrato natural da aromatase. Estudos de actividade anti-

aromatásica permitiram avaliar a influência das alterações introduzidas, quer no anel A, com 

a modificação na posição das insaturações e a estereoquímica em C-3, quer no anel D, com 

a substituição do grupo carbonilo em C-17 por novos grupos funcionais. Após um ensaio de 

“screening” em sistemas microssomais placentários, 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 nível da proliferação e morte celular. Os IAs 18 e 20 diminuem a proliferação celular 

e induzem morte de modo dependente da dose. O composto 20 revelou uma maior potência 

de inibição da actividade da aromatase, no entanto, é com o composto 18 que se verifica um 

efeito mais evidente a nível de morte celular por marcação com corante vital 7-AAD e com 

anexina-V-PE, um marcador de apoptose. Estas observações foram acompanhadas por 

alterações morfológicas como, “blebs” de membrana, condensação de cromatina e 

vacuolização citosólica sugerindo a intervenção de processos de apoptose e autofagia. Os 

resultados deste trabalho contribuem para o estudo das modificações estruturais mais 

favoráveis à inibição da aromatase e permitem elucidar sobre o tipo de morte celular induzida 

por compostos esteróides inibidores da aromatase. 

 

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

morte celular. 
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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 (AIs) 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 AIs 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 AIs. 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 AIs 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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I. Introdução 

1. Incidência e factores de risco 
 

O cancro da mama é a principal causa de morte relacionada com cancro em 

mulheres em todo o mundo (1). É a doença mais comum em mulheres na maioria das 

regiões desenvolvidas ou em desenvolvimento apresentando cerca de um milhão de 

novos casos por ano (2, 3). Afecta 10-12% da população 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 

incidência anual a nível mundial resulte em 1,35 milhões de novos casos em 2010 (2).  

Em Portugal, entre os anos de 1990 e 2002 observou-se uma inversão na 

tendência crescente da mortalidade associada ao cancro da mama, havendo uma 

diminuição de cerca de 2% por ano para mulheres com idades compreendidas entre os 

35 e os 74 anos (5). No entanto, e apesar dos avanços no diagnóstico e tratamento, 

alguns problemas persistem, relacionados com a prevenção, diagnóstico, progressão e 

recorrência do tumor, tratamento e resistência à terapia. É difícil contornar todos estes 

problemas visto que o cancro da mama não é uma única doença, mas, um conjunto 

heterogéneo de subtipos associados a diferentes manifestações clínicas. Entender esta 

diversidade é a chave para o desenvolvimento de intervenções alvo a nível da prevenção 

e do tratamento (6).  

A investigação progrediu significativamente nas últimas décadas o que resultou 

num avanço na compreensão da doença e desenvolvimento de novas terapêuticas, mais 

eficazes e menos tóxicas. A difusão de informação, os avanços médicos e a crescente 

atenção e tomada de consciência das pessoas, conduziu a diagnósticos precoces que, 

geralmente, permitem uma regressão completa do tumor ou mesmo a cura. No entanto, 

com as novas opções de tratamento disponíveis, os clínicos deparam-se com a difícil 

tarefa de escolher a terapia mais adequada para cada doente [1]. 

O cancro da mama pode ser estrogénio-dependente ou estrogénio-independente. 

Os tumores sensíveis a hormonas, são definidos como aqueles em que a expressão dos 

receptores de estrogénio ou progesterona se encontra acima de um limite detectável pré-

estabelecido (7). Doentes com expressão inferior a este valor estabelecido são 

considerados receptor hormonal negativo ou independente (8).  

Os estrogénios são necessários para o normal crescimento e desenvolvimento de 

vários tecidos, no entanto, também são responsáveis pela promoção de certos tumores, 

na próstata, no endométrio e, especialmente, na mama. De facto, 30 a 50% dos cancros 

da mama são estrogénio-dependente, e a sua regressão pode ser alcançada com a 

diminuição dos níveis séricos e tecidulares de estrogénio. A maior incidência de cancro 
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da mama verifica-se em mulheres pós-menopáusicas, aquelas em que a função dos 

ovários e o controlo hipofisário de produção de estrogénios cessaram (9, 10).  

São muitos os estudos que sugerem que a exposição a estrogénios aumenta o 

risco de cancro da mama, aumentando, assim, o risco com a persistência 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 menstruação, da primeira 

gravidez e da menopausa, consumo de álcool, obesidade, exposição a estrogénios 

exógenos, como terapia de substituição hormonal e uso de contraceptivos orais (11). Os 

químicos, presentes no ambiente, que afectam o sistema endócrino do organismo, 

também são 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 história familiar é um factor de risco 

determinante, que implica factores hereditários (6).  

A relação entre estrogénios e cancro da mama sugere que estratégias anti-

estrogénio apresentam grande potencial como agentes terapêuticos (12). De facto, 

terapias hormonais revelaram-se como importantes ferramentas no tratamento de cancro 

da mama estrogénio-dependente (13). Assim, diminuir os níveis de estrogénio, por 

inibição da sua síntese, ou bloqueando a expressão genética mediada por estes, são as 

primeiras hipóteses de terapia em doentes com cancro da mama estrogénio-dependente 

(14). Em particular a inibição da enzima envolvida na síntese de estrogénios, a 

aromatase, é eficaz, contribui com sucesso para reduzir a mortalidade associada a 

cancro da mama, em doentes pós-menopáusicas, é acessível a nível monetário, é 

administrada por via oral e apresenta poucos efeitos secundários e menor toxicidade que 

outros tratamentos (12). Nos últimos anos, vários inibidores da aromatase, foram 

sintetizados e estudados. No entanto, as interacções específicas com o local activo da 

enzima ainda não são totalmente conhecidas. Actualmente, em parte devido aos efeitos 

secundários e ao aparecimento de resistências a outras opções de tratamento, a inibição 

da aromatase, é uma hipótese terapêutica de primeira linha que requer avaliação da 

eficácia, da potência, dos efeitos secundários e da toxicidade de novos compostos 

inibidores desta enzima. 
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2. Síntese de Estrogénios 
 

Existe um conjunto de evidências epidemiológicas e experimentais de que os 

estrogénios estão envolvidos na etiologia do cancro da mama. Actualmente considera-se 

que a biossíntese local de estrogénios, especialmente em mulheres pós-menopáusicas, 

tem um papel importante na patogénese e no desenvolvimento de cancro da mama 

hormono-dependente e a sobre-expressão de enzimas com papel regulador parece estar 

associado ao desenvolvimento de patologia mais agressiva e ao aumento de recorrências 

a curto e médio prazo (15).  

Os mecanismos através dos quais os estrogénios podem causar cancro da mama, 

incluem, a ligação do estradiol (E₂) ao receptor de estrogénio (RE) que estimula a 

transcrição de genes envolvidos na proliferação celular e o aumento de divisões 

celulares, o que pode conduzir a erros na replicação do DNA aumentando, assim o 

número de mutações. Por outro lado, o estradiol pode ser convertido em compostos 

genotóxicos (16), durante a metabolização, formando aductos de DNA, e que na 

ausência de reparação de DNA, induzem o aparecimento de mutações que podem estar 

na base de cancro da mama (17, 18). Por outro lado, estudos comprovam que a síntese 

de estrogénios através da aromatase, enzima que intervém na última etapa da síntese 

dos estrogénios, do tecido tumoral, estimula o crescimento do tumor quer de uma forma 

autócrina quer parácrina (19).  

Os locais de síntese de estrogénios diferem nas mulheres pré e pós-

menopáusicas. Antes da menopausa a actividade no ovário é a principal responsável 

pelos níveis de estrogénios circulantes, que variam de acordo com o ciclo menstrual (18, 

20). A síntese periférica assume maior importância em mulheres pós-menopáusicas 

quando a biossíntese ovárica cessa, no entanto, nesta altura o ovário ainda produz 

quantidades substanciais de androgénios que podem ser usados como substrato para 

síntese de estrogénios em locais periféricos, como o tecido adiposo que é o local mais 

importante, músculo e fígado. O córtex adrenal, tal como o ovário pós-menopáusico, 

produz precursores androgénicos e pequenas quantidades de estrogénios (21-25). 

Assim, estes precursores esteróides (C19) em circulação, disponíveis para reacção de 

aromatização em locais extragonadais, são um factor determinante na incidência de 

cancro (26). Apesar da quantidade de estrogénios sintetizada perifericamente ser baixa, 

as concentrações locais nos tecidos são elevadas e exercem influência biológica local 

(27). No tecido mamário e endométrio existe outra via que controla a síntese e a 

inactivação dos estrogénios, a via das sulfatases, através da acção 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

      
Figura 1. Biossíntese de estrogénios a partir do colesterol. 
3βHSD:3β-desidrogenase hidroxiesteróide, 17βHSD:17β-desidrogenase hidroxiesteróide. 

 

A síntese de estrogénios, tal como de outras hormonas esteróides, inicia-se a 

partir da molécula de colesterol e é controlada pela actividade de várias moléculas 

altamente selectivas como enzimas do citocromo P 450, desidrogenases esteróides e 

redutases (Figura 1). Os androgénios mais importantes são a androstenediona, a 

dihidroepiandrostenediona (DHEA) e a sulfato-dihidroepiandrostenediona (DHEAS). As 

hormonas DHEA e DHEAS estão presentes na circulação em concentrações superiores 

às encontradas para hormonas sexuais esteróides activas, constituindo um reservatório 

de precursores que estão disponíveis para a conversão em estrogénio em vários locais 

periféricos. O colesterol, esterol de 27 átomos de carbono, sofre uma sequência de 

conversões, na qual, parte da cadeia lateral do anel D é removida, originando esteróides 

de 21 átomos de carbono, progestagénios e corticóides. Posteriormente a cadeia lateral 

do anel D é completamente eliminada, dando origem a esteróides com 19 átomos de 

carbono, androgénios e, por fim, o grupo metil, entre o anel A e o anel B é removido, 

originando esteróides de 18 átomos de carbono, ou seja os estrogénios. Com a remoção 

do grupo metil, o anel A passa a aromático, o que justifica o nome da enzima que catalisa 

a reacção, a aromatase (18, 29, 30). Esta enzima liga-se ao C-19 dos substratos 

androgénicos, testosterona e androstenediona, e catalisa a sua conversão 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 acção é fundamental, para avaliar a sua influência no 

cancro da mama estrogénio-dependente e uma base para o desenvolvimento de novas 

terapias. O 17β-estradiol (E₂) regula o crescimento e diferenciação celular, e vários 

processos fisiológicos, na mama, no tecido ósseo, fígado, cérebro e sistema 

cardiovascular (33-35). Muitos genes regulados pelo estrogénio são importantes para a 

proliferação celular, inibição da apoptose, promoção de angiogénese, estimulação de 

invasão das células tumorais e respectiva metastização (36).  

O RE é uma proteína maioritariamente nuclear, que apresenta organização 

estrutural e funcional comum a outros receptores nucleares (37). Este receptor pode 

também estar localizado a nível da membrana citoplasmática. Os receptores de 

estrogénio pertencem à classe I dos receptores nucleares (RN), tal como outros 

receptores esteróides, nomeadamente os receptores dos glucocorticóides, dos 

mineralocorticóides, de androgénio e da progesterona (38), da vitamina D e do ácido 

retinóico (33).  

Os efeitos do E₂ são mediados pelos RE que existem em duas isoformas, RE-α e 

RE-β. A expressão destes dois tipos de RE não é igual em todos os tecidos (Figura 2). O 

gene humano do RE-α encontra-se no cromossoma 6 e o gene do RE-β no cromossoma 

14, o que demonstra que são codificados por genes diferentes, que são distintos e 

apresentam várias isoformas (39). O ambiente celular em que o cancro da mama se 

desenvolve apresenta, geralmente, elevados níveis de RE-α e baixos de RE-β. A função 

do RE-β permanece um tema controverso (40) pois, alguns estudos referem que 

antagoniza a acção do RE-α (41), ou revelam vários mecanismos que fundamentam um 

efeito anti-proliferativo, enquanto outros relacionam os seus baixos níveis com resistência 

ao tamoxifeno (42). Por outro lado, tem ainda sido descrito um aumento na relação entre 

RE-α/RE-β no cancro da mama quando comparado com tecidos normais ou tumores 

benignos (43, 44), o que sugere que o RE-α está mais associado à carcinogénese, 

enquanto o RE-β parece ter um efeito protector contra a actividade mitogénica dos 

estrogénios em lesões pré-malignas (45). Assim, o uso de um agonista deste tipo pode 

resultar em benefícios posteriores, quando combinado com antagonistas dos RE-α (33). 
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Figura 2. Distribuição de RE-α e RE-β no organismo humano. 
  Adaptado de Pearce e Jordan (33). 

 

Os RE apresentam uma expressão específica de tecido, com sobreposição na 

distribuição em alguns tecidos. O RE-β é mais expresso na próstata, tecido ósseo, 

ovários (células da granulosa), pulmões, e em várias zonas do sistema nervoso central e 

periférico, enquanto o RE-α tem expressão predominante na hipófise, ovários (células da 

teca e intersticiais), útero, fígado, rins, glândulas adrenais e mamárias (46-48).  

Os receptores partilham domínios estruturais comuns, classificados de A a F. O 

domínio A/B contém a função de activação 1 (AF1), uma função de activação constitutiva 

localizada no terminal amina e está envolvido na activação da transcrição de genes. Este 

é um dos domínios menos conservado entre RE-α e RE-β, apenas com 30% de 

identidade (41). O domínio C, ou de ligação ao DNA (DBD), é a região 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 domínio D desempenha um papel na dimerização e ligação a 

chaperões, tem apenas 30% de homologia entre receptores e contem o sinal de 

localização nuclear. A região E ou domínio de ligação ao ligando (LBD), contem a função 

de activação 2 (AF2) enquanto o domínio F regula o processo de transcrição. Ao 

contrário da AF1, a AF2 é uma função cuja activação depende do ligando. Os domínios 

Cérebro: REα, REβ 

Sistema cardiovascular :         
REα, REβ 

Tractogastrointestinal: 
REα, REβ 

Tracto urogenital: REα, REβ           
Útero: REα dominante                        
Próstata: REβ dominante 

Osso: REα, REβ 

Mama: REα, REβ 

Fígado: REα 
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E/F dos RE-α e RE-β exibem uma sequência de homologia de 53%, apresentando 

diferenças na especificidade de ligação a ligandos (33). O elevado grau de divergência na 

sequência sugere que os RE podem ter funções distintas, no que concerne à regulação 

genética e à resposta biológica e podem contribuir para a actividade selectiva dos 

estrogénios em diferentes tecidos alvo (49). 

 

 

4. Vias de sinalização intracelular 
 

O RE funciona como um factor de transcrição ligando-dependente promovendo a 

expressão de vários genes (36) associados à proliferação e sobrevivência de células do 

cancro da mama e à progressão 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-apoptótico Bcl-2 (38, 50, 51), e o factor pró-angiogénico de crescimento 

vascular endotelial (VEGF) (52, 53). 

O RE actua através de dois mecanismos distintos: genómico e não genómico 

(Figura 3). A via genómica ou NISS (sinalização esteróide iniciada no núcleo) pode 

ocorrer segundo duas formas, clássica e não-clássica. Na ausência de estrogénio, o RE 

mantém-se inactivo na forma de molécula monomérica ligado a chaperões. Na via 

clássica, o estrogénio liga ao LBD do receptor e induz várias modificações, como, 

alterações conformacionais, fosforilações, dissociação de proteínas chaperões e homo ou 

heterodimerização (48). O dímero RE liga a zonas de DNA localizadas na região do 

promotor, os elementos de resposta ao estrogénio (ERE), induzindo o recrutamento de 

co-activadores e respectiva transcrição de genes envolvidos na proliferação celular e 

sobrevivência, simultaneamente, diminui a activação de genes com efeitos pró-

apoptóticos ou anti-proliferativos e o efeito final é a estimulação do crescimento (54, 55). 

Ao contrário da via clássica, na via não-clássica o RE pode influenciar genes de 

transcrição sem a sequência ERE, regulados por outros factores de transcrição que ligam 

a sequências de DNA alternativas (56, 57). O RE interactua com estes factores de 

transcrição, estabiliza a ligação directa ao DNA e, assim, promove a transcrição de 

genes.  

Estas vias induzem transcrição apenas se as AF1 e/ou AF2 se encontrarem 

activadas. A AF2 é activada apenas na presença de ligando, ao invés da AF1 que na 

ausência de estrogénio é activada através da fosforilação de resíduos específicos de 

serina, seguida da activação de vias de cinases, como, p42/p44 (MAPK), fosfatidilinositol 

3 cinase (PI3K), proteína cinase B (AKT) e p38 (MAPK) (58, 59). Estas vias cinásicas são 
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activadas por factores dos receptores de crescimento (GFR), como IGFR1. A fosforilação 

do RE por cinases dependentes de GFR é um componente essencial da regulação e 

função do RE (60).  

 

 

 
 
Figura 3. Vias de sinalização do receptor de estrogénio: NISS (sinalização esteróide iniciada 
no núcleo) e MISS (sinalização esteróide iniciada na membrana). Via clássica: O estrogénio, 
devido à sua natureza esteróide, tem capacidade de difundir passivamente através da membrana 
citoplasmática e ligar ao RE. O RE activado liga, na forma de dímero e na presença de co-
activadores, a uma sequência 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 
não-clássica: o RE activado liga a outros factores de transcrição como, Fos (F) e JUN (J), que se 
ligam a diferentes sequências 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 dímero, coopera com 
receptores de factores de crescimento (GFR) e activa vias de transdução de sinal AKT e MAPK, 
conduzindo a activação genética. Adaptado de Zilli e col. (61). 
 

A via não genómica, é um mecanismo muito mais rápido que o genómico. 

Inicialmente independente da transcrição genética, é mediado pelo RE de membrana 

pelo que é também denominado de MISS (sinalização esteróide iniciada na membrana) 

(62). O RE de membrana encontra-se ligado à face interna da membrana plasmática 

através de moléculas lipídicas como a caveolina-1, flotilina-2, associado a receptores de 

membrana (IGFR, EGFR, HER2) ou a moléculas adaptadoras de sinalização como Shc 

(37). Com a ligação do estrogénio ao RE, este liga-se na forma de dímero a proteínas 

adaptadoras (63, 64), o que induz activação de receptores de factores de crescimento, 
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cinases citoplasmáticas e moléculas de sinalização (53, 65). As cinases fosforilam o RE e 

seus co-reguladores o que resulta na activação da transcrição nuclear conduzida pelo RE 

(66). Assim, pode concluir-se que as vias genómica e não genómica do RE são 

complementares e podem até actuar de forma sinergética. A via não genómica é 

dependente e regulada por proteínas co-reguladoras e é influenciada pelas vias de 

transdução de sinal que actuam no ambiente específico de cada célula ou tumor (61).  

Os mecanismos de acção genómicos e não genómicos parecem ser 

complementares, existindo várias interacções entre estas formas de sinalização. Estudos 

recentes sobre os RE abrem novas perspectivas para a acção destes no cancro da 

mama. Realçam, ainda, o papel do “cross-talk” entre RE e as vias de sinalização do 

receptor do factor de crescimento epidérmico EGFR (HER1) /HER2 como um possível 

responsável pelo desenvolvimento de resistência a terapias endócrinas (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Integração da sinalização genómica e não genómica do RE e “cross-talk” entre os 
receptores dos factores de crescimento e a activação de cinases na resistência endócrina. 
E2-estrogénio, N-núcleo, Tam-tamoxifeno, ER-receptor de estrogénio, M-membrana, Shc-
molécula de sinalização intermediária, MNAR-modulador da acção não genómica 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-proteína G, MMPs-metaloproteinases, HB-EGF-heparina ligada ao 
factor de crescimento epidérmico, CoA-co-activadores, TF-factor transcrição, 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 sinalização 

genómica/não genómica, o receptor do factor de crescimento epidérmico e a via de 

activação das cinases, pode ser descrito em três etapas. Activação da via genómica com 

a ligação do estrogénio (E2) ao RE do núcleo que resulta no aumento da transcrição 

genética, incluindo genes importantes na via do receptor de factor de crescimento. O 

estrogénio pode ainda induzir activação do RE através da via de sinalização não 

genómica, actuando no receptor da membrana e/ou no citoplasma (MISS). O RE 

activado, através de interacções com moléculas sinalizadoras intermediárias, pode 

activar receptores tirosina cinase (TKRs), tais como EGFR e HER2 e o IGFR, cinases 

como c-Src e ainda receptores acoplados à proteína G (GPCRs). O que pode resultar na 

indução da actividade da via de sinalização EGFR/2. Por outro lado, as cinases activadas 

por TKR fosforilam o RE nuclear e os seus co-activadores, bem como outros factores de 

transcrição, potenciando, assim, a actividade genómica de RE, o que causa o aumento 

da expressão genética. Estes produtos genéticos aumentam a sinalização 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 activação das cinases. Na 

presença de sinalização TKR excessiva como nos tumores que sobre-expressam HER2, 

a activação da via não genómica do RE pode tornar-se mais proeminente, podendo 

conduzir a resistência endócrina através da modificação dos efeitos inibitórios do 

tamoxifeno no RE nuclear (37). Estudos que descrevem os mecanismos de resistência 

adquirida em cancro da mama focam principalmente o “cross-talk” entre RE e vias de 

sinalização por factores de crescimento que medeiam a sobrevivência e proliferação 

celulares (67). 
 

 

5. Aromatase  
 

A aromatase, um membro da família dos citocromos P450, é um complexo 

enzimático constituído pelo citocromo P450arom e pelo NADPH-citocromo P450 redutase e 

é expressa pelo gene CYP19A1 presente no cromossoma 15q21.1 (68). É uma enzima 

da membrana do retículo endoplasmático presente em vários tecidos (69).  

Em mulheres pré-menopáusicas a aromatase é expressa principalmente pelo ovário (70). 

Durante a gravidez, existe uma fonte extra de aromatase, pois a placenta expressa 

elevados níveis da enzima (71). Em mulheres pós-menopáusicas, a síntese de estrogénio 

ocorre maioritariamente em tecidos periféricos como pele, músculo, fígado e tecido 

adiposo, uma vez que a função do ovário e o controlo hipofisário já cessaram (72). No 
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homem verifica-se actividade da aromatase no músculo, tecido adiposo e testículos (73). 

Alguns estudos revelaram que a aromatase está também presente no tecido mamário 

normal e cancerígeno (74), tendo-se observado em doentes com cancro da mama, um 

nível de estrogénio nos tumores bastante superior ao sérico (75).  

A expressão do gene da aromatase é mediada por promotores específicos de 

tecido. Na placenta o promotor principal é PI.1, enquanto no ovário o promotor é o PII. Na 

mama, em tecido normal o promotor é o PI.4 e no tecido cancerígeno os promotores são 

o PI.3, PII e PI.7 (76), o que indica que ocorre uma mudança no mecanismo de regulação 

da expressão quando se passa de tecido da mama normal para tecido cancerígeno (19). 

Os promotores PI.3, PI.4, PI.6 e PI.7 também estão associados à expressão em tecidos 

não glandulares. Para além da especificidade dos promotores que estão associados à 

regulação da expressão da aromatase, outros factores estimulam a expressão desta 

enzima, como, a cinase A, cinase C, esteróides, factores de crescimento incluindo factor 

de crescimento epidérmico (EGF), factor transformador de crescimento (TGF-α e TGF-β), 

factor de crescimento de queratinócitos (KGF), interleucinas e factor de necrose tumoral 

(TNF-α) (69).  

A flavoproteína NADPH-P-450 redutase, é uma enzima ubiquitária que transfere 

electrões de NADPH para o grupo heme da citocromo P450arom (77). Esta é uma 

hemoproteína que converte androgénios esteróides com 19 átomos de carbono em 

estrogénios com 18 átomos de carbono, o passo crítico na biossíntese de estrogénios. A 

aromatização da androstenediona, o substrato de eleição da aromatase, ocorre através 

de três reacções de oxidação sucessivas (29) resultando na formação da estrona que 

contem um anel aromático. Assim, esta enzima tem funções muito importantes no 

desenvolvimento e reprodução feminina (12). A aromatização central é necessária para 

várias manifestações de comportamento sexual, respostas neuroendócrinas e de 

desenvolvimento em várias espécies (78). Substâncias 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 óssea e 

alterações no metabolismo lipídico (79) devido à redução de actividade da aromatase em 

todos os locais do organismo. Uma estratégia que iniba a expressão da aromatase 

através dos promotores do gene da aromatase associados ao cancro da mama parece 

ser uma forma eficaz de induzir a inibição selectiva da produção local de aromatase e 

consequentemente da síntese de estrogénios no cancro da mama (80).  

A estrutura da aromatase manteve-se desconhecida durante décadas. A 

investigação teórica teve como base a premissa de que a estrutura desta enzima é 

semelhante à 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 

compreensão da sequência da estrutura da aromatase (82, 83). 

 

 
Figura 5. Mecanismo de ligação da androstenediona à aromatase através do heme, hélice I, 
loop B’C e β-4 sheet. O grupo ligado ao carbono 19 está centrado sobre o átomo de ferro sofre 3 
hidroxilações. I133 e F134, localizados no loop B’-C, interactuam com o substrato através de 
forças de van der Waals, a estrutura do loop B’-C é estabilizada por pontes de hidrogénio entre E 
302 e o átomo de azoto destes dois resíduos. D309, T310 e H480 situados ao lado do anel A do 
substrato estão envolvidos na reacção de aromatização. 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 região 

central em que a homologia é mais acentuada, e que é composta por um feixe de quatro 

hélices, duas β sheets e uma região de ligação heme. Os vários modelos teóricos da 

estrutura da aromatase que foram propostos, tendo por base a estrutura das enzimas 

P450 solúveis de bactérias, apresentam só 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 reforçava o modelo computacional reportado anteriormente por Favia e 

colaboradores (84, 86). As caracteristicas moleculares da interacção do substrato, 

androstenediona, e do inibidor esteróide, 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 reacção molecular de reconhecimento substrato/droga pela 

aromatase. Este modelo mostra que o grupo C-19, que sofre três reacções de 
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hidroxilação, se encontra centrado sobre o átomo de ferro (Figura 5). Os resíduos I133 e 

F134, localizados no loop B’-C, interactuam com o substrato através de forças de van der 

Waals, e a estrutura do loop B’-C é estabilizada por pontes de hidrogénio entre E302 e o 

átomo de azoto destes dois resíduos. Os resíduos D309, T310, S478 e H480, laterais ao 

anel A estão envolvidos na reacção de aromatização. 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 ligação substrato/exemestano ao local activo da aromatase, que 

envolve a interacção com o grupo heme, o loop B’-C da aromatase e a β-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 contrário dos locais 

activos de várias enzimas P450 microssomais que metabolizam drogas e xenobioticos, a 

aromatase tem uma cavidade específica para androgénios, encaixando de forma ideal a 

molécula de androstenediona. De facto, a androstenediona liga-se pela sua superfície-β, 

orientada no sentido do grupo heme, com a cadeia de 19 carbonos a uma distância 

específica do átomo de ferro. Os resíduos hidrofóbicos e os anéis de porfirina do grupo 

heme ligam à estrutura base da molécula esteróide e formam uma cavidade com uma 

forma que é complementar à do esteróide (68).  

 

 
 

Figura 6. Estrutura da aromatase. A azul-escuro está representado o terminal N, que começa no 
resíduo 45 e a vermelho o terminal C que termina no resíduo 496. As hélices α estão marcadas de 
A a L e as cadeias β estão numeradas de 1 a 10. O grupo heme, grupo de ligação da 
androstenediona no local activo da enzima e as suas interacções polares também estão 
representadas. Adaptado de Ghosh e col. (68). 
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A obtenção da estrutura cristalina da aromatase pode contribuir para elucidar a 

base molecular da ligação específica entre androgénios e enzima e o mecanismo 

catalítico único, os quais podem permitir o desenvolvimento de inibidores da aromatase 

da próxima geração (68). 

 
 

6. Terapia endócrina 
 

O cancro da mama tem múltiplas apresentações clínicas e, com o objectivo de 

aumentar a sobrevivência sem comprometer a qualidade de vida, a terapia deve ser 

escolhida de acordo com as características 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 biológicos, com tratamentos locais 

como, cirurgia e radioterapia, de forma a obter uma combinação que permita o máximo 

benefício e menor risco de efeitos tóxicos a curto e a longo termo. 

O conhecimento mais profundo do papel dos estrogénios levou ao 

desenvolvimento de terapias endócrinas de cancro da mama (Figura 7) que visam a 

diminuição dos efeitos estrogénicos através de duas vias, a redução dos níveis de 

estrogénio ou o bloqueio da acção dos estrogénios ao nível dos RE (11). De um modo 

geral, a terapia endócrina inclui: i) moduladores selectivos dos receptores de estrogénio 

(SERMs), com actividade antagonista parcial ou total; ii) inactivadores selectivos dos 

receptores de estrogénio (SERDs) ou antagonistas puros, ligam ao RE e causam a sua 

degradação; iii) Ablação dos ovários e agonistas da hormona libertadora da hormona 

luteinizante (LHRH); iv) inibidores da aromatase; v) terapia farmacológica hormonal, com 

doses elevadas de estrogénios e progestinas (87). As formulações endócrinas 

encontram-se entre as menos tóxicas 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 à terapia endócrina. Doentes 

RE positivos (RE+), apresentam uma taxa de resposta à terapia endócrina de cerca de 

53% (88).  

Em mulheres pré-menopáusicas, a biossíntese de esteróides pode ser bloqueada 

por ablação dos ovários por cirurgia ou radioterapia e pela administração de análogos da 

hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRH), que controla a aromatase no 

ovário. Mais duas opções são válidas, como administração de anti-estrogénios ou 

SERMs, que atingem directamente o RE e impedem a ligação de hormonas e 
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consequente activação do RE, ou anti-estrogénios puros SERDs, que ligam ao RE, 

bloqueando a sua função e induzindo a destruição do receptor (89, 90).  

Em mulheres pós-menopáusicas para além dos SERMs e SERDs são também 

propostos os inibidores da aromatase de terceira geração, que reduzem a quantidade de 

estrogénios disponível para ligação ao RE (89, 91, 92).  

Um factor que condiciona a resposta à terapia endócrina é o largo espectro de tumores 

que devido aos diferentes padrões de mutação influenciam a actividade dos RE e 

reduzem a eficácia de agentes endócrinos (93). De facto, existe uma evidência crescente 

de que a complexidade do micro-ambiente do tumor, constituído por vários tipos de 

células e proteínas, tem um papel importante no desenvolvimento, progressão e resposta 

à terapia.  

 

 
Figura 7. Mecanismos de acção de estrogénios e principais estratégias de intervenção 
terapêutica. Vias que bloqueiam a acção dos estrogénios: uma com antiestrogénicos que ligam 
ao RE, outra com inibição da síntese de estrogénios, com inibidores da aromatase ou com 
agonistas de LHRH. Adaptado de [2].  
 

Apesar de toda a informação sobre as melhores estratégias terapêuticas, nem 

sempre o resultado é o ideal, pois, podem ocorrer situações de resistência à terapia 

endócrina. A resistência pode ser de dois tipos, de novo ou intrínseca, que acontece 
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quando não há resposta inicial à terapia, e resistência adquirida, em que ocorre uma 

resposta inicial ao tratamento, com aparecimento de resistências durante o tratamento 

(94). A adaptação à diminuição de estrogénios é a hipótese mais provável para 

resistência ao tamoxifeno e aos inibidores da aromatase.  

Um dos motivos para a falha na eficácia de várias terapias endócrinas, pode ser o 

facto de que em condições específicas, as vias de sinalização por factores de 

crescimento conseguem activar directamente os RE e os genes de transcrição regulados 

pelos RE na ausência de estrogénio (95). Outro motivo pode ser a sobre-expressão de 

co-activadores e redução na expressão de co-repressores. O conhecimento dos 

mecanismos através dos quais as células de cancro da mama se tornam resistentes à 

terapia endócrina, associado à disponibilidade de novos compostos que interferem com 

as vias de sinalização por factores de crescimento envolvidas na resistência à terapia 

endócrina, pode conduzir ao desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de 

cancro da mama estrogénio-dependente (96). Assim, a compreensão do mecanismo de 

resistência ao tamoxifeno pode ser útil para o estudo dos ainda pouco conhecidos 

mecanismos de resistência aos inibidores da aromatase (67).  

A escolha de um plano terapêutico deve ser baseada no conhecimento dos benefícios e 

eficácia, mas também de eventuais efeitos tóxicos agudos e a longo prazo (97). 

 

 

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

Durante as últimas três décadas, duas estratégias terapêuticas diferentes têm sido 

escolhidas para bloquear os efeitos dos estrogénios a nível dos RE, usando dois tipos de 

compostos, os moduladores selectivos dos receptores de estrogénios (SERMs) que são 

tipo-tamoxifeno ou anel-fixo, e os anti-estrogénicos puros (SERDs) (98). Os SERMs ligam 

aos RE interferindo com os processos de transcrição mediados pelo receptor, dado que 

permitem a ligação de co-repressores em vez de co-activadores (99). Os SERDs são 

antagonistas puros dos RE, pois após ligação ao receptor induzem a sua destruição. Os 

SERMs são exemplos de compostos que exibem actividade estrogénica tecido-específica 

(100). Um SERM ideal seria aquele que não teria qualquer efeito estimulador na mama e 

útero, e que bloqueasse a acção dos estrogénios nesses tecidos, mas que actuasse 

como agonista de estrogénios no osso, fígado, 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 contrário do que se verifica com os estrogénios, os antagonistas 

de estrogénios induzem uma alteração na conformação do receptor que leva a uma 

associação com complexos co-repressores o que resulta na diminuição da transcrição de 

genes (102). Os SERMs, como tamoxifeno e raloxifeno, apresentam actividade 

agonista/antagonista e podem estimular ou inibir a função do RE dependendo do tecido, 

célula ou gene em questão (57), pelo que se classificam como SERMs. 

 

 
Figura 8. Moduladores selectivos dos receptores de estrogénio. 

O raloxifeno apresenta perfil agonista/antagonista tecido-específico semelhante ao 

tamoxifeno, mas revela maior actividade agonista no osso e menos no útero, o que 

justifica a sua administração em quadros de osteoporose e osteopenia (100). Está ainda 

em avaliação a sua capacidade de prevenção a nível de cancro da mama. O tamoxifeno 

classificado inicialmente, apenas, como um anti-estrogénico não esteróide (Figura 8) 

demonstrou um efeito parcialmente agonista tipo-estrogénio (12). Este fármaco tem sido 

usado como a principal terapia hormonal em cancros da mama em estado inicial ou 

avançado (103). Recentemente o seu uso foi também alargado à terapia preventiva em 

doentes com elevado risco de contrair a doença (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 alteração conformacional 

e consequente recrutamento de co-repressores, o que bloqueia a transcrição. No útero e 

tecido ósseo a ligação ao RE activa o recrutamento de co-activadores e induz transcrição 

de genes. A terapia prolongada com tamoxifeno está associada a um aumento do risco 

de cancro do endométrio, eventos isquémicos cerebrovasculares, eventos 

tromboembólicos venosos profundos, afrontamentos e hemorragia vaginal (105). O efeito 

tóxico mais importante é o desenvolvimento de cancro do endométrio, o que pode estar 

relacionado com a indução de hiperplasia endometrial, efeito semelhante ao estrogénio e 

que pode ser considerada uma alteração pré-maligna. Os outros efeitos incluem o 
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aumento do risco de malignidade a nível gastrointestinal, alterações nos factores de 

coagulação e quistos benignos no ovário (106-108). A nível oftalmológico 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). 

 

 
 
Figura 9. Diferentes estruturas dos RE e recrutamento de co-reguladores por agonistas dos 
RE e SERMs. Com a ligação de estradiol ou SERM, o receptor sofre alteração conformacional, 
que condiciona a actividade de acordo com a natureza do ligando. A conformação do RE regula o 
recrutamento de proteínas co-reguladoras específicas de transcrição. Alguns co-activadores ligam-
se à forma activa do RE (ligação-agonista) e activam a transcrição, ao passo que co-repressores 
interagem com a ligação-antagonista do RE e inibem a transcrição. Adaptado de Deroo e Korach 
(111). 
 

Até ao momento não foram descritos efeitos teratogénicos, no entanto, doentes 

em pré-menopausa ou em idade fértil, devem ter especial atenção a nível de 

contracepção, caso iniciem tratamento com tamoxifeno. Raramente acontecem casos de 

vasculite e colestase associadas a terapia com tamoxifeno, reversíveis após suspensão 

do fármaco (112). A terapia superior a cinco anos não é recomendada porque não 

aumenta os benefícios, mas aumenta o risco de efeitos adversos, e os doentes podem 

desenvolver resistência ao fármaco pois este começa a exercer efeito agonista no tumor, 

piorando o prognóstico (113, 114). 

A terapia com tamoxifeno também aparece relacionada com efeitos estrogénicos 

benéficos, como diminuição das lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e diminuição de 

doenças cardíacas em mulheres pós-menopáusicas (115, 116). O seu uso prolongado 

preserva a densidade mineral óssea da coluna lombar em mulheres pós-menopáusicas 
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(117, 118). O tamoxifeno usado como terapia adjuvante reduz em cerca de 50% a 

incidência de cancro da mama contralateral (17), reduz recorrências e o número de 

mortes em mulheres com cancro da mama estrogénio-dependente. No entanto, o uso a 

longo prazo revela resistências e toxicidade que ameaçam a vida (119). Uma 

percentagem considerável (23-40%) de pacientes suspende a terapia com tamoxifeno 

devido a problemas de tolerância e cerca de 63% relatam episódios de reacções 

adversas (120, 121). A resistência de novo ou adquirida ao tamoxifeno ocorre muito 

frequentemente o que limita a eficácia e o uso deste composto. A via de sinalização por 

factores de crescimento, que activa as vias genómica e não genómica do RE, tem um 

papel chave no mecanismo de resistência adquirida ao tamoxifeno (37). 

Mais recentemente têm sido desenvolvidos anti-estrogénicos puros, que não 

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 acção, pode ser 

efectivo em sequência com outros agentes endócrinos (123). Este fármaco inibe 

competitivamente a ligação de estradiol ao RE, conduzindo à diminuição da dimerização 

do receptor, baixa os níveis celulares de RE e bloqueia a transcrição de genes regulados 

pelos RE, incluindo o receptor de progesterona (124, 125). 

Enquanto o tamoxifeno bloqueia apenas uma das funções de activação de 

transcrição do RE, a AF1, o fulvestrant bloqueia a AF1 e a AF2, pelo que não tem 

actividade agonista estrogénica (126). O fulvestrant além de bloquear todos os domínios 

de activação da transcrição induzida pelo RE também induz a destruição do RE (90). 

Estudos comprovaram que 41% das mulheres em que os inibidores da aromatase e o 

tamoxifeno não foram eficazes respondem ao fulvestrant (17). 

 
Figura 10. Estrutura química do fulvestrant (SERD). 

O fulvestrant demonstrou eficácia em casos de resistência a tamoxifeno e é pelo 

menos tão activo como o inibidor da aromatase de terceira geração, anastrozol (123). A 

diminuição dos níveis celulares de RE pelo fulvestrant parece reduzir a probabilidade de 

resistência-cruzada com outras terapias endócrinas que ocorrem via “cross-talk” entre as 

vias de sinalização do EGF e o RE (127). Esta redução na resistência faz com que o 

fulvestrant possa permanecer eficaz após a sequência de outros agentes endócrinos, 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 disponíveis e de acordo com o “National 

Cancer Institute”, relatam casos de fadiga, afrontamentos, náuseas, anorexia, artralgias, 

mialgias, diarreia, dificuldades neurosensoriais, dispeneia, angioedema e 

tromboembolismo venoso (131). 

 

 

6.2. Inibidores da aromatase 
 

Os efeitos secundários associados ao tratamento com tamoxifeno estiveram na 

base do desenvolvimento de novas substâncias, direccionadas especificamente para a 

aromatase, inibindo a conversão de androstenediona a estrona e consequentemente a 

estradiol (12).  

Os inibidores da aromatase (IAs) baixam os níveis de estradiol no plasma e nos 

tecidos e reduzem a quantidade de estrogénio disponível para estimular o processo de 

transcrição mediada por RE (132), baixando também os níveis séricos de estrona e 

sulfato de estrona (133). A investigação 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 IAs usados actualmente em clínica, 

são administrados por via oral numa toma única diária e o tempo necessário para atingir 

o máximo de supressão de estrogénios varia entre 2 e 7 dias. Os tempos de semi-vida, 

são bastante diferentes, sendo para o anastrozol, exemestano e letrozol, 

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

        Tabela 1. Classificação cronológica e química dos inibidores da aromatase. 

 

 GERAÇÃO 

 PRIMEIRA SEGUNDA TERCEIRA 

TIPO I (Esteróide) Testolactona Formestano Exemestano 

TIPO II (Não Esteróide) Aminoglutetimida Fadrozol Anastrozol, Letrozol 
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Devido às reduções significativas no risco de recaída e ao perfil de segurança 

aceitável, os IAs estão a substituir a monoterapia com tamoxifeno, nas mulheres pós-

menopáusicas, o tratamento adjuvante endócrino considerado “gold standard” para a 

maioria das doentes (119). Estudos demonstraram que os IAs melhoram a eficácia e o 

perfil de toxicidade da terapia endócrina (133). Estes compostos apresentam menor 

toxicidade que o tamoxifeno em termos de eventos tromboembólicos, complicações 

ginecológicas, afrontamentos e cancro endometrial. Pelo contrário, as doenças 

cardiovasculares são mais frequentes na terapia com IAs (79, 133, 135, 136). A perda de 

densidade mineral óssea que conduz a osteoporose e aumenta o risco de fracturas, é 

uma complicação associada à diminuição de estrogénios inerente ao tratamento com IAs. 

Do mesmo modo, mulheres com osteopenia associada à menopausa apresentam um 

risco maior para futura perda de massa óssea causada pela terapia hormonal (137). Com 

estes fármacos ocorre um aumento do risco de fractura osteoporótica, assim, a terapia 

concomitante com bifosfonatos deve ser considerada (138, 139). Ensaios clínicos em 

curso avaliam a viabilidade de utilizar os IAs como agentes quimiopreventivos em 

mulheres pós-menopáusicas (12). 

 

 

 
 

Figura 11. Estruturas químicas de inibidores da aromatase. 
 

Os IAs podem ser divididos, de acordo com o mecanismo de acção em dois tipos, 

tipo I compostos esteróides e tipo II compostos não esteróides. Estão ainda agrupados 

Androstenediona Formestano Exemestano 

Inibidores Tipo II  
(não esteróides) 

Aminoglutetimida Anastrozol Letrozol 

Substrato
Inibidores Tipo I  
   (esteróides) 
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em três gerações que representam diferentes estádios de evolução, associados a uma 

restrição do espectro de acção, maior especificidade e potência (Tabela 1). 

Todos os inibidores não esteróides são tipo II e apresentam um núcleo azol. Estes 

interactuam com o grupo heme da aromatase através da função azol, ligam de forma 

reversível ao local activo da enzima e inibem competitivamente a ligação dos substratos 

androgénicos. Os compostos tipo I, são esteróides e podem ligar reversível ou 

irreversivelmente ao local activo da enzima (Figura 11).  

Apesar de os IAs serem uma terapia bastante eficaz, a resistência “de novo” e 

adquirida permanece um problema. Estudos laboratoriais em modelos pré-clínicos e algumas 

observações clínicas sugerem vários mecanismos para resistência aos IAs (53, 66, 140, 

141). Existem várias vias através das quais os tumores podem apresentar fenótipo de 

resistência selectiva a inibidores da aromatase, como: i) elevada expressão de aromatase; ii) 

alteração da estrutura da aromatase, devido a mutações genéticas; iii) estimulação de 

crescimento do tumor por via não clássica e/ou estrogénios exógenos, já que os IAs 

bloqueiam a síntese de estrogénios por via clássica mas não afectam outras fontes de 

actividade estrogénica como androgénios, produzidos em grande quantidade a nível do 

córtex adrenal e que induzem o crescimento de cancros da mama hormono-dependentes; iv) 

derivados exógenos de estrogénios que incluem estrogénios sintéticos, poluentes industriais 

e fitoestrogénios (142).  
 

 

6.2.1. Inibidores não esteróides da aromatase 
 

O primeiro composto inibidor da aromatase, foi a aminoglutetimida, um fármaco 

anti-convulsivante, desenvolvido para o tratamento da epilepsia, introduzido na clínica em 

1960, que inibe múltiplas enzimas do citocromo P450 (143). Embora a aminoglutetimida 

tenha sido usada com sucesso no tratamento do cancro da mama, apresentava várias 

desvantagens, pois como não era muito potente era administrada em elevadas 

concentrações. Por outro lado, como inibia as enzimas envolvidas na produção de 

cortisol, era necessária a administração simultânea de corticosteróides.  

A aminoglutetimida foi assim, a base para o desenvolvimento e síntese de 

inibidores da aromatase não esteróides de segunda e terceira geração, mais específicos, 

eficazes e menos tóxicos (142). Os fármacos de segunda geração (Tabela 1) incluem o 

fadrozol e o imidazol, mais potentes que a aminoglutetimida mas menos específicos (144, 

145). Relativamente ao tamoxifeno o fadrozol é menos eficaz (135, 146). Estudos de 

relação 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 II mais usados são os de terceira geração, anastrozol e letrozol 

(148, 149). Ao contrário do exemestano, inibidor tipo I, estes ligam de forma reversível à 

aromatase. Modelos moleculares mostram que estes compostos apresentam uma 

estrutura que permite uma ligação ao local activo da enzima e impedem, assim, a 

formação de estradiol (17, 18). Os inibidores não esteróides, em comparação com os 

esteróides, parecem ser menos específicos para a aromatase e podem inibir outras 

hidroxilações mediadas pelo P450 como acontecia com a aminoglutetimida (143). No 

entanto, os mais recentes inibidores não esteróides são bastante potentes, mais 

específicos e como não interactuam tão significativamente com outras enzimas 

apresentam poucos efeitos secundários e baixa toxicidade (12). O letrozol tem sido 

referido como o IA ideal para uma combinação terapêutica com agentes que inibem as vias 

de sinalização por factores de crescimento envolvidas na resistência hormonal. A eficácia do 

letrozol tem vindo a ser estudada com vários inibidores de transdução de sinal, com 

diferentes mecanismos de acção, incluindo anticorpos monoclonais contra a família de 

receptores HER, inibidores do receptor tirosina cinase e de inibidores de vias de sinalização 

(150, 151). 

 

 

6.2.2. Inibidores esteróides 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 esteróides, tal como a testolactona, que são análogos de androgénios e que ligam 

competitivamente ao local activo da enzima (152). Modificações estruturais posteriores na 

molécula esteróide resultaram nas gerações futuras de IAs esteróides (Figura 11) que 

apresentam as características básicas da androstenediona com vários tipos de 

substituições em diferentes posições 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 disponível, apresentando benefícios em doentes que 

apresentaram uma recidiva com tamoxifeno (12, 154). Este composto actua não só por 

inibição rápida competitiva mas, também, por inactivação da enzima, efeito este que é de 
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longa duração ou irreversível (155). Estudos em ratos revelaram que é eficaz na 

supressão dos níveis de estrogénio nos ovários e na regressão dos tumores mamários 

(154). Ao contrário do tamoxifeno, o 4-OHA não tem efeito estrogénico noutros tecidos, 

tais como no útero de rato, e mostrou inibir ainda a síntese estrogénica em tecidos 

periféricos em primatas não humanos (156). O formestano é bem tolerado (157), é 

administrado por via intramuscular devido ao intenso metabolismo hepático (158). O 

composto esteróide de terceira geração introduzido na clínica foi o exemestano, um 

inactivador da aromatase (159). Este fármaco causa um decréscimo acentuado nos 

níveis estrogénicos no plasma e urina (160, 161). 

Estes compostos, análogos de androgénios, devem muitos dos seus efeitos 

secundários à natureza esteróide (161). Estes compostos são convertidos pela 

aromatase em intermediários reactivos, com uma ligação forte ou irreversível à enzima, 

sendo estes fármacos considerados “inibidores suicidas” (142, 162). Quando ligam ao 

local activo são alterados pelos efeitos catalíticos da enzima e convertidos em compostos 

reactivos que se ligam covalentemente e alteram irreversivelmente a acção enzimática 

(17). Como se ligam ao local activo, estes inibidores são bastante específicos e têm 

efeitos prolongados como resultado da inactivação da enzima. Assim, a presença 

contínua do fármaco não é necessária e a probabilidade de efeitos tóxicos é menor (12). 

A acção destes compostos é limitada pelo tempo e se a terapia se mostrar ineficaz os 

níveis de estrogénio voltam ao normal com a suspensão do tratamento. Estes inibidores 

da aromatase reduzem os níveis de estrogénio sem afectar outras hormonas esteróides, 

e devido à sua especificidade estão associados a um menor número de efeitos 

secundários e menor morbilidade. 

 
 

7. Efeitos da terapia endócrina na proliferação e morte celular 
 

O estrogénio funciona como um promotor crítico do tumor, pelo que bloquear os 

seus efeitos é uma estratégia importante. Este efeito pode ser reduzido por bloqueio do 

RE ou por inibição da aromatase (87). Os mecanismos através dos quais os estrogénios 

podem causar cancro da mama, incluem, a ligação do estradiol (E₂) ao receptor de 

estrogénio (RE) que induz a activação e transcrição de genes envolvidos na proliferação 

celular e o aumento de divisões celulares, podendo, assim, induzir um aumento no 

número de mutações (16). Existem duas formas de reduzir a proliferação celular, ou 

através da retenção do ciclo celular e/ou por indução 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 indução da própria morte, que ocorre em processos fisiológicos como, na 

morfogénese e renovação de células durante o tempo de vida e em processos 

patológicos. A apoptose ocorre segundo duas vias, a extrínseca ou dos receptores de 

morte e a intrínseca ou mitocondrial (163). A apoptose pode ser iniciada por vários 

estímulos, como, sinais de desenvolvimento, stress celular e interrupção do ciclo celular. 

Vários factores chave envolvidos na regulação, coordenação e desenvolvimento da 

apoptose estão identificados. Entre eles, a família de proteínas Bcl-2, que apresenta um 

papel decisivo na regulação, como inibidores ou promotores da apoptose. Muitas das 

alterações morfológicas que ocorrem durante a apoptose, como, condensação de 

cromatina, fragmentação nuclear e “blebbing” da membrana, são resultado da actividade 

de um conjunto de cisteíno-proteases, chamadas caspases (164).  

Um outro tipo de morte celular, caracterizado por modificações morfológicas que 

podem ser comuns e/ou diferentes das observadas na morte por via apoptótica e que 

resultam de uma forma alternativa de morte celular, é 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 após maturação se funde com 

lisossoma e o seu conteúdo é degradado por hidrolases lisossomais. De um modo geral, 

estas células apresentam as mesmas alterações morfológicas observadas na apoptose, 

como condensação e marginalização de cromatina (165) e apresentam, ainda, 

vacuolização 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 proteínas da família Bcl-2 e caspases. No entanto, os mecanismos 

envolvidos não estão 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 formação de espécies reactivas de oxigénio (ROS), 

que estão associadas à libertação do citocromo c mitocondrial, que induz a apotose 

dependente das caspases (166). Apesar de estes estudos indicarem que este tipo de 

fármacos induzem apoptose, foi também demonstrado que o tamoxifeno induz morte 

celular por autofagia em células MCF-7 (167). Em relação aos IAs ainda poucos estudos 

estão publicados relativamente aos efeitos destes compostos no ciclo celular e nos 

mecanismos de morte celular. Mas, relativamente ao letrozol, anastrozol e formestano, foi 

demonstrado que estes causam o bloqueio do ciclo celular na transição G0/G1 e morte 

por apoptose numa linha celular dependente de estrogénio (164). Estudos recentes do 
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nosso laboratório demonstraram que inibidores da aromatase derivados da 

androstenediona induziam também retenção do ciclo celular na fase G0/G1, mas, ao 

contrário dos anteriores induziam morte por autofagia na linha celular MCF-7aro (13).  

O “cross-talk” entre as vias de sinalização de RE e do receptor 1 do factor de 

crescimento tipo insulina (IGFR1) apresenta uma função crucial no desenvolvimento 

normal da mama, e também na iniciação, manutenção e progressão do cancro da mama 

(168). A combinação do bloqueio de acção de estrogénio e a regulação das vias de 

sinalização pelo IGFR1, aparece como uma forma de evitar a progressão de cancro da 

mama. De facto, um estudo que combina um IA com um inibidor selectivo da via de 

sinalização pelo IGFR1, em duas linhas celulares de cancro da mama, MCF-7aro e 

T47D/Aro, demonstrou uma inibição sinergética da proliferação e indução de apoptose 

(169). 

De acordo com tudo o que foi referido, é natural concluir que uma melhor e mais 

aprofundada compreensão, dos diferentes mecanismos de morte celular inerentes à 

terapia endócrina, pode conduzir à descoberta de novas estratégias para promover a 

morte de células cancerígenas. 

 

 

8. Compostos testados neste estudo  
 

Nos últimos anos foram sintetizados vários IAs com base na estrutura do 

substrato natural da aromatase, a androstenediona. De acordo com estudos de Relação 

Estrutura-Actividade (REA) a presença de determinadas características químicas no anel 

A e D da estrutura esteróide parece ser determinante para a actividade anti-aromatásica 

dos compostos. De facto, a planaridade no anel A e na zona de fusão entre os aneis A e 

B, bem como a presença de um grupo carbonilo na posição 3 e de insaturações no 

núcleo esteróide, são referidos como requisitos para actividade destas substâncias. Por 

outro lado tem sido referido que no anel A poucas modificações são permitidas (154). Foi, 

ainda, demonstrado que a existência de um grupo 17β-hidroxilo ou 17-carbonilo, era 

importante para assegurar a actividade anti-aromatásica. 

Assim, com base no composto 5α-androst-3-eno-17-ona (3a) (Figura 12), 

desenhado, sintetizado e testado anteriormente pelo nosso grupo de investigação, foi 

estudado também o seu análogo 5α-androst-2-eno-17-ona (18) contendo a dupla ligação  
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entre os carbonos C-2 e C-3 em vez da dupla ligação existente entre os carbonos C-3 e 

C-4 de 3a (Figura 13). 

 
 
 
 
 
 
 
 

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

A nível 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 modificações na posição C-3. Para além de ser 

introduzido um grupo hidroxilo nesta posição, foi também estudado o efeito que a 

estereoquímica 3α e 3β deste grupo causava na capacidade de inibição dos compostos. 

Neste sentido, foram preparados os epímeros, 3α-hidroxiandrosta-4-eno-17-ona (19) e 

3β-hidroxiandrosta-4-eno-17-ona (20), exibindo, respectivamente, estereoquímica 3α ou 

3β (Figura 13).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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 necessário para o estabelecimento de uma ligação forte entre a enzima 

aromatase e os análogos esteróides da androstenediona (171). No entanto, outros 

autores referem que a sua modificação apenas induz uma ligeira redução da actividade 

anti-aromatásica (171, 172). 

Assim, e de forma a investigar os efeitos da substituição deste grupo e tendo 

como base os mesmos compostos ou seja, a 5α-androsta-3-eno-17-ona (3a) e a 

androsta-4-eno-17-ona (3b), foram sintetizados novos esteróides com substituições do 

grupo carbonilo em C-17, por um grupo acetato, um grupo tiona, ou um grupo hidroxilo 

dando origem respectivamente aos compostos, 3β-hidroxiandrosta-4-eno-17β-yl acetato 

(21), 5α-androsta-3-eno-17-tiona (24) e 3α,17β-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 opções de terapia endócrina o tamoxifeno tem sido considerado 

o “gold standard” nos últimos trinta anos, no entanto, é frequente o aparecimento de 

efeitos adversos e resistência ao longo do tratamento, o que conduziu ao avanço na 

investigação e desenvolvimento de novos compostos. Entre estes, os IAs de terceira 

geração, merecem destaque visto que, são a terapia mais indicada segundo as linhas 

orientadoras clínicas, em mulheres pós-menopáusicas com cancro da mama estrogénio-

dependente. No entanto, o uso de IAs está associado a alguns efeitos secundários, 

como, dislipidemias, artralgias, dores musculoesqueléticas, eventos cardiovasculares e 

redução da densidade mineral óssea. Apesar de os IAs serem uma terapia bastante eficaz, 

a resistência “de novo” e adquirida permanece um problema, pelo que a pesquisa de novas 

moléculas continua com o intuito de alcançar substâncias mais especificas, eficazes e 

com menor espectro de efeitos colaterais.  

Assim, e tendo como base dois compostos com capacidade anti-aromatásica, que 

resultaram de modificações na estrutura do substrato natural da aromatase, a 

androstenediona, foram sintetizados seis novos compostos esteróides com modificações 

nos aneis A e D. Com este trabalho pretende-se avaliar a que nível as substituições 

introduzidas alteram a “performance” dos compostos e comprometem a sua capacidade 

de inibição 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 nível das células cancerígenas não 

está perfeitamente esclarecido. Pretende-se, ainda, avaliar os efeitos biológicos dos 

novos inibidores mais potentes, a nível da proliferação celular e indução de morte celular, 

usando a linha celular MCF-7aro. Pois, o conhecimento do mecanismo através do qual os 

IAs induzem morte e diminuição da proliferação celular, pode conduzir à compreensão 

das vias envolvidas na regressão de tumores da mama. 

 

 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
 
 

 
 
 



Inibidores da Aromatase e Cancro da Mama 
 

31 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo II 

      Parte Experimental 
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Materiais e Métodos 

1. Materiais 
 

Meio de cultura Eagles’s (MEM), soro bovino fetal (SBF), L-glutamina, antibiótico-

antimicótico 100x (10 000 unidades/ml penicilina G sódica, 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, ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), fosfato dinucleotido nicotinamida adenina (forma 

reduzida) (NADPH), dimetilsulfóxido (DMSO), carvão, piruvato de sódio, dextrano, 

formestano (4-OHA) e Hoechst 33258 foram comprados à Sigma-Aldrich Co. (St.Louis, 

MO, USA). Androstenediona e timidina tritiadas foram fornecidas pela Perkin-Elmer 

(Boston, MA, USA). O corante Giemsa foi adquirido à Merck (Damnstadt, Germany). O 

meio de montagem Vectashield foi fornecido por Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, 

CA 94010, USA). A mistura de líquido de cintilação Universol foi comprada à ICN 

Radiochemicals (Irvine, CA, USA). O reagente Bradford foi adquirido à Bio-Rad (Bio-Rad 

Labs, Munich, Germany), os filtros do cell harvester foram comprados à Molecular 

Devices (Sunnyvale, CA, USA) e o Kit da Anexina V foi à Bioiosciences Pharmingen (San 

Diego, CA, USA). 

 

2. Preparação de microssomas de placenta 
 

Os microssomas da placenta foram obtidos como descrito por Yoshida e Osawa 

(173) com algumas modificações. Após colheita, a placenta humana, obtida com 

consentimento, foi colocada em tampão KH2PO4 a 67 mM (pH 7.4) contendo 1% cloreto 

de potássio. O tecido do cotiledone foi separado e homogeneizado com o Polytron com o 

tampão KH2PO4 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 tampão 

KH2PO4 com 0.25 M de sacarose, 20% de glicerol, 0.5 mM DTT e armazenados a -80⁰C. 

Todos os procedimentos foram realizados entre 0-5⁰C. O teor proteico foi avaliado pelo 

método de Bradford, usando a albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 
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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 modificações (29, 174). A actividade da 

aromatase foi avaliada medindo a ³H₂O libertada da [1β-³H]androstenediona durante o 

processo de aromatização. Todos os compostos testados foram dissolvidos em DMSO e 

diluídos em tampão KH₂PO₄ a 67 mM (pH 7.4). Para o ensaio de “screening”, foram 

usados 20 μg de proteína dos microssomas, 40 nM [1β-³H] androstenediona (1 µCi), e 2 

µM dos novos esteróides, num volume final de 1 ml. A reacção catalisada pela aromatase 

teve início com a adição da forma reduzida de NADP (NADPH 150 µM). Para a 

determinação do IC₅₀, a mistura de reacção continha 20 µg de proteína, 40 nM (1 µCi) de 

[1β-³H] androstenediona e diferentes concentrações dos compostos (0,0625 - 2 µM). As 

incubações foram realizadas a 37°C com agitação durante 15 minutos. Para terminar a 

reacção adicionou-se 250 µl de ácido tricloroacético a 20%. A mistura foi transferida para 

tubos de microcentrifuga contendo um pellet de carvão/dextrano, e após agitação foi 

incubada durante uma hora, à temperatura ambiente. Após centrifugação a 14000 g 

durante 10 min, 1 ml de sobrenadante foi transferido para novos tubos com 

carvão/dextrano, agitados e incubados 10 min, à temperatura ambiente. Após nova 

centrifugação a 14000 g durante 10 min retiraram-se 700 µl de sobrenadante de cada 

amostra, contendo a água tritiada, e adicionaram-se 3 ml de líquido de cintilação. A 

contagem foi realizada num contador de cintilação Beckman (LS6500 Beckman Coulter 

Inc., Fullerton, CA). Todas as experiências foram realizadas em triplicado e os resultados 

representam pelo menos três experiências independentes.  
Para a preparação de pellets de carvão activado, colocou-se em tubos de 

microcentrifuga 1 ml de solução de carvão activado a 5% e dextrano a 0.5% em tampão 

KH₂PO₄ a 67 mM pH 7,4, centrifugou-se a 14000 g durante 10 min e, após a remoção do 

sobrenadante, o pellet foi seco à 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 placentária 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 sódio, 2 mM de glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina-anfotericina B, 

700 ng/ml de G418 e 10% de SBF inactivado, em 5% CO₂ a 37°C. O meio de cultura foi 

mudado a cada três dias. Após atingir 80 a 90% de confluência, as células foram 

destacadas com 0,25% tripsina/1 mM EDTA durante 1 min à 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. Preparação de soro bovino fetal tratado com carvão e sincronização das 
células 

 
Para remoção dos esteróides, o SBF (500 ml), foi incubado com carvão activado 

(8 g) durante 24 h à temperatura ambiente, seguido de centrifugação a 4000 g, durante 

15 min para separar o carvão do soro. O sobrenadante foi esterilizado através de um filtro 

de acetato de celulose com um tamanho de poro de 0.22 µm. 

Com o objectivo de eliminar a interferência de esteróides presentes no SBF bem 

como os efeitos estrogénicos do vermelho de fenol (175), quatro dias antes de iniciar as 

experiências, as células MCF-7aro foram transferidas para meio livre de E₂, constituído 

por meio MEM sem vermelho de fenol, com 5% de soro bovino fetal inactivado, 

previamente tratado com carvão (SBFC), 1 mmol/L de piruvato de sódio, 2 mmol/L de 

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

 

 

6. Ensaio aromatase em células 
 
A actividade da aromatase foi determinada através da quantificação de água 

tritiada libertada, de acordo com o método de Thompson e Siiteri, usando [1β-³H] 

androstenediona como substrato (actividade especifica 24.7 Ci/mmol) (29). A avaliação 

de actividade da aromatase por este método foi previamente validada por um ensaio com 

produto isolado descrito por Zhou e colaboradores (176). As células após confluência são 

tripsinizadas, lavadas com PBS e cultivadas, na densidade de 1x106/poço em placas de 

24 poços, em meio sem soro contendo os inibidores em diferentes concentrações (10, 25, 

50 μM), 50 nM de [1β-³H] androstenediona e 500 nM de progesterona (usada para inibir a 

5α-redutase que também consome o substrato androgénio) e incubadas durante uma 
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hora, em atmosfera de 5% de CO₂ a 37°C. A reacção enzimática foi terminada após 

adição de 300 µl de ácido tricloroacético a 20%. A mistura foi transferida para tubos de 

microcentrifuga com pellet de carvão/dextrano, incubada à 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 carvão/dextrano, para absorver qualquer 

vestígio de substrato marcado não reactivo. Incubou-se durante 30 min à temperatura 

ambiente e centrifugou-se a 15000 g durante 10 min. Retirou-se 200 µl do sobrenadante, 

adicionou-se 3 ml de líquido de cintilação e procedeu-se às contagens num contador de 

cintilação (LS6500 Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA).  

Para extracção das proteínas, as células foram incubadas com 500 µl de NaOH 

0.5 N, durante a noite, à temperatura ambiente, com agitação. O teor proteico foi avaliado 

pelo método de quantificação de proteínas da Bio-Rad, de forma a normalizar a 

radioactividade determinada. O formestano a 0,5 µM foi utilizado como um inibidor de 

referência. Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados representam 

pelo menos três experiências independentes. 

 

 

7. Estudos da morfologia celular 
 
As alterações morfológicas foram analisadas por microscopia de contraste de fase 

e pela coloração de Giemsa. As células foram cultivadas em lâminas de 8 poços, numa 

densidade de 6x104 células/poço, os compostos (10-50 μM) foram adicionados após 24 h 

e incubadas durante 2, 3 e 6 dias. Para a coloração de Giemsa e após lavagem com PBS 

a 37ºC, as células foram fixadas com metanol à temperatura ambiente, durante 20 min. 

Após fixação, as células foram incubadas com o corante de Giemsa, diluído em PBS (1:2) 

durante 30 min, lavadas com água corrente e, após secagem, as lâminas foram 

montadas com DPX. As células foram observadas ao microscópio Eclipse E400 (Nikon, 

Japan) equipado com o software de análise de imagem Leica Qwin. 

Para avaliar a morfologia nuclear utilizou-se a coloração com Hoechst 33258. As 

células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído a 4% (diluído em PBS) 

durante 20 min. Após lavagem as células foram incubadas com 0,5 mg/ml de Hoechst 

33258 em PBS durante 20 min à temperatura ambiente, lavadas com PBS e montadas 

em Vectashield. A morfologia nuclear foi analisada no microscópio de fluorescência 

(Eclipse E400, Nikon, Japan), equipado com um filtro de excitação com um máximo de 

transmissão a 360/400 nm, e processada no software de imagem da Nikon ACT-2U. 
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8. Estudos de proliferação 
 

Para o estudo da proliferação foi utilizado o ensaio da incorporação da [³H]-

timidina. Três dias antes de se iniciar a experiência, 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 carvão para, como referido anteriormente, evitar a interferência de 

esteróides presentes no SBF, e os efeitos estrogénicos do vermelho de fenol (175). As 

células MCF-7aro foram cultivadas na densidade de 2.5x10⁴ células/poço, em placas de 

96 poços, 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 

concentrações dos compostos (10, 25, 50 µM). As incubações foram mantidas durante 2-

6 dias. O meio e as soluções dos compostos foram mudados a cada três dias. A [³H]-

timidina (0.5 µCi) foi adicionada a cada poço 8 horas antes de terminar o respectivo 

tempo de incubação. Depois de ciclos de congelação/descongelação, as células foram 

recolhidas, com um aparelho semi-automático de colheita de células, Cell harvester 

(Skatron Instruments, Norway). Os filtros contendo o DNA foram colocados em tubos de 

cintilação e adicionados de 1 mL de líquido de cintilação. A [³H]-timidina incorporada foi 

determinada num contador de cintilação (LS6500 Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA). 

Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados representam pelo menos três 

experiências 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 fosfolípido que se localiza no folheto externo da 

membrana citoplasmática das células em apoptose. A dupla marcação com Anexina V-

PE e 7-amino-actinomicina D (7-AAD) permite identificar e quantificar as células viáveis 

(anexina V-/7-ADD-), as células apoptóticas (anexina V+/7-ADD-) e as células necróticas 

(anexina V+/7-ADD+). 
As células da linha celular MCF-7aro foram cultivadas numa densidade celular de 

7x105 em frascos de 25 cm3 em meio de cultura contendo 1 nM de testosterona com ou 

sem inibidores a diferentes concentrações (10-50 	M) durante 3 e 6 dias para o estudo 

de viabilidade e 3 dias para a análise da morte celular. As células não aderentes foram 

recolhidas e as aderentes foram tripsinizadas e lavadas. A contagem de células viáveis 
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foi efectuada em câmara de Neubauer usando o azul de tripano, como corante vital. Para 

cada situação todas as células recolhidas (não aderentes e aderentes) foram 

ressuspendidas e marcadas com 7-AAD diluído em PBS ou com tampão de ligação de 

Anexina V contendo 5 µl de 7-AAD e 5 µl de Anexina V-PE durante 15 min à temperatura 

ambiente. A morte celular foi avaliada num FACS Calibur (San José, CA, USA) baseado 

na aquisição de 20000 eventos. Os detectores forward scatter (FSC) e side scatter (SSC) 

foram colocados em escala linear, enquanto os detectores de fluorescência FL-1, FL-2 e 

FL-3 foram colocados em escala logarítmica. Para cada experiência foram efectuados os 

ajustes nas compensações respectivas. Após a aquisição, foi efectuada a análise dos 

resultados obtidos usando o programa CellQuest Pró. 

 

 

10. Análise Estatística 
 

 Os resultados apresentados são expressos em média ± erro padrão da média 

(SEM). Para a análise estatística dos resultados foi utilizada a análise da variância 

(ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni para permitir múltiplas comparações no 

software GraphPad Prism 5. Os valores de p<0,05 foram considerados como 

estatisticamente diferentes. 
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Resultados 

1. Avaliação da inibição da actividade da aromatase em microssomas e na 
linha celular MCF-7aro  

 
A inibição da actividade da aromatase pelos compostos esteróides, sintetizados 

com modificações nos anéis A e D foi avaliada em microssomas de placenta humana, por 

um método radiométrico, no qual a água titriada libertada do substrato, [1β-³H] 

androstenediona, pela acção da aromatase foi usada como um índice de formação de 

estrogénio. Os resultados do ensaio de “screening” são apresentados como a 

percentagem de inibição de todos os compostos na concentração de 2 µM, relativamente 

ao ensaio na ausência do inibidor (Figura 14). O inibidor da aromatase 4-

hidroxiandrostenediona (formestano), um potente inibidor da aromatase usado 

clinicamente, com uma capacidade de inibição de cerca de 99%, foi utilizado como 

composto de referência. 

 
Figura 14. Inibição da actividade da aromatase pelos novos compostos esteróides. Para 
este ensaio foram usadas as concentrações de 40 nM [1β-³H] androstenediona, 20 µg de proteína 
de microssomas de placenta humana, 2 µM de inibidor, com tempo de incubação de 15 min. Os 
resultados foram comparados com um controlo na ausência de inibidor. Os ensaios foram 
realizados em triplicado e os resultados representam a média±SEM de pelo menos três 
experiências independentes realizadas em triplicado. O formestano foi usado como composto 
inibidor de referência. 
 

Na concentração de 2 µM, os compostos 18 e 20 demonstraram ser os mais 

potentes, com uma capacidade de inibição de cerca de 72,05%, e de 93,14% 

respectivamente. O composto 19, com um hidroxilo com estereoquímica �, ou seja um 

epímero em C-3 do composto 20, apresenta uma redução na actividade anti-aromatásica 

(63,08%). Do mesmo modo, a substituição do átomo de oxigénio do grupo carbonilo no 

anel D, no composto 3a, por um átomo de enxofre, no composto 24, induziu uma 

Compostos Inibição %  
2 µM 

18 72,05 ±4,00 

19 63,08±2,16 

20 93,14±3,5 

21 11,96±8,12 

24 24,67±2,83 

25 5,05±2,37 

F 99,65±0,16 
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diminuição acentuada da inibição da actividade (24,67%). A substituição do grupo 

carbonilo nos aneís D nos compostos 19 e 20 por um grupo hidroxilo (composto 25) ou 

por um grupo acetato (composto 21) resultou na diminuição drástica da actividade anti-

aromatásica, apresentando uma actividade muito reduzida de cerca de 5,05% e de 11,96 

%, respectivamente. 

Para os compostos com uma capacidade de inibição superior a 60%, foram 

determinados os IC50. Os valores de IC50 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 IC50 de 0,06 μM. O composto 18, que em relação aos 

inibidores base 3a e 3b, tem a dupla ligação em C-2 em vez de C-3 e C4, apresenta uma 

redução acentuada na actividade anti-aromatásica, comparativamente a estes, com um 

IC50 de 0,743 μM. Refira-se que 3a e 3b apresentam IC50 da ordem de 0,225 μM e 0,06 

μM (10, 170). O composto 19, um epímero do composto 20 em C3, apresenta um valor 

de 0,9 μM para o IC50, revelando a preferência pela estereoquímica 3� do grupo hidroxilo 

para uma melhor ligação à enzima.  
 

 

Figura 15. Avaliação da inibição da aromatase em microssomas de placenta humana. Para o 
ensaio de determinação do IC ₅₀, foram usados, 20 μg de proteína dos microssomas, 40 nM [1β-
³H] androstenediona (1µCi), e concentrações entre 0,0625 e 2 µM dos compostos esteróides. O 
formestano a 0,5 µM foi utilizado como composto referência. Os resultados foram comparados 
com um controlo. Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados representam pelo 
menos três experiências independentes. 
 

A actividade dos compostos esteróides 18 e 20 foi, ainda avaliada nas células 

MCF-7aro (Figura 16). Esta linha celular é considerada um bom modelo para análise de 

inibidores da aromatase, em cancro da mama, pois expressa elevados níveis de 

aromatase. Ambos os compostos apresentam uma actividade anti-aromatásica 

dependente da concentração. Tal como observado a nível 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 à linha celular de cancro de mama. 

Obtiveram-se os valores de 5,15 e de 0,8 µM para o IC50 dos compostos 18 e 20, 

respectivamente. 
 

 
Figura 16. Avaliação da inibição da actividade da aromatase em células MCF-7aro. 
O gráfico representa a inibição da actividade da aromatase pelos novos compostos esteróides 
modificados no anel A, C18 e C20. A actividade da aromatase foi medida pelo ensaio radiométrico 
e os resultados são representados relativamente à percentagem de água tritiada libertada em 
relação ao controlo. O formestano foi utilizado como inibidor de referência. Os resultados 
representam a média de pelo menos três experiências independentes realizadas em triplicado. 
 
 
 

2. Estudos morfológicos 
 

De forma a avaliar as possíveis alterações morfológicas induzidas, pelos 

compostos 18 e 20 as células MCF-7aro foram cultivadas com e sem compostos na 

presença de 1 nM de testosterona durante 2, 3 e 6 dias. As células foram analisadas por 

microscopia de contraste de fase e coradas pela coloração de Giemsa e de Hoechst. Nas 

células controlo, tratadas só com testosterona, não se observaram alterações durante os 

vários períodos de incubação (Figura 17,18,19, 20), tendo o mesmo acontecido para as 

células sujeitas ao tratamento com as várias concentrações ao fim de 48h. 
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Figura 17. Alterações morfológicas das células MCF-7aro tratadas com o composto 18. 
Células controlo tratadas com 1 nM de testosterona (A, E); células tratadas com 10 μM (B, F), 25 
μM (C, G) e 50 μM (D, H) durante três dias. Condensação de cromatina indicada por (  ) e 
“blebbings” membranares por (   ). Ampliação original (x400). 
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As alterações observadas ao fim de três e seis dias mostraram, para o composto 

18, a presença de condensação de cromatina e formação de “blebbings” membranares 

em algumas células a 10, 25 e 50 μM (Figura 17). Observou-se ainda, alguma 

vacuolização do citoplasma, ao fim de seis dias de incubação para as doses de 25 e de 

50 μM (Figura 18). 

 
Figura 18. Efeitos do composto 18 na morfologia celular avaliados pela coloração de 
Giemsa. As células MCF-7aro foram incubadas na ausência (A) ou na presença de 10 μM (B), 25 
μM (C) e 50 μM (D) em meio com 1 nM de T durante seis dias. A coloração de Giemsa mostra que 
algumas células tratadas com 25 μM apresentam condensação de cromatina (    ). A 25 e 50 μM 
observa-se vacuolização do citoplasma (→). Ampliação original (x400). 

 

Para o composto 20, as alterações morfológicas induzidas não são tão evidentes, 

tendo-se observado também condensação de cromatina e formação de “blebbings” de 

membrana, essencialmente para as concentrações de 25 e 50 μM ao fim de três e seis 

dias (Figura 19 e 20). Para o composto 20 observou-se, ainda, uma ligeira vacuolização 

do citoplasma para as concentrações de 25 e 50 μM ao fim de seis dias. 
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Figura 19. Alterações morfológicas das células MCF-7aro tratadas com o composto 20. 
Células controlo tratadas com 1 nM de testosterona (A, E); celulas tratadas com 10 μM (B, F), 25 
μM (C, G) e 50 μM (D, H) durante três dias. Condensação de cromatina indicada por (   ) e 
“blebbing” membranar por (    ). Ampliação original (x400). 
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Figura 20. Efeitos do composto 20 na morfologia celular avaliados pela coloração de 
Giemsa. As células MCF-7aro foram observadas na ausência (A) ou na presença de 10 μM (B), 
25 μM (C), 50 μM (D) em meio com 1 nM de testosterona, durante seis dias. A 25 e 50 μM 
observa-se uma ligeira vacuolização do citoplasma (→). Condensação de cromatina indicada por  
(    ). Ampliação original ( x400). 

 
As alterações morfológicas, como condensação de cromatina, sugerem um efeito 

dependente da concentração e também do tempo de exposição. A alteração da 

membrana denominada por “blebbing” é visível aos três dias para os compostos 18 e 20 
em todas as concentrações, enquanto a vacuolização do citoplasma só é observada para 

as concentrações mais elevadas e ao fim de seis dias. 

A coloração de Hoechst foi usada para confirmar as alterações nucleares 

observadas nas concentrações mais elevadas na coloração de Giemsa aos três e seis 

dias. Observou-se um ligeiro aumento do número de células com condensação de 

cromatina para o composto 18 (Figura 21) para as concentrações de 25 e 50 μM. Para o 

composto 20 (Figura 22) observou-se, em comparação com o composto 18 um menor 

número de células com estas alterações. 
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Figura 21. Alterações da morfologia nuclear das células MCF-7aro tratadas com o composto 
18 observadas pela coloração de Hoechst. Ausência (A, E) ou na presença de 10 μM (B, F),   
25 μM (C, G) e 50 μM (D, H) em meio com 1 nM de testosterona durante três e seis dias.  
A condensação de cromatina é indicada por (→). Ampliação original (x400). 
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Figura 22. Alterações da morfologia nuclear das células MCF-7aro tratadas com o composto 
20 observadas pela coloração de Hoechst. Ausência (A, E) ou na presença de 10 μM (B, F),   
25 μM (C, G) e 50 μM (D, H) em meio com 1 nM de testosterona durante três e seis dias.     
A condensação de cromatina é indicada por (→). Ampliação original (x400). 
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3. Análise da viabilidade, proliferação e morte celular 

 

Para analisar o efeito dos compostos na proliferação das células MCF-7aro, foi 

realizado o ensaio de incorporação de [³H]-timidina. De acordo com os resultados 

apresentados na Figura 23, estes compostos induzem uma diminuição da proliferação 

celular que é só dependente da concentração, obtendo-se um perfil de inibição 

semelhante para os diferentes tempos de incubação (2, 3 e 6 dias). De notar que o 

composto 18 parece ser mais eficaz que o composto 20, embora só para as doses de 

50μM. 

 
Figura 23. Efeito dos inibidores 18 e 20 na síntese de DNA. As células MCF-7aro foram 
cultivadas durante 2, 3 e 6 dias, em meio com 1 nM de testosterona na ausência ou na presença 
do composto 18 (A) e do composto 20 (B). Células cultivadas em meio apenas com testosterona 
representam o máximo de proliferação celular e foram consideradas como controlo. Os compostos 
induzem um decréscimo na proliferação celular, avaliado pela incorporação de timidina tritiada, 
dependente da dose. Os resultados representam pelo menos três experiências independentes e 
todos relativos a ensaios em triplicado. Os resultados são expressos em média±SEM. As 
diferenças significativas em relação ao controlo são conotadas como ***(p<0,001), 
**(p<0,01),*(p<0,05). 

 

Dado que ocorria uma diminuição da proliferação foram analisados os efeitos dos 

compostos a nível da viabilidade celular por citometria de fluxo usando o corante vital, 7-

amino-actinomicina (7-AAD), para permitir a identificação de células viáveis/apoptóticas 

(7-ADD-) e de células necróticas (7-ADD+). Para este ensaio foram usadas as mesmas 

concentrações dos compostos e os mesmos tempos de incubação utilizados para a 

avaliação do efeito na proliferação celular. O tratamento das células com os inibidores, 

para 3 e 6 dias, resultou num aumento do número de células 7-ADD+ a partir da 

concentração de 25 μM (p<0,001) para o composto 18, enquanto, para o composto 20, 

este aumento só se verificou aos 50 μM (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 marcação com 7-AAD para as 
doses mais elevadas em comparação com as células controlo. Os resultados estão expressos em 
percentagem de células 7-AAD+, e são representativos de três experiências independentes 
realizadas em duplicado.Os resultados são expressos em média±SEM. As diferenças 
significativas, relativas ao controlo, são 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 marcação da anexina V-PE, que permite analisar a translocação dos 

resíduos de fosfatidilserina para a camada externa da membrana celular, que ocorre 

quando as células iniciam um procesoo apoptótico. A marcação com a anexina foi 

realizada em associação com o corante 7-ADD, para identificar as células viáveis 

(Anexina V-PE-/7-AAD-), apoptóticas (Anexina V-PE+/7-AAD+) ou necróticas (Anexina V-

PE-/7-AAD+). Esta análise foi realizada a partir da aquisição de 20 000 células dentro da 

região R1 (Figura 25). 
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Figura 25. Regiões seleccionadas para análise de viabilidade celular e apoptose (R1 e R2). 

 

Enquanto as células MCF-7aro não tratadas (controlo) apresentavam uma 

percentagem de 5,6% de ligação à anexina (Figura 26), nas células tratadas com o 

inibidor 18 a 10 e 25 μM observou-se só um ligeiro aumento (6,4 e 6,6%, 

respectivamente). No entanto, a concentração de 50 μM induziu um aumento acentuado, 

de cerca de 5 vezes (27,9%). O composto 20, apresentou um comportamento idêntico, 

observando-se um aumento de ligação à anexina V-PE, para a concentração de 50 μM 

(16,9%) em comparação com o controlo (4,9%) não tão significativas como para o 

composto 18. Para as concentrações inferiores o número de células anexinaV-PE 

positivas era idêntico ao controlo. 
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Figura 26. Marcação 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 concentrações de 10, 25 e 50 μM, 
respectivamente e após três dias de cultura, foram marcadas com Anexina V-PE e 7-AAD e 
analisadas por citometria de fluxo. Nos histogramas estão 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 
experiências independentes. 
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Discussão e Conclusões 
 

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 são uma boa opção terapêutica. Em 

mulheres pós-menopáusicas são propostas várias hipóteses de tratamento, tais como o 

uso de SERMs, SERDs e IAs. Recentemente os IAs de terceira geração surgem como 

uma opção cada vez mais instituída em mulheres pós-menopáusicas. Estes IAs têm 

demonstrado ser mais eficazes e apresentado menos efeitos secundários que o 

tamoxifeno, considerado nestes últimos 30 anos como o “gold standard” para o 

tratamento do cancro da mama estrogénio-dependente. No entanto, a terapêutica com 

IAs apresenta complicações graves tais como, a redução da densidade mineral óssea e 

um aumento do risco de fracturas. A pesquisa de novas moléculas como potenciais IAs 

pode contribuir para aprofundar o conhecimento das interacções dos inibidores com a 

enzima, originando dados importantes para a relação estrutura-actividade e para a 

síntese de novos IAs mais potentes e específicos. Por outro lado, ainda não de conhece 

totalmente o modo como os IAs actuam nas células cancerígenas nem os mecanismos 

celulares que levam ao aparecimento de resistências. 

Assim, este trabalho pretende investigar os efeitos biológicos de seis novas 

moléculas esteróides como potenciais inibidores da aromatase. Estes foram desenhados 

com modificações no anel A e D, tendo por base dois compostos, o composto 5α-androst-

3-eno-17-ona (3a) e o composto androst-4eno-17ona (3b), derivados da 

androstenediona. O primeiro composto foi, como já referido, sintetizado e testado pelo 

nosso grupo de investigação (10) enquanto o segundo foi estudado por Numazawa e col. 

(170). Ambos mostraram ser potentes inibidores da aromatase em microssomas de 

placenta, com IC₅₀ de 0,225 e 0,06 μM, respectivamente. 

Os estudos de relação estrutura-actividade descritos, demonstram a existência de 

algumas características químicas, nos aneis A e D da estrutura esteróide, determinantes 

para a actividade anti-aromatásica dos compostos. De facto, a planaridade do anel A e, 

especialmente, da fusão entre o anel A e B e a esteroquímica 5α são fundamentais para 

se observar inibição (10, 171, 177-179). A existência de um grupo hidroxilo ou carbonilo 

em C-17 (86) é também importante para assegurar a actividade anti-aromatásica.  

A capacidade de inibição 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 ligação C-
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2/3 em vez da C-3/4 do composto 3a. A troca de posição da dupla ligação não se 

mostrou favorável, uma vez que a capacidade de inibição reduziu de 95,9% (10), para 

72,05%. 

Os compostos 19 e 20, resultam de alterações no composto 3b, que mostrou ser 

um potente inibidor (170). Os compostos 19 e 20 são epímeros exibindo respectivamente 

estereoquímica 3α e 3β. O composto 20 mostra ser mais potente com cerca de 93,14% 

de inibição da actividade da aromatase, enquanto o composto 19 apresenta uma inibição 

de cerca de 63,08%. Este resultado revela que o grupo hidroxilo em posição β favorecerá 

a actividade inibitória da aromatase devido, provavelmente, a uma melhor interacção da 

enzima com o grupo com esta estereoquímica do que com o mesmo grupo posicionado 

em 3α. 

Os compostos 21 e 25, resultam de substituições em C-17 nos compostos 20 e 19 
respectivamente. Para o composto 21 o grupo carbonilo em C-17 foi substituído por um 

grupo acetato o que resultou numa redução drástica da capacidade de inibição, visto que, 

de 93,14% de inibição do composto 20, se obteve apenas 11,96%. Para o composto 25 o 

grupo carbonilo foi substituído por um grupo hidroxilo o que também resultou na 

diminuição radical da capacidade de inibição da enzima (5,05%). O composto 24 ao 

contrário do composto 21 e 25 resultou de uma modificação no composto 3a, a 

substituição do grupo carbonilo em C-17 por um grupo tiona, demonstra uma redução 

muito acentuada da capacidade de inibição deste composto (24,67%) que é bastante 

inferior ao composto de origem. No entanto, esta baixa actividade pode ser devida a 

alguma instabilidade química do composto. 

De facto, a substituição do grupo carbonilo em C-17, no anel D, por outros grupos, 

entre os quais o grupo acetato, hidroxilo e tiona, como os agora estudados, altera 

drásticamente a capacidade de inibição da aromatase. Estes resultados estão de acordo 

com estudos prévios desenvolvidos pelo nosso grupo (180) em que mostraram a 

importância do grupo carbonilo em C-17. 

A partir deste estudo inicial, determinou-se o IC₅₀ dos compostos mais potentes, 

18, 19 e 20, em microssomas de placenta. O composto 20 demonstrou maior capacidade 

de inibição, com um IC₅₀ de 0,06 μM, seguido do composto 18 (0,743 μM). A capacidade 

de inibição 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 diminuição da 

capacidade de inibição da aromatase neste sistema, tendo como valores de IC₅₀ 5,15 e 

0,8 μM, respectivamente. A linha celular MCF-7aro possui elevadas quantidades de 

aromatase podendo assim explicar os valores superiores aos obtidos a nível dos 
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microssomas de placenta, um sistema onde a aromatase se encontra mais disponível 

para a acção do inibidor. Outros estudos também comprovaram estas observações com 

outros compostos esteróides neste sistema (13, 180, 181).  

Os efeitos dos compostos 18 e 20 foram ainda avaliados a nível da proliferação e 

morte celular. A linha celular de cancro da mama MCF-7aro expressa a aromatase em 

quantidade suficiente para estimular a proliferação celular através da aromatização da 

testosterona a estradiol. A testosterona estimula o crescimento celular das células MCF-

7aro em concentrações que chegam a um valor mínimo de 1 nM, e que se encontram 

dentro da concentração fisiológica média para esta hormona. Os compostos 18 e 20 
provaram que para além de serem potentes inibidores da aromatase, também inibem a 

acção proliferativa da testosterona em células MCF-7aro de uma forma dependente da 

dose e independente do tempo, já que o perfil de inibição, aos 3 e 6 dias, é semelhante 

com o aumento das concentrações.  

A diminuição da proliferação observada pode estar associada à retenção do ciclo 

celular ou à indução de morte celular. Esta foi demonstrada pela redução na 

percentagem de células viáveis que se observa com marcação 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 

concentração de 50 μM, logo após 3 dias de tratamento. De forma a esclarecer o 

mecanismo de morte celular induzido por estes compostos foi também efectuada a 

marcação com anexina-V, a qual reflecte a morte por apoptose, dado que marca os 

resíduos de fosfatidilserina expostos na camada externa da membrana, uma das 

características de apoptose. No entanto, só na concentração de 50 μM ocorre um 

aumento significativo na percentagem de células ligadas à anexina-V, especialmente 

para o composto 18. Para concentrações inferiores a 50 μM a ligação é similar à 

verificada para o controlo. Estes estudos são preliminares pelo que carecem de mais 

experiências, sobretudo com outros tempos de incubação. De qualquer modo, estes 

resultados sugerem que o composto 18 apesar de menos potente a nível de actividade 

anti-aromatásica é mais eficaz na indução de apoptose e provoca um aumento do 

número de células 7-AAD-positivas o que sugere também uma maior toxicidade a nível 

celular. Embora não se tenha estudado o efeito a nível do ciclo celular, sabe-se que 

alguns IAs induzem retenção de fase G0/G1 do ciclo celular (13), o que poderá também 

explicar em parte os nossos resultados ao nível da diminução da proliferação. 

Os compostos 18 e 20 induzem, para além da inibição da proliferação e indução 

de morte celular, alterações morfológicas típicas de apoptose, como, condensação de 

cromatina, “blebbings” membranares, e, ainda, vacuolização, característica da morte por 
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autofagia. Recentemente, no nosso labotratorio foram também obtidas alterações 

semelhantes para outros compostos esteróides (13). Em vários estudos in vivo e in vitro 

(182) verifica-se que a diminuição 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 

interacções entre estes dois tipos de morte. Contudo, a base molecular que promove a 

troca entre estas, ainda não se encontra definida. Vários 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 apoptótico (165). Na verdade, para além de 

características comuns, existem factores que parecem intervir nestes dois tipos de morte, 

como é o caso das proteínas da família Bcl-2 e a caspase-9 (184). 

Em síntese, para compreender o mecanismo de acção dos IAs a nível molecular é 

essencial ter em consideração as modificações estruturais e o modo como condicionam a 

ligação ao local activo da aromatase. Os resultados obtidos poderão contribuir para o 

desenvolvimento de novas moléculas com diferentes modificações estruturais, que 

apresentem forte capacidade de inibição e menos efeitos secundários. Por outro lado, 

poderão, ainda, elucidar o modo de acção dos IAs tipo esteróide a nível da indução da 

morte celular programada por apoptose e/ou autofagia, permitindo desta forma uma 

melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na regressão de tumores de mama 

estrogénio-dependentes.  
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