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O cancer de mama ¢ o que mais acomete mulheres em todo o mundo ¢ com resultados clinicos
satisfatorios em apenas 30-40% dos casos, ha urgéncia por novos alvos moleculares e terapias. Os
estrogenos, ligantes naturais dos receptores de estrogénio alfa e beta (REa e REp), ao se ligarem ao
REa podem desencadear este tipo de cancer. Ao contrario do REa, o REf demonstrou ser capaz de
reduzir a proliferacdo celular e conduzir a apoptose, principalmente quando ligado a moduladores
seletivos, como o fitoestrogeno daidzeina. Ja conhecidos como quimioprotetores, os fitoestrogenos tém
sido avaliados frente ao REP, com potencial para atuar no tratamento do cancer de mama. Buscando
potencializar os efeitos benéficos e aumentar a seletividade de flavonoides como a daidzeina, foram
idealizados onze compostos contendo diferentes substituintes ¢ com um atomo de selénio na posi¢do 3
do anel base. Como descrito na literatura, este calcogénio pode ser capaz de aumentar a efetividade
antineoplasica quando presente. Os compostos idealizados foram submetidos a um estudo in silico com
o objetivo de avaliar suas propriedades farmacocinéticas e de ancoragem molecular. Os resultados
demonstram que quatro compostos foram capazes de modular o REP, além de apresentarem
propriedades farmacocinéticas condizentes para candidatos a farmacos.
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INTRODUCTION

O cancer de mama ¢ o mais diagnosticado em mulheres, e em
numeros gerais, mantém-se atras apenas do cancer de pulmdo. Em
2018, aproximadamente dois milhdes de novos casos foram descrito
sem todo o mundo (Sahayarayan et al., 2020). Como todo cancer,
trata-se de uma doenga multifatorial, a depender da combinagdo entre:
dieta, idade, estilo de vida e genética. Os estrogenos, que incluem a
estrona, o estriol e o 17p-estradiol, desempenham diversos processos
fisiologicos como o crescimento, a diferenciagdo ¢ a fungdo do
sistema reprodutivo feminino (Mal et al., 2020) (Omoto & Iwase,
2015). Contudo, estdo envolvidos numa séric de doengas,
especialmente o cancer de mama (Duffy, 2006) (Bai & Gust, 2009).
De fato, cerca de dois tercos das neoplasias mamarias estdo
associadas a acdo destes hormonios sexuais esterdides, especialmente
do 17B-estradiol, tornando-o conhecido como um cancer horménio-
dependente (Omoto & Iwase, 2015). Para mediar muitas de suas
acdes, os estrogenos necessitam ligar-se as proteinas denominadas de
receptores de estrogénio alfa e beta (REa ¢ REP). Ao serem ativados
pelo ligante, estes receptores ligam-se a sequéncias especificas do
Acido Desoxirribonucleico (DNA) em seus genes-alvo, diretamente,
ou através de outros fatores transcricionais,

ativando ou reprimindo a transcri¢do de diversos genes (Mal et al.,
2020) (Omoto & Iwase, 2015). No caso do REa, essa ativagdo
estimula e inicia o ciclo celular, podendo desencadear o cancer de
mama (Frasor et al. 2003). A descoberta do REa representou um
grande avango, possibilitando a terapia antiestrogénica, ainda hoje
prescrita adjuvante a quimio e a radioterapia (Damodaran &
Hortobagyi, 2021) (Bai & Gust, 2009). Porém, apesar dos avangos na
elucidagdo dos mecanismos, nas terapias e na utilizacdo de alvos
especificos, ainda ha problemas como a resisténcia, efeitos colaterais
e resultados clinicos satisfatorios em apenas de 30-40% dos casos
(Thakor et al, 2016). Isto inclui os casos em que ha ou ndo
marcadores especificos, portanto, torna-se necessaria a busca por
novos tratamentos, especialmente com outros alvos moleculares (Mal
et al., 2020). Assim como ocorreu com o REa, desde que o REP foi
clonado, intensa investigagdo tem sido feita tendo-o como alvo
molecular para a utilizagdo farmacologica. Ao contrario do REa, a
presenca do REP esta relacionada a redugdo da proliferagdo celular.
Testes realizadoscom este receptor in vitro e em ratos, € in vivo
comagonistas altamente seletivos, demonstraram que a expressao do
RERe a ligagdo com tais ligantes foi capaz de levar ao aumento na
apoptose (Mal ez al., 2020) (Omoto & Iwase, 2015) e a inibi¢do da
proliferagao celular (Helguero ef al.,2005) (Covaleda et al., 2008). Os
flavonoides, conhecidos como fitoestrogenos, sdo compostos naturais
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encontrados em plantas, capazes de atuar diretamente na apoptose
celular, através da interagdo com enzimas, fatores transcricionais e
receptores. Sdo capazes de desempenhar efeitos tanto estrogénicos
quanto antiestrogénicos, ativando ou bloqueando a acdo dos
estrogenos (Turner, Agatonovic-Kustrin & Glass, 2007) (Sudhakaran,
Sardesai & Doseff, 2019). Flavonoides, como a genisteina e
daidzeina, tém sido estudados como moduladores do REP, assim
como os seus derivados sintéticos, ndo apenas contra o cancer de
mama, mas contra neoplasias em outros tecidos nos quais os RE sdo
expressos (Ranjithkumar et al., 2021) (Thakor et al., 2016) (Mal et
al., 2020). Especialmente adaidzeina, que possui alta seletividade
pelo REB, € uma inspiracdo para o desenvolvimento de compostos
ainda mais seletivos e promissores. Tendo isto em vista, foram
idealizados 11 compostos (1-11) (Figura 1) inspirados na estrutura
deste fitoestrogeno, com a finalidade de potencializar seus efeitos de
modulagdo ao REP. Estes compostos contendo diferentes
substituintes, bem como, a presenga do atomo de selénio na posicao 3
do anel base do flavonoide, foram avaliados frente a ferramentas
computacionais que englobaram o estudo de suas propriedades
farmacocinéticas e de ancoragem molecular. Conforme descrito na
literatura, compostos organicos contendo selénio, atenuaram os
efeitos toxicos da radio e quimioterapia, aumentando a sua
efetividade (Chen et al, 2020) (Handa et al, 2020) (Sinha &
Baioumy, 2004) (Soriano-Garcia, 2004), além deestarem envolvidos
em processos como a angiogénese, indu¢do a apoptose, entreoutros
(Gandin et al., 2018) (Sanmartin et al., 2012). Metodologias para a
sintese de flavonoides, especificamente de cromonascontendo um
grupo Se-Ph na posicao 3 do anel ja sao descritas na literatura (Godoi
et al, 2011) (Ai et al, 2020). Porém,at¢ o momento nenhum
composto similar aos que serdo aqui discutidos,teve seu potencial
farmacologico explorado como modulador do REP. Desta forma,
utilizando-se da farmacologia computacional,uma ferramenta
ascendente a disposi¢do dos pesquisadores, que otimiza tempo e
custos de uma P&D de firmacos convencional, estes compostos
foram avaliados através de seis ferramentas. Estas, atuando
principalmente no descarte de candidatos inadequados em etapas
iniciais, baseiam-se em dados bioldgicos acumulados, e através de
modelos e simulagdes computacionais, permitiram a identificagdo e
selecdo de moléculas com alto potencial farmacologico. Foram
avaliadas tanto aspropriedades farmacocinéticas de absorcdo (A),
distribuigdo (D), metabolismo (M), excrecdo (E) e toxicidade (T)
(ADMET), quanto apredi¢@o de alvos moleculares, para o qual foi a
pontado o RE.

METODOLOGIA

A acdo terapéutica esperada de um farmaco, baseia-se tanto em sua
poténcia e seletividade, denominadas por farmacodinamica, quanto
em suas propriedades farmacocinéticas ADMET, implicadas por sua
administragdo oral. Para a realizagdo do estudo computacional, foram
utilizadas ferramentas que contemplassem a avaliacdo das
propriedades ADMET, a predi¢do de um potencial alvo molecular, ¢ a
ancoragem dos compostos frente a este alvo. Os softwares utilizados
que estdo disponiveis online sdo: Molinspiration; admetSAR e Swiss
Target Prediction, devendo os demais programas serem instalados.
Todas as ferramentas utilizadas sao livres. Os 11 compostos avaliados
(1-11) (Figura 1) sdo inspirados na estrutura da daidzeina. Nestes, ha
a presenca de um grupo Se-Ph na posic¢éo 3 do anel basecromona, e as
combinagdes entre padrdo de posicdo, tipos de substituintes e sua
influéncia na bioatividade, foram idealizados baseadas na literatura, a
fim de que fossem alcancadas as melhores combinagdes entre
propriedades ADMET e de ancoragem molecular. A influéncia de
grupos alquila (butila) e arila (fenila) na posi¢do 2 da cromona foi
analisada, bem como, a presenga do grupo hidroxila (OH) na posi¢do
7 do anel da cromona. Também foi avaliada a presenga de diferentes
substituintes no anel aromatico ligados ao 4tomo de selénio (Se-Ph),
como o cloro, a hidroxila e um grupo estericamente impedido
(mesitila).

Chem Sketch: Software através do qual foram criadas as estruturas
moleculares e gerados os codigos smiles.

Molinspiration (https://www.molinspiration.com): Permitiu a
analise da biodisponibilidade oral baseada na regra dos cinco de
Lipinski, cinco pardmetros que permitem estimar a solubilidade e
permeabilidade de compostos em estudo. Segundo a regra, para que
haja uma boa absor¢éo ou permeacdo, sao necessarios: coeficiente de
parti¢do octanol-agua LogP menor ou igual a 5; massa molar (MM)
menor ou igual a 500 g/mol; area de superficie topoldgica polar
(TPSA) menor ou igual a 140 A% niimero de grupos receptores de
ligacdo de hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; e numero de
grupos doadores de ligagdo de hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5
(Lipinski et al., 2001). A mesma ferramenta ainda permite o calculo
dos valores sobre a potencial ligagdo dos compostos aos GPCR, do
inglés G protein-coupled receptor (receptores acoplados a proteina
G), moduladores do canal idnico, inibidores da proteina quinase,
ligantes de receptor nuclear, inibidores protease e de outras enzimas.
admet SAR2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/): Ferramenta
utilizada para predizer sobre as propriedades ADMET dos compostos
em estudo (Yanget al.,2019).

Swiss Target Prediction: Utilizado para prever os possiveis alvos
farmacologicos dos compostos avaliados, baseando-se em
similaridades 2D e 3D de ligantes ja conhecidos, em uma base de
mais de 12 mil alvos e 5 organismos diferentes, o qual foi filtrado
para a espécie homo sapiens (Daina, Michielin & Zoete, 2019).

iIGEMDOCK: Apos ter sido selecionada a estrutura cristalina do REP
complexada com o ligante genisteina (PDB: 1X7J), como alvo
molecular apontado pela ferramenta Swiss Target Prediction, foi
realizado o estudo de ancoragem molecular. Nele, foram elucidadas
as interagdes dos compostos em estudo com os residuos de
aminodcidos da proteina, permitindo a discussdo tedrica se
determinado composto possui potencial para desencadear ou ndo uma
resposta biologica (Hsu ez al., 2011).

UCSF Chimera 1.16: A partir dos resultados de interagdo
quantitativa dos residuos de aminoacidos, foi possivel analisar
visualmente as posi¢des de interagio dos compostos com o RE
(Pettersen et al., 2004).
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Figura 1. Estrutura molecular de 3-selenoflavonoides idealizados (1-11)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avalia¢do das propriedades moleculares e da bioatividade: Os
calculos referentes as propriedades moleculares dos compostos
idealizados (1-11) foram realizados através da ferramenta
Molinspiration e s3o mostrados na Tabela 1. Os valores obtidos
demonstram que em todos os compostos houve a violagdo de apenas
uma das cinco regras estabelecidas por Lipinski et al. (2001), o
coeficiente de particdo octanol-dgua LogP>5, que representa a
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passagem do candidato a firmaco do meio extra para o meio
intracelular, ficando entre 5,03 e 7,28. Porém, estando ainda muito
proximo do valor limite para os compostos 6, 10 e 11. De fato, ¢é
necessaria certa hidrofobicida de para uma melhor seletividade e
afinidade de compostos com o RE, assim como sdo necessarios
alguns grupos hidroxila (Brzozowski et al., 1997). Apesar da
violagdo, s6 ha comprometimento da biodisponibilidade oral a partir
da ndo observagdo de duas regras. Com relagdo a avaliagdo de
atividade bioldgica realizada pela ferramenta Molinspiration (Tabela
2), ¢ medida em trés categorias: na categoria um, com pontuagio
acima de 0, estdo classificados os compostos com consideravel
atividade biologica; entre -0,50 a 0, a segunda categoria, com
moderada atividade; e na categoria trés, com valores menores que -
0,50, os compostos sem atividade. Para os modelos GPCR,
modulador do canal i6nico e inibidor de protease, todos os compostos
resultaram em valores negativos ou 0, ou seja, apresentam atividade
moderada. Para o modelo de inibidor de quinase os compostos de 8-
11, apresentaram valores positivos, tendo uma boa atividade. Para os
modelos ligante de receptor nuclear e inibidor de enzima, todos os
compostos apresentaram valores positivos e promissores, com
excegdo dos compostos 1 e 2 que apresentaram apenas atividades
moderadas para o primeiro modelo. Estes resultados convergem com
os obtidos pela ferramenta Swiss Target Prediction, que apontaram
para a interagdo dos compostos de 1-11 com o RE.

Propriedades ADMET: Os resultados obtidos referentes as
propriedades ADMET através do software admet SAR 2.0 estdo
disponiveis na Tabela 3. Entre os composto sanalisados, apenas os
trés ultimos (9-11) ndo demonstraram uma boa permeabilidade no
modelo de células Caco-2. Apesar disto, os resultados para a absorgdo
intestinal foram positivos. A familia de isoformas da enzima
citocromo oxidase (CYP450) estd envolvida na primeira fase do
metabolismo de xenobidticos. Eventualmente, os metabolitos gerados
para excregdo estdo envolvidos na formagdo de espécies reativas e
potencialmente cancerigenas. Assim, a modulagdo destas enzimas
pelos flavonoides é capaz de bloquear estes efeitos, sendo, portanto,
benéfica (Kale, Gawande & Kotwal, 2008). Apenas o composto 8 ndo
foi classificado como substrato da enzima CYP34A, e todos inibiram
a enzima CYP1A2. Em média, os compostos interagiram com 3-4
enzimas do CYP450. Assim como as enzimas do citocromo P450, a
glicoproteina-P também estd relacionada com o processo de car
cinogénese, sendo uma das principais responsaveis pela resisténcia
aosmedicamentos (Kale, Gawande & Kotwal, 2008). Neste sentido, a
modulag@o pelos flavonoides teria parte tanto na quimioprevengao,
quanto na supressdo da resisténcia a farmacos, o que poderia ser
benéfico para o tratamento adjuvante ao cancer de mama. Dentre os
compostos, apena so 9 e o 10 ndo atuaram como inibidores ou
substratos da glicoproteina-P. Com relagdo a carcinogenicidade e
toxicidade, todos apresentaram resultados favoraveis.

Tabela 1. Propriedades moleculares dos compostos (1-11) determinadas pela ferramenta Molinspiration

Composto miLogP TPSA MM nALH nDLH | Violag¢des
1 6,01 30,21 357,31 2 0 1
2 7,22 30,21 399,39 2 0 1
3 6,69 30,21 391,76 2 0 1
4 5,54 50,44 373,31 3 1 1
5 6,71 50,44 415,39 3 1 1
6 5,03 70,67 389,31 4 2 1
7 6,19 50,44 407,75 3 1 1
8 7,28 30,21 419,38 2 0 1
9 6,78 50,44 435,38 3 1 1
10 5,09 70,67 409,30 4 2 1
11 5,07 70,67 409,30 4 2 1

Tabela 2. Prediciio de bioatividade dos compostos (1-11) determinadas pela ferramenta Molinspiration

Composto | Ligante GPCR | Moduladorde | Inibidor de Ligante de Inibidor de Inibidor de
Canal idnico Quinase Receptor Nuclear Protease Enzima
1 -0,06 -0,26 -0,19 -0,04 -0,19 0,10
2 -0,07 -0,30 -0,19 -0,03 -0,16 0,03
3 -0,02 -0,23 -0,14 0,14 -0,19 0,12
4 0 -0,20 -0,13 0,13 -0,14 0,15
5 -0,05 -0,28 -0,15 0,12 -0,17 0,09
6 -0,01 -0,23 -0,12 0,15 -0,14 0,15
7 -0,02 -0,23 -0,14 0,13 -0,19 0,12
8 -0,06 -0,22 0,06 0,01 -0,17 0,07
9 -0,04 -0,20 0,09 0,14 -0,18 0,12
10 0 -0,14 0,14 0,17 -0,14 0,19
11 -0,01 -0,14 0,16 0,18 -0,15 0,20

Tabela 3. Propriedades farmacocinéticas dos compostos 1-11, determinadas na ferramenta admet SAR 2.0

Composto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Permeabilidade Caco-2 + + + + + + + + -

Inibidor P-gp + + + + + - + + + - R
Substrato P-gp - - + + + + + - - R R
Absorgdo Intestinal + + + + + + + + + + +
Barreira hematoencefalica + + + + + - + + - - -
Substrato CYP3A4 + + + + + + + - +
Substrato CYP2C9 - - - - - - - - - - _
Substrato CYP2D6 - - - - - - - - - - _
Inibigdo CYP3A4 - - - + - - - + - - _
Inibidor CYP2C9 - - + - - - + - - + +
Inibidor CYP2C19 + - + + - + + + + + +
Inibi¢do CYP2D6 - - - - - - - - B _ _
Inibi¢do CYP1A2 + + + + + + + + + + +
Carcinogenicidade - - - - - - - - - - B
Toxicidade AMES - - - - - - - - - - _
Toxicidade oral aguda 11T 11T 11T 11 111 11 11T 111 11T 11 11
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A avaliagdo da toxicidade oral aguda dos compostos 1-9 compreende
a categoria III, com DLs, entre 500-5000 mg/kgapresentandobaixa
toxicidade, enquantoos compostos 10 e 11 foram categorizados em II,
com DLs, entre 50-500mg/kg, apresentando toxicidade moderada
(Zhu et al., 2009).

Tabela 4. Energias de interacio enzima-ligante, em kcal.mol™
calculadas pelo software iIGEMDOCK

Composto Energia van der Waals Ligacdo de
Hidrogénio
1 -109,1 -104,77 -4,33
2 -97,04 -92,80 -4,24
3 -94,84 -87,95 -6,89
4 -107,68 -100,03 -7,66
5 -102,76 -96,76 -6,00
6 -108,82 -99,32 -9,5
7 -110,31 -101,81 -8,5
8 -104,73 -104,73 0
9 -112,76 -99,75 -13,01
10 -116,28 -106,35 -9,94
11 -117,65 -114,15 -3,5

Estudo de ancoragem molecular dos compostos de 1-11 frente ao
REB: Os RE sdo enzimas que pertencem a super familia dos
receptores nucleares. Os dados dos softwares Molinspiration (Tabela
2) e Swiss Target Prediction ampararam a potencialatuacdo dos
compostos de 1-11 como moduladores do RE. Para verificar e
analisar se os dados das interagdes com este receptorseriam de fato
favoraveis, foi utilizado o software iGEMDOCK .Este software realiza
o estudo de ancoragem molecular e para a avaliagdo da interacdo dos
compostos com o receptor, foi escolhida a estrutura cristalina do RE
complexado com o fitoestrogenogenisteina (PDB: 1X7J). Os valores
totais da interacdo de cada composto com o receptor sdo
demonstradosna Tabela 4, onde pode-se verificar que todos foram
promissores ¢ como ndo houve nenhum composto que interagisse
eletrostaticamente com o receptoresta categoria foi omitida. As
interagdes de cada um dos 11 compostos com os residuos de
aminoacidos do REP estdo ordenadashierarquicamente na Figura 2,
ou seja, dos que apresentaram maior para os de menor interagdo. A
interagdo com o ligante natural 17B-estradiol no REPocorrenum
bolsédo hidrofobico, com os residuos de aminoacidos: Glu305, Arg346
e His475, e que sdo os mesmos com ofitoestrogenogenisteina
(Brzozowski et al., 1997). Apenas os compostos 2, 6 e 8 ndo
interagiram com nenhum dos residuos de aminoacidos o qual ¢
esperadode um composto capaz de modular o REP. Através da
ferramenta UCSF Chimera foi possivel visualizar as interagdes
obtidas pelo software iGEMDOCK. E possivel observarna Figura 3
que em destaque esta a entrada do sitio ativo do receptore alguns dos
ligantes estdo ancorados na entradae outros se posicionaram distantes
do sitio ativo.

§
i
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=
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Figura 2. Dendograma das interacées ordenadas de forma
crescente dos compostos 1-11 com os residuos de aminoacidos do
REB

A Figura 4 proporciona uma visdo geral do posicionamento do ligante
cristalografico genisteina (em preto), e as posi¢des de cada um dos
compostos em estudo, enquanto a figura 5 demonstra um corte da
superficie hidrofobica da enzima. Os compostos 4, 5, 8, 9 e 11,
posicionaram-se na entrada do sitio ativo, enquanto os compostos 3, 6
e 10 ancoraram dentro do sitio ativo e 1, 2 ¢ 7 ancoraram distante da
fenda de entrada e do sitio ativo.Desta forma, apenas os compostos 1,

2 e 7 ndo sdo passiveis de serem considerados moduladores do
REP.Oscompostos3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 e 11, por interagirem dentro do
bolsdo de ligagdo ao ligante ou na entrada da cavidade, podem tanto
atuar como agonistas, levando a resposta biologica, quanto
antagonistas, desativando este receptor.

Figura 3. Em destaque a entrada do sitio ativo do REfcom os
compostos ancorados, e no centro do dimero os compostos que se
posicionaram fora da entrada e do sitio ativo

A forma de agfo destes compostos ird depender tanto do
posicionamento da hélice 12 do REB quandoos mesmosestiverem
ligados ao receptor, quanto do tecido em que o receptor estd expresso
e das proteinas co-regulatorias do ambiente celular. Ou seja, a
resposta biologica ird depender principalmente do reposicionamento
adequado da hélice 12, que depende do ligante,do tipo de tecido em
que o REp esta expresso e dos sistemas efetores envolvidos.

Figura 4. Dimero do REf com o ligante cristalografico genisteina
e com os ligantes (1-11)

P ,}V _ Q’_'. ©

Figura S. Posicionamento dos compostos no REf (1-11) no sitio
ativo, na entrada e distante da cavidade do sitio ativo

CONCLUSAO

Os compostos 3, 4, 5 e 8 apresentaram tanto propriedades ADMET
quanto de interagdocom o REP favoraveis, condizentes com a de
candidatos a farmacos. Logo, a selecdo destes quatro compostos entre
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os avaliados, aponta sua potencialidade de seres avaliados in vitro e in
vivo, para determinar se sua agdo ocorrecomo agonistas ou
antagonistas, quais sdo as concentragdes necessarias para o efeito
bioldgico esperado, entre outros fatores determinantes para seu
avanco como um potencial farmaco. J& os compostos 1, 2 e 7, apesar
de bons resultados na avaliagdo da farmacocinética, ndo interagiram
com os residuos de aminoacidos necessarios para modularem o
receptor. Apesar disto, dada a conhecida agdo antioxidante de
diversos compostos contendo selénio, ¢ como células cancerigenas
exibem um status redox anormal, continua vidvel sua avaliagdo como
agentes terapéuticos, tendo em vista outros mecanismos de agdo. De
fato, ha inGimeras vias pelas quais os compostos aqui discutidos
poderiam atuar, de forma a prevenir e tratar diferentes tipos de cancer
através de sua a¢do no microambiente tumoral, tanto pela interacdo
direta com o REP, quanto por outros mecanismos. Com as
propriedades ADMET favoraveis, mesmo para os compostos que nao
sdo capazes de modular o RE, existe grande potencial na
continuagdo de sua avaliagdo para aplicagdo farmacolodgica.
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