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Resumo: A expressdo de receptor de estrogénio a (ERa) em cancer de mama sugeriu a
conjugacdo esteroide-alquilante para melhorar a terapia antineopldsica. Assim, complexos de
platina ligados ao estrogénio via quimica click de azida-alcino de Cu(l) mostraram
citotoxicidade, in vitro, superior a cisplatina, e conjugados de esteroide—nitrosoureia
demonstraram resultados promissores. Porém, ndo foram encontradas tentativas de sintese de
conjugados esteroide-nitrosoureia com quimica c/ick. Portanto, este estudo visa prever, in silico,
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e drug-likeness, realizar docagem molecular
com o ERa, e propor a sintese de um novo candidato a farmaco antineoplasico derivado de
estrogénio-nitrosoureia, ligado via quimica click. As propriedades foram preditas no
SwissADME. O ERa em complexo com o estrogénio foi obtido do Protein Data Bank: 1ERE.
As estruturas foram preparadas no AutoDockTools 1.5.7 e no Avogadro 1.2.0. A docagem
molecular foi realizada com o AutoDock 4.2.6 e analisada no Discovery Studio Visualizer
v24.1.0.23298. As regras de Lipinski, Ghose, Veber e Muegge foram satisfeitas e a molécula
foi classificada como drug-like. E esperada alta absor¢do oral. Foram observadas duas das trés
ligacdes de hidrogénio com os mesmos residuos de aminoacidos que o estradiol, Arg-394 e His-
524. O candidato a farmaco possui caracteristicas estruturais previstas como adequadas para
moléculas oralmente ativas e afinidade pelo ERa.

Palavras-chave: Compostos de Nitrosoureia; Estradiol; Quimica Click; Farmacocinética;
Simulagdo de Acoplamento Molecular.

NEW ESTROGEN-NITROSOUREA DERIVATIVE AS AN ANTINEOPLASTIC DRUG
CANDIDATE: EVALUATION OF IN SILICO PROPERTIES, MOLECULAR DOCKING
AND PROPOSED SYNTHESIS

Abstract: The expression of estrogen receptor o (ERa) in breast cancer suggested the steroid-
alkylating conjugation to improve antineoplastic therapy. Thus, platinum complexes linked to
estrogen via Cu(l) azide-alkyne click chemistry showed in vitro cytotoxicity superior to
cisplatin, and steroid-nitrosourea conjugates demonstrated promising results. However, no
attempts were found to synthesize steroid-nitrosourea conjugates using click chemistry.
Therefore, this study aims to predict, in silico, physicochemical, pharmacokinetic, and drug-
likeness properties, perform molecular docking with ERa, and propose the synthesis of a new
antineoplastic drug candidate derived from estrogen-nitrosourea, linked via click chemistry.
The properties were predicted using SwissADME. ERa in complex with estrogen was obtained
from the Protein Data Bank: 1ERE. The structures were prepared in AutoDockTools 1.5.7 and
Avogadro 1.2.0. Molecular docking was performed with AutoDock 4.2.6 and analyzed in
Discovery Studio Visualizer v24.1.0.23298. Lipinski, Ghose, Veber, and Muegge rules were
satisfied, and the molecule was classified as drug-like. High oral absorption is expected. Two
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of the three hydrogen bonds with the same amino acid residues as estradiol, Arg-394 and His-
524, were observed. The drug candidate has structural characteristics predicted to be suitable

for orally active molecules and aftinity for ERa.

Keywords: Nitrosourea Compounds; Estradiol; Click Chemistry; Pharmacokinetics;

Molecular Docking Simulation.

1. INTRODUCAO

O cancer de mama representa um
desafio significativo no cendrio da saude
mundial: € a neoplasia mais incidente e com
o maior indice de mortalidade feminina.
Estimativas do Global Cancer Observatory
(Globocan), elaboradas pela International
Agency for Research on Cancer (larc),
apontam que, em 2020, ocorreram 19,3
milhdes de novos casos de cancer no
mundo, sendo o ciancer de mama feminina o
mais incidente, com 2,3 milhdes de casos
novos ¢ aproximadamente 685 mil mortes
em mulheres no mundo inteiro.! No Brasil,
foram registrados, no mesmo ano, uma taxa
de mortalidade de 11,84 o6bitos/100.000
mulheres, sendo a primeira causa de morte
por cancer na populag¢do feminina em todas
as regioes, exceto na regido Norte, onde o
cancer do colo do Utero ocupa o primeiro

lugar.?

A maior parte dos cénceres de
mama ¢ dependente de hormoénios, com
células tumorais, chamadas luminais,
expressando o receptor de estrogénio (ER),
sendo denominados ER+. Nesses tumores,
os estrogénios sdo sinalizadores a
desempenharem um papel crucial no

crescimento e progressdao das células
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tumorais. A agdo celular dos estrogénios ¢
mediada principalmente pelos receptores
nucleares ERa, ERPB e pelo receptor de
membrana acoplado a proteina G (GPER,
também chamado de GPR30). Os canceres
luminais sdo caracterizados pela expressao
de ERa e a maioria dos tumores de mama
expressa ERa. A expressdo desregulada do
ERa, sua atividade ou seus co-reguladores e
genes-alvo ocupa uma posi¢ao proeminente
no desenvolvimento da maioria dos
canceres de mama. Portanto, constitui um
alvo  interessante para a  terapia

antineoplésica.’

Nas ultimas décadas, uma nova
abordagem no descobrimento de agentes
terapéuticos trouxe enormes avangos nho
processo de descoberta e desenvolvimento
de antineoplasicos. Essa  estratégia,
chamada bioconjugacdo, consiste na jungao
de duas ou mais unidades moleculares com
propriedades bioldgicas divergentes para
formar uma nova estrutura, 0
“bioconjugado”, que adquire as
propriedades combinadas das suas unidades
individuais. Nesse sentido, foi levantada a
hipétese de que a conjugacdo dos
hormodnios esteroides com diferentes

agentes citotoxicos poderia ser uma opgao a
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fim de melhorar a terapia de canceres
dependentes de hormonios, uma vez que a
resposta  antineoplasica €  provocada
diretamente no local de acao, a medida que
a parte citotoxica ¢ entregue com sucesso no
local alvo pela parte esteroide. Embasado
nesse conceito, foram sintetizados diversos
bioconjugados ligando esteroides as
moléculas citotoxicas, tails como 0s

organometalicos e as nitrosureias.*

Os complexos organometalicos
derivados de platina (Pt), como a cisplatina
e a carboplatina, sdo agentes que contém um
metal, a Pt, elétron-deficiente que atrai
grupos nucleofilicos ricos em elétrons do

DNA (bases nitrogenadas como a guanina).’

Kitteringham et al.,® em 2019,
exploraram a citotoxicidade, in vitro, de
novos complexos de Pt(Il) ligados ao 17p-
estradiol como candidatos a farmacos
antineoplasicos para o tratamento de
canceres dependentes de estrogénios. O
estudo baseou-se na funcionaliza¢dao desses
complexos e no desenvolvimento de
estratégias de conjugacdo a partir da
quimica “click”, uma nova filosofia quimica

desenvolvida por Barry Sharpless.’

No contexto da quimica "click",

Sharpless definiu os critérios que uma
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reacdo deve atender. A reacdo deve ser

modular,  abrangente @ em  escopo,
proporcionar rendimentos muito altos, gerar
apenas subprodutos inofensivos que possam
ser removidos por métodos ndo
cromatograficos e ser estereoespecifica
(mas nao necessariamente
enantiosseletiva).”  As  caracteristicas
necessarias do processo incluem condig¢des
de reagdo simples (idealmente, o processo
deve ser insensivel ao oxigénio e a dgua),
materiais de partida e reagentes
prontamente disponiveis, o uso de nenhum
solvente ou de um solvente atéoxico (como
agua) ou facilmente removivel, e
isolamento simples do produto. A
purificacdo, se necessaria, deve ser
praticada por métodos ndo cromatograficos,
como cristalizacdo ou destilacdo, e o
produto deve ser estavel em condig¢des

fisioldgicas.

A cicloadi¢dao entre azida-alcino,
catalisada por Cu(I) (CuAAC), que gera o
correspondente  1,4-dissubstituido 1,2,3-
triazol, com excelente seletividade e alto
rendimento, é sindnimo de quimica "click"®

(Esquema 1).
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Esquema 1

De forma inédita na literatura, o
trabalho de Kitteringham et al.,’ emprega a
rea¢ao CuAAC no desenvolvimento de dois

complexos ligados a esteroides para

OH Nt[\lj
" & e
Pt~
NH;  \

candidatos a farmacos antineoplasicos a
base de Pt: [PtCl(EDiolDap)] e
[Pt(CBDCA)(EDiolDap)] (Figura 1).

OH N\

FONTE: Adaptado de Kitteringham, Andriollo, Gandin, Montagner e Griffith.®

Figura 1 — Complexos de Pt(II) ligados ao 17p-estradiol; (a) [PtClo(EDiolDap)] e (b) [Pt(CBDCA)(EDiolDap)].

Os resultados do estudo de
Kitteringham et al.® foram obtidos a partir
da comparacdo realizada contra um painel
de linhagens celulares humanas de cancer
ER+ cervical (A431), mama (MCF-7) e
ovério (2008 e A2780), bem como contra
uma linhagem celular de cancer de colon
ER- (HCT-15). Ambos os complexos
exibiram atividade superior em relacdo a
cisplatina e carboplatina em cultura 2D e
apresentaram aproximadamente 30 vezes
mais atividade contra células ER+ em
rela¢do a linhagem de referéncia de cancer
ER-. A cultura celular 3D ¢é superior a
tradicional 2D na modelagem de um
ambiente in vivo. E, portanto, digno de nota
que os complexos mantiveram sua atividade

antineoplasica em um modelo de cultura
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esferoide 3D de A2780 e reduziram a
viabilidade dos esferoides de células de
cancer de ovario aproximadamente 9 vezes
e 5 vezes melhor, respectivamente, em
relagdo ao antineoplasico a base de Pt

utilizado clinicamente, a cisplatina.

As nitrosureias sdo  agentes
alquilantes constituidos por uma funcdo
cloroetilureia ligada a um grupo nitroso. Os
representantes tradicionais dessa classe
quimica sdo carmustina, lomustina,
semustina e estreptozocina, que sio
compostos que sofrem decomposi¢dao
espontanea ao meio bioldgico, gerando duas
espécies  responsaveis pelos  efeitos

antineoplasicos. O isocianato formado

reage com o nitrogénio da cadeia lateral de
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residuos de lisina em proteinas (reacao de
carbamoilagdo), podendo inativar proteinas
importantes para o reparo de DNA ou para
o ciclo celular. O segundo produto formado
¢ o cloroetil-hidroxidiazeno, que culmina na
formagao de uma espécie altamente reativa
(carbocation), que pode ser atacado por
nucledfilos, como as bases nitrogenadas do

DNA, alquilando-os.’

0
N N~
W )
G NH“/N\/\CI
o)
HO o

(a)

FONTE: Adaptado de Bansal e Suryan.*

Dessa forma, os derivados de
nitrosoureia  sdo agentes alquilantes
estabelecidos. Conjugados de esteroide—
nitrosoureia, descritos na literatura,
demonstraram  resultados  promissores,
como afinidade para o ER em utero de
bezerro e alta inibicdo de células tumorais

em carcinoma mamario de rato (Figura 2).*

(b)

Figura 2 — Exemplos representativos de potentes derivados de esteroide-nitrosoureia como candidatos a farmacos

antineoplasicos; (a) estrona e (b) dihidrotestosterona (DHT).

Apesar dos resultados positivos,
esforcos substanciais para a sintese de
novos conjugados de esteroide—nitrosoureia
ndo foram realizados nas ultimas décadas.*
Uma revisdo da literatura ndo revelou
quaisquer exemplos anteriores do uso da
reacdo CuAAC na sintese de derivados de
esteroide-nitrosoureia como  potenciais
agentes antineopldsicos. Assim, o presente
trabalho tem como objetivo predizer as
propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas, drug-likeness e aplicar

filtros de Quimica Medicinal, in silico,
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proceder com uma docagem molecular com
o ERa e sugerir a sintese de um novo
candidato a farmaco antineoplasico
derivado de estrogénio-nitrosoureia, ligado

via reagao CuAAC.
2. METODOS

2.1. Planejamento e desenho da

estrutura quimica

O planejamento do candidato a
farmaco se embasou na  revisdo
bibliografica e resultados experimentais, in

vitro, de Kitteringham et al.,® com
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complexos de Pt(Il) ligados ao 17f-
estradiol, via reagdo CuAAC. A formula
estrutural foi escrita no  software
ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.2,% e
ndo foi encontrada nos repositérios do

PubChem, eMolecules ¢ ChemSpider.

2.2. Avaliacio das propriedades in

silico

O candidato a farmaco foi
avaliado, in silico, quanto as propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas, drug-
likeness e outros filtros de quimicos
medicinais por intermédio da ferramenta
web SwissADME,’ utilizando a notagdo
SMILES (Simplified molecular-input line-
entry system)
“O=NN(C(=O)NCCnlnnc(c])[C@]1(O)C
ClC@@H]2[C@](C)CC[C@H]1[C@H]
2CCc2clcee(c2)O0)C™.

2.3. Docagem molecular

2.3.1. Preparagado do ERa e do 17f-

estradiol

A estrutura cristalografica do ERa
humano foi baixada do Protein Data Bank
(PDB) (RCSB.org),!° coédigo 1ERE,'
contendo o dominio de ligagdo com o
ligante (LBD) em complexo com o 17p-
estradiol.”” A estrutura foi editada no
software Discovery Studio Visualizer
v24.1.0.23298,'3 com o objetivo de manter

exclusivamente a cadeia de aminoacidos A,
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seu ligante cocristalizado e moléculas de
agua. A proteina foi arquivada em formato
PDB. Em seguida, as interacdes ligante-
receptor foram exibidas; o 17B-estradiol foi
isolado da proteina, os hidrogénios foram
adicionados e a molécula enddgena foi

também arquivada em PDB.

No  software  AutoDockTools
1.5.7,'* as moléculas de 4gua e o ligante
cocristalizado foram removidos, e todos os
hidrogénios foram adicionados a estrutura
proteica. Na sequéncia, os hidrogénios nao
polares foram "fundidos" aos seus carbonos
com a opg¢do "Merge Non-Polar". Para
finalizar, um total de 1,626 cargas de

Kollman foram adicionadas a proteina.
2.3.2. Redocagem

A docagem molecular foi realizada
com o software AutoDock 4.2.6.'% A
validacdo dos pardmetros de docagem se
seguiu mediante o método de redocagem.'”
As opgoes da Grid Box foram definidas
como x-dimension. 46, y-dimension: 58, z-
dimension: 56, x center: 9.126, y center:
48.12, z center: 130.541. Esses numeros sao
suficientes para sobrepor os residuos de
aminoacidos que interagem com o ligante
cocristalizado. Os parametros do algoritmo
genético alterados foram GA runs: 100,
Population size: 300, Max. no of

evaluations: 1000000. Os demais
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parametros foram aceitos como padrdo e o

“Lamarckian GA(4.2)* foi selecionado.

Apos a docagem, a proteina,
arquivada em PDB, e o complexo com a
menor energia de ligagdo obtido foram
sobrepostos no software Discovery Studio
Visualizer v24.1.0.23298.!% Estabeleceu-se
que o valor do RMSD (Root Mean Square
Deviation) entre a pose encontrada do
ligante e o resultado experimental deve ser
inferior a 2 A, para que o procedimento
adotado seja considerado valido.!> Somente
o 17p-estradiol foi mantido em ambas as
estruturas. O RMSD foi calculado na aba
“Structure”, escolhendo-se “RMSD” e,
enfim, “Heavy Atoms”. O valor observado
foi de 0,7632 A, confirmando a precisio do

método.

2.3.3. Preparagao do ligante e

docagem molecular

A geometria 3D do candidato a
farmaco foi concebida e otimizada por meio
do software Avogadro 1.2.0.'%7 A
otimizacdo da geometria molecular foi
efetuada na opgdo “Auto Optimization

Tool”, escolhendo-se o Force Field

MMFF94,'822 ¢ as demais configuragdes
como padrdo. Por ultimo, a estrutura foi
arquivada em PDB e a docagem molecular
foi executada conforme os parametros

previamente validados.
2.4. Proposta de sintese

A proposta de sintese do derivado de
estrogénio-nitrosoureia foi fundamentada
nas sinteses realizadas por Hennessy et al.?
e Kitteringham et al, com moléculas
equivalentes (em grupos funcionais). A
sugestdo de sintese do reagente da porcao
nitrosoureia, ¢ sua insercdo na molécula,

foram respaldadas nas sinteses de Martinez

et al.*
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Molécula do candidato a farmaco

A molécula do candidato a fairmaco
planejada, conforme demonstrado na Figura
3, contém 17f-estradiol, visando alcangar
boa afinidade de ligagdo com o ERa; anel
1,2,3-triazolico 1,4-dissubstituido
proveniente da reagdo CuAAC; e
nitrosoureia como grupamento

farmacoforico.

UNISANTA Bioscience Vol. 14 n° 1 (2025) p. 21-41

Pagina 27



G.A. Silva, G.C.L. Ledo, J.E.P. Cardoso Filho

U4 N 'd \
/ /
/ OH\\ ! \\
: | : |
I o I
| 1 |
I cl . (N (@] \\ﬁNH OH |
' 0 " N-N 5 OH '
| /lk H | H 0 A 1
| 1| \ |
I H 0 O HO OH
| | |
I\ 1\ |
\ Cl estramustina / \\ estreptozocina /
N e - — — — — — —— - - o - — — — — — — — — — - ”
,'
e
r'd
7
r'd
/ST = 7
] v’
by O
| X/Q\/N |
|
! ¥
N e e —— 4
I
I
|
OH Nxp
\\ |
! \ N
H ~" NH
Ny

HO

Figura 3 — Planejamento da féormula estrutural do candidato a firmaco em fragmentos de fAirmacos
antineoplasicos ligados pelo anel 1,2,3-triazoélico 1,4-dissubstituido.

3.2. Propriedades fisico-quimicas hidrogénio (< 5 doadores e < 10 aceptores).

) i o Adicionalmente, o numero de ligacdes
Nas propriedades fisico-quimicas

(Tabela 1), o peso molecular (PM) esta rotativas e a area de superficie polar

: topologi TPSA lculad ta
dentro do parametro considerado favoravel opologica ( ) calculada estdo em

. , concordancia com Veber et al,*® que
para candidatos a farmacos oralmente

. o constatou a importancia dessas
ativos, segundo a “Regra dos 5 pioneira P

i fil
proposta por Lipinski et al.?® (PM < 500 propriedades - para o perfil de

biodi ibilidade (F 1 de fa
Da). Ainda de acordo com a regra, a iodisponibilidade () oral de farmacos

(Num. de ligagdes rotativas < 10 e TPSA <
140 A2).

molécula estd dentro dos limites de

doadores e aceptores de ligacdo de
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Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas

Formula molecular
PM
Num. de 4&tomos pesados
Num. de atomos pesados
aromaticos
Fragao Csp3
Num. de ligagdes rotativas
Num. de aceptores de ligagdo de
hidrogénio
Num. de doadores de ligagdo de
hidrogénio
Rm
TPSA

C24H32N6O4
468,55 g mol™!
34
11

0,62
7
7

3

125,68
132,94 A2

Legenda: PM: peso molecular; Rm: refratividade molar; TPSA: area de superficie polar topologica.

A lipofilicidade (Tabela 2), cujo
descritor classico ¢ o logaritmo do
coeficiente de parti¢do octanol-dgua (Log
P),”"3 foi calculada por diferentes modelos
computacionais.?” O valor consenso do Log
P infere uma lipofilicidade oOtima,

geralmente estando no intervalode 1 a 3 em

virtude do equilibrio apropriado entre a
solubilidade em 4gua e a taxa de
permeabilidade por difusdo passiva,
refletindo critérios farmacocinéticos e
farmacodindmicos ideais para um candidato

a fArmaco com boa absorcio intestinal.'®

Tabela 2 — Lipofilicidade

Log P (iLOGP)
Log P (XLOGP3)
Log P (WLOGP)
Log P (MLOGP)

Log P (SILICOS-IT)

Consenso Log P

3,49
2,37
2,94
2,44
1,23
2,50

Legenda: Log P: logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua.

A hidrossolubilidade (Tabela 3),
medida pelo Log S (logaritmo decimal da

solubilidade aquosa em mol L), foi

classificada por trés modelos
computacionais distintos. Em todas as

estimativas, a solubilidade em 4agua da

UNISANTA Bioscience Vol. 14 n° 1 (2025) p. 21-41
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molécula se mostrou intermedidria, o que €
importante para a fase farmacéutica

(desintegracao, desagregacao e dissolucao),

dado que ¢ dependente do perfil de

hidrossolubilidade do farmaco."

Tabela 3 — Hidrossolubilidade

Log S (ESOL)
Solubilidade

Classe

Log S (Al)
Solubilidade

Classe

Log S (SILICOS-IT)
Solubilidade

Classe

-4,02
452e-02 mg mL™! ; 9,65¢-05 mol
L—l
Moderadamente soluvel

-4,80

7,39¢e-03 mg mL™! ; 1,58e-05 mol

L-l
Moderadamente soluvel

-4.47
1,59¢-02 mg mL™! ; 3,40e-05 mol
L—l
Moderadamente soluvel

Legenda: Log S: logaritmo da solubilidade em mol L.

3.3. Farmacocinética

Na Farmacocinética (Tabela 4), em
razdo de dados discutidos anteriormente, €
previsto que a molécula seja bem absorvida
pelo trato gastrointestinal.”® Porém, a
predicdo de impermeabilidade a barreira
hematoencefalica (BHE) deve restringir a
eficacia nos casos de metastases cerebrais.?’
Além disso, a glicoproteina-P (P-gp), um
transportador apical de efluxo, transporta
farmacos recém-absorvidos de volta ao
limen intestinal, o que pode retardar a
velocidade de absor¢do’ e, aliado ao fato de
que o efluxo de drogas quimioterdpicas
mediado pela P-gp leva a falha da

quimioterapia no cancer de mama,*’ ser um

UNISANTA Bioscience Vol. 14 n° 1 (2025) p. 21-41

substrato da P-gp pode representar uma
limitagdo e uma questdo a ser pesquisada. E
predito que o novo derivado seja inibidor de
duas isoenzimas do citocromo P450 (CYP),
envolvidas no metabolismo de diversos
farmacos e, por consequéncia, interagdes
medicamentosas podem elevar a meia-vida
e a concentragdo plasmatica desses
farmacos, ocasionando um crescimento na
ocorréncia de reagdes adversas e/ou

intoxicagdes. !>

Por fim, quanto mais
negativo o Log K, (logaritmo do coeficiente
de permeabilidade cutanea), com K, em cm
s”!, menos permedvel a pele é a molécula,’
norteando a manipulacdo de formulas

topicas, mas nao aquelas de administragao

oral ou parenteral.
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Tabela 4 — Farmacocinética

Absorcao GI
Permeavel a BHE
Substrato da P-gp

Inibidor da CYP1A2
Inibidor da CYP2C19
Inibidor da CYP2C9
Inibidor da CYP2D6
Inibidor da CYP3A4
Log Kp (permeacao cutinea)

Alta
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
-7,48 cm s

Legenda: GI: gastrointestinal; BHE: barreira hematoencefalica; P-gp: glicoproteina-P; CYP:
citocromo P450; Log K,: logaritmo do coeficiente de permeabilidade cutanea.

3.4. Drug-likeness

Drug-likeness (Tabela 5) é uma
avaliacdo qualitativa da chance de uma
molécula se tornar um medicamento oral no
que diz respeito a F. O candidato a farmaco
foi analisado por cinco filtros diferentes,
baseados em regras adaptadas, com
bastantes faixas de propriedades dentro das
quais a molécula ¢ definida como drug-like:
Lipinski, da Pfizer (PM < 500; MLOGP <
4,15; N ou O <10; NH ou OH <5), Ghose,
da Amgen (160 <PM <480; -0,4 <WLOGP
<5,6; 40 < Rm < 130; 20 < 4atomos < 70),
Veber, da GSK (Ligagdes rotativas < 10;
TPSA < 140), Egan, da Pharmacia

(WLOGP <5,88; TPSA<131.6) e Muegge,
da Bayer (200 < PM < 600; -2 < XLOGP <
5; TPSA < 150; Num. anéis < 7; Num.
carbonos > 4; Num. heteroatomos > 1;
Num. ligacdes rotativas < 15; Ac. lig. H <
10; Do. lig. H < 5).° A Unica violagio
observada esta relacionada a regra de Egan,
em fun¢do do TPSA; muito embora a
violacao isolada ndo inviabilize a molécula,
apenas destaca que experimentos adicionais
sobre sua capacidade de permear as cé€lulas
devem ser realizados. Por ultimo, a
pontuacdo de F ¢ a probabilidade de F >
10% em ratos ou permeabilidade
mensuravel em células Caco-2° e aponta

para um potencial razoavel de boa F oral.

Tabela 5 — Drug-likeness

Lipinski
Ghose
Veber

Egan

Muegge

Pontuacdo de F

Sim
Sim
Sim
Nao; 1 violagao: TPSA>131,6
Sim
0,55

Legenda: F: biodisponibilidade.
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3.5. Filtros complementares de

Quimica Medicinal

Sobre Quimica Medicinal (Tabela
6), PAINS (pan assay interference
compounds ou compostos promiscuos),
moléculas contendo subestruturas que
exibem resposta potente em ensaios,
independentemente do alvo proteico e
produzem um falso positivo,” ndo
correspondem a estrutura do candidato a
farmaco. Evidentemente, o alerta estrutural
de Brenk, que ¢ constituido de uma lista de
fragmentos marcados como potencialmente
toxicos, quimicamente reativos,
metabolicamente instaveis ou que possuem
propriedades causadoras de
farmacocinéticas  ruins,’ detectou a
presenca de N-NO, como planejado, visto

que a por¢ao N-nitrosoureia € o grupamento

farmacoforico do derivado e ¢ a subunidade
toxicoforica responsavel pela formagao de
espécies reativas na biofase.!> Leadlikeness
¢ um conceito que foca nos limiares fisico-
quimicos que definem um bom protdtipo
(250 < PM < 350; XLOGP < 3,5; Num.
ligacdes rotativas < 7), isto €, uma estrutura
quimica propria para otimiza¢ao molecular
que eventualmente pode ter o tamanho e a
lipofilicidade = aumentados e, como
consequéncia, precisa ser menor ¢ menos
hidrofébica do que as moléculas drug-like;’
portanto, o candidato a firmaco ¢, em maior
grau, drug-like do que um prototipo.
Finalmente, a molécula ¢ prevista como
relativamente acessivel do ponto de vista
sintético (a acessibilidade sintética varia de
1 a 10, sendo 1 muito facil e 10 muito

dificil®).

Tabela 6 — Quimica Medicinal

PAINS
Brenk
Leadlikeness
Acessibilidade sintética

0 alertas
1 alerta: N-nitroso
Nao; 1 violagao: PM>350
5,16

Legenda: PAINS: Pan Assay Interference Structures.

3.6. Geometria molecular

O Force Field MMFF94, ou Merck
Molecular Force Field, foi desenvolvido
pela Merck e proporciona boa precisdo em
uma ampla gama de moléculas drug-like.'>
22 A otimiza¢io da geometria molecular

gerou uma conformagao teoricamente mais

UNISANTA Bioscience Vol. 14 n° 1 (2025) p. 21-41

estavel do ponto de vista termodindmico
(Figura 4a), com valor de energia potencial
estacionaria calculado em 139,924 kJ mol™'.
E possivel observar uma ligagio de
hidrogénio intramolecular na por¢ao de N-

nitrosoureia, cujo comprimento da ligagdo ¢

igual a 1,772 A. Acrescentando a isso, a
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partir da disponibilidade de cargas parciais
e das posi¢des atdmicas, o candidato a
farmaco apresentou um momento dipolar

(w) estimado de 2,345 D (Figura 4b). Dessa

conformagdo, determinou-se a superficie de
van der Waals (Figura 4c) com base no raio

de van der Waals de cada atomo da

molécula.’®

Figura 4 — a, Estrutura 3D otimizada do candidato a farmaco. O tracejado amarelo indica a ligagao de hidrogénio
intramolecular na por¢ao nitrosoureia. b, Visualiza¢do do momento dipolar (i) da molécula. ¢, Superficie de van

der Waals da molécula.
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3.7. Docagem molecular

O  17B-estradiol  cocristalizado
interage através de ligacdes de hidrogénio
com os residuos de aminoacidos do LBD do

ERa do seguinte modo: a hidroxila fendlica

do anel A estabelece liga¢des de hidrogénio
diretas com o carboxilato da Glu-353 e o
grupo guanidinio da Arg-394; e a hidroxila
alcodlica do anel D forma uma unica
ligacdo de hidrogénio com a His-524

(Figura 5).!2

istrracionm

| Water Hysirogen Bond

- Corvwraons yrrogen Bone [ DAl

E—:j B8 T-ghaped

Figura 5 — a, Estrutura do dominio de ligagdo com o ligante (LBD) do receptor de estrogénio alfa (ERa) em

complexo com o 17f-estradiol. b, Diagrama 2D das interagdes ligante-sitio receptor.

A docagem molecular define a
orientagdo € a conformagdo, “pose”, do
ligante ao interagir com o receptor.'® A pose
do candidato a farmaco, com a energia de
ligacao mais baixa observada (Figura 6), no
cluster, grupamento de conformagdes

semelhantes, de menor energia e maior

preferéncia  (51% das conformacgdes
calculadas, cuja energia de ligagdo média ¢é
de -6,13 kcal mol™), é de -9,07 kcal mol™'.
Na redocagem, comparativamente, o 17f3-
estradiol cocristalizado retornou somente
um cluster de energia de ligagao média de -

10,53 kcal mol™.
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Figura 6 — a, Pose de menor energia do candidato a firmaco ao interagir com o dominio de ligagdo com o ligante
(LBD) do receptor de estrogénio alfa (ERa). b, Diagrama 2D das intera¢des ligante-sitio receptor.

Na docagem, ¢ verificado que a
molécula realizou duas das trés ligagdes de
hidrogénio com os mesmos residuos de
aminoacidos que o ligante endogeno
cocristalizado, 17B-estradiol, exceto pela
Glu-353. A interacdo com a His-524,
contudo, ¢ gerada pelo anel triazélico da
molécula em vez da hidroxila alcoodlica.
Outras ligagdes de hidrogénio com os
residuos Leu-387, Leu-525 e Thr-347 foram
observadas. Esses achados demonstraram
afinidade do candidato a farmaco pelo LBD

do ERa.
3.8. Sintese proposta

3.8.1. Sintese de terc-butil N-(2-
azidoetil)carbamato (3)

Analogamente a Hennessy et al.,” a
sintese de terc-butil N-(2-

azidoetil)carbamato (3), a azida da reagdo

UNISANTA Bioscience Vol. 14 n° 1 (2025) p. 21-41

CuAAC, compreenderia trés etapas
(Esquema 2). Primeiramente, consistiria na
protecdo da amina, pela qual etanolamina
reagiria com dicarbonato de di-terc-butila
(Boc20) em presenca de trietilamina (Et3N)
como base, e uma mistura de
tetraidrofurano (THF) e agua (H20) na
proporcao 1:1 como solvente, entre 0 °C e
temperatura ambiente (t.a.), por 18 h,
terc-butil N-(2-

hidroxietil)carbamato (1) em 87% de

produzindo

rendimento. Subsequentemente, o produto
seria tratado com cloreto de mesila (MsCl),
em presenca de Et;N, e diclorometano
(DCM) como solvente, a t.a. por 18 h,
fornecendo terc-butil N-(2-
((metilsulfonil)oxi)etil)carbamato (2) em
75% de rendimento. Por fim, 2 reagiria com
azida sdédica (NaN3), em uma substitui¢ao

nucleofilica  bimolecular (Sx2) do
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metanossulfonato  pela  azida, em

80 °C por 18 h, obtendo 3 em 81% de

dimetilformamida (DMF) como solvente, a rendimento.
Esquema 2
/O
i) Boc,O, Et,N o;S\/
THF:H,0 o)
0°C-ta., 18h _\_NH iii) NaN;, DMF

HO __~. 1,87%
NH, ————————>
2 i) MsCl, Et,N
DCM
t.a., 18 h

N
>/ N§N/\/NHWO7<
o X
2, 75%

NN

80°C, 18 h

0
3, 81%

3.8.2. Sintese de cloridrato de 2-{4-[(1S,10R,11S,14S,15S)-5, 14-di-hidroxi-15-
metiltetraciclo[8.7.0.0°7.0'""° heptadeca-2(7), 3, 5-trien-14-il]-1H-1,2, 3-triazol-1-

il}etan-1-amonio (5)

Similarmente a Kitteringham et al.,°
a reagdo CuAAC envolveria 170-
etinilestradiol e 3, resultando no
correspondente  1,4-disubstituido 1,2,3-
triazol, 2-{4-[(1S,10R,115,14S5,155)-5,14-
di-hidroxi-15-
metiltetraciclo[8.7.0.0%7.0'1*]heptadeca-
2(7),3,5-trien-14-il]-1H-1,2,3-triazol-1-
il}etil 2-metilpropano-2-carbamato (4) em
97% de rendimento, em um meio reacional
aquecido a 40 °C por 48 h, e constituido de
sulfato de cobre pentahidratado

(CuS04.5H20), ascorbato de so6dio como

agente redutor do cobre e solucdo de

metanol (MeOH) e H2O na proporg¢ao 1:4
como  solvente.  Posteriormente, a
desprote¢ao da amina em condigdes acidas,
protegida por Boc, ¢ alcangada com uma
solucdo de acetato de etila (EtOAc) e acido
cloridrico concentrado (HCI) 6 mol L' na
propor¢cao 1:1, a t.a. por 2h, obtendo
cloridrato de 2-{4-[(1S5,10R,115,14S,155)-
5,14-di-hidroxi-15-
metiltetraciclo[8.7.0.0%7.0'!"Jheptadeca-
2(7),3,5-trien-14-il]-1H-1,2,3-triazol-1-
il}etan-1-amoénio  (§) em 95% de

rendimento (Esquema 3).
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Esquema 3
X {
CNLN
3 " NH
1:4 MeOH:H,O (o) o%
CusO,-5H,0 HO
ascorbato de sddio 4, 97%

40°C,48h

5, 95%

3.8.3. Sintese de (2,5-dioxopirrolidin-
1-il) N-metil-N-

nitrosocarbamato (7)

A sintese de (2,5-dioxopirrolidin-1-
il) N-metil-N-nitrosocarbamato (7) pode ser
realizada de acordo com Martinez et al.?*
(Esquema 4), que isolou carbamatos N-
alquil-N-nitroso ativos como compostos
cristalinos e estdveis com rendimentos

muito bons. A sugestdo de 7 se deve pelos

derivados  de  N-hidroxissuccinimida
produzirem  prontamente  subprodutos
removiveis,  permitindo uma  facil

purificagdo dos produtos. Inicialmente, em
uma solugdo de piridina (py) a 0 °C (100
mL) ou EtOAc contendo Et:N (ou
dietilisopropilamina — 0,15 mol) e N-
hidroxissuccinimida (HOSu — 0,1 mol,

11,5 g), adiciona-se, gota a gota, isocianato

UNISANTA Bioscience Vol. 14 n° 1 (2025) p. 21-41

OH N=

28

1:1 EtOAC:HCI (6 mol L™Y)
ta,2h

"
N\ _N . Cr
i ©

de metila (0,12 mol, 6,85 g) durante um
periodo de 30 min sob agitacdo magnética.
A agitacdo ¢ mantida a t.a. por 24 h. A
solucdo é concentrada a vacuo e o residuo
cristalino ¢ recristalizado a partir de uma
mistura de EtOAc e éter, gerando (2,5-
dioxopirrolidin-1-il) N-metilcarbamato (6).
Em seguida, em uma solugdo de py a-20 °C
(3 mL), contendo 6 (3,44 g, 0,02 mol),
adiciona-se cloreto de nitrosila (NOCl — 3
mL). A reagcdo pode ser monitorada por
cromatografia em camada delgada. Apos
agitar a mistura por mais 30 min a -20 °C,
ndo se detectou a presenca de reagentes.
Verte-se a mistura em H>O com gelo (200
mL), e o precipitado resultante ¢ filtrado,
lavado com H>O e secado. O produto ¢
recristalizado a partir de éter de petroleo

leve, obtendo 7.
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Esquema 4
/ O\\ /
0]
AN Y e % \ o
oN HOSu NOCI, py

> o/
py ou 6
EtOAc, Et,N
tOAc, Et, P

ta., 24 h o

3.8.4. Sintese de (1S,10R,118S,14S,15S)-
15-metil-14-{1-[2-(3-metil-3-
nitrosoureia)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}
tetraciclo[8.7.0.0%7.0'"1° | heptadeca-
2(7),3,5-trieno-5, 14-diol (8)

O derivado de  estrogénio-
nitrosoureia pode ser sintetizado em duas
etapas (Esquema 5). Na primeira etapa,

conforme Kitteringham et al.,® ocorreria a

20°C. 30 min

neutralizacio de 5 com 1,8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) em
DMF como solvente. Na segunda etapa,

segundo Martinez et al.,**

a amina reagiria
com 7 a 0 °C por 40 min, obtendo
(1S,10R,118,14S,15S)-15-metil-14-{1-[2-
(3-metil-3-nitrosoureia)etil]-1H-1,2,3-
triazol-4-il}
tetraciclo[8.7.0.0%7.0'-!>Theptadeca-

2(7),3,5-trieno-5,14-diol (8).

Esquema 5

OH<“/:N
X |
N\ . or
N\/\NHS Cl

i) DMF, DBU

3.9. Perspectivas futuras

As perspectivas futuras incluem a
sintese, como proposta, € o estudo da
citotoxicidade, in vitro, do novo derivado de
estrogénio-nitrosoureia. A citotoxicidade, in
vitro, do derivado de estrogénio-
nitrosoureia ¢ de ambos os complexos de
Pt(1D) ligados ao
[PtCl2(EDiolDap)] e

estrogénio,

i) 7,0 °C, 40 min

\

[Pt(CBDCA)(EDiolDap)], como controle
positivo, seria analisada contra um painel de
linhagens celulares de cancer ER+ A431,
MCF-7, 2008 ¢ A2780, tal como contra uma
linhagem celular de cancer ER- HCT-15.

4. CONCLUSAO

A avaliagdo das propriedades fisico-

quimicas, farmacocinéticas e drug-likeness,

UNISANTA Bioscience Vol. 14 n° 1 (2025) p. 21-41
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in silico, sugere que a molécula possui
caracteristicas promissoras como candidata
a farmaco, com um bom balanceamento
entre lipofilicidade e hidrossolubilidade, e
um perfil que favorece a F oral, respeitando
as regras de Lipinski, Ghose, Veber e
Muegge. A docagem molecular evidencia
uma estrutura tridimensional do candidato a
farmaco adequada para ligagcdes de
hidrogénio aos residuos de aminodcidos
especificos que garantem ao 17f-estradiol
afinidade ao LBD do ERa, como Arg-394 e
His-524. O intermedidrio baseado em
estrogénio, 5, seria sintetizado pela reagdo
CuAAC entre 17a-etinilestradiol e 3. A
reacdo de 5 com o derivado de N-
hidroxissuccinimida, 7, levaria ao
correspondente derivado de estrogénio-

nitrosoureia 8.
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