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“The story of telomerase discovery is a story of the thrill of putting pieces of a puzzle together

to find something new”

Carol W. Greider
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Resumo

O cancro encontra-se atualmente nas principais causas de morte em todo o mundo. Apesar dos
avangos significativos na investigagao oncologica, subsiste a necessidade de identificar novos
alvos terapéuticos que possibilitem o desenvolvimento de compostos inovadores, capazes de
aumentar a eficacia dos tratamentos atualmente disponiveis.

A telomerase € uma holoenzima com atividade de transcriptase reversa existente a nivel celular,
que tem como principal funcao o elongamento das sequéncias terminais protetoras de acido
desoxirribonucleico (ADN) dos cromossomas, mais conhecidas como telémeros. A sua elevada
expressao em células com alta taxa proliferativa, como € o caso de células tumorais, confere a
mesma um papel central na manutengao da imortalidade celular, o que a torna num alvo seletivo
de elevado interesse no desenvolvimento de farmacos anticancerigenos.

Nos ultimos anos, diversos compostos, de origem natural e sintética, t€ém sido estudados quanto
a sua capacidade inibitoria desta enzima e potencial utilizacdo na terapéutica. Contudo, a
transposi¢ao destes inibidores para a pratica clinica enfrenta multiplos desafios, fazendo com
que apenas alguns apresentem uma destacada capacidade promissora de virem a ser utilizados
futuramente na terapia anticancerigena.

Atualmente, apenas um composto inibidor especifico da telomerase se encontra aprovado para
uso clinico, o Imetelstat (Rytelo ®), o qual continua a ser alvo de investigacdo continua para
ampliar as suas indicagdes terapéuticas. Outros compostos, especialmente o THIO, MST-312 ¢
o BIBR-1532, também mostram potencial promissor.

Ao longo desta dissertagdo sera efetuada uma revisao critica do estado da arte no entendimento
da telomerase como alvo terapéutico, envolvendo a abordagem da sua biossintese, estrutura,
regulacdo e mecanismo de acdo, bem como uma andlise das diversas abordagens inibitorias
identificadas até ao momento. Sera igualmente abordada a investigacao mais recente no campo
dos inibidores da telomerase, discutindo os avangos alcangados, as limitagcdes e as perspetivas

futuras da sua utilizag¢@o na terapia anticancerigena.

Palavras-chave: Cancro; Telomeros; Telomerase; Inibidor da Telomerase; Terapia

Anticancerigena
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Abstract

Cancer is currently among the leading causes of death worldwide. Despite significant advances
in oncological research, there remains a need to identify new therapeutic targets that enable the
development of innovative compounds capable of increasing the efficacy of currently available
treatments.

Telomerase is a holoenzyme with reverse transcriptase activity at the cellular level, whose main
function is to elongate the protective terminal sequences of deoxyribonucleic acid (DNA) in
chromosomes, better known as telomeres. Its high expression in cells with elevated proliferative
capacity, such as tumor cells, gives it a central role in maintaining cellular immortality, making
it a selective and highly relevant target in the development of anticancer drugs.

Over the years, several compounds of both natural and synthetic origin have been studied for
their telomerase-inhibition activity and potential application in therapy. However, the
translation of these inhibitors into clinical practice faces multiple challenges, meaning that only
a few have shown truly promising potential for future use in anticancer therapy.

Currently, only one specific telomerase inhibitor has been approved for clinical use, Imetelstat
(Rytelo ®), which remains under investigation to expand its therapeutic indications. Other
compounds, particularly THIO, MST-312 and BIBR-1532, also show promising potential.
Throughout this dissertation, a critical review of the state of art regarding the understanding of
telomerase as a therapeutic target will be carried out. This will include an overview of its
biosynthesis, structure, regulation, and mechanism of action, as well as an analysis of the
inhibitory approaches identified to date. The most recent research in the field of telomerase
inhibitors will also be addressed, discussing the advances achieved, current limitations, and

future perspectives of its use in anticancer therapy.

Keywords: Cancer; Telomeres; Telomerase; Telomerase Inhibitor; Anticancer Therapy
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1. Introducio
1.1. Cancro

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) define genericamente o cancro como “um grande
grupo de doengas caracterizado pelo crescimento descontrolado e disseminagdo de células
anormais que podem ter origem em qualquer 6rgao ou tecido do corpo” (1). Outros termos
utilizados, como tumores ou neoplasias malignas, apresentam o mesmo significado. As
neoplasias caracterizam-se como uma massa anormal de tecido gerada por uma divisdo
descontrolada e persistente de células, podendo ser de cardcter benigno ou maligno. A
diferenciagdo entre neoplasias benignas e malignas (ou cancro) ¢ feita com base na analise de
caracteristicas morfologicas, funcionais e comportamentais das células que lhe deram origem,
principalmente em relagdo a capacidade de invasdo de 6rgdos e tecidos vizinhos ou de
disseminag¢do por outras regides do organismo, um processo denominado por metastizagdo, que

¢ carateristico de células malignas e se verifica numa situacdo de cancro (2).

O desenvolvimento de uma neoplasia, benigna ou maligna, pode ter inicio em quase qualquer
orgao ou tecido do corpo (3). Estdo identificados mais de 200 tipos de cancro, que sdo
classificados principalmente de acordo com o tipo de tecido de origem (tipo histoldgico) e o
tipo de célula envolvida, ou de acordo com o 6rgao e local no organismo onde tiveram origem
(3,4). A maioria dos cancros encontram-se agrupados em trés grupos principais: o grupo dos
Carcinomas inclui cerca de 90% dos cancros, englobando os que se desenvolvem em células
epiteliais; o grupo dos Sarcomas engloba os tumores solidos de tecido conjuntivo; o grupo das
Leucemias e Linfomas, que inclui cerca de 8% dos cancros, engloba os que se desenvolvem a

partir de células progenitoras sanguineas e do sistema imune, respetivamente (5).

1.2. Epidemiologia

O cancro ¢ um dos maiores problemas de satide publica do século XXI, sendo responsavel por
quase uma em cada seis mortes (16,8%) em todo o mundo, e por uma em cada quatro mortes
(22,8%) se considerarmos apenas as mortes por doencas ndo transmissiveis. Segundo
estatisticas da OMS, o cancro foi responsavel por cerca de 9,7 milhdes de mortes em 2022.
Aproximadamente um em cada cinco homens ou mulheres desenvolve cancro ao longo da sua

vida, sendo que um em cada nove homens ¢ uma em cada 12 mulheres morrem devido a esta
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doenca. Deste modo, o cancro representa uma importante barreira no aumento da esperanga de

vida, acarretando também elevados custos econdémicos e sociais (3).

Relativamente a incidéncia dos varios tipos de cancro, os dados mundiais de 2022 apresentados
pela International Agency for Research on Cancer (IARC) destacam o cancro do pulmao como
responsavel pelo maior nimero de novos casos (2,48 milhdes), seguido do cancro da mama
feminino (2,31 milhdes de novos casos), do cancro colorretal (1,93 milhdes de novos casos) e
do cancro da prostata (1,47 milhdes de novos casos). Relativamente a mortalidade, o cancro do
pulmdo surge como responsavel pelo maior nimero de mortes (cerca de 1,82 milhdes),
encontrando-se em segundo lugar o cancro colorretal (cerca de 904 mil). De acordo com dados
recolhidos em 185 paises, nos homens o cancro da préstata ¢ o mais frequente, enquanto nas
mulheres predominam o cancro da mama e o cancro cervical. Em relagdo as taxas de incidéncia
nas diferentes regides do mundo estas refletem amplamente as diferengas na exposi¢do aos
diferentes fatores de risco dominantes, respetivos para cada tipo de cancro, assim como
barreiras na prevengao, detegdo precoce e tratamento eficaz, verificando-se nomeadamente que
o cancro do pulméo afeta principalmente as zonas da Asia oriental, Micronésia/Polinésia e
Europa, enquanto o cancro da mama apresenta maior incidéncia nas regides da Austrélia,

América do Norte e Europa (3).

Em Portugal o cancro é a segunda maior causa de morte, logo a seguir as doencas
cardiovasculares, a semelhanca do que se verifica no resto da Europa. Na tltima década tém-se
observado poucas melhorias no controlo da mortalidade por cancro, porém a incidéncia
estimada ¢ uma das mais baixas da Unido Europeia (6,7). De acordo com dados da IARC, foram
registados em Portugal, em 2022, 69 567 novos casos de cancro e 33 762 mortes por cancro,
sendo o risco de morte por cancro de 11,2%, antes dos 75 anos de idade, para ambos 0s sexos.
De entre os tipos de cancro com maior incidéncia, destaca-se o cancro colorretal (10 575 novos
casos), o cancro da mama (8 954 novos casos), € o cancro da prostata (7 529 novos casos). O
cancro que apresenta maior taxa de mortalidade ¢ o do pulmao, seguido do cancro da mama, a

semelhanc¢a do que se verifica no resto do mundo (3).

A incidéncia de cancro encontra-se associada a diversos fatores de risco, que podem diferir
entre os varios tipos de cancro. Alguns fatores de risco sdo controldveis, tais como a exposi¢ao
ambiental a compostos quimicos ou outras substincias, como por exemplo farmacos,
nomeadamente agentes imunossupressores, ou os resultantes de determinados estilos de vida,
como o consumo de alcool, principal fator de risco no desenvolvimento de cancro do figado, o

tabagismo, importante fator que justifica a elevada incidéncia de cancro do pulmao, uma dieta
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pobre, falta de atividade fisica ou excesso de peso. Para além destes fatores, infe¢des por
determinados patdgenos, como por exemplo o virus da imunodeficiéncia humana (VIH),
bactérias ou parasitas, podem também estar na origem de cancros. Acrescem os fatores nao
controlaveis, que também desempenham um papel significativo na génese e desenvolvimento
de cancro. A idade € o principal fator de risco para muitos tipos de cancro, possivelmente devido
aos efeitos do envelhecimento, que acarretam perda de eficacia dos mecanismos de reparagao
celular e de resposta imune, associada ao aumento da prevaléncia de comorbilidades, tais como
diabetes, obesidade e sindrome metabdlica. A predisposi¢do genética e a etnia também sao
fatores de risco importantes, predeterminando ou facilitando o desenvolvimento de tipos

especificos de cancro (8,9).

Ao longo dos anos tém sido implementadas medidas de sensibilizacdo, prevencdo e dete¢dao
precoce de alguns dos tipos de cancro com maior incidéncia, tanto a nivel nacional, pela Liga
Portuguesa Contra o Cancro, como a nivel europeu, pela Comissao Europeia (CE) (10,11). A
CE atualmente apresenta o cancro como uma das principais prioridades, tendo criado em 2021
um Plano Europeu de Combate ao Cancro' que visa apoiar os Estados-Membros em todos os
aspetos fundamentais da abordagem ao cancro. Uma das prioridades deste plano também se
centra no auxilio de industrias relativamente a promog¢ao de pesquisas e tecnologias de modo a
atender as necessidades terapéuticas deste tipo de pacientes, entre elas o desenvolvimento de

medicamentos com qualidade, seguros e eficazes (11).

Para além de se verificar a nivel europeu, a nivel nacional também tém surgido medidas de
apoio a promocao de investigagao cientifica na area do cancro, tanto ao nivel pré-clinico como
translacional, com vista ao desenvolvimento de novas terapias que permitam uma maior

eficacia no tratamento e também uma melhoria da qualidade de vida dos doentes (10).

1.3. Carcinogénese

O desenvolvimento de cancro ¢ um processo complexo e multifacetado que envolve o

desequilibrio de vérios mecanismos moleculares complexos e vias regulatorias (12). Este

! Plano europeu, apresentado em fevereiro de 2021, que constitui um compromisso politico € estratégico da Unido
Europeia no reforgo da luta contra o cancro. Estrutura-se em torno de quatro areas de intervengao principais, a
prevencao e detecdo precoces, diagnostico e tratamento, e qualidade de vida de doentes e sobreviventes, apoiadas
por dez iniciativas emblemadticas e varias acdes complementares, com os principais objetivos de garantir maior
equidade no acesso, promover inovagao cientifica e apoiar os Estado-Membros na implementagdo de politicas de
saude eficazes (11).
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processo de transformagao de um tecido normal em tecido cancerigeno divide-se em varios
estagios, sendo que o passo inicial de iniciacdo tumoral resulta, na maioria dos casos, da
ocorréncia de uma mutagdo oncogénica numa unica célula somatica. Esta mutagao confere a
célula vantagens clonais, permitindo a sua rapida multiplicagdo, uma fase de promogao tumoral
associada a uma acumulagdo progressiva de novas alteragdes genéticas e epigenéticas,
promovendo uma fase de progressao do tumor que resulta numa lesdo irreversivel, altamente

heterogénea e invasiva (13).

1.3.1. Fase de iniciagao

O surgimento de células cancerigenas ¢ impulsionado principalmente pela exposicdo a
determinadas substancias, por exemplo produtos quimicos, radiagdo ou agentes bioldgicos, de
origem endogena ou exdgena, que podem ser classificados como genotdxicos ou ndo

genotoxicos, dependendo do seu mecanismo de acdo (14).

As alteragcdes moleculares que desencadeiam um processo de carcinogénese podem ser de
caracter genético, desde variagdes num unico nucledtido presente na sequéncia de acido
desoxirribonucleico (ADN) da célula até alteragdes cromossomais em larga escala, as quais
resultam numa expressao genética anormal, levando a deficiéncias nos mecanismos supressores
de tumor, a formagao de oncogenes ou a uma amplificagdo oncogénica. Podem ser determinadas
por alteragdes epigenéticas, que se caraterizam por modificacdes ao nivel da expressdao da
informagao que codifica para a identidade celular, que podem ser passadas para a célula-filha
(13). Tais alteragdes ocorrem ao nivel da regulagdo da expressdo genética mediada pela
cromatina, incluindo metilagdes no ADN, metilagdes e acetilagdes nas histonas e alteragdes na

expressao do acido ribonucleico (ARN) (15).

Os mecanismos que podem desencadear uma iniciagdo tumoral englobam estados
inflamatoérios, sendo reconhecido que as citocinas e os fatores de crescimento envolvidos na
inflamagdo crénica apresentam um papel pro-tumorigénico importante, lesdes quimicas e
mediadas por radicais, caracterizadas como agentes cancerigenos ambientais, bem como fatores

metabolicos, o microbioma ¢ a idade (14).
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1.3.2. Fase de promoc¢ao

A segunda fase do processo de carcinogénese, designada por fase de promogao, envolve a
expansao clonal seletiva da célula alterada, com formagdao de um grupo de células pré-
neoplésicas idénticas geneticamente. Esta fase caracteriza-se pelo aumento no niimero de
células anormais, seja por meio da proliferagdo celular ou por diminui¢ao da extensao da morte
celular programada (apoptose), em que sao contornados mecanismos de senescéncia replicativa

e eventual morte celular (13).

Para além da adaptagdo intrinseca por parte deste tipo de células alteradas também ocorre uma
remodelagdo do microambiente em que estas se encontram, propiciando uma adaptagdo

adequada as necessidades destas células (13).

Existem também compostos que favorecem o aumento da expansdo clonal, os promotores
tumorais. Estes compostos ndo sdo mutagénicos, ¢ geralmente ndo sdo capazes de induzir
tumores por si s6, mas agem por multiplos mecanismos envolvendo mudangas na expressao
genética que resultam numa proliferacdo sustentada de lesdes pré-neoplasicas, fornecendo as
células cancerigenas uma vantagem de crescimento seletivo sobre as células normais
circundantes. Este evento apresenta caracter reversivel, pois caso ocorra remog¢ao do estimulo
de crescimento endogeno ou exogeno, as células focais alteradas podem permanecer num

estado estavel ou aumentar a sua taxa apoptotica (16).

1.3.3. Fase de progressao

Em resultado do acimulo de mutacdes genéticas aleatdrias e da selecao de células que abrigam
mutacoes, que lhes conferem uma vantagem de crescimento sob certas condi¢des, da-se a fase
de progressao tumoral. Esta fase caracteriza-se pelo possivel desenvolvimento de tumores

malignos, desencadeando os processos de metastizagdo (17).

Apd6s um crescimento descontrolado de células tumorais, dependendo de varios fatores
intrinsecos e extrinsecos ao tumor primario, pode ocorrer disseminagdo de células cancerigenas,
por meio da circulagdo sanguinea ou linfatica. Estas células chegam a locais distantes do
organismo, onde se estabelecem e se multiplicam originando micrometastases, as quais
posteriormente progridem a metastases. As metastases sao responsaveis pela maioria das mortes

causadas por cancro (17,18).
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1.4. Abordagens no tratamento do cancro

Ao longo dos anos tem-se observado um franco desenvolvimento nas terapéuticas oncologicas,
salientando-se a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia como os trés principais pilares no
tratamento do cancro. Mais recentemente t€m sido desenvolvidas novas abordagens
terapéuticas anticancerigenas, destacando-se a imunoterapia, ja definida como o quarto pilar no
tratamento do cancro. Para além destas, a terapia hormonal e as terapias-alvo tém vindo a
ganhar proeminéncia como estratégias alternativas ou complementares (19,20). O plano de
tratamento depende, essencialmente, do tipo de cancro, do estdgio da doenga e do tipo de

tratamento a efetuar (20).

1.4.1. Cirurgia

A cirurgia € o tratamento de primeira linha de muitos tumores sélidos e envolve a remogdo ou
a resse¢do maxima possivel do tumor primario, de modo a ndo deixar vestigios de células
cancerigenas na margem. Tal nem sempre ¢ possivel, tornando-se necessario nesses casos

efetuar, em combinag¢do, radioterapia e/ou quimioterapia (21).

1.4.2. Radioterapia

A radioterapia compreende a utilizagdo de radia¢do ionizante para destruir ou inibir o
crescimento de células tumorais. Os tipos de radiacdo mais utilizados neste contexto sdo
radiacao eletromagnética, como raios X ou raios gama, ou particulas como protdes, neutroes ou
eletroes. De acordo com o modo de administragdo, pode ser efetuada radiagdo externa, em que
ha emissdo do feixe por uma fonte externa, radiacdo interna (radiacdo por implante ou
braquiterapia), em que o feixe provém de material radioativo contido em materiais implantados
diretamente no local ou perto do tumor, e ainda radiagdo sistémica, em que o feixe provém de

uma substancia radioativa que circula em todo o organismo (20).
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1.4.3. Quimioterapia

A quimioterapia do cancro consiste na utilizagdo farmacolédgica de entidades quimicas que
inibem a proliferagdo celular e a progressao do tumor, de modo a evitar a invasdo ¢ metastase.
Pode consistir na administracdo de apenas uma entidade quimica farmacologicamente ativa
(farmaco) ou envolver uma associacdo de farmacos, que podem ser administrados por véarias
vias, sendo mais frequentes as vias oral e parenteral. Os farmacos geralmente utilizados na
quimioterapia do cancro atuam em processos quimicos celulares relevantes para a sintese de
ADN, ARN ou proteinas, ou afetam o funcionamento apropriado das estruturas
macromoleculares preformadas, comprometendo os processos que garantem a viabilidade

celular e os processos de replicagao (20,22).

A quimioterapia pode ser utilizada em cenarios neoadjuvantes, adjuvantes, combinados e
metastaticos. A terapia neoadjuvante corresponde a sua administragdo antes do tratamento
primdrio, na maioria dos casos a cirurgia. A terapia adjuvante ¢ aplicada para além do
tratamento primario, de modo a suprimir o crescimento de células cancerigenas ocultas, dificeis
de eliminar recorrendo apenas ao tratamento principal efetuado, e a eliminar estas células. A
quimioterapia combinada consiste na utilizacdo de mais do que uma substancia ativa, com o
proposito de aumentar a eficdcia na eliminagdo das células tumorais, pois a associagdo de
farmacos corresponde geralmente a uma terapia multialvo, em que est4 envolvido mais do que
um mecanismo de agdo, permitindo deste modo reduzir a capacidade de selecdo para

resisténcias e podendo também permitir um melhor controlo da toxicidade (22).

1.4.4. Imunoterapia

A imunoterapia, também designada por terapia bioldgica, utiliza a capacidade natural do
organismo para combater o cancro, através da utilizagdo de compostos imunomoduladores que
estimulam ou inibem determinados processos, culminando no reforgo da capacidade do sistema

imune para reconhecimento e eliminagdo das células cancerigenas (20).

Nos ultimos anos este tipo de terapia tem alterado substancialmente o cenario do tratamento
clinico do cancro, superando a terapia padrao em varios tipos de cancro e permitindo alcangar
resultados notaveis numa série de casos, como regressao total de tumores em estagio avancado

ou aumento da sobrevida dos pacientes (23).
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1.4.5. Terapia Hormonal

A terapéutica hormonal atua pela inibicdo da acdo de hormonas naturais endogenas sobre as
células cancerigenas, das quais estas necessitam para se desenvolver. Este tipo de terapia
anticancerigena ¢ efetuado quando ¢ demonstrado que o cancro apresenta recetores hormonais,
destacando-se os cancros relacionados com o aparelho reprodutor, como o cancro da mama e o

cancro da prostata (20).

1.4.6. Terapias — alvo

As terapias-alvo, ou terapias moleculares direcionadas, possibilitaram melhorias significativas
no tratamento oncoldgico nos ultimos anos, beneficiando de avangos na investigacdo que
conduziram a uma melhor compreensdo dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento
tumoral. As terapias-alvo fazem parte de uma estratégia designada por “medicina de precisao”,
pois atuam seletivamente nas células cancerigenas, sendo utilizados farmacos ou outras
substancias que identificam com precisdo moléculas-alvo apenas presentes nestas células. As
terapéuticas-alvo sdo desenvolvidas e ajustadas de acordo com as caracteristicas da doenca e
com o(s) alvo(s) que se pretende alcancar, podendo estes tratamentos ser administrados em

monoterapia ou em combina¢do com outros tipos de tratamento oncologico (24).

Esta terap€utica permite atingir o efeito desejavel, prevenindo efeitos adversos resultantes da
atuacgdo dos farmacos em células ndo cancerigenas e controlando os processos de selegdo para
resisténcias, fendmenos que tém sido identificados ao longo dos anos e que representam um

obice relevante na eficcia e seguranca das terap€uticas anticancerigenas (20,24).
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2. Os Telomeros, e sua Importancia na Regulacao do Ciclo Celular
2.1. Estrutura e funcao dos telomeros

Os telomeros sdo estruturas protetoras presentes nas termina¢des do ADN eucariodtico, que
apresenta cadeia em dupla-hélice linear. Servem como regides cap, presentes em cada brago de
todos os cromossomas, o0 que permite manter a sua estabilidade, assegurando a integridade da
informacao genética que transita da célula-mae para as células-filhas (25). O conceito de
teldmeros foi descrito na década de 1930 por Barbara McClintock e Hermann Miiller, os quais
observaram presente, no material genético das espécies Zea mays, comumente conhecido como
milho, e do inseto Drosophila melanogaster, a existéncia de estruturas distintas nas
extremidades cromossOmicas. Estas estruturas foram posteriormente identificadas como

fundamentais na prote¢ao dos cromossomas (26,27).

As estruturas cromossomicas teloméricas sdo constituidas por longas extensdes hexaméricas
ndo codificantes, altamente conservadas, compostas, em humanos, por repeticdes do segmento
5’-TTAGGG- 3’, formando uma cadeia dupla em que uma das cadeias ¢é rica em nucleotidos de
guanina (a cadeia lider, sintetizada de forma continua no sentido 5°- 3’) e a outra, complementar,

¢ rica em nucleétidos de citosina (a cadeia atrasada, sintetizada de forma descontinua) (25).

O ADN telomérico humano apresenta principalmente cadeia dupla, com uma dimensao de cerca
de 2000 a 15000 pares de bases, mas apresenta também uma por¢do terminal em cadeia
simples na regido 3’, com cerca de 50-300 nucle6tidos, formando uma saliéncia rica em
nucledtidos de guanina que pode ligar-se a uma regido telomérica rica em nucledtidos de
citosina da dupla cadeia a montante (estrutura D-loop ou lago de deslocamento), formando uma
estrutura em circulo conhecida como telomere loop (T-loop), representado na Figura 2.1. Esta
estrutura tem como principal fungdo alicergar as terminagdes de ADN soltas, prevenindo a sua

exposic¢do e reconhecimento como zonas que necessitam de reparagdo (25,28).

A estrutura bioquimica do 7-loop ¢ termodinamicamente instavel, requerendo a presenca de
complexos proteicos associados. Existem vdrias proteinas associadas ao telomero que, em
conjunto, formam o telossoma. Algumas estdo envolvidas em mecanismos de resposta a lesdo
do ADN, por exemplo a DNA-dependent protein kinase (DNA-PK), a proteina 53 (p53), a
polyadenosine diphosphate ribose polymerase (PARP), as tanquirases 1 e 2, bem como as
estruturas excision repair cross-complementing associated with xeroderma pigmentosum group

F (ERCC/XPF), radiation 51 (RADS51), helicase da sindrome de Werner (WRN) e a helicase
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da sindrome de Bloom (BLM). Outras desempenham papeis relevantes na organizac¢ao nuclear,
como as lamin associated proteins (LAP) e proteinas silent information regulator proteins
(SIR), as quais também estao associadas ao controlo epistatico do comprimento do telomero. A
presenca e atividade destas proteinas na sequéncia telomérica ¢ comandada por 6 proteinas
principais, especializadas, que em conjunto formam o complexo Shelterin. Este complexo,
representado na Figura 2.1, auxilia na criagdo da estrutura cap funcional, na regido terminal do
cromossoma (29,30). Engloba as proteinas telomere repeat-binding factor 1 (TRF1), telomere
repeat-binding factor 2 (TRF2), TRF I interacting nuclear protein 2 (TIN2), repressor activator
protein 1 (RAP1), tripeptidil-peptidase 1 (TPP1) e protection of telomeres protein 1 (POT1)
(28,31).

Telomero

Cromossoma

PNZNINTNT N7 Gas 2

~y

" o T 3 2
—7" Repetic0es TTAGGG  complexo Shelterin d N\J 3
(~2000-15 000 pb) Extremidade 3'

(~50-300 nucledtidos)

Figura 2.1 — Representag@o das estruturas do ADN telomérico e do complexo Shelterin. Adaptado de

(28).

O complexo Shelterin interage com a cadeia dupla telomérica e também com a porcao final de
cadeia simples. As proteinas TRF1 e TRF2 sdo homodimeros que se ligam a dupla cadeia de
ADN telomérico e que juntam as restantes proteinas. A proteina TRF1 tem como principal
fun¢do regular o comprimento do telomero, enquanto a TRF2 estabiliza a estrutura em T-loop.
A proteina POTI1 liga-se a regido de ADN de cadeia simples, sendo responsavel pela
manutengdo dessa regido dos telomeros. Por sua vez, a proteina TIN2 interage com ambas,
TRF1 e TRF2, estabilizando-as, enquanto a RAP1 interage apenas com a proteina TRF2. Na

extremidade 3’ projetada, a POT1 liga-se a cadeia dupla por meio de interacdo com a proteina
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TPP1, que se encontra também ligada a TRF1 e TRF2 por meio da TIN2, como representado
na Figura 2.1 (28,30,31).

A presenga de uma elevada quantidade de nucleotidos de guanina na sequéncia de ADN da
regido telomérica possibilita a existéncia de estruturas secundarias no ADN telomérico, as quais
se denominam de G-quadruplexes (G4s), estrutura representada na Figura 2.2. Estas estruturas
correspondem a tetrameros formados por quatro bases de guanina ligadas entre si por
parcamento de bases através de ligagdes de hidrogénio de Hoogsteen, que podem assumir
diferentes conformagdes, sendo que a sua estrutura de tétrades empilhadas ¢ estabilizada pela
presenca de ides K* (32). Podem ser encontradas em ADN e também em ARN, conferindo
elevada estabilidade a estas estruturas, o que contribui para a regulacdo da atividade catalitica
enzimatica e para a protecdo de mecanismos de sinaliza¢do e reparagdo do ADN, como se pode
verificar nas regioes terminais dos teldmeros. A regido em que a estrutura G-quadruplex (G4)
se conecta com a estrutura em dupla-hélice do ADN (duplex) denomina-se de interface

quadruplex-duplex. (33).

(Loop)  (Loop) (Loop)
5’ xxxGGGGxxxxGGGGxxGGGGxxxGGGGxxx 3’

H
R\N/\N H/'l‘\(/ N N/R po
G G G
3 N IRt
N\ G o / —
> N o G G' G G g'
= G I QS G G ¢ = S
H \ N—H ©
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Figura 2.2 — Estrutura em G-quadruplex. Adaptado de (32).

Os telomeros apresentam ainda a capacidade de serem transcritos mesmo estando restritos a
uma estrutura heterocromatica, de associa¢do entre ADN e proteinas numa forma altamente
condensada. Este processo resulta numa sintese de moléculas de ARN nao codificantes
conhecidos como telomeric repeat-containing RNA (TERRA). Esta apresenta uma atividade
essencial no controlo da atividade da telomerase e na formacao da heterocromatina nas regioes

terminais dos cromossomas (34).
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2.2.  Papel na regulacao do ciclo celular

O ciclo celular ¢ um mecanismo bioldgico que controla o crescimento, desenvolvimento,
diferenciagdo celular e regeneracdo de organismos eucariotas. Trata-se de um processo
altamente regulado e que engloba diversas fases, iniciado por uma fase de quiescéncia, a fase
gap 0 (GO), a que se seguem as fases de proliferacdo, nomeadamente a fase gap 1 (G1), a fase
de sintese (S), durante a qual ocorre a sintese do material genético, gap 2 (G2) e, por fim, a
mitose (M), no decorrer da qual se da a divisao celular da célula-mae, originando células-filhas.
Ao longo destas fases principais ocorrem, em determinados pontos, processos de verificagao e

controlo que garantem corre¢do na replicagdo do ADN e divisao celular (35).

A medida que se sucedem as divisdes celulares, a replicagio do ADN origina uma diminuigao
sucessiva do comprimento dos cromossomas devido ao que ¢ conhecido como “problema do
fim da replicag@o”, inicialmente descrito por Alexei Olovnikov em 1971, e que corresponde a
um fenémeno de perda de pares de bases nas regides terminais dos cromossomas (36), processo
representado na Figura 2.3. Este problema surge devido a atividade da enzima ADN polimerase,
que sintetiza novo ADN apenas no sentido 5’ para 3°, o que requer o auxilio da enzima primase
na sintese da cadeia atrasada, sendo esta enzima responsavel por sintetizar multiplos primers
de ARN, os quais fornecem grupos 3’ OH livres, disponiveis para a adi¢do posterior de
nucleotidos pela ADN polimerase, o que leva a formacdo dos fragmentos de Okasaki,
subsequentemente ligados entre si para formar a nova cadeia de ADN. Os fragmentos de ARN
sao mais tarde substituidos por nucle6tidos pela enzima ADN polimerase, o que ocorre em todo
o ADN exceto nas terminagdes teloméricas, as quais carecem de um primer, dando-se assim a
perda de um fragmento da cadeia de tamanho superior ao de um primer de ARN no terminal 5’

da cadeia atrasada, apds a remocgao do ultimo primer, no fim da replicagao (29,36).
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Figura 2.3 — Representagao do encurtamento dos telomeros apds o processo de replicagdo do ADN
em cada divisdo celular. Adaptado de (37).

A presenca destes complexos proteina-ADN ndo codificante nas terminagdes cromossomais €
essencial, nao so para proteger os bracos do cromossoma de mecanismos de reparagdo do ADN
inapropriados, que poderiam ser identificados como cadeias quebradas, e da possibilidade de
ocorréncia de fusdes cromossomais nessa regido, mas também para evitar a perda, em cada
divisdo celular, de informagao genética necessaria ao normal funcionamento celular, ocorrendo
em contrapartida perda de informag¢do ndo essencial. Consequentemente, verifica-se uma
diminui¢do gradual do comprimento dos teldémeros ao longo do tempo de vida da célula, que
ao fim de um nimero limitado de divisdes celulares assumem um tamanho crucialmente
pequeno, ocorrendo a perda de componentes do complexo Shelterin, os quais deixam de se
conseguir complexar, culminando na alteragdo da configuracdo normal da estrutura 7-loop e

consequente exposi¢do das terminagdes cromossomais (29,38).

A exposi¢do das terminagdes cromossomais determina a perda da capacidade de proliferacao
celular, pois leva a passagem da fase G1 a fase GO do ciclo celular e ao desencadeamento de
vias de resposta celulares, iniciados pela fosforilagdo da proteina ataxia-telangiectasia mutated
(ATM) ou da proteina ataxia-telangiectasia and Rad3-related (ATR). Ambas desencadeiam a
fosforilagdo da p53, expressao da proteina 21 (p21) e inibi¢do de cinases dependentes de ciclina,

as quais iriam possibilitar a progressao do ciclo celular em condi¢des normais. Ao abandonar o
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ciclo celular a célula pode entrar num estado de senescéncia, definido como a cessagdo
irreversivel da divisdo celular, ou num estado de apoptose, correspondente a morte celular
programada. Deste modo, em situagdes normais as células apresentam uma capacidade
replicativa limitada, o qual pode ser referido também como limite de Hayflick, nome de um dos
investigadores responsaveis pela apresentagdo desta teoria no ano de 1961 (39,40). Estes
mecanismos tornam-se entdo fundamentais para evitar a multiplicacao de linhagens celulares

com defeitos ao nivel da sua informagado genética (29).
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3. Telomerase

3.1. Contexto historico e funcio da enzima

Em 1985, apds o conhecimento estabelecido da existéncia de telémeros, Carol Greider e
Elizabeth Blackburn afirmaram que estas estruturas eram dindmicas e capazes de aumentar em
comprimento. Contudo, sabia-se que a enzima ADN polimerase apenas funcionava na direcao
5’ a 3’, requerendo em simultaneo um femplate ¢ primer para a sintese de ADN, o que por
consequéncia deveria mostrar que estas terminagdes cromossomais ficariam progressivamente
mais curtas ao longo de varios ciclos de replicacdo de ADN. O que se verificou, porém, foi a
manuten¢do ou até aumento do comprimento dos cromossomas, levando a concluir que a
replicagdo telomérica ndo seria apenas efetuada através da acao de enzimas de replicagdo do
ADN convencionais, mas através da atividade de uma enzima distinta. Deste modo, estas duas
investigadoras demonstraram a existéncia de uma enzima especifica com atividade de
transferase terminal, que adiciona repeticdes da uma sequéncia a terminagdes teloméricas do
ADN, identificada inicialmente no protozodrio Tetrahymena thermophila, posteriormente
denominada de telomerase (41). De referir que, em trabalhos anteriores, Olovnikov havia ja

previsto a existéncia desta estrutura (36).

De acordo com o estado da arte, a enzima telomerase apresenta caracteristicas distintas de
outras enzimas, pois € a Uinica enzima descoberta até ao momento, e presente especificamente
em eucariotas, que apresenta atividade de transcriptase reversa, contrariando assim a

senescéncia replicativa, o que permite uma potencial imortalidade das células (42).

Estes estudos sobre a descoberta da telomerase foram reconhecidos com a atribui¢do do Prémio
Nobel da Fisiologia ou Medicina, no ano de 2009, aos investigadores Carol Greider, Elizabeth
Blackburn e Jack Szostak, evidenciando a relevancia deste conhecimento para a comunidade

cientifica.

3.2. Estrutura molecular

A telomerase, ou ARN telomerase, ¢ uma holoenzima com atividade transcriptase reversa que
adiciona repeti¢des teloméricas TTAGGG a extremidade 3’ de cromossomas lineares, o que
permite manter a estabilidade do genoma, evitando que as extremidades cromossomais sejam

reconhecidas e processadas como quebras de cadeias duplas de ADN. Esta corresponde a um
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complexo ribonucleoproteico constituido por 2 subunidades principais distintas, a subunidade
human telomerase reverse transcriptase (hTERT), que apresenta atividade catalitica, e a
subunidade human telomerase RNA component (WTERC) ou human telomerase RNA (hTR),
que apresenta a sequéncia molde de ARN utilizada para o processo de alongamento das cadeias

de ADN telomérico (41,42).

O complexo telomerase humana apresenta um tamanho de cerca de 550-650 quilodaltons (kDa),
consideravelmente maior do que o tamanho originado pelas duas subunidades que constituem
a composicao essencial da enzima, hTERT e hTERC, com cerca de 289 kDa. Esta circunstancia
resulta da presenga de outras estruturas associadas a estas, no complexo telomerase humana
(43). De entre estas evidencia-se a associacao de um complexo de ribonucleoproteina Box
H/ACA, um complexo proteina-ARN que desempenha um papel essencial ao nivel da
montagem e estabilidade da telomerase, localizacdo subcelular e fun¢do in vivo, formado por
duas copias/heterotetrameros das proteinas disquerina, non-histone protein 2 (NHP2),
nucleolar protein 10 (NOP10) e glycine/arginine-rich domain protein (GAR1), e ainda uma
proteina telomerase cajal body 1 (TCABI), as quais podem ser encontradas em vertebrados
(42,44). A disquerina, a NHP2 e a NOP10 sdo relevantes para a estabilidade da estrutura do
sitio ativo e para a regulag¢do da subunidade hTERC in vivo, sendo necessarias para a sintese do
complexo ribonucleoproteico da telomerase completo, com atividade catalitica ativa. A
montagem desta enzima ocorre em estruturas denominadas de corpusculos de Cajal, sendo que,

apds a mesma, a proteina TCABI ¢€ responsavel pela sua localizagdo subcelular (44—46).

A telomerase apresenta assim uma estrutura bilobada, formada por intera¢des proteina-ARN e
proteina-proteina que juntam ao todo 12 elementos proteicos € o hTERC, formando um
lobo/nucleo catalitico e um lobo H/ACA, que se encontram ligados pela subunidade hTERC e

por um dimero de histonas, H2A-H2B, como se encontra representado na Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Holoenzima telomerase humana, baseado na estrutura obtida por microscopia
crioeletronica. Adaptado de (43) e (47).

O lobo/nucleo catalitico da telomerase ¢ constituido pela subunidade hTERT, pelas histonas
H2A-H2B e por dois dominios cataliticos essenciais da subunidade hTERC, o
pseudoknot/template (PK/t) e as regides conservadas 4 ¢ 5 (CR 4/5) (47).

3.2.1. Subunidade hTERT

A subunidade hTERT ¢ a responsavel pela atividade catalitica da telomerase, sendo constituida
por 4 dominios, formados por um total de 1132 aminoacidos, amplamente conservados nos
diferentes eucariotas, nomeadamente um dominio N-terminal longo essencial da telomerase, ou
telomerase essential N-terminal (TEN), um dominio de ligacdo ao ARN da telomerase, ou
telomerase RNA binding domain (TRBD), um dominio central catalitico transcriptase reversa,
ou reverse transcriptase (RT), e um dominio de extensdo C-terminal curto, ou C-terminal
extension (CTE). Estes dominios sdo requeridos para a ligagao a acidos nucleicos e nucle6tidos
do hTERC, assim como para a atividade catalitica propriamente dita (48,49).

O dominio TEN apresenta elevada afinidade de ligagdo com o ADN telomérico de cadeia
simples e, por isso, € importante no recrutamento até aos telomeros, no reconhecimento e
interacdo com o ADN substrato e no subsequente processo de alongamento. Os restantes
dominios, TRBD, RT e CTE, formam uma estrutura em anel que aloja o template de RNA,
sendo que o TRBD coopera na manutengao das interagdes hTERT-hTERC, de modo a otimizar

o posicionamento da enzima junto do substrato e favorecer o processo de sintese telomérica.
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Por sua vez, o dominio RT fornece o sitio catalitico, o qual contém duas regides conectadas por
um Joop, considerando-se que estabelece contacto direto com o hibrido de ARN-ADN formado
apos a ligacao do template como ADN telomérico, e com a extremidade 3’ do ADN de cadeia
simples no interior do sitio ativo da enzima. Foi também proposto que o dominio CTE contribui
para a formagao e estabilizagdo do heteroduplex ARN-ADN no sitio ativo (43,50).

A semelhanga de outras polimerases, o nucleo catalitico da telomerase é descrito como tendo a
forma de uma mao direita, dividida em 2 subdominios com estrutura semelhante aos “dedos” e

a “palma”, que se encontram no dominio RT, e a um “polegar”, correspondente ao dominio

CTE (42,50).

3.2.2. Subunidade hTERC

A subunidade hTERC ou hTR corresponde a uma cadeia de 451 nucle6tidos de ARN essencial
que forma o “esqueleto” da enzima e apresenta como principal importancia incluir o template
de ARN utilizado para o processo de alongamento telomérico. Esta regido, conhecida por
funcionar como template na sintese de novo ADN telomérico, apresenta caracter de cadeia
simples, constituida por 11 nucleétidos, de sequéncia 5’CUAACCCUAAC3’, das posigdes 46
a 56 desta subunidade (51).

Esta subunidade ¢ também constituida por 4 dominios principais conservados, decorrentes da
sua estrutura secundéria, nomeadamente o dominio PK/t, que apresenta uma regido pseudoknot
que contém uma tripla-hélix essencial para a atividade da enzima, devido a sua importancia no
posicionamento da sequéncia template que se encontra adjacente. Apresenta também as CR4/5,
que ligam o TRBD, a regido conservada 7 (CR7) e a regiao da box H/ACA, que interage com
as proteinas acessorias deste complexo de ribonucleoproteina, essenciais para a atividade da
enzima in vivo, em que um dos heterotetrameros (disquerina, NHP2, NOP10 e GAR1) se liga
aregido de dupla cadeia P4 por meio da proteina disquerina, enquanto que o outro interage com
a regido P7, por meio da proteina disquerina, ¢ CR7 por meio das proteinas NHP2 ¢ NOP10,

ligando também a proteina TCAB1, como representado na Figura 3.1 (42,52).
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3.3. Biossintese e mecanismos de regulacao

Em condigdes normais, a telomerase ¢ expressa constitutivamente em células estaminais
embrionarias em desenvolvimento, as quais apresentam uma elevada taxa de divisdo celular,
estando posteriormente presente apenas em elevada taxa proliferativa ou em tecidos em
renovagdo. Assim, a sua expressdo encontra-se silenciada na maioria das células somaticas
adultas diferenciadas, estando sujeita a uma extensa regulagao, a qual se encontra dependente
de variados mecanismos. Devido ao facto de a atividade da enzima se encontrar essencialmente
associada as duas subunidades hTERT e hTERC, estas encontram-se sob controlo rigoroso,
sendo de destacar a regulacdo ao nivel da sintese e localizagdo celular da subunidade hTERT,
identificada como fator limitante na formagao da telomerase funcional, sendo que esta apresenta

menor estabilidade e menor tempo de semivida que a subunidade hTERC (53,54).

A sintese da telomerase humana divide-se essencialmente na sintese independente das
subunidades hTERC e hTERT. No que diz respeito a expressio de ambos os genes,
principalmente do hTERT, pensa-se que a mesma seja submetida a controlo ndo sé pré e pos-
transcrigdo como também pds-traducdo, verificando-se inicialmente um controlo pré-
transcricao mediado por varios mecanismos epigenéticos, incluindo modificagdes na estrutura
da cromatina, metilagdo do ADN e das histonas, alteragdes/mutagdes ao nivel do promotor do
gene e ainda decorrentes da ligagdo de fatores de transcricdo especificos, tais como TRF2 e a

specificity protein 1 (Spl) (53-57).

A semelhanca do que se verifica para o processo geral de transcricio celular, os genes hTERC,
presente no cromossoma 3 humano, e hTERT, localizado no braco curto do cromossoma 5
humano, sdo transcritos por uma enzima RNA polimerase II no nucleoplasma, dando-se
posteriormente o processamento de ambos os ARN mensageiros (ARNm) sintetizados, por
meio de splicing alternativo, no qual € possivel identificar mecanismos de controlo pods-
transcricdo, verificando-se também que a presencga de variantes genéticas determina nessa etapa

a sintese de uma enzima com atividade alterada ou ausente (53,57).

No caso do processamento do ARNm da hTERT, observa-se o envolvimento de multiplos micro
acidos ribonucleicos (miARNs), que podem ter atividade de supressdo ou estimulagdo da sua
expressao. Esta etapa da biossintese ocorre no nucleo, sendo posteriormente necessario o
encaminhamento para o citoplasma celular, onde se da o processo de tradugdo, com formacgao
dos diferentes dominios dessa subunidade e posterior regresso novamente para o nucleo, onde

se d4 a sua montagem e permanéncia no nucleoplasma ou direcionamento temporario para os
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nucléolos, identificando-se também esses processos de transporte como pontos criticos de
regulacdo na atividade desta enzima (53,54). Esse transporte encontra-se muitas vezes

dependente de processos de fosforilagao desta subunidade (54).

Por outro lado, no caso do processamento do ARNm da subunidade hTERC destaca-se a
ocorréncia de uma extensa modificagdo quimica, nomeadamente a pseudouridilagio do ARNm,
assim como a inser¢ao e remog¢ao de uma cauda poli-A (3’ oligo-adenosina) e da estrutura cap
na extremidade 5°, em que a presenga dessas estruturas mostra regular negativamente a
atividade da enzima e, por isso, englobam processos de regulagdo poés-transcri¢ao criticos para
a formagao de um ARN telomérico maturo (53). Para que todo este processo seja efetuado de
forma correta ¢ necessaria a presenca do dominio H/ACA, o qual, como ja referido
anteriormente, se encontra envolvido na formagao do complexo ribonucleoproteina, permitindo
a ligacdo, em primeiro lugar, da proteina disquerina, e posterior inser¢do das restantes proteinas
que formam os dois tetrameros, essenciais para a estabilidade do ARN da telomerase,
inicialmente com a presen¢a da nuclear assembly factor I ribonucleoprotein (NAF1), mais
tarde substituida pela proteina GAR1, antes do transporte da estrutura formada do nucleoplasma
principalmente para os corpos de Cajal, organelos ndo membranares envolvidos na maturagao
e processamento de ribonucleoproteinas localizados no nticleo de células eucariotas, ou em
nucléolos, onde esta estrutura ¢ armazenada. A presenca desta subunidade nos corpos de Cajal
¢ influenciado pela presenca de subunidade hTERT disponivel, constatando-se a entrada nestes
organelos maioritariamente devido a presenga da proteina TCAB1, aumentando o seu tempo de

residéncia nessas estruturas nucleares (53,58).

O local de interagdo entre as duas subunidades ainda ndo esta estabelecido, j4 que ambas se
encontram em diferentes locais no interior do nucleo celular, porém acredita-se que envolva o
transporte entre corpos de Cajal, nucléolos e nucleoplasma, e que esta interagdo seja auxiliada
pela proteina chaperona Hsp90, envolvida na montagem da subunidade hTERT, na regulacao
do ciclo celular e na manutencao da integridade dos cromossomas (59). A mesma inicia-se por
meio do TRBD com as CR4/5 e PK/t, e pelo dominio TEN com a regido PK/t, moldando-o de
modo a estabilizar a formagao do duplex ARN-ADN na extremidade 3’ do template, permitindo
assim que a enzima se torne funcionalmente ativa. A posterior atividade da enzima encontra-se
igualmente regulada por mecanismos ao nivel dos telomeros, relacionados principalmente com
a presenca do complexo Shelterin e de proteinas como a PIN2/TRF I- interacting telomerase
inhibitor 1 (PinX1), a qual se liga diretamente a proteina TRF1, assim como as subunidades

hTERT e hTERC, inibindo a atividade enzimatica (54).
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3.4. Mecanismo de acao

O recrutamento inicial da enzima e acesso da mesma a regiao dos teldmeros ocorre, em
condigdes normais, apenas durante a fase S do ciclo celular, encontrando-se altamente regulado
e estritamente relacionado com o complexo Shelterin, referido no capitulo 2.1, o qual tem a
fun¢do de protecdo das extremidades de ADN telomérico. O seu principal componente,
envolvido no recrutamento e interagdo com a telomerase, ¢ a proteina TPP1, a qual permite a
ancoragem da enzima ao local através do dominio TEN da subunidade hTERT. Por outro lado,
a proteina TIN2 apresenta fung@o essencial para o recrutamento da telomerase, assim como a
proteina TRF1, que ao sofrer fosforilagdo se dissocia do telémero para permitir o “desenrolar”
da estrutura em T-/oop, a qual restringe o acesso da telomerase ao local da cadeia simples de
ADN telomérico. No entanto, esta estrutura em T-loop necessita ainda de posterior
desmontagem, sendo recrutada em simultdneo uma enzima com atividade helicase, regulator
of telomere elongation helicase 1 (RTEL1), que quebra essa estrutura, assim como os G4s, e

contribui para a estabiliza¢ao da cadeia simples (56,60).

Ap0s a ligacdo entre a proteina TTP1 e o dominio TEN inicia-se a intera¢do entre o femplate
de ARN e o ADN telomérico substrato. O TRBD interage com o dominio RT, resultando na
formacao de uma estrutura terciaria em forma de anel fechado que engloba uma cavidade no
seu interior onde ocorre a colocagdo do template na posi¢ao correta, servindo de local de
formacgao do duplex template-substrato (56). O pareamento entre bases inicia-se na extremidade
3’ do template com a extremidade da cadeia de ADN rica em guaninas, dando-se da posi¢ao 46
a posicao 50 da regido template, e desencadeando posteriormente o processo catalitico de
extensdo do telomero em direcdo a extremidade 5°, possibilitado pelos 6 ultimos nucleotidos
da regido template, da posi¢ao 51 a 56, denominada de dominio de elongagdo (61). De seguida
ocorre o desemparelhamento do duplex template-produto e, novamente, o reposicionamento da
enzima, para permitir o pareamento da extremidade 3’ do femplate com a extremidade
sintetizada anteriormente, continuando de forma sucessiva a sintese da cadeia até que a mesma

atinja o tamanho pretendido (60), processo esquematizado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Representagdo esquematica do recrutamento da telomerase e do processo de extensdo das
cadeias de ADN telomérico. Adaptado de (62).

Importa referir que € necessaria a sintese da cadeia remanescente de ADN para a manutengdo
completa dos telomeros, de modo a formar a estrutura em cadeia dupla e, para tal, da-se o
recrutamento de um complexo CST-Pol o/Primase que confere uma atividade enzimatica
secundaria, pela Polimerase a- Primase, responsavel por efetuar o preenchimento da cadeia rica
em citosina, complementar & anterior, prolongada pela atividade da telomerase. Todos estes
processos garantem, por fim, a correta manuten¢do do tamanho e integridade do material

genético (63).
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4. O Papel da Telomerase na Carcinogénese

Como referido anteriormente, a maioria das células saudaveis nao apresentam a telomerase
funcional. No entanto, células com elevada capacidade proliferativa, como células da linhagem
germinativa, células estaminais embriondrias e células de tecidos em renovacao, apresentam
esta enzima ativa, com capacidade de aumentar o comprimento dos telomeros, de modo a
permitir, nestes casos, o potencial ampliado de multiplicacao necessario, encontrando-se a sua
atividade rigorosamente regulada. Neste contexto, possiveis disfungdes na atividade da
telomerase podem originar doengas, como a disqueratose congénita e anemia aplastica,
sobretudo devidas a auséncia de atividade ou atividade diminuida desta enzima (64). Contudo,
as disfuncdes na telomerase apresentam um impacto mais significativo ao nivel da
carcinogénese, sendo que cerca de 90% dos tumores exibem telomerase funcional, tornando-a
num dos marcadores tumorais mais comuns (65—67). Nestes casos, ocorre uma interrup¢ao no
rigoroso equilibrio de regulacdo desta enzima, com o objetivo principal de garantir a
manutengdo do comprimento dos telomeros acima de um tamanho criticamente curto,
impedindo o desencadeamento de mecanismos que levam a senescéncia celular ou apoptose
(65), sendo o processo essencial para manter a divisdo celular descontrolada caracteristica deste

tipo de células anormais.

4.1. Mecanismos de ativacio

O pressuposto de que o encurtamento telomérico suprime o desenvolvimento tumoral suporta
uma linha de investigagdo oncoldgica estabelecida, pelo desencadeamento de mecanismos de
controlo celular. Todavia, o encurtamento dos telémeros pode originar instabilidade genética

que, posteriormente, pode promover o processo de carcinogénese (67).

Embora podendo ocorrer, em alguns casos, em fases mais tardias da carcinogénese, a ativagao
da telomerase encontra-se frequentemente associada a uma disfung@o telomérica originada em
fases mais iniciais, denominando-se, neste caso, por ativacdo dependente de telomero. Esta
disfungao telomérica ¢ originada essencialmente pelo encurtamento dos telomeros, levando a
instabilidade destas zonas terminais do material genético, que posteriormente desencadeia
mecanismos de ativacdo da telomerase, essencialmente ao nivel da expressao do gene hTERT,
sendo fundamental para suprimir mecanismos de controlo e assim permitir a multiplicagao

celular, apos ja se encontrar bem estabelecida uma instabilidade genética nas células em
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questdo. Assim, os processos de encurtamento dos telomeros e ativagdo da telomerase sdao
interdependentes na criagdo e manutencao da instabilidade genética, como representado na

Figura 4.1, sendo este o principal fator envolvido na génese e crescimento tumoral (67).

A Faseinicial = Fase tardia
X=X X—X
Encurtamento Telomérico Ativacao da Telomerase

A

S — B —

Crescimento anormal Instabilidade genémica Crescimento tumoral

Figura 4.1 — Representag@o esquematica do papel da disfungdo telomérica e ativagao da telomerase no
processo de génese e progressao tumoral. Adaptado de (67).

No entanto, a ativa¢do da telomerase pode ainda ser independente de telomero, associada
maioritariamente a alteragcdes genéticas ou epigenéticas que ocorrem em estagios precoces da
carcinogénese, levando, neste caso, a uma ativacdo da telomerase numa fase mais inicial do
processo (53). Estes mecanismos serdo abordados em maior profundidade no tdpico

subsequente, que trata a regulacdo da expressao da telomerase no cancro.

Importa também salientar que nem sempre a telomerase € a responsavel pelo processo de
alongamento telomérico. Por vezes o encurtamento dos telomeros desencadeia mecanismos
celulares independentes da telomerase, principalmente o mecanismo alternativo de
alongamento do telémero, ou alternative lengthening of telomere (ALT), que se baseia na
sintese de ADN telomérico por recombinagao e replicacao intra e intertelomérica, verificando-
se essencialmente a utilizagdo da propria sequéncia telomérica de um teldémero mais longo
como template para o alongamento de um telémero que apresente tamanho mais curto. A

ativacdo deste tipo de mecanismos encontra-se muito restrita a células tumorais que ndo
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expressam hTERT funcional, ou nas quais a sua expressdo se encontra reprimida, levando a
comprimentos muito varidveis das diferentes regides teloméricas cromossomais no material

genético de cada célula tumoral (69).

4.2. Regulag¢ao da expressao

Como abordado no capitulo 3 desta dissertacdo, a telomerase ¢ constituida por 2 subunidades
fundamentais, a hTERT, responsavel pela sua atividade catalitica, ¢ a hTERC ou hTR,
responsavel por formar o “esqueleto” da enzima e apresentar o template de ARN utilizado no
alongamento telomérico. Ao contrario da subunidade hTERC, que ¢ expressa de forma
abundante e ubiqua como um ARN longo ndo codificante (ARNInc), a subunidade hTERT
constitui o fator limitante na formagao da enzima telomerase funcional, expressa apenas nas
situagoes referidas e, por isso, apresenta o papel de componente-chave para a ativagao desta

enzima, principalmente no contexto da carcinogénese (68).

O gene que codifica para a componente hTERT da telomerase apresenta um comprimento de
42 quilobases (kb) e encontra-se localizado no cromossoma 5 (69). A regulacdo da sua
expressdo aparenta ser maioritariamente a nivel transcricional (70). Em vérios tipos de cancro,
observa-se a existéncia de promotores mutantes do gene hTERT, decorrentes principalmente de
rearranjos cromossomicos ou mutacdes de tipo hotspot (68,71,72). A propria disfungdo
telomérica pode promover a fusdo das terminagdes cromossomicas, podendo ocorrer, em
simultaneo, a inser¢do de promotores ativos préximos do gene hTERT, levando a uma maior
expressao do mesmo (73). Por outro lado, mutacdes hotspot no gene hTERT sdo identificadas
como as mais comuns em células cancerigenas humanas, encontrando-se documentada a sua
presenca na regido codificante do gene, porém com maior frequéncia na regido promotora,

destacando-se as duas mutagdes C228T e C250T (73).

Estas alteragdes no promotor desencadeiam, por sua vez, novos locais de ligacdo a fatores de
transcri¢do (68). Para além de mutag¢des no gene hTERT, também se pode verificar, em alguns
cancros, alteracdo em fatores de transcri¢do que, em condigdes normais, nao regulam esse gene,
mas que passam a induzir a sua transcricdo. Um exemplo € a familia Myc/Max/Madl, que se
encontra envolvida no comportamento celular, desempenhando fun¢des importantes na
proliferacdo, diferenciacdo, autorrenovacao e morte celular (74). Em todos os casos, os fatores

de transcrigdo ligam-se a sequéncias especificas do promotor e desempenham posteriormente
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fungdes de recrutamento de outros fatores de transcrigdo adicionais, assim como enzimas
modificadoras da cromatina, envolvidas em mecanismos epigenéticos ¢ modulando a
acessibilidade ao promotor do gene hTERT, o que facilita o acesso dos varios componentes
envolvidos no processo de transcrigdo, como € o caso da enzima ARN polimerase, e permite

assim a sua fungdo, possibilitando o aumento da expressdo genética (53).

E relevante também referir a importancia das modificagdes epigenéticas ao nivel da regido nio
codificante do gene hTERT, sendo a metilagao do promotor um elemento essencial na regulagao
da expressdo genética. E de destacar uma regiio conhecida como TERT hypermethylated
oncological region (THOR), presente especificamente em células tumorais com elevada
expressao hTERT e localizada numa regido mais distante da regido codificante relativamente
ao promotor central. Esta regido hipermetilada atua como ativadora da transcri¢do, ao contrario
do promotor central, que nestes casos se encontra nao metilado para permitir a ligagdo de fatores

de transcrigao (73).

O fator de transcrigdo Myc, resultante da expressdo do proto-oncogene celular
myelocytomatosis (c-Myc), é um fator da familia Myc/Max/Madl, tendo sido o primeiro
oncogene celular identificado com fung¢do ativadora da telomerase (71). Apresenta uma elevada
importancia no processo de carcinogénese na maioria dos cancros, envolvendo-se na
convergéncia de multiplas vias de sinalizagdo, tais como a expressdo do gene hTERT, em
resposta a sinais celulares e ambientais especificos. Este ¢ regulado positivamente por outros
fatores, como o nuclear factor kB (NF-kB), que também apresenta zona de ligagdo ao promotor
hTERT e, por isso, assim como o fator Myc, estimula diretamente a expressdo deste gene.
Outros fatores de transcri¢do que podem estar envolvidos na sobre-expressdao do gene hTERT
incluem proteinas da familia £26 transformation-specific (ETS) e proteinas signal transducer

and activator of transcription (STAT), nomeadamente a STAT3 (53).

Posteriormente, a nivel pds-transcricional, destaca-se um extenso splicing alternativo do
ARNmMm, regulado por muitos dos efetores de sinalizagdo que controlam a transcrigao deste gene.
Decorrente deste splicing pode ocorrer a formacdo de diversas variantes, podendo mobilizar
véarios mecanismos que dotam células com fendtipos malignos. E de notar que algumas
variantes que nao apresentam atividade catalitica podem, em contrapartida, estimular a

proliferagdo celular (53).

Apo6s o processamento do ARNm, diferentes miARNs t€m sido descritos como importantes

reguladores da expressao do hTERT, principalmente por regularem negativamente a mesma.
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Estes miARNSs ligam-se diretamente a regido 3’UTR, interferindo com o processo de tradugao.
Estes podem também atuar indiretamente ao nivel dos fatores de transcri¢do, nomeadamente
como reguladores negativos do proto-oncogene c-Myc. Desta forma, observa-se na maioria dos

casos que a atividade destes miARNSs ¢ diminuida, ou até inibida, em células tumorais (72).

Posteriormente, podem ainda estar envolvidas modificagdes pds-traducionais que alteram as
propriedades fisico-quimicas da proteina, desencadeando uma alteragao da sua conformacgao
espacial e, consequentemente, do seu grau de atividade, localizagdo celular e interagdes com
outras proteinas. Estas modifica¢des ocorrem devido a adi¢ao de grupos quimicos a um ou mais
residuos de aminodcidos da proteina, destacando-se a fosforilagdo por diferentes cinases,

dependendo muito do tipo de célula e de cancro (68).

Relativamente aos restantes componentes que formam a enzima ativa, muito pouco se sabe
acerca da regulacdo da sua expressdo em células tumorais. Contudo, ¢ de referir que muitos
desses componentes ndo apresentam apenas funcdes associadas a homeostase do telémero. A
sua expressdo pode ser regulada de forma menos rigorosa, ou podem apresentar mecanismos

de controlo de expressao diferentes dos envolvidos na sintese de hTERT (53).

Foi observado que o estado de hipoxia celular, caracteristico de muitos tumores, aumenta a
atividade da telomerase, podendo o aumento estar relacionado com a ativacao do sinal da

proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK) (68).

Para além dos mecanismos referidos, a atividade da telomerase também ¢ regulada através da
atividade de moduladores especificos que influenciam a montagem da enzima, sendo que
reguladores positivos, neste caso, promovem uma maior atividade da enzima, como € o caso da

proteina nuclear VCP-like 2 (NVL2) e da proteina even shorter telomeres I (EST1) (68).

4.3. Funcoes extra-teloméricas do dominio hTERT

A ativagdo da telomerase € essencial na maioria dos diversos tipos de cancro, pois permite a
progressao maligna de células, assim como a sua imortalizacao. A telomerase contribui ao nivel
do alongamento das regides teloméricas, como referido anteriormente, mas pode também
desempenhar outras fungdes, as quais podem ser agrupadas em duas categorias: as que
envolvem a atividade da telomerase, mas nao o alongamento dos teldémeros; as que nao

envolvem a atividade da telomerase nem o alongamento dos telomeros (53,73).

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 27



Foi demonstrado que, em alguns casos, ocorre uma sobre-expressdo do componente hTERT
durante a carcinogénese sem se verificar, em simultaneo, um aumento da atividade da
telomerase, o que indica que este componente, independente da telomerase, possui outro tipo
de funcdes ao nivel das células cancerigenas (53). Foi também reportada a correlagdo entre
elevados niveis de expressao de hTERT e um estado mais avancado da doenga, com prognodstico
mais desfavoravel (75). Estudos demonstraram que o componente hTERT interage também
com outros fatores, incluindo o NF-kB, o Myc, a Spl, o Brahma-related gene 1 (BRG1), e a
helicase PIF1, influenciando a expressdao de varios genes e a transdugao de sinal em varias
cascatas de sinalizagdo intracelulares. Estas contribuem principalmente para a proliferacao e
regulacdo de mecanismos metabdlicos essenciais, promovendo a manutencdo do
microambiente tumoral, incluindo mecanismos de angiogénese e vascularizagdo, pela
associagdo ao vascular endothelial growth fator (VEGF), mecanismos com efeitos ao nivel do
tecido mesenquimal, promovendo a transi¢cao de tecido epitelial a mesenquimal das células
tumorais, ou seja, o desenvolvimento tumoral, atuando por inducdo da expressdo de genes
induzida pelo proto-oncogene cellular mesenchymal-epithelial transition (c-MET), e ainda ao
nivel de fatores inflamatorios e da resposta imune, pela associacdo ao NF-xB, que atua como
fator de transcri¢ao pro-inflamatorio, estimulando a progressdao do cancro (68). A componente
hTERT também mostra, em alguns casos, atividade promotora da via Wnt/B-catenina,
estimulando a transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo, renovacdo e sobrevivéncia

celular (76).

Os dois componentes da telomerase, sobretudo a hTERT, podem também ser encontrados na
mitocondria, desempenhando um papel regulatdrio deste organelo. O dominio hTERT, quando
sobre-expresso, pode controlar indiretamente a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), o que potencia a sobrevivéncia de células tumorais em ambientes de stress (77).
Também foi associado ao favorecimento de resisténcias a quimioterapias, por originar, em
geral, um aumento da atividade mitocondrial, melhorando a capacidade da célula de produzir
energia. Pode ainda estabilizar os telomeros através de um mecanismo cap, independente do
alongamento telomérico (78), e promover a migracdo e adesdo celular, estimulando

cumulativamente o processo de metastizacao do tumor (79).

Na Figura 4.2 encontram-se descritos estes mecanismos independentes do alongamento

telomérico que a componente hTERT medeia em células tumorais.
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Figura 4.2 — Representagdo das fungdes ndo candnicas da componente hTERT na carcinogénese.
Adaptado de (68) e (76).

A componente hTR ¢ expressa de forma constitutiva em células somaticas e até ao momento

ndo foram demonstradas fun¢des extra-teloméricas desta componente. No entanto foram

reportadas evidéncias do seu envolvimento na regulacdo da expressao genética, por interacao

com regides promotoras de genes Wnt, genes alvo Myc, genes relacionados com a via de

sinalizacdo NF-kB e também genes envolvidos no processo de mielopoiese, um processo de

producao de células da linhagem mieloide a partir de células hematopoiéticas progenitoras, ao

nivel da medula 6ssea (77).

Foi demonstrado que ambas as componentes da telomerase estdo envolvidas em mecanismos

de protecdo celular, nomeadamente em mecanismos de resposta a lesdes no ADN, pela

influéncia na fosforilagdo da histona yH2AX e na autofosforilagdo da ATM, principalmente

pela componente hTERT, e também na regulag@o da atividade da ATR pela componente hTR,

a qual aumenta a sobrevivéncia de células T em condi¢des de apoptose (77,80) .
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4.4. Neoplasias associadas a elevada atividade da Telomerase

A atividade da telomerase ¢ regulada de forma positiva na maioria das malignidades, sendo
mais elevada em tumores avangados e metasticos (81), nomeadamente em células de cancro da
mama, do pulmao, de cancros do trato gastrointestinal, como o cancro do eséfago, do estdmago
e do cdlon, de cancros que afetam o trato urinario, como o cancro do rim e da bexiga, de cancros
em o6rgaos do sistema reprodutor, maioritariamente o cancro do utero, do ovério, ¢ da prostata,
de cancro do pancreas, de cancros de células estaminais, de sindromes mielodispldsicas ou
neoplasias hematologicas, e de cancros que envolvem células do sistema imunitério. Para além
dos referidos, também se destacam o carcinoma hepatocelular, o melanoma primario, os
cancros de tecidos moles, ou sarcomas de tecidos moles, que se podem desenvolver em
musculo, nervos, vasos sanguineos e tecido adiposo (lipossarcomas), os osteossarcomas, €
ainda alguns tumores cerebrais, como glioblastoma e neuroblastoma (82—84). A ativagdo e
regulacdo da expressdo da telomerase nos diversos tipos de cancros referidos ocorre por
mecanismos distintos, encontrando-se muito associada a fendtipos mutantes, pois deriva, na

maior parte dos casos, principalmente de fatores genéticos (84).

O cancro da mama, identificado como o mais comum nas mulheres em todo o mundo, ¢ um dos
tipos de cancro onde mais se verifica uma expressao aumentada da telomerase. Entre 75 e 90%
de carcinomas in situ apresentam expressao hTERT, correspondendo essa expressdo a cerca de
90% em cancros da mama invasivos. Adicionalmente, verifica-se uma correspondéncia

significativa entre a elevada expressao hTERT e a ocorréncia de doenga recorrente (85,86).

A exacerbagdo da atividade da telomerase tem sido demonstrada igualmente em cancro do
pulmao, nomeadamente em cancro de células pequenas, um dos primeiros tipos de tumor em
que foi identificada a presenca desta enzima ativa, no ano de 1995 (87). Esta atividade
enzimatica verifica-se em cerca de 90 a 100% dos casos de cancro de células pequenas, sendo
mais baixa em cancro de células nio pequenas. E observada exacerbacio da atividade em 62 a
94% dos casos, num conjunto de tumores que inclui carcinoma espinocelular, adenocarcinoma,
carcinoma de células grandes do pulmao, assim como sarcoma pulmonar e mesotelioma. Nestes
tumores, a identificacdo de sobre-expressao da telomerase também se encontra correlacionada

com um pior progndstico e, por consequéncia, com menor taxa de sobrevivéncia (85).

Relativamente a cancros do sistema digestivo, destaca-se o cancro do estdbmago e cancro do
colon e reto. A expressao hTERT ¢, na maioria dos casos, muito abundante em cancros

gastrointestinais, encontrando-se na maioria das vezes associada a estagios avancados da
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doenca ou até metéstases peritoneais (88). No cancro do cdlon e reto, verifica-se a expressao
elevada de hTERT em carcinoma colorretal em cerca de 81% dos casos de cancro esporadico,
no entanto ¢ de referir que a propria mucosa intestinal normal pode apresentar expressao da
telomerase, sendo de esperar assim que nestes casos permanega ou se torne ativa, porém em

niveis muito mais elevados (85,88).

Em cancros de 6rgdos do trato urinario, carcinomas uroteliais, como o cancro do rim e cancro
da bexiga, também se verifica elevada expressao da telomerase. O cancro da bexiga ¢ o tipo de
cancro mais comum do trato urindrio (89). A atividade da telomerase e expressao hTERT ¢
detetada em cerca de 90% dos casos, no entanto, este ¢ um dos casos raros em que a sua presenca

ndo indica necessariamente malignidade (85).

O cancro do utero e o cancro do ovario também apresentam telomerase ativa em quase todos
os casos. No caso do utero, em situagdes normais ja se verifica alguma atividade telomerésica
durante a fase proliferativa do ciclo menstrual, nas células do endométrio, posteriormente
suprimida na fase secretdria. Assim, nestes casos a elevada atividade da telomerase nao esta
necessariamente associada a mutagdes condutoras (90). No caso de situagdes malignas, é o
carcinoma cervical que mostra apresentar com maior predominancia a presenga de telomerase
funcional e sobre-expressa. As neoplasias epiteliais do ovario também se caracterizam por
apresentar elevada expressdo de telomerase, contudo em apenas cerca de 60% dos casos de

tumores do ovario com baixo potencial maligno, e em 40% de cistadenomas do ovario (85).

O cancro pancreatico, em particular o adenocarcinoma ductal pancreatico, conhecido pelo seu
comportamento agressivo e progndstico reservado, ¢ também um tipo de cancro associado a
elevada atividade da telomerase. Neste, a presenca da telomerase ativa € evidente em cerca de
95% dos casos, correlacionando-se com caracteristicas histoldgicas mais agressivas € uma

rapida progressao da doenga, assim como a resisténcias aos tratamentos convencionais (91).

As sindromes mielodisplasicas (SMDs) sdo referidas atualmente como um grupo de cancros
caracterizados por uma producdo anormal de células sanguineas ao nivel da medula dssea,
processo de hematopoiese, distinguindo-se por estados de anemia, neutropenia e
trombocitopenia, que podem posteriormente progredir a leucemia mieloide aguda (92). As
células estaminais hematopoiéticas, ou células progenitoras presentes na medula 6ssea, t€m
como principal caracteristica a sua elevada taxa de divisdo por longos periodos, apresentando
maior probabilidade de acumular defeitos genéticos, o que, consequentemente, leva a maior

predisposicao a malignidades. Estes tipos de células, em situagdes normais, demonstram
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apresentar telomerase ativa, o que leva a que este tipo de neoplasias se encontre muito associado
a presen¢a de uma elevada expressdo telomerasica, a qual aumenta progressivamente a medida

que as c¢lulas adquirem caracteristicas mais malignas (93).

Estas SMDs englobam 4 tipos classicos de neoplasias mieloproliferativas que, segundo a OMS,
incluem a trombocitemia essencial (TE), a mielofibrose primaria (MFP), assim como a
policitemia vera (PV) e a leucemia mieloide cronica (LMC). A etiologia concreta deste grupo
de patologias ainda ndo se encontra completamente determinada, no entanto ¢ conhecido que
se encontram relacionadas com uma mutagdo genética no gene que codifica para a Janus cinase
2 (JAK2), uma enzima pertencente a familia de Janus cinases, cinases de tirosina importantes
em mais de 50 processos de sinalizagdao celular que envolvem a resposta a agdo de diversas

citocinas e recetores hormonais, participando no processo de transducao de sinal (94).

Por outro lado, células do sistema imunitario, nomeadamente linfocitos, tanto B como T,
também apresentam naturalmente alguma atividade da telomerase. Consequentemente, durante
o0 processo de carcinogénese que envolve estas células observa-se um elevado envolvimento da
enzima telomerase, frequentemente associado a um aumento significativo da sua expressao.
Assim, patologias como linfomas ndo-Hodgkin e leucemias de células B destacam-se por

apresentarem niveis particularmente elevados de atividade da telomerase (95).

No melanoma maligno, a sobre-expressdo da telomerase encontra-se associada a melanoma
com mutagdo BRAF V600, demonstrando um progndstico bastante desfavoravel. Este

relaciona-se com uma maior taxa de metéstase precoce e baixa sobrevida dos pacientes (69).

Em células de sarcomas verifica-se uma expressao da telomerase mais baixa, comparativamente
a células de carcinomas, sendo que muitos sarcomas apresentam mecanismos de alongamento
dos telomeros independentes da atividade da telomerase, mais especificamente o mecanismo
ALT. A detecao da telomerase neste tipo de tumores malignos de tecidos moles varia entre cerca
de 10 a 86% dos casos, enquanto em tumores malignos do osso varia entre cerca de 11 a 58%.
Importa referir que o nivel de expressao da telomerase varia bastante entre diferentes subtipos
de sarcomas, dependendo das suas caracteristicas, sendo a presenca de telomerase ativa

associada a um pior prognostico da doenga (85).

Os tumores cerebrais sdo considerados como 0s que apresentam maior taxa de mortalidade
associada. O glioblastoma ¢ o tumor cerebral maligno mais comum, verificando-se sobre-
expressdo da telomerase em cerca de 80% dos casos e sendo a presenca de mutacdes no

promotor hTERT de elevada relevancia para o estabelecimento do prognostico. No
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neuroblastoma, caracterizado como um tumor s6lido comum na infincia, a ativagdo da
telomerase também se encontra fortemente associada a um fendtipo mais agressivo, embora
existam casos em que o alongamento telomérico ¢ efetuado por mecanismos independentes da

telomerase, nomeadamente o mecanismo ALT (96).

Como referido anteriormente, a evidéncia experimental revela expressdo aumentada da
telomerase na maioria dos cancros, apontando para o papel crucial desta enzima na
carcinogénese, ndo apenas por permitir o alongamento dos telémeros e, assim, a imortalizagao,
mas também pelas funcdes extra-teloméricas que desempenha, conferindo as células tumorais
vantagens proliferativas, nomeadamente de evasdo imunitéria, de resisténcias a farmacos e de
maior capacidade metastatica, o que resulta num maior grau de malignidade e em pior
prognostico da doenga. Neste cenario, foi considerada a utilizacdo da telomerase como
biomarcador na dete¢do de alguns cancros, em fases iniciais. No entanto, o interesse principal
da telomerase esta associado ao seu elevado potencial como alvo terapéutico para o
desenvolvimento de novas moléculas com atividade anticancerigena, que possam ser usadas
em vdrios tipos de cancros (85,91). Este aspeto tem sido alvo de crescente investigacdo e sera

o principal foco a ser explorado nos capitulos seguintes.
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5. A Telomerase como Alvo Terapéutico

A associacdao entre a tumorogénese ¢ a atividade da telomerase, bem como a subsequente
hipétese de que a inibicdo desta enzima poderia constituir uma abordagem terapéutica
promissora no tratamento do cancro, emergiu no final do século XX, com o trabalho de Calvin
Harley et al. (97), publicado em 1994. Em 1995, Junli Feng et al. (51), estudaram a componente
hTR da telomerase em células HeLa e obtiveram resultados positivos para a inibicdo da
atividade da telomerase, observando a diminui¢do do crescimento celular em células que
apresentavam  expressdo de oligonucle6tidos antissenso, € assim comprovando
experimentalmente a hipotese de Calvin Harley et al.

Desde entdo, o potencial terapéutico da inibi¢ao da telomerase tem sido a area de maior foco
em estudos envolvendo a telomerase (98), e o desenvolvimento de estratégias para modular a
sua atividade tornou-se um dos principais temas na investiga¢ao oncoldgica, pelo seu potencial
de inibir seletivamente células tumorais e também pelo desafio de preservar células normais,
principalmente as de elevada capacidade proliferativa, como células estaminais e linfécitos. Os
estudos realizados ao longo dos tltimos 30 anos t€ém contribuido para uma compreensao mais
aprofundada da holoenzima telomerase enquanto alvo terapéutico, explorando os mecanismos
possiveis de inibi¢do, que se tém revelado cada vez mais diversificados, e também a viabilidade

da sua aplicagdo clinica, nas vertentes da eficacia e da seguranga.

5.1. Estratégias na modelacio da atividade da telomerase

Até ao momento foram considerados e explorados varios métodos potenciais de inibicao da
telomerase que foram divididos, de forma simplificada, em abordagens diretas e indiretas, tendo
em conta o mecanismo de acdo envolvido. No entanto a inovagdo tecnologica permitiu a
diversificacdo de estratégias, algumas das quais ja ndo se enquadram estritamente nas categorias

classicas, constituindo grupos distintos que apresentam mecanismos de acao inovadores.

5.1.1. Abordagens diretas

As estratégias de abordagem direta no design de inibidores da telomerase englobam o uso de
moléculas que bloqueiam diretamente a atividade da enzima, através da inibi¢cdo especifica de

uma das suas componentes, a de ARN, hTR, ou a componente catalitica, "\TERT. Deste tipo de
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abordagem resultou o desenvolvimento de pequenas moléculas de cardcter ndo nucleosidico
que se comportam como inibidores diretos da componente catalitica hTERC, assim como
compostos sintéticos derivados ou analogos de 4cidos nucleicos, destacando-se os
oligonucleotidos antissenso, projetados para reconhecer e neutralizar especificamente a

componente hTR da telomerase (99).

5.1.2. Abordagens indiretas

As estratégias de abordagem indireta envolvem outros mecanismos de a¢do, complementares a
regulacdo da atividade da enzima, sem inibi¢do direta da sua estrutura enzimatica. De entre
estes mecanismos destaca-se a inibi¢ao da expressao genética da componente hTERC, regulada
a nivel celular, sendo esta estratégia denominada como terapia direcionada ao gene da
telomerase. A estabilizagdo das estruturas em G4 também ¢é um exemplo deste tipo de
abordagem, baseando-se na utilizacdo de compostos estabilizadores destas estruturas presentes
nas terminacgdes teloméricas, o que impede a acdo da telomerase. A utilizagdo de
oligonucleo6tidos homologos de telomero, ou T-oligos, também ¢ considerada uma abordagem
indireta, caracterizando-se pela utilizagao de moléculas com estrutura semelhante aos teldémeros
e que podem atuar por mais de um mecanismo de agdo, promovendo o desencadeamento final

de mecanismos de senescéncia celular (99).

A inibi¢do indireta da telomerase pode também ser alcangada através da modulacdo do
funcionamento de proteinas associadas a vias de sinalizacdo intracelulares que desempenham
um papel importante na proliferagdo, diferenciagdo, crescimento e sobrevivéncia celular de
c€lulas tumorais, indiretamente ligadas ao funcionamento da telomerase, tais como a Wnt/ -
catenina e a MAPK. Alteracdes que interferem na correta manutencao do microambiente celular
também surgem como fator determinante, com possibilidade de afetarem o funcionamento da
telomerase. Um exemplo sdo alteracdes no pH, alcangaveis através da modulagdo da atividade
da enzima anidrase carbonica. Esta enzima desempenha um papel crucial em células tumorais,
pois permite a manutencdo de um pH intracelular favoravel a sobrevivéncia e proliferagao
celular, em condi¢des de elevado metabolismo celular, caraterizado pela elevada producao de
acidez metabolica (100). A alteragdo da atividade desta enzima também pode desregular a
atividade da telomerase, afetando a sua estabilidade. A alteracao do normal funcionamento de

proteinas envolvidas no complexo Shelterin também pode ter um impacto elevado na atividade
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da telomerase, ao nivel dos teloémeros, ja que estas proteinas apresentam um papel fundamental

na prote¢do e normal manutencao destes (83,99).

5.1.3. Abordagens mais recentes

Outras estratégias emergentes de inibicao da telomerase, que ndo se enquadram nas divisdes
classicas descritas anteriormente, tém sido alvo de estudo. De entre as mais relevantes destaca-

se a imunoterapia antitelomerase.

A imunoterapia antitelomerase apresenta como principio a manipulacdo do sistema imunitario
do hospedeiro, de modo a atacar as células cancerigenas, as quais expressam, neste caso, a
componente hTERT. Esta abordagem pode basear-se no contexto estratégico de vacina, através
da utilizacdo de estruturas peptidicas ou fragmentos de ADN como antigenos, administrados
no organismo, ou ainda em abordagens mais recentes de terapia imunogénica celular, que
envolvem a utilizagdo de células apresentadoras de antigenos (APCs), ou de células T
manipuladas por tecnologias de edi¢do genética CRISPR/Cas9 (101), de modo a aumentar a
capacidade de detegdo e eliminag¢do pelo sistema imunitario de células cancerigenas que

apresentam expressao da telomerase (83,99).

Para além destas abordagens, tem vindo a ser explorado o desenvolvimento de particulas virais
modificadas, ou virus oncoliticos, com especificamente para células alvo que expressam a

telomerase.

Uma abordagem quimioterdpica que se tem mostrado promissora ao nivel da eficacia ¢ a
utilizacdo de terapias combinadas, baseadas na associacdo de mais do que um farmaco, com
mecanismos de agdo diferentes, mas atuando sinergicamente para uma inibi¢dao mais eficiente

da atividade da telomerase, com o foco principal na destruicdo de células cancerigenas (99).

As abordagens em desenvolvimento partilham o objetivo principal de induzir a senescéncia ou
morte celular seletiva em células tumorais dependentes da atividade da telomerase para a sua
sobrevivéncia. Nos capitulos seguintes serdo exploradas em maior detalhe as principais classes

de compostos em desenvolvimento com propriedades como agentes inibidores da telomerase.
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5.2. Principais classes de inibidores da telomerase

Na seguinte Figura 5.1 encontram-se representadas as diferentes estratégias terapé€uticas de
modelacao da atividade da telomerase e entidades envolvidas com potencial atividade inibidora
desta enzima, abordadas anteriormente de forma resumida. Nesta sec¢do abordaremos com

mais detalhe as varias classes de estruturas moleculares responsaveis pelo processo de inibigao.
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Figura 5.1 — Diferentes estratégias terapéuticas anticancerigenas baseadas na telomerase. Adaptado de

(83).

1. Oligonucleétidos antissenso do ARNm do gene hTERT (1A); oligonucleotidos antissenso da
regido template de hTR (1B)

Indutores de variantes inativas no splicing alternativo

Estabilizadores de G4

Pequenas moléculas inibidoras diretas nao nucleosidicas

Inibidores hibridos duplos, com inibigdo da telomerase e da anidrase carbonica
Abordagens imunoterapéuticas

Utilizagao de vetores virais para reparo mutacional ou terapia oncolitica

Terapia genética direcionada ao promotor da telomerase

Moléculas fitoquimicas e outras substdncias com uma ampla gama de mecanismos
0. Modulagdo da atividade de proteinas do complexo Shelterin
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5.2.1. Moléculas sintéticas derivadas de acidos nucleicos
5.2.1.1. Oligonucle6tidos Antissenso

De entre as moléculas sintéticas derivadas de acidos nucleicos com atividade inibidora da
telomerase destacam-se os oligonucledtidos antissenso. Estes correspondem a pequenas
sequéncias sintéticas de ADN ou ARN, quimicamente modificadas, em que a estrutura base se
encontra representada na Figura 5.2. Sdo compostos normalmente por 15 a 22 bases
nucleotidicas e podem apresentar variados mecanismos de a¢ao a nivel celular, baseados na sua
ligacdo complementar a uma regido especifica de uma molécula de ARN alvo, tendo como
objetivo principal modular ou bloquear a sua fun¢do. Podem ser usados para inibir a atividade
da telomerase de diversas formas, tanto de modo direto como de modo indireto, dependendo

do ARN alvo (102).
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Figura 5.2 — Representacdo da estrutura base de uma molécula oligonucleotidica (a letra B
corresponde a respetiva base azotada).

Os oligonucleotidos antissenso podem apresentar uma atividade inibitdria direta da telomerase
quando tém como alvo a regido template da componente hTR. Neste caso, interagem com esta
regido e competem na sua ligacdo ao ADN telomérico, com consequente inibi¢do da atividade
catalitica da enzima (103,104). Este tipo de moléculas inibidoras pode também interferir, numa
fase mais precoce, com a montagem da sequéncia de ARN da componente hTR, induzindo a

sua degradacdo ou a alteragdo da sua localizacdo a nivel celular (104). Este mecanismo promove
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uma inibi¢do rapida do crescimento de células cancerigenas, permitindo assim um tempo de

laténcia mais baixo quando comparado com a maioria das abordagens indiretas (98).

O composto originalmente conhecido como GRN163L, atualmente denominado de Imetelstat,
¢ um exemplo de um oligonucledtido antissenso que se liga a regido template da componente
hTR (99). Este composto ¢ constituido por uma sequéncia tiofosforamidato 13-mer N3’-P5’,
de 13 oligonucleotidos sintéticos, com substitui¢ao de &tomos de oxigénio do grupo fosfato dos
nucledtidos por atomos de enxofre, ligada covalentemente a uma molécula de 4acido palmitico
na extremidade 5’ por meio de um fragmento de aminoglicerol, formando um grupo palmitoilo.
A estrutura em cadeia de nucledtidos modificados introduz resisténcia contra as nucleases
celulares, o que melhora a sua estabilidade, tanto em tecidos como no plasma, bem como a sua
afinidade para ligacdo ao alvo. O grupo lipidico permite aumentar a permeabilidade celular ao
composto, facilitando a sua entrada nas células, o que aumenta consequentemente a sua
poténcia e contribui para melhorar o seu perfil farmacocinético e também farmacodinamico. A
sua ligacdo ao template de ARN da componente hTR resulta numa inibigao direta e competitiva
da telomerase (81,105,106). A estrutura simplificada do composto GRN163L encontra-se

representada na Figura 5.3.
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Figura 5.3 — Representagdo da estrutura quimica do Imetelstat. Adaptado de (105).

Uma das etapas limitantes da ativacao celular da telomerase corresponde a expressao do gene
da componente hTERT. Os oligonucle6tidos antissenso podem, por outro lado, ser direcionados

ao ARNm precursor ou a0 ARNm processado do gene hTERT, ou de outras proteinas
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envolvidas na atividade da telomerase, inibindo a sua expressdo e¢ consequente a sintese
proteica, sendo esta uma abordagem inibitoria indireta da telomerase. A ligagdo destas
moléculas ao ARNm origina a sua inativagao, restringindo a presenga da componente catalitica

a nivel celular (83,102).

Esta técnica de reducdo da expressdao do transcrito pode também ser conseguida através da
utilizagdo de outros tipos de moléculas derivadas de 4cidos nucleicos, destacando-se pequenas
moléculas de ARN de interferéncia (ARNsi), que correspondem a pequenas moléculas de ARN
de cadeia dupla, principalmente usadas para silenciamento do gene hTERT ou inibicao da
atividade da componente hTR. Ao serem incorporadas nas células, as moléculas associam-se
ao complexo indutor de silenciamento por ARN (RISC), promovendo a degradagdo de cadeias
de ARN especifico (98,107,108). Foram também desenvolvidas ribozimas autocataliticas de
cadeia simples de ARN, ou ribozimas hammerhead. Sao enzimas de ARN que clivam ligacdes
entre acidos nucleicos especificos, capazes de hidrolisar ligagdes fosfodiéster, que podem ser
direcionadas a clivagem de zonas especificas conservadas da cadeia de ARN, neste caso da
componente hTR, promovendo a degradagdo deste dominio (98,108). Até ao momento, apesar
de ja existirem algumas moléculas com estas caracteristicas aprovadas para o tratamento de
algumas patologias, nenhuma em especifico se revelou promissora como inibidora da
telomerase para terapia anticancerigena, o que se deve principalmente a limitacdes
farmacocinéticas, nomeadamente dificuldades na sua entrega ou direcionamento especifico
para células tumorais, baixo tempo de permanéncia no organismo e inducdo de respostas

imunitarias indesejadas, indicando a necessidade de estudos de otimizacao.

5.2.1.2. Oligonucledtidos homdlogos de telomero

Os oligonucledtidos homologos de telomero, também conhecidos como T-oligos,
correspondem a oligonucle6tidos com uma estrutura em sequéncia homoéloga a da extremidade
saliente 3’ do telomero humano, constituido por varias repeti¢des da sequéncia 5’-TTAGGG-
3’ (102). A nivel intracelular, estas moléculas inibem indiretamente a atividade da telomerase,
através da simulacdo da extremidade teloméricas desprotegida, desencadeando a ativagdo de
mecanismos de resposta a lesdes no ADN. No entanto, esta acdo pode ocorrer segundo dois
mecanismos distintos. Num deles, designado por modelo do mimetismo do telémero exposto,
estas moléculas simulam a presenca a nivel nuclear da extremidade telomérica desprotegida,

desencadeando por si s6 mecanismos de resposta a lesdes no ADN. No outro, designado por

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 41



modelo de dissociagdo do complexo Shelterin, as moléculas promovem a dissociagdo de
algumas proteinas do complexo Shelterin das regides teloméricas para estas moléculas
homologas, levando a exposicdo das zonas teloméricas reais, por alteragdo da sua estrutura

secundaria, o que leva a ativagdo de mecanismos que culminam na morte celular (104,109).

Um composto de destaque nesta classe ¢ o T11, um oligonucleoétido especifico constituido por

11 bases, composto pela sequéncia 5'-dGTTAGGGTTAG-3' (109).

5.2.1.3. Tiopurinas

As tiopurinas sdo derivadas da base nitrogenada purinica, caraterizadas pela presenca de um
atomo de enxofre na posicdo 6. A estrutura da molécula 6-tioguanina, o composto parente das
tiopurinas, estd representada na Figura 5.4. Estes compostos exibem estruturas semelhantes a
nucleotidos, que sdo reconhecidos pelas células e incorporados na sintese de ADN ou ARN. A
alteracdo na estrutura da cadeia simples origina uma modificacdo estrutural na sequéncia
sintetizada, inibindo consequentemente a sua sintese de acidos nucleicos. A 6-mercaptopurina
e o seu pro-farmaco, a azatioprina, convertido a nivel intracelular em 6-tioguanina, sdo os
exemplos mais conhecidos desta classe de farmacos. Sdo utilizados principalmente como
imunossupressores em diversas patologias, como ¢ o caso da doenca inflamatdria intestinal. A

6-mercaptopurina € usada no tratamento da leucemia aguda (110).

As telomerases apresentam elevada afinidade por bases que contém 2’-desoxiguanosina-5’-
trifosfato, j& que estas estruturas sdo essenciais na elongacdo dos telomeros. Assim, andlogos
destas estruturas foram avaliados como inibidores potenciais da atividade das telomerases. Um
exemplo € o composto 6-tioguanina-2’-desoxiguanosina (6-thio-dG), também conhecido como
THIO ou Ateganosina, cuja estrutura esta representada na Figura 5.4. Este composto ¢
incorporado no ADN telomérico durante a sintese do telomero pela telomerase, danificando a
cadeia, o que origina uma falha na replicacdo e, por consequéncia, desencadeia mecanismos

que terminam na senescéncia celular (110).
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Figura 5.4 — Representagao das estruturas quimicas dos inibidores nucleosidicos tiopurinicos 6-
tioguanina (1) e 6-tioguanina-2’-desoxiguanosina (6-thio-dG) (2), esta conhecida como THIO.

5.2.2. Pequenas moléculas nao nucleosidicas

Em quimioterapia, a designagdo “molécula pequena” ¢ atribuida a compostos organicos de peso
molecular inferior a 1000 Dalton. J& foram identificadas varias moléculas pequenas com
atividade como inibidores da telomerase, com recurso a utilizagao de bases de dados deste tipo
de substincias e também através da sintese de derivados ou andlogos de alguns compostos
naturais com atividade demonstrada como inibidores da telomerase. As moléculas podem atuar

por diversos mecanismos, tais como a inibi¢do direta ou a estabilizagdo da estrutura G4 (111).

5.2.2.1. Inibidores diretos

Uma das abordagens de inibicao da telomerase envolve a utilizacdo de moléculas que inibem
a subunidade catalitica por interferéncia direta na sua estrutura ou fun¢do, podendo atuar
também na diminui¢do da expressdo de hTERT (111). De entre estes inibidores destaca-se a 3-
galato-epigalocatequina (EGCG), um polifenol natural bioativo extraido do chd verde
(Camellia sinensis), representado na Figura 5.5, que atua pela diminui¢ao da expressao do gene
hTERT. Estudos do modo de acao deste composto revelaram a sua interagdo com diversos alvos
celulares envolvidos na regulagdo do ciclo celular e na inducdo da apoptose, entre os quais a
inibi¢do especifica da telomerase. Contudo, os mecanismos de interagdo que provocam a
inibicdo da telomerase ainda ndo sdo conhecidos. H4, no entanto, evidéncias de que a sua
metabolizacao, por auto-oxidacao, forma um radical galoilo localizado no grupo galato, o qual

apresenta capacidade de modificar covalentemente a telomerase (112,113).
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Figura 5.5 — Representagdo das estruturas quimicas da 3-galato-epigalocatequina (EGCG) (1), com o
grupo galato destacado a laranja, do seu derivado, o composto MST-312 (2), e do composto BIBR-
1532 (3).

Um composto derivado da EGCG ¢ o MST-312, cuja estrutura esta representada na Figura 5.5.
O MST-312 apresenta também atividade inibidora seletiva da telomerase, com um perfil mais
estavel que EGCG e poténcia superior. Este composto inibe a telomerase, comprometendo o
crescimento de células tumorais e estimula a apoptose através da indu¢do de danos no ADN

telomérico, ativagdo da resposta a lesdes no mesmo e inibicao da via NF-xB (111,114).

O composto BIBR-1532, cuja estrutura esta representada na Figura 5.5, destaca-se como outro
exemplo de pequena molécula sintética inibidora seletiva da componente hTERT. A evidéncia
existente indica que este composto se liga diretamente a componente hTERT da telomerase
numa bolsa hidrofobica, na superficie externa do dominio CTE da hTERT, mais comumente
conhecido como “polegar”, impedindo a ligacdo entre as componentes hTERT e hTR, a
interagdo entre “polegar” e TRBD as CR4/5 do hTR, o que inibe a montagem completa desta
ribonucleoproteina, comprometendo a sua atividade (115). Para além de inibidor direto da
atividade da telomerase, o BIBR-1532 também foi identificado como indutor negativo da
expressdao genética da componente hTERT, o que reforca o seu poder inibitorio, através de

mecanismos distintos e sinérgicos (116).
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O composto BIBR-1532 foi desenvolvido com base na semelhanca da telomerase com a
transcriptase reversa, presente em retrovirus, tanto a nivel estrutural como funcional (83,110).
Atualmente ¢ conhecido por apresentar um perfil farmacocinético pobre, com fragilidades ao
nivel da internalizacao pelas células alvo e toxicidade moderada, carateristicas que limita a sua
aplicabilidade clinica (83,99). Vérios derivados ou analogos t€ém sido estudados com o fito de
desenvolver moléculas que possam ultrapassar essas limitacdes e possibilitando o

desenvolvimento deste quimiotipo farmacoforico para terapia anticancerigena (117,118).

5.2.2.2. Inibidores que atuam por estabilizacio de G-quadruplex

O desenho e desenvolvimento de estabilizadores de estruturas G4 tem suscitado muito interesse
no contexto da terapia anticancerigena. Os esforcos conduziram a varias moléculas pequenas
com atividade indireta de inibicdo da telomerase através da estabilizagdo de G4s. Estas
estruturas podem ser encontradas tanto ao nivel dos telomeros como em regides promotoras de
alguns genes, como € o caso de varios oncogenes e também do gene hTERT, estando envolvidas
em diversos processos celulares, nomeadamente com atividade repressora da transcri¢do de
genes e, de principal foco neste contexto, ao nivel dos teldmeros, como protecdo das regides
terminais a danos no ADN e, consequentemente, ativagdo de mecanismos celulares decorrentes
dessas lesdes, o que torna a estrutura G4 como alvo de interesse no desenvolvimento de
moléculas para terapia anticancerigena. A inibi¢cdo da telomerase decorrente da atividade destes
compostos apresenta caracter indireto, tanto na sua a¢ao ao nivel dos telomeros, impedindo o
desenrolar destas estruturas e, deste modo, o acesso da enzima aos telomeros, como também
pelo bloqueio principal da ligagdo de fatores de transcri¢do ao promotor do gene hTERT,
diminuindo a sua taxa de transcri¢do (119). Este tipo de compostos apresenta um efeito
antiproliferativo muito mais rapido que outros inibidores seletivos da telomerase, nao explicado
pela inibi¢do da telomerase, mas sim por outro tipo de mecanismos de acdo, como a deslocagao
de proteinas do complexo Shelterin, e indu¢do de fusdes cromossomicas, levando ao
desencadeamento de mecanismos de resposta ao dano do ADN muito mais rapidamente e sem

ser necessario um desgaste inicial dos telomeros (120).

Os compostos inicialmente identificados com efeito estabilizador de G4s sdo de origem natural

e permitiram identificar os tipos de interagdo necessarias para o desenho de farmacos com este
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modo de acdo. O primeiro composto identificado como ligando G4 foi a bisamidoantraquinona,

representada na Figura 5.6 (121).
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Figura 5.6 — Representacdo da estrutura quimica de uma bisamidoantraquinona com efeito
estabilizador de estruturas G-quadruplex (1), e da Telomestatina (2).

A telomestatina, representada na Figura 5.6, ¢ um composto macrociclico natural isolado da
bactéria Streptomyces anulatus 3533-SV4. Atua principalmente pela inducdo da formacgao de
G4s na regido telomérica, impedindo a atividade da telomerase ao nivel dos telémeros (83). No
entanto, como consequéncia dessa interagdo ocorre uma desestruturagdo do complexo
Shelterin, pela dissocia¢do das proteinas POT1 e TRF2, promovendo um efeito secundario de
degradacao destas terminagdes e ativagdo de respostas de lesdo no ADN, que culminam na

supressdo da proliferagdo celular (122).

A descoberta dos metabolitos acima referidos inspirou o desenvolvimento de diversos
compostos sintéticos de modo a ajustar as caracteristicas farmacologicas deste tipo de
inibidores. Alguns dos compostos revelaram-se promissores em relacdo a sua potencial
utilizagdo na terapéutica anticancerigena (116). Os estudos de relagdo estrutura-atividade
demonstraram que, de modo a apresentar cardcter estabilizador de G4, conduzindo a inibi¢ao
eficaz da telomerase, a estrutura deste tipo de compostos deve incorporar uma zona aromatica
ou heteroaromatica planar, mas com substituintes que confiram alguma flexibilidade a
molécula, possibilitando a formagdo de pontes de hidrogénio na regido interna. E importante a

presenca de um nucleo aromatico ou heteroaromatico que permita a formacao de interacdes nt-
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7 com as estruturas G4s, assim como uma ou mais cadeias laterais que permitam interagdes
eletrostaticas com a estrutura desoxirribose-fosfato do ADN. Para além destas caracteristicas,
deve ainda ser possivel a formacao de pontes de hidrogénio com moléculas de agua ou,
alternativamente, deve ser possivel sequestrar um catido K™ monovalente presente no centro do
poro i6nico dos G4s, de modo a bloquear a superficie plana da molécula no interior do alvo e

facilitar assim a sua interagdo com o mesmo (121,123).

Um composto sintético desenhado com o objetivo de apresentar as caracteristicas 6timas para
estabilizacao de G4s, referidas anteriormente, foi a Piridostatina. A estrutura deste inibidor esta
representada na Figura 5.7, evidenciando os tipos de interagdo com o alvo. A Piridostatina, tal
como os restantes compostos desta familia, apresenta atividade estabilizadora de G4s e, como
consequéncia, induz a disfungdo telomérica pela competicdo com a ligagdo de proteinas do

complexo Shelterin ao telémero, nomeadamente a POT1 (123).

£

Interacao Eletrostatica

Interacao m- 1

Figura 5.7 — Representagdo da estrutura quimica da Piridostatina, com indicagdo dos tipos de
interagdo formadas com o alvo. Adaptado de (123).

A partir dos compostos referidos foram sintetizados diversos outros, que evidenciaram elevado
potencial inibitorio da telomerase através deste mecanismo de agdo. De entre eles destacam-se
os derivados triciclicos de acridina com estrutura linear, BRACO-19, AS1410 e BSU6037, e
um derivado pentaciclico da acridina, o composto RHPS4, representados na Figura 5.8

(83,119).
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De entre os estabilizadores de G4s, o composto BRACO-19 (figura 5.8) ¢ dos inibidores da
telomerase mais estudados, sendo considerado um dos mais eficazes e com maior
especificidade para as estruturas em G4s. E um derivado tri-substituido de acridina, desenhado
de modo a interagir com 3 dominios da estrutura G4 e, deste modo, apresenta uma maior
atividade inibitdria da telomerase, quando comparada com a do composto que inspirou o seu
design, a bisamidoantraquinona. Interage assimetricamente com bases de guanina da estrutura
G4 por meio de interacdes m-1, ocorrendo em simultdneo uma interacao idnica entre o fosfato
da cadeia de ADN, carregado negativamente, e as cadeias laterais da molécula do inibidor,
carregadas positivamente, assim como um alinhamento central com catides K que se podem
encontrar no interior do poro idnico, no centro da estrutura em G4. Esta ligacdo impede a
atividade catalitica da telomerase e também instabiliza o complexo Shelterin, como efeito

secundario, tal como observado com outros compostos desta classe (124,125).

O BRACO-19 ¢ um composto de destaque, principalmente quando comparado com inibidores
diretos da componente hTERT, pois apresenta capacidade de produzir efeitos antitumorais mais
rapidos, apds o inicio do tratamento (124). Contudo este composto apresenta toxicidade

significativa, o que limita a sua possivel utilizagdo em contexto clinico (126).
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Figura 5.8 — Representagoes estruturais dos derivados triciclicos de acridina com estrutura linear,
BRACO-19 (1), AS1410 (2) e BSU6037 (3), e com estrutura pentaciclica, RHPS4 (4).
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O composto AS1410 ¢ um derivado do BRACO-19, apresentando como modificagdo estrutural
um grupo difluorobenzilamina na posi¢ao 9 que lhe confere um maior caracter lipofilico e um
tempo de semivida plasmatica superior. No entanto este composto continua a demonstrar

elevada toxicidade (126). A sua estrutura encontra-se representada na figura 5.8.

Tal como os compostos BRACO-19 e AS1410, o composto BSU6037, representado na figura
5.8, ¢ também um derivado da acridina, incorporando dois substituintes. O mecanismo de a¢ao
deste composto permanece em investigacao, contudo as evidéncias sdo indicativas de que seja
muito semelhante a0 do BRACO-19. O composto BSU6037 tem capacidade para intercalar
totalmente na interface quadruplex-duplex, a regido onde a estrutura G4 se liga diretamente a
regido de dupla-hélice do ADN (duplex), enquanto que no BRACO-19 a intercalacdo ¢ apenas
parcial (127). Esta especificidade confere um maior poder inibitério ao composto BSU6037, o
que justifica a sua elevada relevancia farmacologica, contudo o desenvolvimento deste

candidato a farmaco ainda se encontra numa fase muito inicial (127).

O composto RHPS4, representado na figura 5.8, também exibe o fragmento acridina, contudo
a molécula apresenta uma estrutura diferente pois o nucleo de acridina encontra-se fundido com
mais dois anéis formando uma estrutura pentaciclica rigida, o que lhe confere uma maior
superficie aromatica para intercalagdo nas estruturas em G4s, permitindo uma elevada
capacidade estabilizadora destas estruturas, assim como capacidade de desestruturacdo de
proteinas do complexo Shelterin (128). O composto RHPS4 ¢ um potente inibidor da
telomerase, no entanto apresenta baixa seletividade, exibindo efeitos em células nao alvo e, por

consequéncia, uma elevada toxicidade (126).

Outros compostos com este tipo de atividade sdo o CX-3543, mais conhecido por quarfloxina,
um farmaco da classe das fluoroquinolonas com atividade estabilizadora de G4, a partir do qual
foi desenvolvido posteriormente o composto CX-5461, ou pidnarulex. As estruturas destes
compostos estdo representadas na figura 5.9. O pidnarulex apresenta diversos mecanismos de
acdo, associando a inibicdo da telomerase com a inibicdo da enzima topoisomerase II. O
composto estabiliza as estruturas em G4s, evidenciando também, em alguns tipos de células
tumorais, nomeadamente de gliomas, uma atividade ao nivel do processo de splicing alternativo
de hTERT, tendo sido demonstrado que a inibi¢ao da telomerase resulta também do estimulo a
formagdo de transcritos inativos (119,129,130). O pidnarulex ¢ considerado um composto

bastante promissor no contexto de terapéutica anticancerigena (119).
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Figura 5.9 — Representagdo das estruturas quimicas da Quarfloxina (1) e do Pidnarulex (2).

Outro tipo de estabilizadores G4s sdo compostos com estrutura de base porfirinica, como € o
exemplo do TMPyP4, representado na figura 5.10. Este composto apresenta uma estrutura
tetrapirrélica com substituintes piridilo metilados, exibindo quatro cargas positivas na estrutura.
A molécula tem capacidade para intercalar eficazmente nas estruturas em G4. Estes compostos
atuam de modo semelhante aos referidos anteriormente, via interacdes m- 1 através do seu
nucleo aromatico tetrapirrélico, e também formando interagdes eletrostaticas entre as posigdes
cationicas dos substituintes metilpiridinium e os grupos fosfato, negativos, da cadeia de ADN.
O composto TMPyP4 ¢ inibidor potente da telomerase, mas demonstra uma baixa seletividade
para o alvo pretendido. Contudo, pode vir a ser de grande importancia como modelo para o

desenvolvimento de novos fairmacos de base porfirinica otimizados (131).
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Figura 5.10 — Representacdo da estrutura quimica base das porfirinas (1), da estrutura quimica base
das metaloporfirinas (letra M representa o atomo de metal) (2), € do composto TMPyP4 (3).

Alguns complexos metalo-organicos, que apresentam um centro metéalico, t€m vindo a ser
explorados pela atividade inibidora da telomerase, devido a sua estrutura ideal para interagao
com G4s e inibicdo da atividade desta enzima (83). Estes apresentam, de forma resumida, a
capacidade de estabilizar, ou até induzir, a formagao de G4s, o que leva a uma inibigdo eficaz
da atividade catalitica da telomerase sobre a extremidade dos telomeros, apresentando também
propriedades redox que podem induzir lesdes ao nivel dos teldémeros. Os macrociclos
tetrapirrdlicos carateristicos das porfirinas podem incorporar na estrutura um centro metalico,
complexando catides metalicos de ruténio, platina, manganés, ferro, cobre, ou niquel (132). A

estrutura de base das metaloporfirinas esta representada na figura 5.10 (133).

Alguns derivados das metaloporfirinas tém sido explorados relativamente a sua capacidade
como ligandos e estabilizadores de G4s, destacando-se nos estudos as metaloftalocianinas e os
metalocorroles. Outros tipos de complexos metéalicos t€ém, a semelhanca dos anteriores,
demonstrado atividade estabilizadora de G4s, tais como complexos metéalicos de Salens,
complexos metal-fenantrolina, complexos metal-terpiridina, complexos de ruténio octaédricos
e também complexos dimetédlicos e conjuntos metdlicos multinucleares (132). Apesar do
potencial destas estruturas no contexto da quimioterapia anticancerigena, estas investigacdes

sdo recentes e os resultados apenas preliminares, requerendo um maior investimento.
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5.2.3. Imunoterapia antitelomerase

Em 2018, o prémio Nobel da Fisiologia ou Medicina, atribuido a James Allison e Tasuku Honjo
devido aos seus trabalhos envolvendo as respostas imunitarias e a sua aplicagao na terapéutica
do cancro, destacou o potencial da imunoterapia anticancerigena (81). A telomerase foi
identificada como um alvo muito atraente no desenvolvimento deste tipo de terapias, ja que
durante a sua degradagdo proteossomal, a nivel intracelular, os seus fragmentos peptidicos
originados sdo expressos a superficie celular de células tumorais como um antigeno,
reconhecido por linfocitos T citotoxicos (CD8+), desencadeando, por fim, um ataque do

sistema imune a estas células (81,134).

Atualmente, para além dos agentes quimioterapéuticos que atuam como inibidores da
telomerase desenha-se a imunoterapia antitelomerase, outro tipo de abordagem antitelomerase
digna de destaque devido ao seu caracter promissor na terapéutica anticancerigena, ¢ que tem
sido alvo de muitos avangos recentemente, visando o desenvolvimento de vacinas. O racional
baseia-se na existéncia de uma expressao relativamente elevada e seletiva de telomerase em
células de alguns tipos de cancro, e pela observagdao de que os linfocitos T, principalmente
citotoxicos, apresentam antigenos alvo derivados da telomerase, permitindo o direcionamento
da morte celular deste tipo de células anormais mediada pelo sistema imunitario do individuo,

através da estimulacao de células T CD8+ e/ou CD4+, dependendo do tipo de vacina (119).

Existem alguns tipos de vacinas direcionadas a telomerase que, de acordo com a sua
composicdo, podem ser classificadas como vacinas de ADN, ou ARN, ou vacinas peptidicas
(135). As vacinas de ADN introduzem material genético num organismo, neste caso ADN, de
modo a promover uma resposta imunitaria do mesmo. Estas vacinas apresentam a vantagem de
poder incluir até multiplos genes que codificam para antigenos tumorais completos ou parciais,
destacando-se as vacinas de ADN do gene hTERT, que funcionam como um antigeno

reconhecido por células T especificas da componente catalitica hTERT.

Um exemplo deste tipo de vacinas de ADN ¢ a INVAC-1. Esta vacina ¢ composta por um
plasmideo de ADN que codifica uma proteina hTERT alterada, sem atividade funcional, em
que o terminal N da proteina se encontra modificado por uma unidade de ubiquitina, o qual
for¢a a sua degradag¢do e aumenta a sua apresentagdo no organismo como antigeno, levando a

um aumento na resposta imunitéria especifica a células que expressam a componente hTERT,
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determinada tanto por células T helper, CD4", como por células T citotoxicas, CD8", o que

confere uma resposta imunitaria antitumoral elevada (135,136).

Tal como a INVAC-1, as vacinas INO-1400 e INO-1401, compostas por um plasmideo que
codifica, entre outras proteinas, principalmente a hTERT, contendo mutagdes imunogénicas,

promovem a indu¢do de respostas imunes celulares no organismo (137,138).

Outro tipo de vacinas sdo as peptidicas, constituidas por fragmentos peptidicos derivados de
regidoes especificas da holoenzima telomerase, que sao reconhecidos no organismo e
desencadeiam mecanismos de estimulacdo da resposta imunitdria. Um exemplo deste tipo de
vacinas ¢ a UV, constituida por trés fragmentos peptidicos sintéticos longos e distintos da
proteina hTERT, representando 54 aminoacidos presentes no centro ativo da hTERT na sua
composi¢ao, capazes de induzir uma resposta especifica por parte das células T contra células
que apresentem expressao da telomerase (119). Outro exemplo ¢ a UCPVax, composta por dois
fragmentos peptidicos, denominados UCPs, ou universal cancer peptides, derivados da
componente hTERT, com capacidade de induzir células T helper (CD4"). A semelhanga da
UCPVax, também foram desenvolvidas a vacina Vx-001, composta por dois fragmentos

peptidicos da proteina hTERT, e a GX301, composta por 4 fragmentos (119).

Uma outra vacina composta por fragmentos peptidicos, que apresenta uma elevada relevancia,
¢ a GV1001, também conhecida como Riavaxtm ou Tertomotide. Esta € constituida por um
fragmento de 16 aminoacidos derivado da subunidade hTERT (119,135), com capacidade para
induzir resposta ndo s6 por parte das células T helper (CD4") mas também de células T

citotoxicas (CD8") ( (139).

Existem ainda outros tipos de vacinas, como ¢ o caso da Peptide-Nucleotide Dual Vaccine
(PNDV). Esta vacina ¢ constituida por um fragmento peptidico associado a uma sequéncia de
ADN, neste caso por uma variante de epitopo de baixa afinidade acoplada ao gene total h\TERT,
encapsulados numa particula semelhante a virus, apresentando capacidade para induzir uma

resposta imune sobre células que expressam hTERT (135).

Outras abordagens terapéuticas imunoldgicas baseadas na utilizagdo de células dendriticas
modificadas t€m sido também alvo de estudo ao longo dos ultimos anos como possivel
imunoterapia oncologica (140). Foram exploradas algumas vacinas de base dendritica, como a
GRNVACI, também conhecida como AST-VACI. Esta vacina ¢ composta por células

dendriticas autélogas, extraidas do proprio paciente, pulsadas com ARNm que codifica, entre
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outras proteinas, a componente hTERT, ou seja, composta por células dendriticas imaturas
induzidas a amadurecer através da sua exposicao a citocinas que foram anteriormente expostas
a ARNm que codifica para a componente hTERT, conferindo-lhes a capacidade de apresentar
o respetivo antigeno a células efetoras do sistema imunologico, levando a uma resposta imune

adaptativa do hospedeiro, conferindo assim uma a¢ao imunoestimulante (137).

Para além das abordagens imunoterapéuticas mencionadas, estio em estudo outras que
apresentam como alvo células tumorais que expressam a telomerase, como ¢ o caso da
utilizacao de particulas virais modificadas, ou viroterapia oncolitica, que utiliza particulas virais
de adenovirus, as quais sdo alteradas para que a sua entrega seja especifica para células com
expressao positiva da telomerase, levando a infegdo viral destas células, que termina na sua lise.
Deste tipo de abordagem destaca-se a vacina OBP-301, ou Telomelisina, constituida por
adenovirus geneticamente atenuado, mas competente para replicacdo, que se multiplica
seletivamente em células que expressam telomerase. O mecanismo encontra-se esquematizado
na figura 5.11. Este atua através da infecdo viral das células tumorais, com acionamento da
expressao de genes adenovirais devido a presenca de uma por¢ao do promotor hTERT, inserido
no genoma viral, ativado em células que expressam a componente hTERT, determinando assim
a expressao dos genes virais, denominados de E1A e E1B. A expressao seletiva de genes virais
nas células que expressam a hTERT leva, por fim, a lise celular das mesmas e a inducao de uma
resposta imunogénica. Esta abordagem permite o tratamento destes tipos de cancro positivos

para a telomerase e também auxilia na sua prevencao posterior (119,141).
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Figura 5.11 — Representacdo do mecanismo seletivo de acdo da Telomelisina em células normais
versus células cancerigenas. Adaptado de (119).
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De forma analoga, o KH901, também constituido por adenovirus oncolitico, corresponde a uma
abordagem terapéutica utilizando particulas virais com capacidade replicativa especifica em
células positivas a expressao da telomerase e que, neste caso, expressam em simultaneo o fator

estimulador de coldnias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF) (142).
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6. Estudos no Desenvolvimento de Inibidores da Telomerase

Desde a identificagdo da telomerase como possivel alvo terapéutico promissor no tratamento
do cancro, e subsequente validagao deste alvo, tem-se explorado a utilizagdo de inibidores da
telomerase no contexto do desenvolvimento de novas estratégias anticancerigenas. Os estudos
realizados tém incidido em moléculas que demonstram potencial para promover a degeneragao

de células cancerigenas positivas para a expressao da telomerase.

A descoberta de novos compostos naturais inibidores da telomerase, bem como o
desenvolvimento de derivados ou analogos desses compostos, com caracteristicas otimizadas,
ou a descoberta de estruturas previamente identificadas com base em estudos in silico, e
posteriormente selecionadas, com base em estudos in vitro e in vivo, tém permitido descartar
moléculas com limitagdes na aplicabilidade terapéutica e também a viabilidade de outras como

potenciais candidatos a futuros fAirmacos para este tipo de abordagem terapéutica.

Neste capitulo serdo elencados os estudos a que as principais moléculas identificadas como
inibidores seletivos da telomerase t€ém sido submetidas ao longo dos ultimos anos, destacando,
de entre os compostos identificados, os que apresentam maior potencial, bem como as suas

possiveis aplicagdes em contexto clinico, e também as suas limitagdes e desafios associados.

6.1. Visao geral dos estudos

O desenvolvimento de farmacos inibidores da telomerase para terapia anticancerigena, a
semelhanca dos utilizados em terapias para outros fins, envolve varias etapas, desde a
descoberta até a aprovagdo para utilizagdo em contexto clinico, as quais se podem prolongar
por diversos anos e requerem, em simultdneo, na maioria dos casos, a participagao de diferentes
entidades e de equipas multidisciplinares. Trata-se de um processo bastante complexo, que tem
por objetivo assegurar a eficacia e a seguranca dos potenciais firmacos, bem como a viabilidade

de introdu¢@o no mercado e de distribui¢do, antes que sejam disponibilizados (143).

Todo o processo se inicia por ensaios pré-clinicos, que partem da identificagdo de compostos
com potencial atividade anticancerigena. No caso particular de inibidores de telomerase é
necessario identificar possiveis células alvo para quantificar a atividade inibitéria dos
compostos em estudo, aplicando metodologias de medi¢do da atividade da telomerase nas

células ou tecidos em questao, através de um processo caracteristico denominado de protocolo
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de amplificacdo de repeti¢des teloméricas, ou Telomeric Repeat Amplication Protocol (TRAP),
desenvolvido em 1994. Este processo envolve ensaios para detetar a atividade da telomerase
em amostras bioldgicas através da amplificagao de produtos decorrentes da sua atividade, ou
seja, da detegao de repetigdes teloméricas por meio de um processo denominado de Polymerase

Chain Reaction (PCR), ou reacdo em cadeia da polimerase (144).

A descoberta de novas moléculas ¢ facilitada pela utilizagdo de estudos in silico, em que os
ensaios sdo efetuados com recurso a ferramentas computacionais. Este método permite
destacar, de forma expedita, os compostos mais promissores, que podem ser posteriormente
submetidos a ensaios in vitro e in vivo. Os ensaios in vitro sdo conduzidos principalmente em
culturas de células tumorais humanas ou animais, sendo avaliada a atividade anticancerigena e
a seletividade, para a analise de potencial toxicidade, um parametro de elevada importancia
neste contexto. De referir que este tipo de compostos apresenta um potencial de toxicidade
elevado, devido ao seu mecanismo de agdo. A informacao sobre o indice de seguranga também
permite obter informacdo acerca do intervalo de dosagens que ¢ possivel implementar. A
analise dos dados obtidos permite avaliar se os compostos em questdo cumprem o0s critérios
para prosseguirem para ensaios em organismos vivos, destacando-se neste caso a utilizagdo de
camundongos transgénicos ou submetidos a xenotransplantes de tumores humanos, permitindo

a maxima semelhanga possivel com a patologia humana (99,143).

y .

Ao longo de todos estes processos de desenvolvimento de farmacos, € imperativo que se
comprove que os mesmos podem ser usados como agentes terapéuticos, sendo essencial que
satisfagcam critérios fundamentais, como uma elevada especificidade e seletividade para o alvo
em questdo, o que determina a sua toxicidade e seguranga, estabilidade in vivo, eficiente
internalizacao e retencao nas cé€lulas alvo de modo a atuarem de acordo com o seu mecanismo
de acdo, sendo igualmente importante a viabilidade da sua sintese a escala pretendida e possivel
estabilidade na formulacdo em que o fArmaco ¢ veiculado. De igual modo, devem ser avaliados
parametros adicionais, como o perfil de biodistribui¢do e farmacocinética, bem como auséncia
de imunogenicidade indesejada, assegurando que o efeito terapéutico se mantém eficaz e seguro

em condicdes pré-clinicas e clinicas (61).

E necessario realgar que, no contexto do desenvolvimento de farmacos desta natureza, os
estudos de fase clinica, ou seja, diretamente em seres humanos, requerem especial rigor e
supervisao ética, sendo necessario assegurar implementacdo de um protocolo detalhado

relativamente a todos os aspetos que envolvem a sua administragdo no paciente e consequente
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monitorizagdo, tendo sempre em conta a seguranca do paciente. Os estudos de fase clinica
envolvem ensaios de fase I, que se centram na avaliagdo da tolerabilidade na dose de modo a
estabelecer um intervalo seguro da mesma para o firmaco em questao, assim como a
determinagdo de possivel toxicidade associada; seguidos de ensaios de fase II, os quais
permitem determinar a eficacia do composto no tratamento de uma determinada doenga ou
condicdo, e ensaios de fase III, a partir dos quais se obtém a restante informacao necessaria para
a colocagao do farmaco no mercado (145). Estes ensaios culminam na aprovagdo do composto
para utilizagdo na pratica clinica, caso se obtenham resultados favoraveis para tal, ou seja,

evidéncias que comprovem a sua qualidade, seguranca e eficacia.

E de notar que apos a sua colocagdo no mercado, estes farmacos continuam sujeitos a
monitorizagdo pds-comercializagdo, denominada de ensaios de fase IV, que permitem obter
dados de monitorizagdo a longo prazo decorrentes da sua utilizagdo na pratica clinica. A

farmacovigilancia ¢ fundamental neste processo.

6.2. Principais farmacos em estudo

Dos estudos realizados em compostos identificados como inibidores da telomerase resultou
evidéncia cientifica que permitiu destacar apenas alguns, para os quais se t€ém obtido resultados
significativos e promissores para uma possivel utilizagdo futura na terap€utica anticancerigena.
Na tabela 6.1 encontram-se, de forma resumida, os principais estudos pré-clinicos e clinicos
concluidos até ao momento, envolvendo os farmacos inibidores da telomerase atualmente em
estudo, e na tabela 6.2 sdo resumidos os estudos clinicos a decorrer envolvendo estes mesmos
farmacos. Nas tabelas sao indicadas as fontes bibliograficas para cada caso, e referéncias de

identificagdo dos estudos clinicos em curso. Estes estudos serdo abordados em maior pormenor.
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Tabela 6.1 —Visao geral dos ensaios pré-clinicos e clinicos no desenvolvimento dos inibidores da

telomerase mais promissores.

Inibidor da
Telomerase

Tipo(s) de Tumor(es)

Tipo de Estudo

Referéncia (s)

Cancro do pulmio

Pré-clinico (in vivo)

Dikmen ZG et al., 2005 (146)
Jackson ZG et al., 2007 (147)

Cancro da mama

Pré-clinico (in vivo)

Geller GC et al., 2006 (148)
Hochreiter AE et al., 2006
(149)

Gomez-Millan J et al., 2007
(150)

Cancro da bexiga

Pré-clinico (in
Vitro)

Dikmen ZG et al., 2008 (151)

Glioblastoma

Pré-clinico (in vitro
e in vivo)

Marian CO et al., 2010 (152)

Tumores solidos refratarios

Clinico (Fase I)

Thompson PA et al., 2013

ou recorrentes em criangas (153)
Cancro pancreatico Pré-clinico (in Burchett KM et al., 2014
Vitro) (154)
Imetelstat  Cancro da mama HER2+ Pré-clinico (in vivo  Koziel JE et al., 2015 (155)
e in Vvitro)
Trombocitemia essencial Clinico (fase II) Baerlocher GM et al., 2015
(156)
Mielofibrose Clinico (fase II) Tefferi A et al., 2015 (157)
Tumores cerebrais Clinico (Fase II) Salloum R et al., 2016 (158)
recorrentes ou refratarios
em criangas
Cancro do pulméo de Pré-clinico (in vivo) Frink RE et al., 2016 (159)
células ndo pequenas
Mielofibrose recidivante ou  Clinico (Fase II) Mascarenhas J et al., 2021
refrataria (160)
Sindrome Mielodisplasica  Clinico (fase I1I) Platzbecker U et al., 2024
de baixo risco recidivante (161)
ou refrataria a agentes
estimuladores da
eritropoiese
Pré-clinico (in vivo) Mender I et al., 2015 (162)
Cancro do colon; Pré-clinico (in vitro Mender L et al., 2015 (163)
Cancro do pulméo de € in vivo)
células ndo pequenas
Tumor cerebral pediatrico Pré-clinico (in vivo) Sengupta S et al., 2018 (164)
THIO resistente a terapia classica

Cancro do pulmao de
células ndo pequenas

Pré-clinico (in vivo)

Mender I et al., 2018 (165)

Pré-clinico (in vivo)

Mender I et al., 2020 (166)

Cancro do pulmaio;
Cancro do célon;
Carcinoma hepatocelular

Pré-clinico (in vitro
e n vivo)

Mender I et al., 2025 (167)
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Cancro da mama

Pré-clinico (in
Vitro)

Gurung RL et al., 2014 (168)
Morais KDS et al., 2019 (169)
Sameni S et al., 2023 (170)

Mieloma multiplo

Pré-clinico (in

Ameri Z et al., 2019 (171)

MST-312 Vitro)
Clinico (fase II) Zhou C et al., 2022 (172)
Cancro do ovario Pré-clinico (in vivo) Fernandes SG et al., 2023
(114)
Cancro do pulmao de Pré-clinico (in Ding X et al., 2019 (173)
células ndo pequenas Vitro) Bao Y et al., 2024 (174)
Pré-clinico (in vitro
e in vivo)
Carcinoma espinocelular Pré-clinico (in Altamura G et al., 2021 (116)
Vitro)
Leucemia mieloide aguda Pré-clinico (in Rafat A et al., 2022 (175)
BIBR-1532 vitro) Rafat A et al., 2025 (176)
Mieloma multiplo Pré-clinico (in Zhang Y et al., 2023 (177)
Vitro)
Cancro da mama Pré-clinico (in Mazloumi Z et al., 2023 (178)
Vitro)

Carcinoma de células
escamosas do esofago

Pré-clinico (in vitro
¢ in vivo)

Wang Q et al., 2025 (179)
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Tabela 6.2 —Visao geral dos ensaios clinicos atualmente a decorrer envolvendo os inibidores da

telomerase mais promissores.

Inibidor da Tipo(s) de Titulo Oficial Tipo de Identificacio (0es)
Telomerase Tumor(es) Estudo do estudo
Leucemia A Phase Il Study Evaluating  Clinico  IMpress_001;
micloide aguda  the Efficacy and Safety (fase II) NCT05583552
recidivante ou of Imetelstat in Patients with
refratéria; HR Myelodysplastic
Sindromes Syndromes or AML Failing
mielodisplasicas HMA-based Therapy
de alto risco
Mielofibrose An Open Label, Phase 1/1b Clinico  IMproveMF;
Study to Evaluate the Safety,  (fase MYF100;
Pharmacokinetics, LIb) NCT05371964
Pharmacodynamics and
Clinical Activity
of Imetelstat in Combination
With Ruxolitinib in Patients
With Myelofibrosis
Mielofibrose A Randomized Open-Label, Clinico  IMpactMF;
recidivante ou Phase 3 Study to Evaluate (fase III) MYF3001;
refrataria, de Imetelstat (GRN163L) Versus 2023-509120-17-00
risco intermédio  Best Available Therapy (CTIS);
ou elevado (BAT) in Patients With 2020-003288-24
Intermediate-2 or High-risk (EudraCT);
Myelofibrosis (MF) Relapsed NCT04576156
/ Refractory (R/R) to Janus
Imetelstat Kinase (JAK) Inhibitor
Leucemia A Phase 1 Study of GRN163L Clinico = PEPN2312;
mieloide aguda  (Imetelstat) in Combination (faseI)  NCI-2023-11026;
recidivante ou With Fludarabine and UMI1CA228823
refrataria; Cytarabine for Patients With (NIH);
Sindrome Acute Myeloid Leukemia NCT06247787
mielodisplasica  That is in Second or Greater
ou Leucemia Relapse or That is Refractory
mielomonocitica to Relapse Therapy;
juvenil Myelodysplastic Syndrome or
Juvenile Myelomonocytic
Leukemia in First or Greater
Relapse or is Refractory to
Relapse Therapy
Sindrome A Study to Clinico  CR107947,
miclodisplasica  Evaluate Imetelstat (GRN163 (fase I ~ 63935937MDS3001;
de risco baixo L) in Transfusion-Dependent e 11I) 2024-511348-25-00
ou intermédio Subjects With IPSS Low or (CTIS)
Intermediate-1 2015-002874-19
Risk Myelodysplastic Syndro (EudraCT);
me (MDS) That is NCT02598661
Relapsed/Refractory to
Erythropoiesis-Stimulating
Agent (ESA) Treatment
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Cancro do A Multicenter, Open-Label, Clinico  THIO-101;
pulmao de Dose-Finding, Phase 2 Study (Fase II) 2023-504595-26-00
células nao Evaluating THIO Sequenced (CTIS);
pequenas With Cemiplimab 2021-005136-34
(LIBTAYO®) in Subjects (EudraCT);
With Advanced Non-Small NCT05208944
Cell Lung Cancer (NSCLC)
THIO Cancro do A Multicenter, Open-label, Clinico  THIO-104;
pulmao de Randomized Phase 3 Study of (Fase 2024-520164-33-00
células nao THIO Sequenced With 11I) (CTIS);
pequenas Cemiplimab (LIBTAYO®) vs NCT06908304
Investigator's Choice of
Chemotherapy as Third-line
Treatment in
Advanced/Metastatic NSCLC

6.2.1. Imetelstat

O composto GRN163L, ou Imetelstat, ¢ um inibidor oligonucleotidico direto e competitivo da
telomerase cujo mecanismo de agdo foi abordado no ponto 5.2.2.1. Este foi o primeiro agente
inibidor da telomerase a entrar em ensaios clinicos, desenvolvido pela Geron Corporation, uma
empresa de biotecnologia fundada em 1990. Os estudos visando o desenvolvimento de
oligonucleotidos com atividade de inibicao competitiva do femplate de ARN da telomerase
iniciaram-se em 2003 e em 2005 foi criado este farmaco, apos varias tentativas de alteracao
estrutural de modo a aumentar a sua poténcia como inibidor da telomerase. A etapa final de

otimizagdo envolveu a adi¢do de um grupo palmitoilo ao composto precursor, GRN163 (180).

Apos design e otimizagdo, o composto GRN163L foi submetido a diversos ensaios pré-clinicos,
0s quais permitiram uma boa caracterizacdo das suas propriedades, tendo como foco o seu
possivel potencial terapéutico em diversos tipos de cancro, incluindo cancro do pulmao
(146,147,181), da mama (148-150,181), da bexiga (151,181), e no glioblastoma (152). Nos
estudos foram utilizadas predominantemente culturas celulares de células tumorais humanas e
modelos de xenotransplante em camundongos. Em geral, estes estudos pré-clinicos

evidenciaram bons resultados ao nivel do controlo na progressdo do tumor (181).

Mais tarde destacou-se um estudo em células pancredticas tumorais humanas, publicado em
2014, no qual foram obtidos resultados positivos relativamente ao efeito reversor do fenotipo
imortal destas células, no entanto estes resultados nao foram confirmados num tratamento a

longo prazo (154). Outro estudo, publicado em 2015, avaliou este composto em células

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 63



estaminais cancerigenas e células de cancro da mama positivas para o recetor HER2. Os
resultados permitiram concluir que o uso isolado do composto GRN163L, em ambos os tipos
de células, inibiu a sua proliferacao. Foi estudado em simultaneo o seu potencial quando usado
em combina¢dao com o trastuzumab, um farmaco utilizado no tratamento do cancro da mama
HER2+ metastizado (155). Este estudo envolveu a realizacdo de um ensaio clinico de fase I,
iniciado em 2011 e terminado em 2015, cujos resultados ndo foram publicados até ao presente

momento (182).

Em 2013, o composto GRN163L foi submetido a ensaios de fase I para o tratamento de tumores
solidos refratarios ou recorrentes em criangas, demonstrando as potencialidades do seu uso
neste contexto. Foi confirmada a tolerabilidade do composto e determinada a dose 6tima
recomendavel (153). Posteriormente seguiu para um estudo de fase II (158), com resultados
publicados em 2017, que se focou na sua utilidade para tratamento de tumores solidos
refratarios do sistema nervoso central em criangas, incluindo meduloblastoma, glioma de alto
grau, ependimoma e glioma pontino difuso intrinseco. Todavia, a utilizagdo do GRN163L em
contexto clinico de tumores solidos ndo se mostrou tdo promissora quanto a evidenciada ao
nivel das doencas malignas mieloides, o que foi atribuido a elevada toxicidade revelada nas
criancas que apresentam este tipo de tumores recorrentes. Em consequéncia, os ensaios com

GRNI163L passaram a centrar-se mais nesse tipo de patologias hematologicas (158,183).

O Imetelstat (GRN163L) tem mostrado maior potencialidade de utilizacdo no tratamento de
condigdes associadas a patologias hematologicas malignas que afetam a linhagem mieloide,
caracterizadas pela producdo de células sanguineas anormais dessa linhagem, resultando numa
contagem insuficiente deste tipo de células saudaveis no sangue. Estas patologias englobam 4
tipos classicos de neoplasias mieloproliferativas ou sindromes mielodisplasicas (SMDs) que
incluem a trombocitemia essencial (TE), a mielofibrose primaria (MFP), a policitemia vera

(PV) e a leucemia mieloide cronica (LMC) (94).

O Imetelstat foi submetido em 2015 a dois ensaios de fase II. Um deles envolveu pacientes com
TE (156) enquanto o outro envolveu pacientes com Mielofibrose (157). Nestes observaram-se
respostas hematologicas e moleculares rapidas e duraveis, pela redu¢do do crescimento e
divisdo, associada a morte deste tipo de células anormais, em pacientes com TE assim como
em pacientes com mielofibrose, evidenciando o potencial do farmaco. No entanto foi
constatado em simultdneo um elevado potencial mielossupressor, principalmente evidenciado

por trombocitopenia e neutropenia (156,157).
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A modulacdo da dosagem e frequéncia de administragdo do Imetelstat permitiu a sua aprovagao
para entrada em ensaios de fase IIl, iniciados em 2019 e com resultados publicados em 2024.
Os ensaios envolveram a utilizacdo de Imetelstat no tratamento de SMDs de baixo risco, em
pacientes com anemia dependentes de transfusao e nao elegiveis, que ndo respondem, ou que
sofreram relapso apds a utilizagdo de agentes estimuladores da eritropoiese. Este estudo,
denominado Imerge, gerou evidéncias bastante positivas que permitiram comprovar a
potencialidade do Imetelstat para o tratamento de pacientes com este tipo de patologia,
demonstrando, através dos resultados obtidos, a capacidade do farmaco para proporcionar
independéncia de transfusdes por um periodo longo, de aproximadamente 1 ano, e

comprovando também uma atividade modificadora da doenca (161).

Em consequéncia, no mesmo ano de 2024, a U.S. Food and Drug Administration (FDA),
agéncia responsavel, entre outras fungdes, pela aprovacao e supervisao de medicamentos nos
Estados Unidos da América, procedeu a aprovagdo do Imetelstat, com o nome comercial
Rytelo®, para o tratamento de anemias dependentes de transfusdo, que requerem quatro ou
mais unidades de hemdcias num intervalo de oito semanas, em pacientes com SMDs de risco
baixo a intermédio, € que nao apresentam a delecdo 5q isolada (184). Posteriormente, em 2025,
este medicamento, designado como medicamento orfao devido a utilizagdo neste tipo de

doengas raras, foi aprovado pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) para utilizagdo nos

paises da Unido Europeia, com essa mesma indicagdo terapéutica (185).

O Imetelstat (Rytelo®) €, até ao momento, o tnico fArmaco aprovado para uso clinico que tem

como principal atividade a inibi¢do da telomerase.

O Imetelstat continua a ser alvo de estudos, encontrando-se em ensaios de fase III para o
tratamento de mielofibrose recidivante ou refrataria aos farmacos inibidores da JAK (186),
(estudo IMpactMFE) e em ensaios de fase II (estudo IMpress) que avaliam a sua utilizagdo em
pacientes com leucemia mieloide aguda, recidivantes, refratdrios ou intolerantes a agentes

hipometilantes, ou SMDs de alto risco (187).

Estao a ser desenvolvidos outros ensaios em estagio mais inicial, os quais exploram o potencial
terapéutico do Imetelstat em indicagdes adicionais, como agente Unico e¢ também em
combinagdo com outras terapias padrao ja implementadas. Nomeadamente, o estudo de fase I
IMproveME pretende avaliar a utilizacdo do Imetelstat em associagdo com o farmaco

ruxolitinibe em pacientes com mielofibrose (188), sendo esperado que esta abordagem permita
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obter resultados favoraveis no prognostico desta doenca, numa fase mais precoce. Este ensaio,
divido em duas partes, tem demonstrado resultados promissores, que foram apresentados e
discutidos na conferéncia anual da American Society of Clinical Oncology (ASCO) no ano de
2025 (189). Outro estudo clinico de fase I, do inicio de 2025, que se encontra em curso,
apresenta como objetivo principal a avaliagdo da utilizacdo do Imetelstat em associa¢do com a
fludarabina e a citarabina, ambos inibidores da sintese de ADN, em pacientes com leucemia
mieloide aguda e também em pacientes com sindrome mielodispldsica ou leucemia

mielomonocitica juvenil, todas estas de caracter recidivante ou refratario (190).

6.2.2. THIO

O THIO, Ateganosina, 6-tio-dG ou ainda 6-tio-2’-desoxiguanosina, ¢ um composto de estudos
pré-clinicos (in vitro), englobando diversos tumores que apresentam expressdo ativa da

telomerase (191).

Esta molécula, desenvolvida a partir da 6-tioguanina, modificada pela inser¢do de um grupo
desoxiguanosina na posi¢ao 2, foi apresentada pela primeira vez em 2014, decorrente de um
estudo pré-clinico com o objetivo de determinar os seus efeitos e toxicidade em células tumorais
e em células normais, in vitro e in vivo. O estudo revelou resultados positivos na inducgao da
senescéncia seletiva de células de linhagens cancerigenas, tendo sido assim demonstrado o

potencial do composto (162,192).

O THIO foi posteriormente submetido a um estudo in vivo para avaliagdo da sua atividade como
possivel agente terapéutico no tratamento de tumores cerebrais positivos para a expressao da
telomerase, em criancas resistentes a outras terapias, ja que este composto tem capacidade para
atravessar a barreira hematoencefalica. Os resultados obtidos, publicados em 2017,
demonstram o potencial do composto para tratar este tipo de tumores, tanto como agente inico
como em combinagdo com farmacos que atuam pela inibi¢cdo da fase de verificacdo G2 do ciclo
celular (164). Outro ensaio in vivo deste composto, efetuado em simultdneo, avaliou a sua
potencialidade na terapé€utica de cancro de células nao pequenas do pulmao. O estudo conduziu
a resultados favoraveis para a sua utilizacdo neste contexto, indicando que o THIO podera
prolongar o controlo da doenca em casos de resisténcia as terapias tradicionais, tendo sido

também demonstrada uma baixa toxicidade associada (165).
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Em 2020 foram publicados resultados de um estudo in vivo, que avaliou a utilizacdo de THIO
numa abordagem terapéutica conjunta com imunoterapia, em combinagdo com farmacos anti-
PD-LI. O estudo, realizado em modelos animais, demonstrou que este tipo de abordagem tem
potencial para eliminar completamente tumores avangados, explicado pela capacidade do
composto de aumentar o stress celular, originando consequentemente uma melhoria na
capacidade imunitaria adaptativa antitumoral do individuo, que se pode manter por periodos

longos. Assim, a combinacao de THIO com imunoterapia surge como muito promissora (166).

Atualmente, o composto THIO encontra-se em estudos clinicos de fase II (193), que t€m
evidenciado bons resultados, e, mais recentemente de fase III, para o tratamento de cancro de
células ndo pequenas do pulmdo em estado avangado ou metastatico, em associagdo com o
cemiplimab, de nome comercial Libtayo®, um anticorpo monoclonal que bloqueia a via PD-
1/PD-L1. Este estudo tem como principal objetivo testar a hipotese de que doses baixas de
THIO (Ateganosina), administradas previamente ao tratamento com Libtayo®, permitem
intensificar e prolongar a resposta imunitaria antitumoral a terapéutica de primeira linha, em

pacientes com este tipo de cancro refratario (191,194).

6.2.3. MST-312

Ao contrario dos compostos referidos anteriormente, desenvolvidos por empresas
farmacéuticas, o0 MST-312 foi originalmente desenvolvido em contexto académico. E um
composto sintético derivado do composto natural 3-galato-epigalocatequina (EGCG), o
principal polifenol encontrado no cha verde (Camellia sinensis). Em estudos pré-clinicos, a
EGCG evidenciou diversos efeitos a nivel celular, nomeadamente preventivos no
desenvolvimento de malignidades, que foram relatados pela primeira vez em 2006 (195). De
entre as atividades evidenciadas por este composto, foi reportada a capacidade de inibi¢ao da
telomerase, promovendo a senescéncia celular, o que foi atribuido a um radical galoilo, muito
reativo e com capacidade de modificar covalentemente a telomerase, inibindo a sua atividade,
formado por metabolizacdo do composto natural (195). Apesar dos resultados favoraveis
exibidos pela EGCG neste contexto, este composto apresenta baixa biodisponibilidade oral,

baixa absor¢do a nivel intestinal e tempo de semivida plasmatico curto. Acresce a sua propensao

para causar toxicidade hepatica, em doses mais elevadas, assim como a sua intera¢do na
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metabolizacao de outros farmacos. Estas fragilidades tornam o EGCG um candidato precario a

farmaco anticancerigeno, tendo sido envidados esfor¢os no sentido de as ultrapassar (196).

O MST-312 foi desenvolvido em resultado da estratégia de otimizacao da EGCG, para
utilizagdo na terapéutica anticancerigena. O desenvolvimento tem-se centrado maioritariamente
em ensaios pré-clinicos, para a maioria dos tumores estudados nesse contexto até ao momento,
de que se destacam o cancro da mama, o cancro do ovario € o mieloma multiplo. Contudo, ¢ de
destacar que o composto MST-312 ja foi envolvido em ensaios clinicos de fase II para o
tratamento do mieloma multiplo, em pacientes previamente submetidos a transplante autélogo
de células estaminais. Neste estudo o MST-312 evidenciou capacidade de inibigao do progresso
da doenca, atuando de forma seletiva no crescimento tumoral do mieloma. Estes resultados
colocam o composto MST-312 como um potencial candidato para o tratamento deste tipo de

cancro (172).

6.2.4. BIBR-1532

O composto BIBR-1532 destaca-se pela sua capacidade de inibicdo direta da componente
hTERT da telomerase, demonstrando caracteristicas farmacoforicas promissoras. Este
composto tem sido submetido a diversos estudos ao longo dos anos, revelando fragilidades ao
nivel das propriedades farmacocinéticas, o que tem restringido o seu potencial para utilizacdo
em terapéutica anticancerigena, destacando-se a biodisponibilidade limitada e inducdo de
citotoxicidade, quando administrado em doses mais altas (81). Estas limitagdes estimularam a
pesquisa de novos derivados deste composto, o que poderd culminar na identificagdo de novas

moléculas, com esta atividade farmacologica que possam ter utilizagao clinica (117,118).

Nao obstante o exposto, o composto BIBR-1532 continua a ser alvo de diversos estudos de
caracter pré-clinico centrados na avaliagao da sua eficacia contra diversos tipos de cancro, como
agente isolado ou em combinacdo com outros farmacos. Os estudos tém sido conduzidos
utilizando modelos celulares que tornam possivel uma aproximacao da possivel atividade do
composto em varias neoplasias, como o cancro de células ndo pequenas do pulmao (173), o
carcinoma espinocelular (116), a leucemia mieloide aguda (175,176,197), o mieloma multiplo
(177), o cancro da mama (178) e também o carcinoma de células escamosas do esdfago (179).

Os resultados dos estudos apontam par a possivel utilizacdo do BIBR-1532 em associagao com
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outros agentes anticancerigenos, como ¢ o caso de imunoterapias com utilizacdo de células
natural killer (NK), de modo a melhorar a capacidade imunitéaria do individuo na eliminacao
de células cancerigenas. Esta abordagem estd a ser estudada para o cancro da mama (178) e

para a leucemia mieloide aguda (176,197).

6.3. Desafios e limitacoes terapéuticas dos inibidores de telomerases

A telomerase apresenta muitas caracteristicas que a destacam como alvo ideal para terapéutica
anticancerigena. No entanto, o desenvolvimento de terapias bem-sucedidas tem sido algo muito
dificil devido a diversos desafios encontrados ao longo de todas as etapas envolvidas no
desenvolvimento deste tipo de terapias, destacando-se limitagdes nos modelos pré-clinicos,
falta de conhecimento aprofundado sobre aspetos que englobam a estrutura e as fungdes da
telomerase e ainda os processos de resisténcia adaptativa, ou seja, os mecanismos celulares de

adaptacao a atividade dos compostos estudados (99).

Um dos principais obstaculos ¢ a capacidade limitada de simular em laboratério, utilizando
modelos in vivo, a patologia humana, muitas vezes recorrendo a utilizagdo de modelos de
camundongos. Este aspeto € particularmente relevante neste tipo de estudos j& que as estruturas
do telémero e da telomerase apresentam diferencas significativas entre espécies, principalmente
entre espécies tdo distantes em termos de semelhancas patoldgicas como o humano e o
camundongo, mesmo recorrendo a alteragdes genéticas de modo a conseguir maior semelhanga
(99). Os camundongos apresentam telomeros mais longos que os do ser humano, e as suas
c¢lulas nao aparentam ser dependentes da erosdo do telomero como mecanismo de senescéncia
celular, para além de que a telomerase nestes animais € expressa em maior amplitude, mesmo
em tecidos adultos, o que indica que em camundongos a telomerase nao se apresenta como bom
marcador tumoral, ao contrario do que se verifica em seres humanos (99,198,199). Acresce que
alteragcdes no funcionamento da telomerase ou na estrutura dos telomeros em células homologas
de camundongo e humanas conduzem a fenétipos diferentes (99,200). Todas estas diferengas
criam dificuldades na avaliacdo de resultados pré-clinicos de estudos centrados na avaliagdo de
potenciais entidades farmacologicas direcionadas a telomerase. Tém sido desenvolvidas
algumas estratégias para amplificar a capacidade de extrapolar este tipo de resultados, como ¢

o caso da utilizacdo de xenotransplantes, em que o animal sofre transplante de tecidos de tumor
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de um paciente, permitindo a utilizagdio de um modelo in vivo com caracteristicas mais

proximas do que ocorre no organismo humano e viavel em contexto pré-clinico (99).

Outra limitacao resulta de um conhecimento ainda restrito da estrutura, composi¢ao e atividade
da telomerase. Sendo esta o alvo validado para terapéuticas baseadas na sua inibig¢ao, ¢ essencial
reforcar o conhecimento relativamente a todos os aspetos que a envolvem, sendo ideal que este
conhecimento seja especifico da telomerase humana, o que permanece pouco desenvolvido.
Esta limitagdo decorre principalmente de dificuldades na purificagdo e cristalizagdo da
polimerase humana, ja que a abundancia desta enzima a nivel intracelular ¢ muito baixa, o que
limita a exequibilidade dos estudos acerca da sua estrutura e fungdes e também cria dificuldades
na sua purificacdo para triagem em larga escala de novos compostos (201). As primeiras
construgdes de modelos desta holoenzima foram dos dominios TERT, da espécie de protozoario
Tetrahymena thermophila (202) e de uma espécie de besouro castanho, Tribolium castaneum
(203), obtidas por microscopia eletronica de alta resolucdo. Estes modelos permitem apenas
examinar superficialmente, neste contexto, algumas caracteristicas que se possam assemelhar
ao que se verificaria na telomerase humana. Hoje em dia, ja existem estudos de analise da
telomerase humana obtidos por microscopia de alta resolu¢do crioeletronica, o que tem
permitido um conhecimento mais aprofundado das componentes hTERT e hTR e da sua
estrutura completa, decorrente da jungdo das mesmas, assim como do seu sitio ativo (204). No
entanto, ndo s6 a sua estrutura como todas as suas fungdes a nivel celular conferem
caracteristicas que continuam a carecer de aprofundamento, sendo este conhecimento
imprescindivel para aperfeicoar o design de novos inibidores mais eficazes, ou otimizar as

caracteristicas de moléculas ja identificadas (99).

Outro aspeto com impacto negativo no potencial dos inibidores que podem vir a ser utilizados
na pratica clinica ¢ a elevada capacidade de desenvolvimento de resisténcias por parte das
células alvo tumorais. A maioria das células tumorais depende da atividade da telomerase como
principal mecanismo de manutengdo do comprimento dos telémeros. No entanto, as células nao
apresentam apenas esse mecanismo possivel de extensdo teloméricas, existindo outros, como o
ALT, abordado no subcapitulo 4.1. Este mecanismo opera especialmente em células de tumores
de tecido mesenquimal, ou sarcomas (205), nos quais a perda da regido terminal dos telémeros

¢ remodelada por um mecanismo de recombinagdo telomérica (99).

A existéncia de mecanismos de extensdao dos telémeros independentes da atividade da

telomerase mostra que a utilizagdo de compostos inibidores desta enzima pode levar a que as
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células se adaptem facilmente a reducdo ou auséncia da sua atividade. Esta possibilidade ja foi
alvo de estudo em células tumorais humanas, tendo sido verificada a ocorréncia muito rara
desse mecanismo ALT apds a inibi¢ao da telomerase (206). Contudo ndo se pode eliminar a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcias, principalmente numa exposi¢do a longo
prazo a inibidores de telomerase, dada a existéncia conhecida de outras alternativas celulares

ao funcionamento desta enzima (99).

Outro aspeto de elevada importancia associado aos inibidores da telomerase ¢ a sua capacidade
de causar elevada toxicidade. Apesar de a maioria das células somaticas normais humanas
apresentarem auséncia de atividade da telomerase, devido ao silenciamento da expressdo da
componente hTERT, células com elevada taxa proliferativa, como as células estaminais de
linhagem germinativa, apresentam esta enzima ativa. Deste modo, € previsivel que os inibidores
de telomerase atuem nas células alvo tumorais, mas possam atuar também nesse tipo de células,
causando efeitos indesejaveis de elevada toxicidade, com impacto principalmente nos tecidos
da medula 6ssea, mucosa intestinal e foliculos capilares, com elevada capacidade para gerar
efeitos adversos hematoldgicos e gastrointestinais, destacando-se a mielossupressdo, que se
traduz essencialmente em trombocitopenia e neutropenia, sintomas que se evidenciam num
tratamento prolongado utilizando este tipo de compostos e que tém sido a principal razao pela

qual muitos dos compostos desenvolvidos continuam restritos a estudos pré-clinicos (99,207).

E de notar também que em células tumorais sdo apenas necessarias algumas moléculas da
componente hTERT para superar a ativagdo de mecanismos de senescéncia nas células. Por
conseguinte, a poténcia dos compostos na inibi¢do desta enzima tem de ser muito elevada e,
também € necessario que, apds o inicio de a¢do, ainda ocorram algumas divisdes celulares para
que o efeito indutor de senescéncia se comece a verificar, ja que € necessaria a erosao continua
das regides teloméricas para que sejam desencadeados mecanismos de resposta celulares, sem
esquecer que até ao inicio da atividade do inibidor os teldémeros apresentam comprimento
adequado decorrente da atividade da telomerase (99,207). H4 assim um tempo de laténcia entre
o inicio da administracdo dos compostos e a diminui¢ao da carga tumoral que pode demorar
semanas a meses, 0 que comporta uma desvantagem significativa na eficacia da sua a¢do e na

sua aplicacdo clinica (208).

Para além dos desafios elencados, € necessario considerar que muita da investigagao em curso
envolvendo a telomerase tem por base o seu papel no envelhecimento, e doencas associadas. O

possivel papel da enzima na regeneracao celular compete com este tipo de estudos, que encaram
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a imortalidade celular como alvo anticancerigeno. Contudo, o objetivo do desenvolvimento de
inibidores de telomerase ¢ incomparavelmente mais significativo, com foco em salvar milhdes

de pessoas com cancro, em todo o mundo (209).

6.4. Perspetivas futuras

Atualmente, a telomerase encontra-se validada como um alvo terapéutico no desenvolvimento
de terapéuticas anticancerigenas, pelo que se tem assistido ao longo dos tltimos tempos a uma
vasta investigagao sobre a sua estrutura e fungao e também direcionada para o desenvolvimento
de farmacos que interfiram com este alvo perspetivando o seu uso potencial em diversos tipos
de cancros que demonstram uma elevada expressao desta enzima. Embora varios compostos
tenham sido identificados como inibidores da telomerase, apenas alguns mostraram potencial

em estudos pré-clinicos e muito poucos prosseguiram para ensaios clinicos (99).

A aprovacao do Imetelstat pela Food and Drug Administration, e mais tarde pela Agéncia
Europeia do Medicamento, para utilizagdo em SMDs de risco baixo a intermédio, reforgou a
aposta na viabilidade terap€utica de inibidores da telomerase, abrindo caminho para
investigacdes clinicas mais aprofundadas de compostos com potencial. Estes estudos
envolveram principalmente os compostos THIO, MST-312 e BIBR-1532. Contudo, muito ha
ainda a fazer no caminho de desenvolvimento destes compostos. E necessario também revisitar
a utilizacdo deste tipo de moléculas, encarando-as ndo s6 como compostos de acdo primaria,
mas essencialmente como agentes sensibilizadores de células cancerigenas, dirigindo a acao
dos compostos para o enfraquecimento da sua capacidade de migracdo e propriedades de
adesdo, por forma a limitar o seu potencial agressivo. Esta abordagem tem potencial para
fornecer novas terapias combinadas, de maior eficacia no tratamento de certos tipos de cancro,
baseadas numa atividade sinérgica antitumoral. Exemplos sdo a possivel utilizagdo do
Imetelstat em associagdo com um inibidor da cinase Janus (JAK), nomeadamente o ruxolitinib,
no tratamento de mieclofibrose (188), ou em associagdo com a fludarabina e citarabina no
tratamento da leucemia mieloide aguda, da sindrome mielodisplasica ou da leucemia
mielomonocitica juvenil, refratarias ou recorrentes (190). O composto THIO também tem sido
alvo de estudos para utilizacdo em combinag¢ao com outros fArmacos, mais concretamente com

o cemiplimab. O composto BIBR-1532 mostrou resultados positivos, em combina¢do com
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radioterapia, no tratamento do cancro de células ndo pequenas do pulmao (174), e também em

associacdo com imunoterapias que envolvem o uso de células natural killer (176,178,197)

Os estudos referidos mostram que a aplicacdo de inibidores da telomerase no tratamento do
cancro podera ser muito promissora no contexto de terapias de associagdo, aportando novas
ferramentas para ultrapassar barreiras atualmente existentes, como o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia aos farmacos tradicionais, e também de modo a preencher lacunas

existentes no tratamento de tumores em estagios mais avangados.

Outro campo de investigacdo bastante promissor ¢ o da imunoterapia antitelomerase, que
envolve uma abordagem diferente da inibi¢do desta enzima, mas que podera ter muito impacto
na terapéutica anticancerigena. Este tipo de abordagem terapéutica tem conduzido a resultados
muito promissores, estando em curso diversos estudos clinicos avangados envolvendo tanto
vacinas antitelomerase como procedimentos que envolvem a utilizagcdo de células dendriticas
modificadas, e também o uso de virus oncoliticos, que apresentam como alvo células tumorais

que expressam a telomerase (134,141).

A investigacdo aprofundada das diferentes fung¢des da telomerase, ou das diferentes
componentes que a constituem, poderd também fornecer novas pistas para utilizagdes possiveis

deste tipo de farmacos, ampliando as possibilidades futuras da sua utilizacao (210).
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7. Conclusoes

O cancro caracteriza-se como um dos maiores problemas de saude do século XXI, sendo
responsavel por quase uma em cada seis mortes a nivel mundial. O impacto causado pelas
patologias cancerigenas ¢ imenso, o que torna imprescindivel o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas capazes de controlar a morbilidade e reduzir a mortalidade associada.

Tendo com vista a melhoria de tratamentos atualmente existentes assim como o0
desenvolvimento de novos tratamentos, mais eficazes, tém sido explorados novos alvos
promissores para terapias inovadoras. Destaca-se neste contexto a enzima telomerase, presente
em cerca de 90% dos tipos de cancro e ausente na maioria nas células normais somaticas, o que

pode conferir uma expressao altamente seletiva em células malignas.

Ao longo da ultima década o conhecimento existente acerca da enzima telomerase tem sofrido
avangos notaveis, possibilitando uma caracteriza¢ao cada vez mais detalhada, ndo s6 da sua
estrutura como um todo, mas também das componentes que a constituem, associada a um
progresso simultdneo na compreensdo dos principais mecanismos que envolvem a sua atividade
a nivel celular. Embora as primeiras descobertas tenham sido realizadas em modelos de
espécies de protozodrios e de insetos, atualmente ja existe um entendimento consistente
especifico da telomerase humana e da sua atividade principal ao nivel dos telomeros, embora
continue a ser necessario um maior conhecimento acerca das suas fungdes extra-teloméricas,

as quais podem evidenciar futuramente um maior leque de utilizagdes deste tipo de compostos.

O progresso significativo que se observa na exploragao da telomerase como alvo promissor na
terapéutica anticancerigena tem permitido o desenvolvimento de novos compostos com
propriedades progressivamente otimizadas, principalmente derivados de farmacos ja
identificados e para os quais j& se encontram bem estabelecidas as suas propriedades. Contudo,
observa-se que os mesmos ainda se encontram em fases pré-clinicas muito iniciais, sendo
necessario que sejam objeto de muitos mais estudos que confirmem a sua eficacia, seguranca e

dose adequada, para que futuramente possam vir a ser considerados na pratica clinica.

Atualmente, apenas um composto inibidor especifico da telomerase se encontra aprovado para
uso clinico, o Imetelstat, medicamento com o nome comercial Rytelo®. Este composto
continua a ser alvo de investigacdo continua para ampliar as suas indicagdes terapéuticas.

Outros compostos, como o THIO, MST-312 e BIBR-1532 demonstraram potencial promissor.
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Apesar de todos os desafios no desenvolvimento deste tipo de compostos, a investigacdo nesta
area continua a abrir novas possibilidades, incluindo na descoberta de novos compostos com
propriedades melhoradas e na aplicagao de estratégias terapéuticas de combina¢ao com terapias
convencionais, como quimioterapia, radioterapia ou imunoterapia. Os inibidores da telomerase
revelam-se assim como candidatos promissores, com potencial para integrar futuras estratégias

terapéuticas anticancerigenas, sinalizando um novo caminho no tratamento do cancro.
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