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RESUMO

As neoplasias estdo entre as principais causas de morte do século XXI e caracterizam-se
pelo aparecimento de células que crescem de forma descontrolada e indefinida. O risco
de desenvolvimento de neoplasia, seja qual for a sua localizagdo, aumenta na presenca de
fatores tais como a imunosupressao, que pode estar relacionada com o stress, com a idade
e/ou com a administragdo de determinados farmacos, sendo exemplo disso os
corticosteroides, antibacterianos, entre outros. O desenvolvimento de farmacos
antineoplasicos seletivos e seguros permanece um dos maiores desafios da Quimica

Farmacéutica.

As topoisomerases de ADN sdo enzimas nucleares ubiquas envolvidas nos processos de
regulacdo do estado topoldgico do ADN, que apresentam um aumento da sua atividade
em varios tipos de cancro, podendo mesmo funcionar como biomarcadores. Desta forma,
as topoisomerases sdo consideradas alvos terapéuticos para a terapia anticancerigena,
sendo de especial interesse o desenvolvimento de inibidores de topoisomerases que

possam ser utilizados.

Os inibidores das topoisomerases, nomeadamente os do tipo II, sdo utilizados para o
tratamento de varios tipos de cancro e podem ser divididos, de acordo com o seu
mecanismo de agdo, em venenos de topoisomerases, como a doxorrubicina e o etoposido,
e em inibidores cataliticos, como a merbarona. Contudo, apesar de serem amplamente
prescritos, estes fArmacos estdo associados a possibilidade de desenvolvimento de efeitos
colaterais graves, como cardiotoxicidade e neoplasia secundaria iatrogénica, levando
ainda ao desenvolvimento de resisténcias. Estas limitagdes suscitam a necessidade de
desenvolver novas estratégias que permitam uma melhor eficicia terapéutica, sendo
exemplos a terapia combinada, a sintese de farmacos com mais do que um alvo

terapéutico e ainda a utilizacdo de moléculas organicas como modeladores enzimaticos.

Ao longo desta dissertacdo sera apresentada uma revisdo critica do estado da arte no

desenvolvimento e otimizacdo de inibidores de topoisomerases.

Palavras chave: neoplasia, topoisomerases, inibidores das topoisomerases, ADN



ABSTRACT

Neoplasms are amongst the leading causes of death in the 2Ist century and are
characterized by the presence of cells that grow in an uncontrolled and undefined way.
The risk of developing neoplasms, whatever its location, increases in the presence of
factors such as immunosuppression, that may be related to stress, age and/or the
administration of certain drugs, such as corticosteroids, antibacterials, and others. The
development of selective and safe anticancer drugs remains as one of the biggest

challenges in Pharmaceutical Chemistry.

ADN topoisomerases are ubiquitous nuclear enzymes involved in the processes of
regulating the topological state of ADN, that increase their activity in the various types
of cancer, functioning even as biomarkers. So, topoisomerases are considered as
therapeutic targets for anticancer therapy, showing special interest in the development of

topoisomerase inhibitors that may be used.

The topoisomerase inhibitors, namely type II, are used for the treatment of numerous
types of cancer and can be divided, according to their mechanism of action, into,
topoisomerase poisons, such as doxorubicin and etoposide, and catalytic inhibitors, like
merbarone. However, despite being widely prescribed, these drugs are associated with
the possibility of developing serious side effects, such as cardiotoxicity or iatrogenic
secondary neoplasm, and also the emergence of resistances. These limitations raise
awareness to the need of developing new strategies that allow good therapeutic efficacy,
such as combined therapy, the synthesis of drugs with more than one therapeutic target,

and the use of organic molecules as enzymatic modelers.

Throughout this dissertation, it will be present a critical review of the state of the art in

the development and optimization of topoisomerase inhibitors.

Key words: neoplasm, topoisomerases, topoisomerase inhibitors, ADN
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1 Introducao

1.1 Neoplasias

As neoplasias caracterizam-se por um crescimento anormal e descontrolado de células
onde todo o processo de renovacao celular estd alterado, que na maioria dos casos leva a
formagdo de uma massa, o tumor ou cancro. (1) Este crescimento deve-se a mutagdes em
genes especificos, denominados proto-oncogenes, que aquando da sua ativacido se
transformam em oncogenes (2), sendo que as mutagdes podem ocorrer como resultado
da interacdo entre fatores genéticos e agentes externos (fisicos, quimicos e/ou biologicos).
As células normais passam entdo a designar-se por células tumorais, num processo que

envolve varios estadios. (3)

As células cancerigenas apenas param de crescer se o tumor for removido cirurgicamente,
caso o paciente seja submetido a quimioterapia ou outro tipo de tratamento especifico,
como a terapia hormonal ou radioterapia, ou ainda se o tumor desaparecer sozinho, isto

¢, se 0 mesmo entrar em remissao. (4)

Os tumores podem ser designados de benignos ou malignos, sendo que a principal
diferenga entres eles assenta no facto de estes ultimos apresentarem a capacidade de
invadir tecidos e Orgdos adjacentes, através de um processo denominado por
metastiza¢do, assumindo entdo a designacao de cancro. (1) As metastases formam novos
tumores, com caracteristicas semelhantes ao inicial, constituindo este processo a principal

causa de morte por cancro. (1,3)

1.2 Epidemiologia

Sao atualmente conhecidos mais de 100 tipos de cancro, sendo que a classificacdo varia
de acordo com o 6rgdo ou tecido no qual tém origem e também com o tipo de células que

sao formadas. (5)

De acordo com a International Agency for Research on Cancer foram registados, em

2020, cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancro € 10 milhdes de mortes associadas



a doenca. Portanto, esta ¢ uma das principais causas de morte a nivel mundial, e a segunda
mais frequente antes dos 70 anos de idade, constituindo assim uma barreira para o

aumento da esperanca média de vida. (3,6)

De entre os cancros mais comuns, ¢ de destacar o cancro da mama feminino (2,26 milhoes
de novos casos), o cancro do pulmao (2,21 milhdes de novos casos), o cancro colorretal
(1,93 milhdes de novos casos), o cancro da prostata (1,41 milhdes de novos casos), o
cancro da pele ndo melanoma (1,20 milhdes de novos casos) e o cancro gastrico (1,09
milhdes de novos casos). De todos estes, aqueles que apresentaram uma maior taxa de
mortalidade no ano de 2020 foram o cancro do pulmao (1,80 milhdes de mortes) e o

cancro colorretal (916 000 mortes). (3)

Os dados referidos mostram que o cancro configura um problema de Saude Publica a
nivel global, prevendo-se um aumento da incidéncia do mesmo nas proximas décadas.

Estima-se que em 2025 o nimero de novos casos venha a atingir os 20 milhdes. (7)

Relativamente a Portugal, dados da Liga Portuguesa Contra o Cancro revelam que sao
identificados cerca de 50 mil novos casos de cancro em cada ano e que a taxa de
mortalidade a cinco anos ronda os 50%. Sabe-se também que Portugal ¢ um dos paises
europeus com melhores taxas de sobrevivéncia, com cerca de 350 mil sobreviventes nos

ultimos 20 anos. (8)

A incidéncia do cancro aumenta com a idade, o que pode estar relacionado com a presenga
de mecanismos de reparacao celular menos eficazes € com a imunossupressao, que por
sua vez se correlaciona com o stress, a idade e/ou a ingestdo de determinados farmacos,
sendo exemplo disso os corticosteroides e os antibacterianos. (3,4) Em idades menos
avangadas, alguns dos principais fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento de
uma neoplasia maligna passam pelo tabagismo, consumo de alcool, hébitos de
alimentac¢do pouco saudaveis, sedentarismo e algumas infegdes, sendo exemplo a infecdo

por HIV, que aumenta cerca de 6 vezes o risco de um individuo desenvolver cancro. (3)

Nos dias de hoje, estima-se que entre 30 e 50% dos cancros possam ser prevenidos, se
forem evitados os principais fatores de risco e se forem implementadas estratégias de
prevencao. E também importante que os cancros sejam diagnosticados precocemente, isto

¢, em fases iniciais da doenca, pelo que sdo promovidos regularmente rastreios a



populacdo. Em Portugal existem trés programas de rastreio oncologico. Estes sdo
destinados ao cancro da mama (realizagdo de mamografia a cada dois anos, entre os 50 e
69 anos de idade), cancro colorretal (teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes dos 50
aos 74 anos de idade) e cancro do colo do utero (teste de citologia cervical — papanicolau
— em mulheres, com inicio entre os 20 e os 30 anos ¢ até aos 60 anos de idade). Com a
implementagdo destes programas, observou-se uma reducdo da mortalidade em 30%,

20% e 80%, respetivamente. (3,9)

1.3 Tratamentos antineoplasicos

As formas mais comuns de tratamento anticancerigeno envolvem a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia, a hormonoterapia e ainda a imunoterapia. A todos os
tratamentos referidos estdo associados efeitos adversos, com impacto negativo na
qualidade de vida dos doentes. (10) As diferentes terapéuticas podem ser divididas em
terapéutica local (cirurgia e radioterapia) e terapéutica sistémica (quimioterapia,
hormonoterapia e imunoterapia). A escolha do tratamento depende de fatores como o
tamanho do tumor, o tipo de tumor, a localizacdo, a idade do doente, o seu estado de satide

e a existéncia de metastases. (11)

1.3.1 Cirurgia

A cirurgia visa a remog¢ao da massa tumoral existente numa parte especifica do corpo,
sendo que esta remocao pode ser total ou parcial. Normalmente ¢ também retirado algum
do tecido circundante ao tumor, de forma a garantir que 0 mesmo ndo se volta a

desenvolver.(12)

Este tipo de tratamento pode apresentar uma funcdo curativa, em estadios precoces da
doenca, ou paliativa, de forma a diminuir sintomas que resultam da mesma. A cirurgia
pode surgir como tratamento isolado ou em combinagdo com outras formas de tratamento,

nomeadamente a radioterapia e a quimioterapia. (11,13)



1.3.2 Radioterapia

De um modo geral, entende-se por radioterapia um tipo de tratamento onde ¢ utilizada
radiacdo com o intuito de destruir as células cancerigenas. Trata-se de um tratamento a
nivel local, pois apenas ¢ aplicado na zona onde o tumor se encontra. Esta aplicacdo pode
ocorrer a partir do exterior do corpo ou através de pequenos implantes que contém o
material radioativo. Os principais efeitos adversos sao fadiga, edema, irritagdo cutdnea
local e alopecia, sendo de referir que, regra geral, os sintomas desaparecem com o fim do

tratamento. (14)

1.3.3 Quimioterapia

A quimioterapia ¢ um tratamento que atua diretamente ao nivel das células tumorais,
impedindo que estas se multipliquem através da interferéncia em processos de
crescimento e divisio celular. E de referir que, de uma forma geral, os farmacos utilizados
interferem também com as células saudaveis do organismo. Este tratamento pode
apresentar objetivos distintos consoante o estadio do cancro que estd a ser tratado. Em

termos de efeitos adversos, os mais comuns sdo fadiga, nduseas, vomitos e diarreia. (15)

Ao longo dos tempos tém vindo a ser desenvolvidos diferentes firmacos que podem ser
administrados por diversas vias e, desta forma, o tipo de administracdo da quimioterapia
vai sempre depender de diversos fatores, como: propriedades quimicas do firmaco
prescrito, estadio do tumor e fase de tratamento. Durante muitos anos, o principal foco
passou pela via de administragdo parenteral, evitando assim o efeito de primeira
passagem. No entanto, na ultima década a administracdo de quimioterapia por via oral
tem vindo a aumentar, essencialmente em consequéncia do desenvolvimento de fArmacos
que garantem uma maior biodisponibilidade, sendo exemplo disso o metotrexato e a
ciclofosfamida. As principais vantagens associadas a via de administragdo oral passam
essencialmente pelo aumento da qualidade de vida dos doentes, promovendo uma maior
autonomia. Para além disso, via de administrac¢do oral representa um menor custo para os

servigos de saude. (15,16)



Normalmente a quimioterapia ¢ administrada por ciclos, garantindo um periodo de
descanso que permite ao doente recuperar dos efeitos adversos que possam vir a surgir.
Os ciclos podem envolver apenas um dia ou abranger dois ou mais dias, sendo que nestes

casos recorre-se a bombas infusoras para a administragdo. (15)
Existem diferentes tipos de quimioterapia, nomeadamente:

e De inducido: este tipo de tratamento permite avaliar a sensibilidade do tumor a
quimioterapia, podendo influenciar a decisdo entre uma cirurgia e/ou um
tratamento mais agressivo. E também utilizada para a erradicagio de
micrometastases e, desta forma, aumentar a sobrevida livre de progressdo da

doenga e consequentemente a sobrevida global do doente. (17)

e Neoadjuvante: este tipo de quimioterapia ¢ administrada antes de um outro
tratamento, com o objetivo de diminuir o tamanho do tumor, facilitando a sua

posterior remogao.

e Adjuvante: a quimioterapia ¢ administrada apés um outro tratamento, como
radioterapia e/ou cirurgia, e visa eliminar ou mitigar a probabilidade de doenca

residual.

e Paliativa: a quimioterapia ¢ administrada quando o tumor se encontra numa fase
avancada e com a presenca de metdstases, sendo que o objetivo passa

essencialmente por diminuir a sintomatologia do cancro. (18)

1.3.4 Hormonoterapia

Alguns cancros, nomeadamente os relacionados com o aparelho reprodutor, podem ser
desenvolvidos devido a hormonas produzidas pelo proprio organismo. Nesses casos pode
ser utilizada uma terapéutica hormonal, que consiste na alteragdo da quantidade de
hormonas circulantes, de forma a diminuir o crescimento e a progressdo do tumor. Este
tipo de tratamento ¢ geralmente administrado por via oral, podendo também ser

administrado por via subcutanea. (19)



1.3.5 Imunoterapia

A imunoterapia ou terapéutica bioldgica utiliza substancias que estimulam o sistema
imunitério, de forma a combater o cancro. Para este tipo de tratamento utilizam-se os
imunomoduladores, também denominados de modificadores da resposta biologica, que
sdo usados nao so na terap€utica anticancerigena mas também em situagdes de transplante

e doengas autoimunes. (20,21)

Alguns dos principais efeitos adversos que se fazem sentir apds o tratamento por
imunoterapia passam por alteracdes cutaneas, inflamagado intestinal, hipofisite, tiroidite,

entre outros. (20)



2 Farmacos anticancerigenos / citotdxicos

No grupo 16 da classificacdo Anatomical Therapeutic Chemical Code encontram-se 0s

antineoplésicos (citotdxicos, hormonas e anti-hormonas) e os imunomoduladores. (12)

Focando a ateng¢do nos citotoxicos, estes podem conduzir a apoptose das células através
de mecanismos que podem incluir a interferéncia direta com o 4cido desoxirribonucleico
(ADN), a interferéncia com proteinas (enzimas e/ou recetores) essenciais para 0 processo

de divisdo celular, ou ambos. (21,22)

Em termos de classificag@o, os citotoxicos podem ser divididos de acordo com as suas
propriedades bioquimicas, modo de acdo e especificidade para o ciclo celular.
Considerando as propriedades bioquimicas destes farmacos, as principais classes
conhecidas sdo os agentes alquilantes, os citotoxicos relacionados com os agentes
alquilantes, os antimetabolicos, os inibidores da topoisomerases dos tipos I e II (TOPO I
e TOPO II), os citotdxicos que intercalam no ADN, os citotoxicos que interferem na

tubulina, os inibidores das tirosinacinases, entre outros. (21-23)

Muitas vezes os diferentes medicamentos citotoxicos sdo administrados em associagao —
terapéuticas de combinagdo — para que ocorra um efeito aditivo ou sinérgico e, desta
forma, seja diminuido o potencial para desenvolvimento de resisténcias por parte das
células cancerigenas. E com base neste aspeto que a especificidade para o ciclo celular

apresenta maior relevancia. (22,23)

Ao longo da presente dissertagdo serdo explorados com maior detalhe os farmacos que
atuam por inibi¢do da TOPO I, isto ¢, farmacos que inibem a atividade enzimatica e que
levam a uma interrupgao irreversivel de processos de transcri¢ao e de replicagdo do ADN,

culminando na morte celular por apoptose. (23,24)

2.1 Topoisomerases como alvo terapéutico

As topoisomerases de ADN sdo enzimas nucleares ubiquas envolvidas na regulagdo do
estado topologico do ADN. Estas enzimas encontram-se presentes tanto em organismos

procariotas como eucariotas, podendo estes ultimos incorporar duas classes distintas, as



TOPO 1 e as TOPO II. As enzimas de ambas as classes sao consideradas excelentes alvos

para terap€uticas anticancerigenas. (25)

2.1.1 Topoisomerases do tipo |

As TOPO 1 sdo proteinas monoméricas que ndo necessitam de cofatores para a sua
atividade, no entanto utilizam a energia do ADN superenrolado (positiva ou
negativamente). (24) Estas enzimas regulam o estado topologico do ADN através da sua
ligagdo a uma cadeia de ADN, podendo esta ligacdo ocorrer tanto na posi¢do 3’ como na
5’. Apos a ligacdo ocorre a quebra de uma fita de ADN de dupla hélice, permitindo assim
a passagem da outra fita ou a rotag@o da cadeia dupla, tal como se encontra representado

na Figura 1. (25-27)

TOPO |
TOPO |
Ou

'

"

y 1 4+
TOPO |
]

Figura 1- Representagdo da ligagdo da TOPO I a cadeia dupla de ADN, com estabilizag¢do da fenda formada.
Adaptado de (27).

As TOPO I podem classificar-se como TOPO IA, TOPO IB ou TOPO IC com base em
fatores como o seu mecanismo de acgdo (passagem de fita de ADN através da quebra ou
rotagdo da dupla hélice), a ligacdo entre o ADN e a proteina (3’ ou 5°) e ainda a

dependéncia de Mg?2*. (25,26)

e As TOPO IA, com peso molecular de cerca de 67 kDA, requerem a presenga de

Mg?* para a sua atividade catalitica. Ligam-se ao ADN através de uma ligagdo 5°-



fosfodiéster, deixando a extremidade 3°-OH ligada, e impedida de girar
livremente. Estas intera¢des resultam na formac¢do de uma fenda que permite a
passagem de outra fita de ADN. Apds o processo referido, ambas as extremidades

do ADN quebrado sdo religadas. (24)

As TOPO IB sao as unicas TOPO I presentes em organismos eucariotas € por isso
serdo abordadas com maior detalhe nesta dissertacdo. Estas enzimas monoméricas
apresentam um peso molecular de cerca de 91 kDA, sendo constituidas por 765
aminoécidos que formam 4 dominios distintos: um dominio N-terminal, um

dominio ligante, um dominio central e um dominio C-terminal. (24)

A acdo da TOPO IB ¢ independente de ATP e Mg?* e apresenta um mecanismo
de acdo no qual a proteina se liga a0 ADN por meio de uma ligacdo 3’-
fosfodiéster, ficando a extremidade 5 disponivel para girar em torno da segunda

fita de ADN, levando ao seu relaxamento. (25)

Nas células humanas, a funcdo giratéria da TOPO I ¢ essencial para remover a
tensdo super-hélica do ADN durante os processos de transcri¢ao e replicacao,
sendo também de referir que a atividade desta enzima vem acoplada com a
atividade da RNA polimerase II. Acresce que a TOPO IB ¢ a unica topoisomerase
direcionada exclusivamente para as mitocondrias, pelo que os danos ao nivel desta
enzima afetam gravemente a integridade mitocondrial e o metabolismo energético

da célula. (26)

Por fim, a TOPO IC ¢ uma enzima com aproximadamente 110 kDA que foi
detetada em Archaeon Methanopyrus Kandleri. Nao existem informag¢des muito
detalhadas acerca desta enzima, no entanto a sua estrutura mostra uma nova dobra
que provavelmente se reflete numa localizacdo diferente do sitio ativo da tirosina
e, consequentemente, num mecanismo de relaxamento diferente do das restantes

TOPO 1. (26)



2.1.2 Topoisomerases do tipo II

As TOPO II sdo proteinas homodiméricas que necessitam da presenca de ATP ¢ Mg?*

para a sua atividade catalitica. Sdo compostas pelos dominios representados na Figura 2.

Dominio N-terminal Dominio central Dominio C-Terminal

1 | 1
I \ | 1

ATPase | TOPRIM | WHA TORRE

Figura 2- Representagdo da estrutura das TOPO II com esquematizag¢do dos seus dominios.
Adaptado de (23,24,26).

Tal como esquematizado nesta figura, a arquitetura das TOPO II ¢ delineada em trés

regides funcionais:

e Um dominio N-terminal a partir do qual o ADN entra na enzima, e onde ocorre
ligagdo e hidrolise do ATP, cujos sinais resultantes sdo transmitidos para o nicleo

catalitico da enzima,;

e Um dominio central constituido por trés componentes: o TOPRIM, responsavel
por coordenar os ides metalicos bivalentes no sitio ativo da enzima; o WHA
(dominio da hélice alada), que inclui o sitio ativo da tirosina; e o dominio TORRE,

responsavel pela ligagdo ao ADN;

e Um dominio C-terminal (CTR), variavel e responsavel pelo reconhecimento do
ADN, pois apresenta sinais de localiza¢do nuclear e sitios de modificagdo pos

transcricional. (24,25,28).

Sao conhecidas duas isoformas homodiméricas desta enzima: a TOPO Ila, que apresenta
um peso molecular em torno dos 170 kDa; e a TOPO IIf, cujo peso molecular ronda os
180 kDa. Apesar de serem sintetizadas a partir de genes diferentes, as duas isoformas

apresentam cerca de 70% de homologia entre as suas cadeias de aminodacidos. (24—-26,28)
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A TOPO Ila encontra-se sobretudo em células em fase de proliferagdo, pois associa-se
ao crescimento celular, permanecendo fortemente ligada aos cromossomas durante o
processo mitético. O pico da sua expressao ¢ observado nas fases G2-M do ciclo celular,

podendo esta isoforma ser utilizada como biomarcador para alguns tipos de cancro. (24—

26,28)

Por sua vez, a TOPO IIf apresenta um nivel de expressdo constante e independente do
ciclo celular, sendo esta isoforma importante no processo de transcricio de genes

regulados por hormonas e no desenvolvimento dos tecidos. (28)

A diferenciacdo entre a TOPO Ila e a TOPO IIf ¢ observada em organismos que
apresentam as duas isoformas de TOPO II. Nos organismos que transportam uma Unica

isoforma (eucariotas inferiores), a enzima presente deve assumir os papéis de TOPO Ila

e TOPO IIf em simultaneo. (29)

O mecanismo geral de agdo das TOPO II encontra-se esquematizado na Figura 3.
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Figura 3- Representagdo esquematica do mecanismo de agdo das TOPO II. Adaptado de (24).

As TOPO II ligam-se ao segmento G da cadeia dupla de ADN, e o complexo formado ird
ligar-se ao segmento de transferéncia — segmento T. (24,26) Posto isto, ocorre a ligacdo
de duas moléculas de ATP, e na presenga de ides Mg?* da-se a consequente clivagem do
segmento G, reversivel e transitoria. Por fim, ocorre a passagem do segmento T pela

lacuna criada e posterior religacdo das fitas quebradas, com hidrélise do ATP. (24,26)
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A agdo das TOPO II ¢ muito sensivel a alteragdes do ADN, podendo estas provocar uma
aceleragdo da reacdo de clivagem, favorecendo a proliferagdo celular, ou o impedimento
da religagdo da cadeia dupla, com consequente acumula¢ao do complexo de clivagem,
favorecendo a morte celular. Devido a este fendmeno, e pelo facto destas enzimas se
encontrarem em niveis muito elevados em células cancerigenas, surgiu o interesse em
estudar o potencial das topoisomerases (tanto a TOPO 1B como a TOPO Ila e TOPO IIf3)
como alvos celulares para a terapéutica anticancerigena. Em resultado dos estudos
realizados, os inibidores de topoisomerases estdo, atualmente, entre os medicamentos

anticancerigenos mais amplamente prescritos. (26,30)
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Pégina intencionalmente deixada em branco
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3 Inibidores de Topoisomerases do tipo II

As TOPO II foram identificadas pela primeira vez como alvo terapéutico para farmacos
com atividade anticancerigena em 1984. A partir dai foram surgindo véarios inibidores das

TOPO, tanto TOPO I como TOPO II, que se encontram listados na Tabela 1. (31)

Tabela 1- Data da descoberta dos inibidores de TOPO. Adaptado de (32).

Ano de . . e e e
Identificacio do composto Enzima inibida
descoberta

1984 Acridina TOPO 11
1984 Elipticina TOPO 11
1984 Epipodofilotoxinas (Etoposido, tenoposido) TOPO 11
1984 Antraciclinas (Doxorrubicina) TOPO 11
1985 Camptotecina TOPO 1
1986 Antracenodiona (Mitoxantrona) TOPO 11
1988 Actinomicina (Actinomicina D) TOPO 1
1989 Benzoquinolinodiona TOPO 11
1992 Indolocarbazol TOPO I
1993 Bis-benzimidazol TOPO I
1993 Benzo(c)fenantridina TOPOIell
1995 Protoberberina TOPOIell
1998 Indenoisoquinolina TOPO 1
1999 Indenoisoquinolinium TOPO I
2000 Benzacridina TOPO I
2001 Terpiridina TOPOIell
2002 Dibenzonaftiridinona TOPO 1
2002 Isoquino[4,3-c]quinolina TOPO 1
2002 Benzo(a)fenazina-11-carboxamida TOPOIell
2003 Aromatacina TOPO 1
2003 Lamelarina (Lamelarina D) TOPO 1
2003 Dibenzol(c,h)cinolina TOPO 1
2003 Benzo(i)fenantridina TOPOIell
2005 Norinder isoquinolina TOPO 1
2009 12-Oxobenzo(c)fenantridina TOPO 1
2009 Isoindole-isoquinolina TOPO 1
2009 Evodiamina TOPO 1
2010 Dibenzonaftiridinodiona TOPO I
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Os compostos desenvolvidos para atingir as TOPO II podem atuar através mecanismos
distintos: interferir na ligacdo entre o ATP e a TOPO II; atuar pela estabilizacdo do
complexo intermediario TOPO II-ADN; e/ou inibir o acesso da enzima ao ADN. Com
base nestes mecanismos de acdo, estes agentes sao classificados em dois grupos distintos:

venenos de topoisomerases € inibidores cataliticos. (31,33)

3.1 Venenos de Topoisomerases

Os venenos de topoisomerases sao utilizados na terapéutica anticancerigena, mas também
tém utilizacdo como componentes dietéticos e como quimicos ambientais. (31) Atuam de
forma a aumentar a atividade da enzima TOPO II, através da formagdo de uma ligacdo
covalente entre a propria TOPO Il e o ADN, o que ird promover o aumento da cisdo das
cadeias duplas de ADN ou a inibi¢do do processo de religagdo. Ou seja, a formagdo de
compostos intermedidrios capazes de induzir eventos mutagénicos e letais ¢ amplificada,

resultando no efeito citotoxico pretendido com a utilizagdo destes venenos. (25,33)

Uma vez que os niveis de TOPO II sdo muito elevados em células cancerigenas,
comparativamente com os observados em células normais, os venenos de topoisomerases

apresentam uma agao antineoplasica bastante eficaz. (26)

Com base na capacidade de intercalarem ou ndo o ADN, estes compostos podem ser

classificados como agentes intercalantes ou agentes ndo intercalantes. (31)

3.1.1 Agentes intercalantes do ADN

Os venenos de topoisomerases considerados agentes intercalantes do ADN apresentam
estruturas planares capazes de se inserirem entre os pares de bases no complexo de
clivagem enzima-ADN, evitando assim a ocorréncia de processos como a religacdo, a

replicagdo e a transcricdo do ADN. (31)

Em termos de mecanismo de acdo, alguns dos venenos de TOPO 11, de que sdo exemplo

as antraciclinas, atuam inibindo a religagdo do complexo intermediario (TOPOllcc),
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enquanto outros induzem a formagdo desse mesmo complexo através do aumento da

capacidade de cisdo das fitas duplas de ADN. (33,34)

Na Figura 4 estdo representadas as estruturas de alguns agentes intercalantes,
nomeadamente alguns derivados do antraceno-9,10-diona (antraquinona), que
apresentam elevada poténcia anti tumoral. Sdo exemplos as antraciclinas (uma classe que
engloba a doxorrubicina, a epirrubicina, a daunorrubicina e a idarrubicina) e a

mitoxantrona, considerada um andlogo das antraciclinas. (35,36)

Antraciclinas

OCH,0 OH ]
o CHy HsC— _ o
H,N OH HO -NH
{0}
Daunorrubicina gr- H b NH2
Doxorrubicina R= oH Epirrubicina Idarrubicina

Analogo das antraciclinas

H
N
OH O HN OH
LA
| | Mitoxantrona
|
OH O HN N OH
H

Figura 4- Estrutura quimica de algumas antraciclinas e da mitoxantrona. Adaptado de (37,63).

Como pode ser observado na Figura 4, a estruturas das antraciclinas incorpora um sistema
tetraciclico ligado a um amino-agucar, originando uma estrutura planar que permite a
intercalag@o destes agentes citotoxicos entre as bases nucleotidicas da cadeia de ADN.
Estes agentes citotoxicos apresentam uma elevada eficdcia, no entanto, devido a

capacidade de formagdo de complexos ferro-fArmaco, podem levar ao aparecimento de
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efeitos colaterais, como cardiotoxicidade. (37) Importa referir que a cardiotoxicidade ¢é
um efeito adverso dose-dependente, apresentando os pacientes mais jovens uma maior
suscetibilidade. (38) Estudos indicam que esta cardiotoxicidade pode estar relacionada
com a isoforma TOPO IIp, pois a TOPO Ila ndo se encontra presente nos cardiomidcitos.
(39) A titulo de exemplo, a doxorrubicina ¢ amplamente utilizada para o tratamento de
varios tipos de neoplasia, nomeadamente do ovario, da mama, do sistema nervoso central,

da tiroide e linfomas. (24)

A mitoxantrona ¢ um analogo das antraciclinas em que o agtcar daunosamina foi
substituido por duas cadeias amino-alquilicas idénticas. Em termos estruturais, apresenta
também dois grupos hidroxilo e quatro grupos amina (dois alifaticos e dois anilinicos),
sendo que estes podem ser utilizados em estratégias para reduzir a toxicidade dos
farmacos antineoplasicos administrados. A estrutura da mitoxantrona, a semelhanca da
apresentada pelas antraciclinas, € planar, apresentando por isso a capacidade de intercalar
entre os pares de bases do ADN. Este composto apresenta um melhor perfil farmacologico
quando comparado com a doxorrubicina, uma vez que a capacidade de formar radicais
livres centrados em oxigénio ¢ bastante menor. No entanto a sua utilizagdo surge também
acompanhada de efeitos adversos, como nauseas, vomitos, alopecia, mielossupresssao e
efeitos mutagénicos, ndo sendo por isso recomendada durante a gravidez. (24,33,34,40)
A mitoxantrona ¢ utilizada no tratamento de leucemias, linfomas, neoplasias do sistema
nervoso central, e da prostata. (24) Este farmaco pode ainda atuar de forma sinérgica com

outros antineoplasicos, como por exemplo a cisplatina e o 5-fluorouracilo. (40)

3.1.2 Agentes ndo intercalantes do ADN

Os venenos de TOPO II ndo intercalantes do ADN nao apresentam estruturas planares,

atuando por isso através da ligacdao a um local distal do local ativo do ADN.

Estes agentes ndo intercalantes inibem a religacdo das fitas duplas de ADN através da
estabilizacdo do complexo intermedidrio, sendo esta a¢ao responsavel pela conversio das
TOPO II em toxinas fisioldgicas que introduzem altos niveis de clivagens transitérias nas
cadeias duplas de ADN. Estas cisdes, quando presentes em quantidade significativa,

podem desencadear eventos que culminam na morte celular por apoptose. (25,28)
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As epipodofilotoxinas sdo exemplos de venenos de topoisomerases nao intercalantes do
ADN, destacando-se o pro-farmaco etopdsido, cuja estrutura se encontra representada na

Figura 5. (41)

O
R‘/Y%
0 Ry R2

HO OH | — -
o Etopdsido CH, - OH
o) .o . 7\
<O Tenipésido \ / ~%,
\\ _ i 1A =
° Fosfato de etopésido o
CH,O OCH,

Rz

Figura 5- Representagdo da estrutura do etoposido e de seus derivados. Adaptado de (41).

O etoposido ndo apresenta uma estrutura planar, nao intercalando entre os pares de bases
de ADN. Atua sobretudo através da estabilizagdo do complexo intermediario TOPO II-
ADN ocorrendo esta estabilizagdo pela ligacdo de uma molécula de etopdsido a cada
monomero da enzima TOPO II. (41) O etoposido ¢ frequentemente utilizado no

tratamento de linfomas, leucemias, cancro ovarico e cancro testicular. (24)

3.2 Inibidores cataliticos

Os inibidores cataliticos sao inibidores da TOPO II que foram ganhando maior expressao,
devido a capacidade de provocarem menos danos ao ADN quando comparados com os
venenos de topoisomerases acima referidos. Estes inibidores apresentam menor

cardiotoxicidade e menor probabilidade de desenvolvimento de metéstases. (42)

Os inibidores cataliticos, também designados supressores de TOPO II, sdo um grupo
heterogéneo de compostos capazes de matar as células tumorais através da inibi¢do da
atividade enzimatica. (33,42,43) Ao contrario dos venenos de TOPO II, podem atuar em

diversas fases do ciclo catalitico, tal como ilustrado na Figura 6. (43)
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Figura 6- Representagdo esquematica das fases do ciclo catalitico onde atuam os diferentes inibidores de
TOPO II. Venenos de TOPO II: etoposido, mitoxantrona, doxorrubicina. Inibidores cataliticos: aclarubicina,
suramina, novobicina, merbarona, derivados da bisdioxipiperizina (ICRF-193, ICRF-187). Adaptado de (43).

Os inibidores cataliticos visam impedir a formagdo do complexo intermediério e, para tal,
podem atuar de diversas formas. Mais concretamente, podem atuar interferindo na ligagao
entre 0o ADN e a TOPO II (aclarubicina e suramina), inibindo a ligacdo da enzima ao ATP
através do bloqueio do sitio de ligagcdo (novobicina), impedindo a clivagem do proprio
ADN (merbarona) ou estabilizando os complexos TOPO II-ADN (derivados de
bisdioxipiperizina). (42,43)

A estrutura quimica dos compostos referidos, com atividade como inibidores cataliticos,

encontra-se representada na Figura 7. (43)
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Figura 7- Estrutura quimica dos diferentes inibidores cataliticos de TOPO II. Adaptado de (43).

A aclarubicina, isolada a partir de Streptomyces galilaeus, impede a ligacdo TOPO II-
ADN. Trata-se uma antraciclina que apresenta menor cardiotoxicidade que a
doxorrubicina, comumente utilizada no tratamento da leucemia mieldide aguda.
Considerando as caracteristicas estruturais deste farmaco considera-se que a aclarubicina

¢ um antagonista dos venenos classicos de TOPO II. (43,46)

A suramina atua como inibidor catalitico das TOPO II em doses baixas e, tal como a
aclarubicina, impede a liga¢do da enzima ao ADN. Este fairmaco ¢ utilizado sobretudo no
tratamento do cancro da prostata. (43) Apresenta um tempo de semi-vida no organismo
muito longo, superior a 250h, sendo por isso necessario um ajuste individualizado da
dose. Dosagens inadequadas podem provocar efeitos colaterais, como neuropatia e

linfopenia. (43)

Por sua vez, a novobicina ¢ um antibidtico aminocumarinico cuja estrutura incorpora dois
blocos aromaticos, sintetizados separadamente. Este farmaco pode potenciar a atividade

citotoxica de alguns venenos de TOPO II, como o etopdsido e o tenipdsido. (43,47)
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Por fim, a merbarona ¢ um inibidor catalitico que ndo interage com o dominio ATPase,
conhecida por impedir o processo de clivagem das fitas duplas de ADN. (44) Trata-se de
um composto derivado do acido tiobarbiturico que atua bloqueando a proliferacdo de
varias linhagens de células cancerigenas, tendo ja demonstrado efeitos colaterais de
nefrotoxicidade. Também apresenta baixa eficdcia, em consequéncia da sua fraca

biodisponibilidade a pH fisioldgico. (44,45)

De um modo geral, os inibidores cataliticos apresentam menor poténcia quando
comparados com os venenos da TOPO II. Todavia, estes supressores apresentam
capacidade para inibir multiplas topoisomerases humanas, apresentando potencial para o

desenvolvimento de farmacos anticancerigenos muito potentes. (26)
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4 Novas estratégias para a inibicdo das Topoisomerases II

As TOPO II humanas sdo um importante alvo para a terapéutica antineoplasica. Contudo,
apesar dos bons resultados clinicos obtidos pela utilizagdo inibidores de TOPO II o
desenvolvimento de resisténcias conduziu a uma diminui¢do da sua eficacia. Dados
estatisticos mostram que uma das principais causas de morte de pacientes com cancro —
cerca de 90% — ¢ atribuida a resisténcias aos farmacos, uma vez que a perda de eficacia

terapéutica leva a dificuldade acrescidas no tratamento do tumor. (23,48)

A resisténcia aos inibidores de TOPO II resulta, em geral, de uma regulacao negativa da
enzima alvo, acompanhada por uma regulacdo positiva compensatoria da outra enzima
TOPO. Isto ¢, aquando da utilizagdo de um inibidor de TOPO II, pode-se observar nas
células uma diminuigdo da concentragao da TOPO II e, simultaneamente, um aumento da
concentragdo da TOPO I, promovendo uma hipersensibilidade aos inibidores de TOPO I
e o aumento da resisténcia aos inibidores da TOPO II. Obviamente, o processo contrario
também pode ocorrer, por isso algumas das estratégias de combate as resisténcias passam
pelo uso de terapias combinadas e pelo desenvolvimento de medicamentos com mais do
que um alvo terapéutico. Esta ultima op¢ao torna-se valida pelo facto das TOPO II serem,
do ponto de vista estrutural e funcional, conectadas a muitos outros alvos terapéuticos.
(23) Alguns alvos terapéuticos aos quais esta enzima pode ser conectada encontram-se

representados na Figura 8.
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4.1 Inibidores de Topoisomerases II em terapéutica de combinagdo

A monoterapia ¢ uma opgdo terapéutica ainda muito comum. No entanto, quando

comparada com a modalidade de terapia combinada ¢ considerada menos eficaz.

A terapéutica combinada envolve a utiliza¢do de dois ou mais fairmacos, com o objetivo
de interferir com varios alvos ou vias metabodlicas, retardando o desenvolvimento de
resisténcias em comparagdo com os tratamentos convencionais. Por envolver varios
mecanismos de acdo em simultaneo, a terapéutica combinada propicia um efeito sinérgico
e/ou aditivo dos farmacos utilizados, sendo necessaria uma dose individual menor de cada

um deles, o que pode também ser benéfico para o controlo da toxicidade. (49)

Um estudo realizado demonstrou a importancia da combinag¢ao de CI-994, um inibidor
da histona desacetilase 1, com o etopdsido, um veneno de TOPO II ndo intercalante do
ADN, no tratamento de um tumor teratéide/rabdoide atipico. Este tumor afeta sobretudo
criangas e esta associado a um mau prognostico. Sabe-se que a histona desacetilase 1 se
encontra subexpressa nas células tumorais referidas, e aquando da combinagdo com o
etoposido verifica-se um aumento da apoptose. Esta ocorréncia foi relacionada com a
diminui¢do da acdo da TOPO II e com o aumento da acetilacdo da histona H3. (50) A
Figura 9 ilustra os mecanismos pelos quais estes firmacos proporcionam o efeito

sinérgico pretendido.

24



Cl-994 Etopésido

pary
‘_7—“ -m“” "l

[ Reparagéio do DNA ||
| |

Danos no DNA |4

!

03
\ [ Clivagem da Caspase 3 |t /
N
~
(nrae]t g

) |em®
—avorrose_t

Figura 9- Mecanismos pelos quais a combinagdo terapéutica de CI-994 e etoposido estimulam a apoptose.
HDACI: histona desacetilase 1. Adaptado de (50).

Na modalidade de terapia combinada, importa destacar que os efeitos obtidos ndo sdo
apenas dependentes dos farmacos utilizados mas também de outros fatores,
nomeadamente, a razdo molar dos mesmos e o regime de administracdo (simultinea ou
sequencial). As evidéncias tém vindo a demonstrar que uma administragdo sequencial

resulta em melhores efeitos no combate ao cancro. (23)

4.2 Inibidores de Topoisomerases II com multiplos alvos terap€uticos

Na tltima década, o uso das terapias combinadas foi perdendo espaco face ao design e
desenvolvimento de fairmacos com multiplos alvos terapéuticos. Esta abordagem traz
vantagens que passam por uma farmacocinética mais previsivel e menores riscos de

interacdes medicamentosas. (23)
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A selegdo de alvos para o design e desenvolvimento de fArmacos com multiplos alvos
terapéuticos baseia-se essencialmente em dados clinicos (obtidos através da
administracdo de terapéuticas de combinacdo), em dados de triagem fenotipica de
combinag¢do de farmacos e/ou em abordagens in silico. A estratégia de firmacos multialvo
ndo ¢ somente aplicada na terapéutica antineoplasica, pelo contrario, a sua utilizagdo tem
vindo a ser explorada com vista ao tratamento de outras patologias. Um dos exemplos
mais bem-sucedidos da aplicacdo desta abordagem terapéutica conduziu ao aripiprazol,

um antipsicotico atipico. (23)

Existem duas estratégias principais de design composicao e “montagem” de farmacos que

atuam em multiplos alvos, nomeadamente:

e Reacdes de acoplamento: permitem a introduc¢ao de grupos entre duas entidades
farmacolodgicas de alvo tnico, podendo resultar em perfis farmacocinéticos

desfavoraveis e com baixa eficiéncia;

e Sobreposi¢do de farmacoforos: embora possa ser um processo mais complicado
do ponto de vista do design molecular e sintético, apresenta geralmente resultados
mais aprimorados. Esta sobreposi¢do apenas ¢ aplicavel, no caso da TOPO II,
quando os alvos terapéuticos possuem semelhancgas estruturais e/ou funcionais

com a enzima em questdo, destacando os mencionados na Figura 8. (23)

Como referido, as TOPO I e II funcionam sinergicamente, garantindo entre si um
mecanismo de compensacdo, o que faz com que a diminui¢do dos niveis de uma das
TOPO nas células leve a um aumento dos niveis da outra. Logo, inibidores com alvo
duplo, que inibam TOPO I e TOPO II permitem atrasar o aparecimento de resisténcias e
produzir a atividade antineoplésica desejada. Estudos realizados mostram que inibidores
duplos de TOPO apresentam menor toxicidade e melhor atividade in vitro,

comparativamente com a terapia combinada. (23,51)

Os inibidores duplos de TOPO I e II podem ser divididos em trés grupos: intercalantes,

conjugados e ndo intercalantes. (23)
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4.2.1 Intercalantes

A semelhanga dos venenos de TOPO II intercalantes do ADN, os inibidores duplos
intercalantes de TOPO I e II também apresentam a capacidade de intercalar entre os pares
de bases da cadeia dupla de ADN. Sao moléculas aromaticas com estrutura policiclica

planar e representam, atualmente, o maior grupo de inibidores de TOPO I e II. (23)

Neste grupo destacam-se as indenoquinolinas, pela sua elevada capacidade como
inibidores das TOPO I e I1, sendo também consideradas venenos do ADN. (23) Na Figura

10, encontra-se representada a estrutura quimica do composto parente, a indenoquinolina.

Indenoquinolina

Figura 10- Estrutura quimica da indenoquinolina.

Software ChemSketch ®

Ap0s a descoberta das indenoquinolinas e das suas propriedades antineoplasicas, foram
desenvolvidos andlogos com caracteristicas compartilhadas com alguns inibidores de

TOPO I e II de referéncia, com o objetivo de aumentar a citototoxicidade. (52)

Alguns analogos das indenoquinolinas, que possuem um grupo carboxamida, revelaram
propriedades farmacoldgicas interessantes. Na sequéncia de estudos de relagdo estrutura-
atividade constatou-se que a introducdo de determinados substituintes lipofilicos, como
grupos metilo, conduz a andlogos com maior atividade de inibi¢do de TOPO I e II. As

estruturas encontram-se representadas na Figura 11. (52,53)
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Analogo da indenoquinolina

Figura 11- Estrutura de andlogos da indenoquinolina com um grupo carboxamida.

Software ChemSketch ®

4.2.2 Conjugados

O desenho de conjugados ¢ especialmente Util quando se pretende conjugar grupos
farmacoforicos de farmacos que apresentam pouca semelhanca entre si. A principal

desvantagem desta abordagem ¢ o aumento do peso molecular. (23)

Um exemplo de um fiarmaco conjugado, cujo desenvolvimento acabou por ser
interrompido devido a sua baixa poténcia, resultou do acoplamento da camptotecina
(inibidor da TOPO I) e da podofilotoxina (inibidor da TOPO II), representado na Figura
12.(23)

—0

Camptotecina Podofilotoxina Conjugado resultante

Figura 12- Estrutura quimica da camptotecina, da podofilotoxina e do conjugado

Software ChemSketch ®.
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Para melhor compreender a estratégia subjacente a preparagdo do conjugado a que se
refere a Figura 12, ¢ importante relembrar os mecanismos de acdo dos fadrmacos
envolvidos. A camptotecina inibe a TOPO I, bloqueando a religagdo do ADN com
consequente acumulacdo do complexo intermédio na reagdo. (54) Por sua vez, a
podofilotoxina ¢ um precursor de venenos de TOPO II ndo intercalantes do ADN cujo

mecanismo de acdo se baseia sobretudo na estabilizagdo do complexo intermédio. (55)

Relativamente a outros conjugados desenvolvidos neste ambito, a combinag¢do da
doxorrubicina e da camptotecina demonstrou ter uma atividade anticancerigena muito
promissora, no entanto, este aspeto apenas era verificado para algumas razdes molares
entre os dois farmacos. Devido as diferentes farmacocinéticas apresentadas torna-se

dificil atingir as concentragdes ideais, in vivo, para a atividade sinérgica desejada. (23)

4.2.3 Nao intercalantes

Os farmacos inibidores de TOPO I e II ndo intercalantes ndo apresentam capacidade para
se posicionarem entre os pares de bases do ADN. As moléculas desta classe que foram
desenvolvidas basearam-se numa otimizagao estrutural que partiu de inibidores seletivos
de TOPO I e TOPO II utilizados separadamente, originando posteriormente farmacos
com uma atividade inibitdria dupla de TOPO I e II. Os principais exemplos desta classe

sdo o taflupdsido e o elomotecano, cujas estruturas estdo representadas na Figura 13.

Taflupésido Elomotecano

Figura 13- Representagdo das estruturas do tafluposido e do elomotecano.

Software ChemSketch ®
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O taflupdsido ¢ um inibidor catalitico com atividade tanto para TOPO I como para TOPO
II. Este composto mostrou sempre uma citotoxicidade significativa contra células
derivadas de tumores hematologicos, tendo a sua excelente atividade citotdxica sido
atribuida a indug@o de apoptose mediada por mitocondrias. Também ¢ de salientar que o
farmaco apresentou uma atividade sinérgica importante quando combinado com a
cisplatina, no tratamento do cancro do ovario. Em termos de toxicidade, a exposi¢do ao

farmaco conduziu a hepatotoxicidade, sendo esta de curto prazo e reversivel. (23,56,57)

O elomotecano ¢ um analogo sintético da camptotecina que apresenta atividade inibitdria
sobre a TOPO I, apresentando também atividade sobre a TOPO II por inibic¢ao catalitica.
Estudos mostraram que este composto apresenta maior atividade citotoxica que o
irinotecano, o que se justifica pela atividade inibitoria concomitante em TOPO II. O

elomotecano apresenta perfis farmacocinéticos e toxicoldgicos aceitaveis. (23,58,59)

Apesar dos dados iniciais promissores, a falta de informagdes atualizadas, baseadas em
estudos mais aprofundados, levou a que o desenvolvimento clinico de ambos os farmacos

mencionados fosse interrompido. (23)

De um modo geral, os inibidores com atividade para TOPO I e II sdo agentes citotoxicos
promissores, com menor suscetibilidade a resisténcias. No entanto, ainda nenhum
candidato desta classe foi aprovado para aplicagdo clinica, pelo que o estudo e

desenvolvimento destes farmacos continua a ser essencial. (60)

Mais recentemente, em 2021, realizou-se um estudo sobre a a¢do anticancerigena de um
inibidor duplo como agente antiproliferativo no tratamento do cancro da mama. Trata-se
da oxocrebanina, que exibe a capacidade de intercalar entre os pares de bases do ADN e

cuja estrutura se encontra representada na Figura 14. (60)

O
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Oxocrebanina
Figura 14- Representagdo da estrutura quimica da oxocrebanina.

Software ChemSketch ®
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O estudo realizado indicou que o farmaco regula os niveis de TOPO I e II e também os
niveis de outras proteinas relacionadas com danos no ADN. A capacidade demonstrada
pela oxocrebanina em superar os mecanismos de proliferacdo das células cancerigenas

suscita interesse no ambito do desenvolvimento de novos farmacos antineoplésicos. (60)

4.3 Outras estratégias para melhorar a inibi¢do das Topoisomerases 11

Algumas moléculas organicas de baixo peso molecular estdo a ser investigadas como
modeladores enzimaticos, surgindo como uma fonte plausivel para futuros
medicamentos. As enzimas TOPO II sdo alvo preferencial no desenvolvimento destas
moléculas, que irdo influenciar as interagdes enzima-substrato e/ou bloquear a formagao

de complexos intermédios, inibindo (ou eliminando) a atividade enzimatica. (61)

No caso concreto das TOPO II, estas enzimas tém como substrato o ADN, pelo que o uso
de modeladores enzimaticos permitira interromper o processo de replicacdo do ADN e as
vias de sinalizagdo, causando danos celulares e, consequentemente, a morte celular por
apoptose. (61) Por exemplo, foram realizados estudos in vitro com nanoparticulas de
ouro, que apresentam uma ligagdo sequencial e servem como potenciais inibidores
enzimaticos para a TOPO II. (61) As nanoparticulas de ouro sdo simples de preparar e o
seu tamanho ¢ facilmente modificavel, permitindo ajustar a cinética da molécula,

aumentar a sua semi-vida e a sua biocompatibilidade. (62)
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5 Conclusodes

As neoplasias apresentam um crescimento anormal e descontrolado de células, com
altera¢des no processo de renovacdo celular, resultando na formagdo de um tumor que
pode ser benigno ou maligno. A principal diferenga entre ambos reside na capacidade de

os tumores malignos invadirem outros 6rgaos, formando metastases.

O cancro ¢ um problema de saude publica. Sdo registados anualmente milhdes de novos
casos e de mortes por cancro. As principais formas de tratamento do cancro sdo a cirurgia,
a radioterapia, a terapia hormonal, a imunoterapia e a quimioterapia. A quimioterapia
corresponde a utilizagdo de medicamentos citotdxicos, que geralmente causam a apoptose
das células através de mecanismos distintos, como a interferéncia direta com o ADN ou

a interferéncia com proteinas essenciais para o processo de divisdo celular.

Nesta dissertacdo foi dada especial relevancia aos inibidores de topoisomerases,
nomeadamente das TOPO II. Para racionalizar a a¢do dos inibidores de TOPO II ¢
importante compreender o papel das enzimas TOPO na proliferagdo celular. As
topoisomesares de ADN sdo enzimas nucleares ubiquas envolvidas na regulagdo do
estado topoldgico do ADN. Nos eucariotas, podem surgir as duas classes de TOPO,

TOPO I e TOPO II.

As TOPO 1I sdo proteinas homodiméricas que necessitam da presenga de ATP e Mg?*
para a sua atividade catalitica. Do ponto de vista estrutural sdo constituidas por um

dominio N-terminal, um central e um C-terminal.

As TOPO II ligam-se a cadeia dupla de ADN, criando uma incisdo de nucleétidos que
provoca a quebra da cadeia dupla, de forma reversivel e transitoria. E através da lacuna
criada que ¢ possivel a passagem de uma outra cadeia dupla de ADN, sendo o processo
novamente revertido através da religacdo das extremidades de ADN com consequente

libertagdo da TOPO II.

Estas enzimas existem em niveis muito elevados nas células cancerigenas, pelo que os
inibidores das TOPO 1II encontram-se entre os medicamentos anticancerigenos mais
amplamente prescritos, podendo estes ser divididos em duas classes, os venenos de

topoisomerases € os inibidores cataliticos.
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Os venenos de topoisomerases atuam aumentando a atividade da enzima, o que resulta
ou no aumento da cisdo das cadeias duplas ou na inibi¢ao do processo de religagdo. Estes
venenos podem subdividir-se em agentes intercalantes e agentes ndo intercalantes, de

acordo com a sua capacidade de se inserirem entre os pares de bases do ADN.

Por sua vez, os inibidores cataliticos, também denominados de supressores de TOPO 11,
podem atuar impedido a clivagem do ADN, inibindo a hidrélise do ATP ou bloqueando
o local de ligagdo da TOPO II ao ATP.

Apesar dos bons resultados observados durante décadas, o desenvolvimento de
resisténcias tem levado a uma diminuicdo da eficacia clinica dos inibidores de TOPO II
disponiveis para uso clinico. A selegdo para resisténcias a estes farmacos envolve
geralmente uma regulacdo negativa da enzima alvo e uma regulacdo positiva
compensatoria de outra enzima TOPO. Por conseguinte, desenvolveram-se estratégias
para contornar as resisténcias aos fdrmacos: a utilizacdo de terapéuticas combinadas, o
desenvolvimento de farmacos com duplo alvo terapéutico, TOPO 1 e 11, e a utilizacdo de

modeladores enzimaticos.

A terapia combinada envolve a utiliza¢ao de dois ou mais fAirmacos, de forma a interferir
com diversas vias cataliticas. Esta modalidade terapéutica permite um controlo da
toxicidade e propicia um efeito sinérgico e/ou aditivo, sendo assim necessaria uma dose

individual mais reduzida de cada um dos agentes.

Os inibidores de multiplo alvo foram desenvolvidos para alvos estrutural ou
funcionalmente semelhantes entre si, como ¢ o caso da TOPO I e TOPO II. Inibidores
duplos para TOPO 1 e II apresentam melhor atividade e menor toxicidade, quando
comparados com a terapia combinada. Nenhum inibidor de TOPO I e II foi aprovado para
aplicagdo clinica, pelo que o desenho e desenvolvimento destes fArmacos continua a ser

essencial e a suscitar interesse na comunidade cientifica.

A utilizagdo de modeladores enzimaticos, como moléculas organicas de baixo peso
molecular, no caso concreto das TOPO 1I, visa a interrup¢ao do processo de replicagdo

do ADN e das vias de sinalizacdo, causando morte celular por apoptose.
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