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Resumo: O &cido desoxirribonucleico (DNA) é uma molécula responsavel por possuir em sua
estrutura a informacgdo genética necessaria para especificar todos 0s processos que tornam 0 organismo
funcional. No decorrer da maior parte dos processos onde é fundamental o acesso as informagoes
contidas nas hélices de DNA, faz-se imprescindivel a separacao das fitas e, devido a forma de dupla
hélice compactada, ocasionara-se uma supertorcao das fitas de DNA, o que pode acarretar a quebra
das mesmas. As DNA topoisomerases sd80 as enzimas responsaveis por evitar as supertorgdes e
possibilitar a execucdo desses processos celulares sem danos a fita de DNA. Nesse sentido, esse artigo
trata-se de uma revisao sistematica atraves do levantamento bibliografico geral por meio de pesquisas
em bases de dados eletronicas tais como Science Direct, Periodicos CAPES, SciELO, LILACS e
Google Académico, optando-se por publicagdes com os idiomas inglés e portugués, sendo esses
publicados entre janeiro de 2000 até a atualidade. Como resultados foram abordados mais
profundamente as enzimas DNA topoisomerases, suas classificacbes e sua relevancia como alvo
farmacoldgico. Essas séo classificadas de acordo com o seu mecanismo de agdo em topoisomerases | e
Il onde, a partir dessas, surgem as subfamilias que apresentam ndo apenas 0 mecanismo de agao
diferente, como também as caracteristicas das enzimas e as espécies que as possuem. Sendo assim,
estando presente nas mais variadas espécies, estas enzimas sdo reconhecidas como um potencial alvo
farmacoldgico, principalmente para terapia antitumoral e antibacteriana, pois sdo capazes de
interromper a replicagdo de células cancerigenas e sdo capazes de cessar a proliferacdo das bactérias.
Palavras-chave: Topoisomerase, DNA, antitumoral, antibacteriano.

1 INTRODUCAO

O é&cido desoxirribonucleico (DNA) compreende o material genético de todos o0s
organismos celulares, sendo esse o responsavel por conter em sua estrutura a informacao
genética necessaria para especificar a realizacdo de todos 0s processos que tornam o
organismo funcional (NUSSBAUM et al., 2016).

Esse organiza-se anatomicamente como uma fita de dupla hélice unida por histonas, o
que torna a fita compacta em forma de nucleossomos. Embora essa organizacdo seja
vantajosa, no que diz respeito ao armazenamento eficiente e seguro do material genético,

tendo em vista que possibilita o armazenamento da
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fita de grandes dimensdes dentro do nucleo e que evita consideravelmente as alteraces das
bases nitrogenadas por ataques fisicos e quimicos, essa configuracdo pode apresentar-se como
um problema de ordem topoldgica (JORGE, 2012).

Durante a maioria dos processos onde € necessario 0 acesso as informacdes contidas
nas hélices de DNA faz-se imprescindivel a separacdo das fitas, seja temporéria, como na
transcricdo ou recombinagdo, ou permanentemente, como na replicacdo. Ao realizar essa
separacdo, havera a formacédo de supertor¢des na molécula de DNA que podem induzir a um
superenrolamento ou uma superhelicoidizagéo, levando, consequentemente, a quebra das fitas
de DNA (CHAMPOUX, 2001; JORGE, 2012).

As enzimas responsaveis por diminuir a tensdo gerada pelas supertorcdes sao
denominadas DNA topoisomerases. Essas possuem grande importancia fisioldgica, sendo
necessarias durante os processos de replicacao, transcricdo, recombinacdo e remodelacdo da
cromatina. Devido a sua relevancia notavel, essas tem sido alvos para diversos farmacos com
funcdo antibidtica e antitumoral (ALMEIDA, 2016).

Sendo assim, tendo em vista seu papel fundamental nos processos a nivel celular, esse
artigo visa uma revisdo sistematica através do levantamento bibliografico geral sobre as
enzimas DNA topoisomerases, suas classificacfes e seu papel como alvo para novos

farmacos.

2 METODOLOGIA

Esse artigo trata-se de uma revisdo sistematica, sendo esse considerado um estudo
secundario que possui os estudos primarios como fonte de dados (GOMES; CAMINHA,
2014).

Para realizacdo da seguinte revisao literaria, adotou-se a medida de pesquisa sobre
artigos, dissertacOes e teses com temas relacionados. As bases de dados eletronicas utilizadas
foram o Science Direct, Portal de Periodicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
do Nivel Superior (CAPES), Scientific Electronic Library Online (SciELO), Literatura

Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) e Google Académico.

As pesquisas foram realizadas entre o periodo de 20 de margo a 10 de abril de 2017,
utilizando para busca as seguintes palavras chave: “Topoisomerase”, “Supercoiling”,
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“Gyrase”, “Topoisomerase poisons”, “Anticancer activity”, “Antibacterial activity”,

o«

“Quinolones”, “Camptothecin”.

Foram avaliados e selecionados aqueles que se encaixaram melhor na linha de
pesquisa e a dada preferéncia as publicacbes com os idiomas inglés e portugués, publicados

durante o periodo de janeiro de 2000 até a atualidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

As DNA topoisomerases sdo enzimas responsaveis pela resolucdo das dificuldades
geradas durante processos que requerem o desenrolamento das fitas de DNA, ao induzirem

uma quebra transitoria nessa cadeia.

Uma caracteristica comum a essas enzimas € a sua atividade catalitica que consiste no
ataque nucleofilico a ligacdo fosfodiéster existente entre os nucleotideos de uma fita de DNA
por meio de um residuo catalitico tirosil, resultando numa ligacdo covalente entre o fosfato e a
tirosina (POMMIER, 2009).

Essas enzimas tém chamado atencdo devido as suas propriedades biofisicas, tendo em
vista que sdo capazes de manipular as fitas de DNA com grande velocidade e grande
fidelidade, com energia provinda, dependendo do tipo da enzima, do superenrolamento do
DNA ou da hidrélise do ATP. Dessa forma, essas enzimas sdo modelo para estudos de
reacOes enzimaticas complexas, alosteria e movimento mecanico de maquinas moleculares
(CORBETT; BERGER, 2004).

Tais enzimas sdo diferenciadas e classificadas de acordo com 0 seu mecanismo de
acdo em duas classes: topoisomerases |, que induzem a quebra de apenas uma fita;

topoisomerases Il, que promovem a quebra das duas fitas de DNA (POMMIER et al., 2010).
3.1 Topoisomerase |

A funcédo chave dessa enzima do tipo | é no relaxamento do DNA supertorcido, atuando
principalmente nas regifes transcritas da cromatina em associagdo com complexos

replicacionais e transcricionais (JORGE, 2012).

As topoisomerases, além de serem classificadas em | e I, também sdo divididas em

subfamilias de acordo com seu mecanismo de acédo, sequéncia de aminoacidos e similaridades
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estruturais. As enzimas do tipo | sdo subdivididas em IA, IB e IC (TEREKHOVA et al.,
2012).

A subfamilia 1A é constituida pelas topoisomerases | e Il de Escherichia coli,
topoisomerases Il de eucariotos e girase reversa encontrada em arqueobactérias
hipertermofilas. As enzimas do tipo IA de E. coli foram as primeiras topoisomerases a serem
descobertas, sendo essas inicialmente chamadas de “proteinas ®”, devido a sua purificagdo
por ultracentrifugacdo que utiliza ® como parametro de velocidade angular (JORGE, 2012,
POMMIER et al., 2010).

As topoisomerases IA requerem fons de metal divalentes (Mg*? e Zn*?) para realizagio da
atividade catalitica e ataque covalente ao fosfato da extremidade 5’ da fita de DNA, agindo ao
promover a quebra em apenas uma fita de DNA, seguida da passagem da fita intacta pela
quebra. Essas enzimas possuem um peso molecular de cerca de 67kDa, forma toroidal, sendo
seu nucleo constituido de quatro dominios que formam uma cavidade com carga positiva,
onde o sitio ativo se encontra na intersecdo de dois dominios que podem se separar para
formar uma abertura que permite que o DNA possa entrar e sair do orificio central. Essas
podem relaxar negativamente, mas ndo positivamente, 0 DNA superenrolado, podem
catenar/decatenar e formar nos e desfazé-los nos anéis de DNA (DEWEESE et al., 2008;
TEREKHOVA et al., 2012; BAKER et al., 2008).

A subfamilia IB é constituida pelas topoisomerases | de eucariotos, as topoisomerases
poxvirus (enzima da vaccinia) e enzimas homologas encontradas em certas bactérias. Os
membros dessa subfamilia ndo compartilham homologia estrutural ou sequencial com outras
topoisomerases, sendo funcionalmente distintas dos membros da subfamilia do tipo IA. Sendo
assim, essas ndo realizam uma reagdo metal dependente e atacam covalentemente o fosfato da
extremidade 3°, agindo também ao promover a quebra em apenas uma fita de DNA, porém
controlando a rotacdo da hélice ao redor da quebra. Outra diferenca entre essas duas
subfamilias, ¢ que as enzimas IB podem relaxar tanto positiva quanto negativamente 0s
superenrolamentos do DNA, sendo o relaxamento é completo (DEWEESE et al., 2008;
JORGE, 2012; CHAMPOUX, 2001).

As topoisomerases da subfamilia IB de eucariotos sdo grandes, com um peso molecular de
cerca de 90kDa, enquanto que as enzimas de virus e bactérias se apresentam menores, com
peso molecular de aproximadamente 36 kDa. Todos os tipos de enzimas IB possuem
caracteristicas estruturais e funcionais em comum,
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dentre essas encontra-se os residuos de aminoacidos que formam o sitio ativo (Tyr, Arg, Arg,
Lys e His/Asn) e a arquitetura ao redor do sitio ativo (BAKER et al. 2008).

Os niveis das enzimas IB, que corresponde a topoisomerases | humana, sdo altos em todas
as celulas, especialmente em tecidos em proliferacdo e células cancerigenas, sendo essas
necessarias para o desenvolvimento apropriado dessas células. A Ultima topoisomerase
descoberta em humanos € do tipo IB, chamada Toplmt, que é codificada no genoma nuclear,
mas operada na mitocondria (DEWEESE et al., 2008; POMMIER et al., 2010).

A subfamilia IC é constituida pela topoisomerase V de Methanopyrus kandleri,
anteriormente classificada como da subfamilia IB. Essa apresenta 0 mesmo mecanismo de
acao das enzimas IB, entretanto, ndo apresenta nenhuma similaridade estrutural ou sequencial
com as demais enzimas de outras subfamilias. A topoisomerase V é uma enzima grande,
possui um peso molecular maior que 100kDa e é capaz de ndo apenas relaxar o DNA
igualmente as outras topoisomerases, mas também esta envolvida no reparo do DNA
(BAKER et al., 2008).

3.2 Topoisomerase 11

As enzimas topoisomerase Il sdo, assim como as topoisomerase |, importantes para
resolucdo de problemas topolégicos associados com a replicagdo, desempenhando também
um papel importante na estruturacdo e condensacdo dos cromossomos, assim como sua

separacdo durante a divisdo celular (JORGE, 2012).

Exemplares de constituintes dessa classe de enzimas sdo: topoisomerase Il de eucariotos;
topoisomerase Il viral, topoisomerase VI de Archaea; DNA girase de bacteriana;
topoisomerase IV de bactérias, entre outros. Eucariotos mais inferiores e invertebrados
codificam apenas um tipo de topoisomerase Il, enquanto que os vertebrados codificam duas
1soformas dessa enzima, a topoisomerase Ila e a IIf. Essas diferem devido a suas massas
moleculares (170 e 180kDa, respectivamente) e sdo codificadas por genes separados, embora
apresentem cerca de 70% de similaridade em suas sequencias de aminoacidos. Além das
diferengas estruturais, essas duas isoformas também apresentam diferencas no que diz
respeito as suas funcgdes celulares e aos seus padrdes de expressdo. As enzimas lla
apresentam-se indispensaveis para sobrevivéncia das células em proliferacdo, seus niveis
aumentam significativamente durante o periodo de crescimento celular e sdo requeridas para

segregagdo dos cromossomos. As enzimas IIf sdo dispensaveis a nivel celular, mas
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aparentemente sdo necessarias para o desenvolvimento neural apropriado. Além disso, outra
diferenca é que in vitro as enzimas Ila s3o capazes de relaxar o DNA superenrolado
positivamente cerca de 10 vezes mais rapido do que aqueles superenrolados negativamente,
enquanto que as enzimas IIf ndo apresentam a capacidade de distinguir a geometria dos
superenrolamentos do DNA durante o relaxamento (FONTERRE et al., 2007; DEWEESE;
OSHEROFF, 2009).

Todas as topoisomerases do tipo Il apresentam as caracteristicas de se ligar e clivar ambas
as fitas de DNA, envolvendo esse processo a ligagcdo covalente de cada subunidade da enzima
a extremidade 5’ do DNA, formando uma ligacao de fosfotirosina. A reagdo requer a presenca
de Mg*?2, bem como a hidrolise de ATP, que é necessaria para 0 giro enzimatico e rapida
cinética, exceto no ciclo de relaxamento ou decatenacdo/catenacdo, que podem acontecem na
presenca de um analégo do ATP n&o hidrolisavel, o ADPNP (CHAMPOUX, 2001).

A perda de uma topoisomerase Il em leveduras ndo ir& causar um bloqueio dos processos
celulares, tais como replicacdo ou transcricdo do DNA, entretanto ambos serdo intensamente
inibidos (JORGE, 2012).

3.3 Topoisomerases como alvo para terapia antitumoral e antibacteriana

Embora sejam enzimas de papel fisioldgico fundamental, as topoisomerases sdo alvos

importantes para terapia antitumoral e antibacteriana.

Os farmacos direcionados a topoisomerase, também chamados de inibidores de
topoisomerase, podem ser classificados em dois grupos de acordo com 0 seu mecanismo de

acao, sendo eles os

OSHEROFF, 2009).

‘venenos de topoisomerase” e os inibidores cataliticos (DEWEESE;

Os “venenos de topoisomerase”, diferentemente dos demais farmacos direcionados para
proteinas que agem capturando-as, irdo agir aumentando a atividade da enzima ao formar uma
ligacdo covalente entre essa e 0 DNA, havendo assim um aumento nas quebras da molécula, o
que formard intermediarios prejudiciais ao metabolismo celular, induzindo eventos
mutagénicos e letais. Esses podem agir de duas formas ndo necessariamente exclusivas, na
qual alguns compostos agem inibindo a atividade da enzima em religar a fita de DNA clivada
e outros agem aumentando os niveis de cisdo. Além disso, os “venenos de topoisomerase”
podem ser divididos como intercalantes ou ndo intercalantes de DNA, sendo o0s intercalantes
capazes de se sobrepor entre as bases da cadeia
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nucleotidica, alterando a geometria requerida para religacdo das fitas de DNA e,
consequentemente, aumentando o tempo do complexo enzima-DNA causado pelo “veneno de
topoisomerases” (DEWEESE et al., 2009; DEWEESE; OSHEROFF, 2009; JORGE, 2012;
NITISS, 2009).

Os inibidores cataliticos, diferentemente dos “venenos de topoisomerases” que aumentam
a atividade da enzima, irdo impedir a atividade da mesma evitando a formacdo do complexo
enzima-DNA, seja pela inibicdo da ligacdo da enzima com o DNA ou por impedir que a
topoisomerase clive o DNA (JORGE, 2012).

3.3.1 Terapia antitumoral

O céncer é considerado como a principal causa de mortalidade no Brasil e no mundo,
caracterizando-se como um desvio nos mecanismos que controlam e dirigem a proliferacdo
celular que ocasiona o crescimento desordenado das células. Diversas estratégias de uso
racional de medicamentos tém surgido para o tratamento do céancer, tais como vacinacao,
terapia génica, imunoterapia e identificacdo de novos alvos. Apesar disso, 0 tratamento
quimioterapico continua como primeira linha de tratamento, encaixando-se nesse grupo 0s
inibidores de topoisomerase (GOUVEIA; MOURA, 2016; GUERRANT et al., 2012).

A selecdo desses farmacos as células cancerigenas ocorre devido a trés fatores: as
células cancerigenas possuem uma maior concentracdo de topoisomerases | (mais incidentes
em linhagens celulares de cancer de colo) e Ila (mais incidentes em linhagens celulares de
cancer de mama e de ovario), o que implica num maior aporte de enzimas para serem atacadas
pelos “venenos de topoisomerases”; para manter o crescimento, as células cancerigenas
replicam rapidamente, o que favorece a conversdao da clivagem causada pela topoisomerase
em uma clivagem permanente, tornando as células cancerigenas mais sensiveis aos farmacos;
diferentemente das células normais, as células cancerigenas tem checkpoints defeituosos, o

que também as tornam mais sensiveis aos efeitos dos ‘“venenos de topoisomerases”

(DEWEESE et al., 2009; MOURA, 2009).

Um conhecido inibidor da topoisomerase | é o alcaloide 4-etil-4-hidroxi-1,12-diidro-
4H-2-oxa-6,12a-diaza-dibenzo[b,h]-fluoreno-3,13-diona chamado de camptotecina (Figura 1),
isolado da casca da arvore Camptotheca acuminata. O composto em si, apesar do seu efeito
antitumoral, esse apresenta-se clinicamente inviavel devido ao seu comportamento sob
condicdes fisioldgicas, tendo em vista que esse torna-
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se inativo dentro de minutos no pH fisioldgico devido a abertura do seu anel lactonico e aos
carboxilatos da molécula da camptotecina que ligam-se rapidamente a albumina do soro
humano, tornando-a inacessivel para captacdo celular (POMMIER et al., 2010; POMMIER,
2009).

Figura 1 — Molécula da camptotecina

Atualmente trés derivados hidrossollveis da comptotecina sdo aprovados para uso
clinico, o topotecan, irinotecan e o belotecan (Figura 2), sendo esse ultimo aprovado apenas
na Coréia do Sul. As modificacdes moleculares permitiram a obtencdo de um anel lacténico
mais estavel sob condigdes fisiologicas e diminuiu a afinidade do farmaco pela albumina
(POMMIER et al., 2010).
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Figura 2 — Derivados da camptotecina

Os “venenos de topoisomerases” II representam hoje um grupo de farmacos
antitumorais largamente prescritos, esses incluem diversas familias de origem sintética ou
natural, tais como antraciclinas, epipodofillotoxinas, flavonoides e derivados da acridina,
sendo alguns desses também intercalantes de DNA, como as antraciclinas e os derivados da
acridina. Atualmente seis farmacos sdo aprovados para uso nos Estados Unidos, entre eles a
etoposideo e a doxorrubicina (e seus derivados) (Figura 3) que sdo utilizados para uma
variedade de cénceres sisttmicos e tumores solidos, como leucemias, linfomas, sarcomas,
cancer de mama, cancer no pulmdo, neuroblastoma e células malignas germinativas
(PENDLETON et al., 2014; MOURA, 2009).
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Figura 3 — Antitumorais que atuam na topoisomerase |1

3.3.2 Terapia antibacteriana

As topoisomerases alvos para terapia antibacteriana sdo, em sua maioria, as
topoisomerases |lI, que se apresentam como opg¢des Vidveis por serem essenciais para
replicacéo e diviséo celular bacteriana. O acumulo de quebras nas fitas de DNA causados pelo
efeito medicamentoso apresentam efeito bactericida. Utilizando-se essas enzimas como alvo
ndo havera efeito tdxico ao hospedeiro pois o antibacteriano tera um nivel de
especificidade/seletividade pelas enzimas procariéticas pelo menos trés vezes maior do que
por enzimas eucariéticas. Devido a grande homologia entre a DNA girase e a topoisomerase

IV, o antibacteriano sera capaz de inibir ambas as enzimas (POMMIER et al., 2010).

As quinolonas, drogas que atacam as topoisomerases IV e as DNA girase, sdo farmacos de
origem sintética baseadas no esqueleto 4-oxo-1,4-dihidroquinona. A primeira quinolona foi
descoberta como uma impureza na fabricacdo quimica de um lote do agente antimalarico
cloroguina. Atualmente, essas representam uma classe extremamente bem sucedida de
antibacterianos, apresentando uma melhor atividade e alcance do que qualquer outro
antibacteriano administrado por via oral (ANDERSON; OSHEROFF, 2001; POMMIER et
al., 2010; MITSCHER, 2005).

A primeira geracdo, formada por farmacos tais como o &cido nalidixico e o &cido
oxolinico (Figura 4), foram introduzidos na clinica em meados de 1960 para o tratamento de
infeccdo urinaria, apresentando esses um efeito bactericida contra bactérias gram-negativas.
Apesar do potencial dessa classe, os farmacos ndo demonstraram uma boa eficacia
(ANDERSON; OSHEROFF, 2001; MITSCHER, 2005).
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Figura 4 — Quinolonas de primeira geracao

No comeco de 1980, foi desenvolvido o primeiro composto que forma a segunda geracao
das quinolonas, a norfloxacino (Figura 5). Posteriormente, foram também introduzidos a essa
classe a ciprofloxacino e ofloxacino (Figura 5). Esses compostos diferem dos compostos de
primeira geracao pela adi¢do do fltor na posi¢édo C-6 e uma piperidina na posi¢do C-7, fatores
que aumentaram a poténcia da droga contra DNA girase e promoveram melhor absorcdo da
droga pelas células bacterianas. Sendo assim, esses apresentaram uma melhor atividade contra
bactérias gram-negativas, adquiriram atividade contra gram-positivas, maior seguranca e
melhor farmacocinética (MITSCHER, 2005; POMMIER et al., 2010).

HNI/\ ) ) “@ A CHy” @ D\)!H\CH;

Notflozacine Ciprofloxacino Oflozacino

Figura 5 — Quinolonas de segunda geragao

ApoOs essas, surgiu a terceira geracdo de quinolonas, essas mantem a maior parte do
esqueleto das quinolonas de segunda geracéo, apresentando substituicdes na posi¢do C-7 e C-
8, 0 que resultou num aumento da atividade contra bactérias gram-positivas e, na maioria dos
casos, maior especificidade para topoisomerases V. Exemplos de farmacos pertencentes a
essa geracdo é o levofloxacino, esparfloxacino e trovafloxacino (Figura 6) (POMMIER et al.,
2010; ANDERSON; OSHEROFF, 2001; DEWEESE et al., 2009).
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Figura 6 — Quinolonas de terceira geracéo
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4 CONCLUSAO

Esse artigo trouxe como foco as enzimas DNA topoisomerases, explanando seu papel
fisiolégico de grande importancia nas diversas espécies e em como seu excesso ou falta
podem ser fatais as células atingidas, sendo esses 0s mecanismos de acdo realizados pelos
farmacos. Sendo assim, visou-se demonstrar a importancia do melhor entendimento dessas
enzimas como alvo farmacologico, com a perspectiva de obtencdo de novos compostos para
os demais fins medicamentosos e para obtencdo de farmacos com uma maior seletividade e,

consequentemente, uma terapéutica mais eficaz e segura.
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