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Resumo

A enzima poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) representa um novo alvo importante na terapia-alvo do cancer. PARP-1
é essencial para o reparo de quebras no DNA via o reparo por excisdo de base. Inibidores da PARP-1 tém mostrado um
aumento nos efeitos citotoxicos das radiacdes ionizantes e das terapias quimioterapicas com os agentes de metilagdo e
topoisomerase |I. Neste momento, existem pelo menos cinco inibidores de PARP sendo testados em ensaios clinicos. Este
artigo apresenta uma visdo global dessa ferramenta na area de oncologia molecular e debate a real importancia dessa
descoberta no tratamento do cancer.
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Abstract

The enzyme poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) represents an important new target in cancer therapy target. PARP-1
is essential for the repair of breaks in DNA via the base excision repair. PARP-1 inhibitors have shown an increase in cytotoxic
effects of ionizing radiation and chemotherapy therapies with agents of methylation and topoisomerase I. There are currently
at least five PARP inhibitors being tested in clinical trials. This article presents an overview of this tool in molecular oncology

and debate the real significance of this discovery in cancer treatment.
Keywords: breast cancer - BRCA1 Gene - Triple-negative - inhibitors of PARP.

INTRODUCAO

O cancer de mama é o principal cancer que atinge a
populagcdo feminina no mundo. Um levantamento do
Instituto Nacional de Cancer (2009) mostra que sé em
2009 foram quase 50.000 novos casos em todo o Brasil.
No Brasil, a incidéncia desse cancer é bem heterogénea,
de acordo com a regido do Pais. O que vem sendo
observado em diversos estudos epidemioldgicos é que
o cancer de mama detectado hoje ndo ocorre,
majoritariamente, em mulheres pds-menopausa, e sim
em mulheres jovens abaixo de 35 anos. Essa incidéncia
elevada e precoce do cancer de mama é preocupante e
provavelmente se deve aos maus habitos da populagdo
do século 21 em conjunto com o carater genético.

O cancer de mama pode ser hereditario ou
esporadico, esse Ultimo representando cerca de 80% de
todos os casos de cancer de mama. Os genes BRCA1 e
BRCA2 (Breast Cancer 1 ou 2) estdo implicados na
formacdo do cancer de mama hereditario (MIKI et al.,
1994; WOOSTER et al., 1995). Os genes BRCA1 e BRCA2
sdo genes supressores tumorais e codificam proteinas
gue estdo envolvidas no reparo de quebras da molécula
do DNA. MutagBes encontradas nos genes BRCA1 e (ou)
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BRCA2 sdo conhecidas como a causa mais frequente da
predisposi¢cdo aos canceres hereditarios de mama e de
ovario. Dessa forma, individuos que herdam mutagdo
nesses genes apresentam maior chance de
desenvolvimento de neoplasias, porque necessitam de
menor numero de alteragGes somaticas para
transformacdo celular neoplasica. Como esses
individuos ja possuem mutacdo germinativa em um dos
alelos do gene, uma mutagdo ocorrida no outro alelo
selvagem inativa a proteina e, por isso, esses individuos
podem desenvolver o cancer. A segunda mutacdo,
ocorrida de maneira espontanea, esta relacionada a
mecanismos de erro espontdneos de regulagdo da
expressao gendmica, mas também devido a exposicdo
elevada a agentes cancerigenos.

Embora menos que 20% de todos os casos de cancer
de mama manifestem caracteristicas hereditarias,
estima-se que até 90% dos casos hereditdrios sdao
relacionados a mutagdes no gene BRCA1 (DE GREVE et
al., 2008). Existem diversos estudos no mundo sobre a
frequéncia de mutacdes no gene BRCA1l e seu
relacionamento com o desenvolvimento do cancer de
mama. Por exemplo, no Canadi, 0,1-0,8% da populagdo
é portadora de uma mutagdo germinal do gene BRCA1
(RISCH et al., 2006). Nos Estados Unidos, 13,2% das
mulheres da populac¢do geral vao desenvolver cancer
de mama, e 36 a 85% da populagdo sdo portadoras de
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uma mutagdo germinal no gene BRCA1 (MALONE et al.,
1998). Normalmente, a mutagdo no gene BRCA1 ndo esta
limitada a um determinado grupo étnico, mas existe
uma excec¢do, as mulheres judias Asquenazes,
portadoras de mutagdes BRCA1, as quais apresentam
um elevado risco de 5% a desenvolver cancer de mama
(LEVY-LAHAD et al., 1997). No Brasil, faltam estudos
caracterizando o percentual da populagdao portadora
de mutagBes no gene BRCAL1. Na literatura, sdo
encontrados poucos relatos e, em geral, estdo limitados
a estados das regides Sul e Sudeste do Brasil, como Rio
de Janeiro, S3o Paulo e Rio Grande do Sul (COSTA et al.,
2008; GOMES et al., 2007; PALMERO et al., 2007;
DUFLOTH, 2005; SANTOS et al., 2004; LOURENCO et al.,
2004; KOIFMAN, S.; KOIFMAN, R.J., 2001).

Para identificar a presenga de mutagdes
germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2, testes genéticos
sdo necessarios. Ha alguns anos se fala em
Aconselhamento Genético, um servigo que tem por
objetivo fornecer informagdes detalhadas sobre
determinada condi¢do que é ou pode ser genética, com
o intuito de prevenir ou detectar doengas de carater
genético de maneira precoce. Uma vez o risco detectado,
uma equipe multidisciplinar decide o tratamento a ser
aplicado no paciente, caso por caso. No caso do cancer
de mama, existe a possibilidade de cirurgias profilaticas
de grande impacto para o paciente, como a mastectomia
(retirada da mama uni ou bilateral), ou a ooforectomia
(retirada do ovario uni ou bilateral). A ooforectomia
profilatica reduz em até 50% a incidéncia do cancer de
mama e mais de 95% do cancer de ovario, quando
realizada na pré-menopausa. Esses atos cirurgicos sdo
traumatizantes para o paciente e, por esse motivo, a
equipe necessita de profissionais diversificados e
altamente qualificados. E importante ressaltar que a
decisdo final sempre cabera ao paciente, podendo o
médico somente expor as possibilidades. Atualmente,
todos os grandes centros de pesquisa e desenvolvimento
tecnoldgico internacionais preconizam a realizagdo do
Aconselhamento Genético como parte obrigatdria da
investigacdo de anormalidades dos genes BRCA1 e
BRCAZ2, relacionados ao desenvolvimento do cancer de
mama hereditario. No Brasil, esse servigo ainda é
escasso e estd limitado a populagdo das regides Sul e
Sudeste.

ESPECIFICIDADE NO TRATAMENTO DE PORTADORES DE
MUTACOES BRCA1 E BRCA2

Além de serem portadores de mutagGes germinativas
nos genes BRCA1 e BRCA2, mais de 90% dos pacientes
portadores dessas mutagdes sdo caracterizados como
“triplo-negativo”, ou seja, sdo deficientes em trés
receptores celulares: receptor de estrégeno (ER), receptor
de progesterona (PR) e receptor de fatores de
crescimento epidermal (HER2/Erb2). O triplo negativo é
um tumor especialmente dificil de tratar, e esses
pacientes ndo podem se beneficiar de tratamentos
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enddcrinos nem de remédios antitumorais adequados
a seu perfil genético e, por isso, costumam sofrer
recaidas adiantadas e ter poucas possibilidades de
sobrevivéncia. A prevengdo primaria dessa neoplasia
ainda ndo é totalmente possivel devido a variagao dos
fatores de risco e as caracteristicas genéticas que estao
envolvidas na sua etiologia. Essa caracteristica prova
a heterogenia que existe entre o cancer de mama
esporadico e o hereditario. Devido a essa heterogenia,
hoje se discute a existéncia de tratamentos distintos
para esses canceres.

Atualmente o grande desafio da terapia
anticancerigena é a especificidade de célula ou tecido,
ou seja, fazer com que o tratamento atinja
especificamente as células cancerigenas. Agentes que
causam danos ao DNA tém um papel importante nos
tratamentos anticancerigenos nao-cirurgicais. Para
combater os danos no DNA e, assim, permitir o bom
funcionamento celular e a replicagdo, as células
desenvolveram diversos mecanismos para detectar e
reparar as lesdes em seu genoma. O reparo do DNA é um
processo critico para garantir a formagdo de proteinas
integras no momento certo e na quantidade certa. A
balanca entre o dano no DNA e o reparo é que determina
o sucesso da terapia. Uma elevada capacidade de reparo
de DNA em células tumorais pode levar a resisténcia e
limitar a eficacia desses agentes. Por isso, o estudo do
reparo do DNA se tornou um aspecto muito importante
na terapia anticancer.

O desenvolvimento de terapias especificas para
pacientes portadores de mutagdes nos genes BRCAL e
BRCA2 ja é uma realidade. As terapias desenvolvidas
sdo baseadas em agentes capazes de provocar quebras
dupla fita no DNA, que serdo reparadas pela via de
recombina¢do homdloga, via na qual as proteinas BRCA1
e BRCA2 participam (MOYNAHAN et al., 1999).

PARP1 (POLY (ADP-RIBOSE) POLYMERASE-1)

PARP-1 é a mais abundante das proteinas da
superfamilia PARP constituida por 18 proteinas. PARP-1
é uma proteina nuclear importante na detecgdo de
lesGes presentes na fita do DNA e, assim, em manter a
integridade do genoma. PARP-1 catalisa a transferéncia
intracelular de unidades de ADP-ribose a partir da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD +) para as
proteinas nucleares, levando a formagdo de polimeros
ADP-ribose. Esse é um processo-chave no reparo dos
danos no DNA causados por agentes quimioterapicos e
também por radiacdo, e, portanto, a PARP-1 contribui
para a resisténcia que frequentemente se desenvolve
depois da terapia anticancer (PENNING et al., 2009).

Ou seja, PARP-1 atua nas vias de reparo de quebra
simples fita do DNA via o reparo por excisdo de base
(BOULTON; KYLE; DURKACZ, 1999). PARP-1 é uma enzima
multifuncional altamente conservada, e sua atividade
catalitica estimula até 500 vezes sua capacidade de se
ligar ao DNA através da modificagdo por ADPribosila-
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¢do. Quando ha danos no DNA, PARP-1 é rapidamente
recrutada e ADPribosilada; em seguida, essa proteina
ADPribosila outras proteinas que regulam a estrutura
da cromatina e o metabolismo celular. Dentre essas
proteinas, podemos citar as histonas, as proteinas HMG,
topoisomerase | e Il, DNA helicases, proteinas envolvidas
no reparo de quebras simples e no reparo por excisdao
de base (SCHREIBER et al., 2006). Além do seu
envolvimento no reparo de quebras simples fita do DNA,
ha estudos que demonstram a implicacdo de PARP na
via de reparo por recombinagdao homdloga, devido ao
fato de as células deficientes em PARP-1 possuirem uma
alta taxa de troca de cromatides homologas e formagao
espontanea de foci da proteina protagonista dessa via,
Rad51 (SCHULTZ et al., 2003).

TERAPIAS QUE UTILIZAM INIBIDORES DE PARP

H4 20 anos, o primeiro inibidor de PARP-1 foi
identificado, o 3-amino-benzamida (3-AB), através da
observagdo de que os grupos nicotinamida e 5-methyl-
nicotinamida competem com o NAD+, substrato de PARP
(PURNELL; WHISH, 1980). O 3-AB inibe a atividade
proteica em até 96%, embora isso requeira altas
concentracdes que chegam a ser toéxicas para células.

Num ensaio pré-clinico, inibidores de PARP-1
demonstraram aumentar os efeitos citotdxicos da
irradiagao ionizante e de agentes quimioterapéuticos
(CALABRESE et al., 2004).

No ano de 2005, dois grupos publicaram uma
descoberta para o tratamento de células deficientes nos
genes de propensdo ao cancer de mama e de ovario.
Eles mostraram que as células deficientes em BRCA1 e
BRCA2 sdo até 1.000 vezes mais sensiveis do que as
células-controle (que contém o gene selvagem) ao
inibidor de PARP (BRYANT et al., 2005; FARMER et al.,
2005). Esse resultado sugeria que inibidores da proteina
PARP-1 atacam especificamente células deficientes em
recombinagao homologa dependente de BRCA1 e BRCA2.
Ou seja, a inibicdo da PARP-1 causaria uma persisténcia
da lesdo, e isso seria prejudicial para as células, pois
as quebras simples fita do DNA, quando persistentes,
podem tornar-se quebra dupla fita apds replicacdo, ou
mesmo provocar o colapso da forquilha de replicagdo
(SAFFHILL; OCKEY, 1985; SCHULTZ et al., 2003). Com isso,
as células cancerigenas, que ja sdao deficientes em
recombinacdo homdloga dependente de BRCA1, ndo
poderdo reparar as quebras presentes no genoma; por
outro lado, as células proficientes em recombinagdo
homodloga poderdo reparar essas lesdes e serao, entdo,
vidveis (Figura 1).

Essa agdo conjunta de dois genes na morte celular
pode ser explicada pelo fendmeno de letalidade
sintética, que ocorre entre dois genes, e quando a perda
de uma fungdo de um gene (ou PARP ou BRCA) é
compativel com a viabilidade celular, mas a perda de
ambos (PARP e BRCA) é letal (HARTWELL, 1997).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da a¢do dos inibidores
de PARP-1 no DNA dos tumores.

/ T\

Células BRCA1-/-

Quebra simples fita do DNA
ndo reparada provoca

Células BRCAL +/

Quebra simples fita do DNA ndo
reparada provoca quebra dupla

1. Inibidor da PARP vai
inibir o reparo das
uebras no DNA

quebra dupla fita fita
2. As células deficientes
em BRCA1 ndo vio
reparar as quebras
dupla fita

Quebra no DNA >
Instabilidade genética>
morte celular

Quebra no DNA reparada >
sobrevivéncia celular

A inibicdo de PARP amplifica os efeitos das drogas
como temozolomida, inibindo o reparo por excisdo de
base, uma rota importante para o reparo de algumas
das lesdes causadas por metilacdo do DNA. Outras
terapias combinadas também tém sido propostas, como
inibidores de PARP juntamente com inibidores
topoisomerase | ou radioterapia, e ensaios clinicos
estdo testando combinagbes de inibidores de PARP com
topotecano, irinotecan, dacarbizine, carboplatina ou
radioterapia mais temozolomida (PLUMMER; CALVERT,
2007).

Resultados de estudos pré-clinicos e de fase |
sugerem que os inibidores de PARP-1 podem ser
utilizados ndo sé como sensibilizadores da
guimioterapia ou da radioterapia, mas como agentes
unicos capazes de matar seletivamente cancer com
defeito no reparo do DNA. Por atingir seletivamente as
células cancerosas através da sua deficiéncia em uma
via de reparo especifica, inibindo outra, representa um
grande avanco no tratamento-alvo do cancer.

Atualmente, existem pelo menos 5 inibidores de PARP-
1 sendo testados em fase clinica como droga anticancer.
As industrias farmacéuticas Pfizer, a Astrazena/KUDOS,
Genetech, Bipar e MGI Pharma desenvolveram
compostos que estdo sendo testados agora em fase Il
em pacientes com cancer de mama e ovario (QUADRO
1). Se esses testes forem positivos, essas moléculas
poderdo ser utilizadas no tratamento em pessoas que
possuem mutacdo germinativa nos genes BRCA1 e (ou)
BRCA2 (DREW; CALVERT, 2008).
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Nome da Monoterapia ou Fase Referéncia
molécula combinagdo com Clinica
(Companhia) outras drogas
AZD -2281 Gemcitabine Fase www.astrazenecaclinicaltrials.com/article/525925.aspx
(AstraZeneca) Carboplatina Fase |
Topotecan Fase |
Monoterapia Fase Il
AG014699 Temozolomide- Fase | www.eddn.org/clinicalTr_caResUK.html
(Pfizer) Anticorpo
Temozolomide Fase Il
INO -1001 Temozolomide Fase | Www.inotekcorp.com/content/ino-1001.asp
(Inotek)
BSI -201 Monoterapia Fase | www.biparscience.com/BSI201.html
(Bipar Sciences)  Gemcitabine Fase Il
Carboplatina
ABT -888 Temozolomide Fase | www.clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00526617
(Abbott

Laboratories)

Quadro 1 - Inibidores de PARP que estdo sendo testados por diferentes companhias

farmacéuticas.

A molécula BSI-201, utilizada em combinac¢do com a
quimioterapia convencional, foi capaz de melhorar
significativamente a sobrevida global e a sobrevida sem
progressdo da doenca entre mulheres com cancer de
mama de fendtipo triplo-negativo, em comparagdo com
a quimioterapia isolada. De acordo com a pesquisadora
Dra. Joyce O’Shaughnessy, do Baylor Charles A. Sammons
Cancer Center de Dallas, os efeitos colaterais observados
entre as pacientes que utilizaram a associacdo de BSI-
201 e quimioterapia foram semelhantes aos observados
nas pacientes tratadas apenas com quimioterapia. Ou
seja, o BSI-201 ndo causou mais toxicidade que o
tratamento convencional. Atualmente, o estudo
NCT00540358 da BiPAR esta testando o inibidor BSI-
201 em 120 pacientes triplo-negativo.

Certamente existem outros tipos de tumor com defeito
na recombinacdo homadloga que sdo candidatos para a
terapéutica de inibicdo da PARP-1. Por exemplo, o BSI-
201também esta sendo estudado em pacientes com
melanomas, tumores uterinos e cerebrais.

PERSPECTIVAS

Existe também a ideia de usar os inibidores de PARP
em terapias profilaticas. Essa ideia surgiu dos ensaios
clinicos com o inibidor KU0059436/AZD2281
(AstraZeneca), que mostrou perfil de toxicidade muito
baixo em células normais (YAP et al., 2007). Além disso,
estudos em camundongos com dele¢do condicional de
BRCA2 sugerem que inibidores de PARP podem matar
células deficientes BRCA2 in vivo, sem danos
significativos ao tecido normal (HAY et al., 2005).

No entanto, essa abordagem deve ser tratada com
muita cautela, pois PARP1 é, afinal, uma proteina de
reparo do DNA, e sua inibicdo em camundongos

demonstrou uma predisposicdo a neoplasia mamaria e
tumourigénese (TONG et al., 2007). Considerando isso,
os inibidores da PARP poderiam ser potencialmente
administrados em baixas doses ou por um periodo
limitado, no intuito de apenas atenuar os efeitos
deletérios. Além do mais, uma preocupag¢do com
qualquer aplicagdao profildtica é o potencial de
resisténcia as drogas. Estudos que identificam os
mecanismos de resisténcia aos inibidores de PARP
sugerem que o uso prolongado, em baixas doses,
indicado para em um regime profilatico, pode ser um
ambiente propicio para a reversdao de mutagdes BRCA
(EDWARDS, 2008; SAKAI et al., 2008).

Além dos avang¢os conceituais na terapia-alvo
representada pelos inibidores de PARP, também existem
questdes praticas que requerem maiores estudos. Por
exemplo, ainda ndo esta claro o quanto especificos os
inibidores de PARP existentes sdo e se tais inibidores,
que alvejam somente PARP-1, irdo permitir uma maior
seletividade de BRCA. Para isso, maiores estudos
bioldgicos deverdo ser realizados em modelos de células
em cultura e animais, no intuito de elucidar os
mecanismos celulares dos inibidores de PARP.

Finalmente, a grande utilidade dos inibidores de
PARP é, certamente, sua agdo como quimiossensi-
bilizadores em combinagcdo com agentes quimiotera-
picos, aumentando, assim, a especificidade no trata-
mento. Mas eles também podem ser eficazes como agente
Unico em pacientes cujos tumores exibem um defeito na
via de reparo do DNA por recombinagao homdéloga, mas
nenhuma mutag¢do BRCA.

Atualmente existem 13 estudos clinicos, somente nos
Estados Unidos, que testam inibidores de PARP em
monoterapia ou em terapia combinada com outros
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tratamentos. Para acompanhar esses estudos, qualquer
pessoa pode acessar o site http://www.clinicaltrials.gov.
No6s esperamos que a utilizagdo dessa poderosa
ferramenta esteja disponivel em breve.
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