[BAPORTO

Mestrado Integrado em Medicina

Metabolismo glicidico das células neoplasicas e
a sua aplicacao no tratamento oncolégico

Maria Inés Sequeira Leal

M

2020






Metabolismo glicidico das células neoplasicas e a sua
aplicacao no tratamento oncologico

Dissertacdo de candidatura ao grau de Mestre em Medicina, submetida ao Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar — Universidade do Porto

Estudante: Maria Inés Sequeira Leal
Aluna do 62 ano profissionalizante de Mestrado Integrado em Medicina
Afiliagdo: Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar — Universidade do Porto

Correio eletronico: mariaines.sequeiraleal@gmail.com

Orientador: Dr2 Joana Febra
Assistente Hospitalar de Oncologia do Centro Hospitalar Universitario do Porto

Afiliagdo: Hospital Geral Santo Antdénio - Centro Hospitalar Universitario do Porto

Coorientador: Prof. Dr Anténio Araujo
Diretor do Servico de Oncologia do Centro Hospitalar Universitario do Porto
Professor Catedratico Convidado do Intituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar

Afiliacdo: Hospital Geral Santo Antdnio - Centro Hospitalar Universitario do Porto


mailto:mariaines.sequeiraleal@gmail.com

Porto, Junho de 2020

Assinatura do estudante

O;VL\,\ Jn@s q/ 4

Assinatura do orientador



Dedicatéria

Dedico este trabalho aos meus pais, pelo apoio incondicional ao longo de todas as etapas da minha
vida e nesta em especial. Agradego-vos profundamente toda a forca, todos os conselhos, o imenso

carinho... mas sobretudo por me incentivarem a seguir sempre os meus sonhos!



Agradecimentos

Agradeco a Dr2 Joana por ter aceite fazer parte deste projeto e por toda a confianca transmitida
desde o primeiro momento. Por todos os esclarecimentos, conselhos e preocupacdo. Mas

sobretudo, agradeco por me ter feito interessar tanto pela Oncologia.

Agradeco as minhas amigas e futuras colegas Mariana, Sofia Miranda, Ludovina e Inés Palhinhas
por serem 0s meus pilares ao longo destes 5 anos. Obrigada por todos os momentos inesqueciveis

que vivemos.

Agradeco ao Tiago pela partilha de momentos, sonhos e emocées. Obrigada por acreditares em

mim e pela forga e apoio nos momentos mais dificeis.

Agradeco a toda a minha familia e amigos pela forca em momentos de duvida, pela paciéncia em

momentos de stress e apoio incondicional.



Resumo

Introdugdo - O metabolismo energético celular é um dos principais mecanismos afetados pelo
processo carcinogénico, nomeadamente o metabolismo glicidico. De facto, a reprogramacao
metabdlica da célula tumoral é atualmente considerada um hallmark do cancro e resulta da
sobreexpressdo de genes envolvidos na via glicolitica, como os transportadores transmembranares
de glicose, os GLUTs, e de enzimas envolvidas na glicélise aerdbia. Estas alteracdes permitem
satisfazer as necessidades energéticas aumentadas associadas ao rapido crescimento e proliferacao
das células neoplasicas.

Por esta razao, as células neoplasicas sdo mais sensiveis a alteracdes na concentracao de glicose do
que as células normais e o reconhecimento desta vulnerabilidade levou a criagdo de novas
estratégias terapéuticas anti-cancerigenas que tém o transporte e metabolismo da glicose como
alvos. A restrigdo do suprimento glicidico através da utilizagdo de inibidores dos GLUTs ou de
inibidores da glicdlise pode ser, entdo, uma estratégia de tratamento anti-cancerigeno.

Objetivo - Analisar sistematicamente as informacdes disponiveis relativas ao desenvolvimento de
agentes com agdo antiglicolitica (inibidores dos transportadores de glicose e inibidores da glicdlise)

gue possam ser utilizados na pratica clinica no tratamento de doencas oncoldgicas.

Desenvolvimento - Foram desenvolvidos diversos inibidores da via glicolitica e do transporte
através dos GLUT que demonstraram eficdcia in vitro e in vivo, no entanto, assegurar a eficacia
clinica e seguranca dos mesmos tem sido um desafio, existindo, neste momento vdrios ensaios
clinicos a decorrer. Existem diversas moléculas em estudo para se tornarem farmacos com alvos na
via glicolitica, entre elas destacamos a 2-desoxiglicose, o 3-bromopiruvato, o dicloroacetato e a
silibinina, as quais sdo aprofundadas neste trabalho.

Conclusao - Estudos pré-clinicos realizados a estes compostos revelaram resultados muito
promissores quer in vitro, quer in vivo, enquanto que os resultados de ensaios clinicos
demonstraram apenas eficacia moderada ou sem eficacia quando usados em monoterapia. No
entanto, estudos pré-clinicos e ensaios clinicos mostram que estes inibidores apresentam um
grande potencial quando combinados com outras terapéuticas dado que promovem a
sensibilizacdo das células tumorais a acdo de outros tratamentos anti-cancerigenos, aumentando,
desta forma, a sua eficacia e seletividade. E necessdria investigacdo adicional acerca da utilizacdo
de terapia combinada de farmacos quimioterdpicos ou técnicas de radiacdo convencionais com
agentes antiglicoliticos, com o objetivo de fornecer novas estratégias terapéuticas no tratamento
oncoldgico.

Palavras-Chave: metabolismo do cancro, efeito Warburg, tratamento do cancro, inibidores

glicoliticos.



Abstract

Introduction - Cancer cell metabolism have been recognized as one of the main factors affected by
the tumorigenesis. In fact, the reprogrammed metabolism of glucose in tumor cells is currently
considered a hallmark of cancer which results from upregulation of genes involved in glycolysis,
such as transmembrane glucose transporters (GLUTs) and enzymes. It is believed that these
changes are required to meet the increased energy needs involved in supporting rapid tumor
progression and proliferation, characteristics common to all types of cancer.

For this reason, cancer cells are more sensitive than normal cells to changes in glucose
concentration, and the recognition of this vulnerability has led to targeting glucose transport and
metabolism as a new anticancer strategy. Therefore, restricting glucose supply with glucose

transport or glycolysis inhibitors can be used as an anticancer strategy.

Objective - Examine and discuss the information available regarding the development of anti-
glycolytic agents (inhibitors of glucose transporters and glycolytic inhibitors) which can be used in

clinical practice for the treatment of cancer.

Development - Several inhibitors of the glycolytic pathway and GLUT transport have been shown
to be effective in vitro and in vivo. However, ensuring their clinical efficacy and safety has been a
challenge, and there are currently several clinical trials ongoing. Several molecules are being
studied to become drugs with targets in glycolytic pathway, such 2-deoxyglucose, 3-

bromopyruvate, dichloroacetate and silybinin, which are further analyzed in this work.

Conclusion - Pre-clinical studies carried out with these molecules have shown very promising results
both in vitro and in vivo, while results of clinical trials have shown only moderate or no efficacy
when used as monotherapy. However, preclinical studies and clinical trials show that these
inhibitors have a great potential when combined with other therapies since they promote the
sensitization of tumor cells to the action of other anti-cancer treatments, thus increasing their
effectiveness and selectivity. Further research is needed on the use of combined therapy with
chemotherapy drugs or conventional radiation techniques with anti-glycolytic agents, in order to

provide new therapeutic strategies in cancer treatment.

Keywords: cancer metabolism, Warburg effect, cancer treatment, glycolytic inhibitors.
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Introducao

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), cancro é um termo genérico para um conjunto
de doencas que se caracterizam por um crescimento celular anormal e capacidade de invasdo dos
tecidos adjacentes e outros 6rgdos a distancia.l!!

As doencas neopldsicas sdo uma das principais causas de morte a nivel mundial, sendo que,
segundo as estatisticas globais de cancro de 2018 da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancro (IARC), foram diagnosticados 18,1 milhGes de novos casos de cancro em todo o mundo e
9,6 milhdes de mortes relacionadas com esta doenca, em 2018.[Y Atualmente, as doencas
oncolégicas sdo a segunda causa de morte em Portugal, depois das doencas cardiovasculares, e o
seu peso percentual no total de mortes revela um aumento constante e progressivo.?

A carcinogénese é um processo complexo, que ocorre em varios passos e que se caracteriza pela
eliminacdo de mecanismos de protecado celular, como a resposta antiproliferativa e mecanismos de
morte celular programada. Este processo ocorre devido a mutagées no genoma celular, com
ativacdo de oncogenes e diminuicdo dos genes de supress3o tumoral.

O metabolismo energético celular é um dos principais mecanismos afetados pelo processo
carcinogénico, nomeadamente o metabolismo glicidico. De facto, a reprogramacado metabdlica da
célula tumoral é atualmente considerada um hallmark do cancro.

Estas alteracbes metabdlicas resultam da sobreexpressdo de genes envolvidos na via glicolitica,
como os transportadores transmembranares de glicose, os GLUTs, e de enzimas envolvidas na
glicolise aerdbia.”) Desta forma, o metabolismo da glicose no cancro é maioritariamente
caracterizado por dois eventos bioquimicos: aumento da captac¢do celular de glicose e glicélise
aerdbia.l! Acredita-se que estas alteracdes permitam satisfazer as necessidades energéticas
aumentadas e, assegurarando o crescimento e proliferagao celulares rapidos e descontrolados,
caracteristicas comuns a todos os tipos de cancro.!”

Por esta razdo, as células neopldsicas sdo mais sensiveis a altera¢des na concentragao de glicose do
que as células normais e o reconhecimento desta vulnerabilidade levou a criacdo de novas
estratégias terapéuticas anti-cancerigenas que tém o transporte e metabolismo da glicose como
alvos. A restricdo do suprimento glicidico através da utilizacdo de inibidores dos GLUTs ou de
inibidores da glicdlise pode ser, entdo, uma estratégia de tratamento anti-cancerigeno.® O
metabolismo tumoral alterado ja é explorado na pratica clinica através da utilizacdo de analogos da
glicose radioativos, como a 18-fluoro-desoxiglicose, no diagndstico de doenca neoplasica através
de Tomografia por Emissdo de Positrdes (PET).*Y Contudo, a utilizagdo destes compostos como

estratégia terapéutica ndo é uma pratica comum na oncologia. Embora estes inibidores tenham



demonstrado apenas eficdcia moderada quando usados isoladamente, estudos mostram que
apresentam um grande potencial quando combinados com outras terapéuticas ao promoverem a
sensibilizacdo das células tumorais a acdo de outros tratamentos anti-cancerigenos, aumentando,
desta forma, a sua eficécia e seletividade."

O aumento da incidéncia e da mortalidade associados as doencas oncoldgicas conferem um
caracter urgente a pesquisa de novas formas de tratamento.

Assim, este trabalho tem como objetivo analisar sistematicamente as informagdes disponiveis
relativas ao metabolismo glicidico nas células tumorais e ao desenvolvimento de estratégias

terapéuticas com base no mesmo, nomeadamente desenvolvimento de agentes com acdo

antiglicolitica (inibidores dos transportadores de glicose e inibidores da glicélise) que possam ser

utilizados na pratica clinica no tratamento de doencas oncoldgicas.

Metodologia

A metodologia para a realizacdo da revisao incluiu uma pesquisa bibliogréfica, realizada entre o dia
1 de setembro de 2019 e o dia 8 de Janeiro de 2020, através da plataforma PubMed, utilizando as
seguintes palavras-chave: metabolismo do cancro, efeito Warburg, tratamento do cancro,
inibidores glicoliticos. Os critérios de inclusdao foram artigos cientificos escritos na lingua inglesa,
referentes a tematica, completos e publicados nos ultimos 10 anos. Cumprindo esta premissa,
foram encontrados 222 artigos pelo titulo, a partir dos quais se selecionaram 41 tendo em conta o
abstract.

Depois do estudo inicial sobre o tema, foram selecionados 4 farmacos para andlise mais detalhada,
com base no volume de investigacdo e informacdo disponivel acerca dos mesmos. Assim, foi
realizada nova pesquisa bibliografica, entre o dia 1 de Fevereiro e o dia 30 de Marco de 2020, desta
vez recorrendo também a plataforma ClinicalTrial.gov e com os seguintes termos: 2-desoxi-D-
Glicose, 3-bromopiruvato, dicloroacetato, silibinina e cancro. Apenas foram incluidos artigos

escritos na lingua inglesa, completos e publicados nos ultimos 15 anos.



Vias Glicoliticas

Aglicdlise é um processo catabdlico que inclui uma sequéncia de reac¢Ges enzimaticas que ocorrem
no citoplasma e que convertem 1 molécula de glicose em 2 de piruvato, sendo a energia libertada
nesta reacdo armazenada em 2 moléculas de ATP e 2 moléculas NADH (Fig.1). Seguidamente, e na
presenca de oxigénio, o piruvato é oxidado a diéxido de carbono e dgua na mitocondria, através de

éculas de ATP.13 12 Na

um processo designado de fosforilacdo oxidativa, com producdao de 36 mo
auséncia de oxigénio, o piruvato é transformado a acido Iatico através da glicdlise anaerdbia, com
produc3o de 2 moléculas de ATP (Fig.2).!> ' Esta via metabdlica alternativa é muito importante no
cancro, dado que, devido ao rapido crescimento e proliferacao, grande parte das células dentro de
um tumor encontram-se em hipdxia, precisando da fermentac3o latica para obter energia.”¥
Todavia, a fermentacao latica também pode ocorrer na presenca de oxigénio, designando-se, neste
caso, glicdlise aerdbia. 12

Sendo a glicdlise aerdbia um processo 18 vezes menos eficiente na producdo de ATP quando
comparado com a fosforilacdo oxidativa, as células neoplasicas precisam de aumentar
significativamente a taxa de glicdlise para compensar a menor eficiéncia energética desta via
metabdlica.”*! Acelerando a convers3o de glicose a &cido latico, é possivel a producdo de maiores
quantidades de ATP em menos tempo.!*3! De facto, a taxa de produgdo de ATP pode ser 100 vezes
mais rapida com a glicélise aerébia quando comparada com a fosforilacdo oxidativa, permitindo as
células neoplasicas a producdo de energia suficiente para assegurar as suas necessidades
energéticas.' Para assegurar este metabolismo acelerado, as células tumorais aumentam a
expressao de genes intervenientes na via glicolitica, nomeadamente dos GLUTs de forma a
aumentar a capta¢do de glicose; bem como das enzimas que catalisam a cascata de reagdes da

glicélise aerdbia e que, assim, permitem a rapida transformagdo da glicose a acido latico."



Efeito Warburg

A importancia do metabolismo no cancro foi reconhecida ha muitos anos, quando em 1920 Otto
Warburg estudou o metabolismo da glicose em amostras celulares tumorais.** Warburg observou
que, em condicoes de concentracdo normal de oxigénio, as células normais produziam a maior
parte da sua energia pela respiragdo mitocondrial,*® ao contrario das células neoplasicas, que
utilizavam maioritariamente a fermentacdo latica, mesmo na presenca de oxigénio (Fig.2).*> A
alteracdo observada no metabolismo glicidico das células tumorais designa-se de “Efeito de
Warburg" e, embora este fendmeno tenha sido observado ha mais de 80 anos, a sua interpretacao
foi alvo de muita controvérsia e evolucdo ao longo dos anos.'! Warburg acreditava que esta
alteracdo metabdlica se devesse a disfuncdo mitocondrial e que a utilizacdo da glicdlise citosélica
consistisse numa alternativa forcada para a producdo de energia.”! No entanto, varios estudos
demonstraram que muitas células cancerigenas utilizam a glicélise aerébia mesmo sem nenhuma
alteracdo mitocodrial detetada, enquanto outros comprovaram que células tumorais sdo capazes
de realizar fosforilacdo oxidativa em caso de inibi¢do glicolitica,’® provando que a hipdtese de
Warburg n3o estava correta.”

Inicialmente alguns investigadores assumiram, ainda, que a hipdxia seria o evento desencadeante
deste efeito, dado que, durante a carcinogénese, a proliferacdo celular descontrolada afasta uma
parte das células tumorais dos vasos sanguineos, os quais garantem a disponibilidade de nutrientes
e oxigénio necessarios ao crescimento celular.l® Porém, atualmente acredita-se que esta alterac3o
metabdlica ocorra numa fase inicial do processo de carcinogénese, antes do tumor ser sujeito a
condi¢bes de hipodxia.l*’”’ E, de facto, o metabolismo alterado da glicose nas células tumorais
mantém-se mesmo na presenga de oxigénio, o que significa que este ndo é apenas uma simples
adaptacdo a hipoxia, mas provavelmente uma parte integrante do processo de carcinogénese que
confere vantagem proliferativa, crucial no desenvolvimento de um fendtipo maligno.®
Recentemente, foram descobertos uma grande variedade de oncogenes, presentes em varios tipos
de cancro, os quais tém a capacidade de ativar diretamente componentes do metabolismo glicidico.
Um desses oncogenes é o Akt, uma serina/treonina quinase responsavel pela modulacdo de vérios
processos celulares, nomeadamente a regulacdo positiva de enzimas marca passo da glicélise como
a hexocinase e a fosfofrutocinase, bem como de GLUT1. Por esta razdo, Akt é, inclusivé, apelidada
de “a cinase de Warburg” por ser capaz de promover as mudangas metabdlicas que as células tém
de sofrer durante o processo de maligniza¢do.*® 1°! Qutro oncogenes é o K-Ras, responsavel pelo

aumento da expressdo de GLUT1 em células tumorais.!?”



Foi recentemente descoberto que a producdo de ATP ndo é a Unica prioridade da reprogramacao
metabdlica das células tumorais, mas tem também como objetivo a producdo de intermedidrios
metabdlicos para a sintese de biomassa.? 22! Assim, e embora a glicélise aerdbia se revele um
processo pouco eficiente do ponto de vista energético, a sua utilizacao preferencial pelas células
tumorais, aparentemente contra-produtiva, confere-lhes vantagem adaptativa. Por um lado, torna
as células neoplasicas insensiveis a condicdes transitdrias ou permanentes de hipdxia; por outro
contribui para a producao de nucleosideos e aminodcidos, precursores de ADN, proteinas, e outras
macromoléculas essenciais para crescimento e proliferacdo celular, bem como de NADPH, um
potente antioxidante essencial para a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Constitui,
ainda, uma forma rapida de producdo energética, devido ao aumento de captac3o de glicose. 2%
24 por fim, o lactato resultante da glicélise aérobia tem a capacidade de promover a invas3o tumoral
favorecendo a migracdo celular, angiogénese, o escape ao sistema imunolégico e, ainda,
radioresisténcia.’?®! Tal deve-se ao facto das quantidades elevadas de lactato secretadas pelas
células neopldsicas serem responsaveis pela acidificagdo do ambiente extracelular tumoral.l
Estudos in vitro demonstrarm que a invasdo tumoral é estimulada por um baixo pH do meio, efeito
atribuido ao aumento da libertacdo de catepsina B, uma protease envolvida na remodelacdo da
matrix extracelular.?® Recentemente, descobriu-se que alta taxa de lactato pode suprimir a
proliferagao de linfocitos T citotdxicos humanos, além de diminuir a sua atividade citotdxica. Esses
efeitos podem contribuir para o escape das células neoplasicas a a¢do do sistema imunolégico.?”
A acidificacdo do microambiente tumoral contribui, ainda, para a aquisicdo de resisténcia a
farmacos pelas células tumorais. Estudos mostram que fdrmacos anti-cancerigenos como a
doxorubicina, mitoxantrona e a vincristina, por serem bases fracas, ficam protonados em meio
acido, e assim impedidos de atravessar a membrana celular.?!

Atualmente, o efeito Warburg é uma area de investigacdo ao nivel do cancro muito ativa uma vez
gue o transporte e metabolismo glicidico alterados podem ser utilizados como uma estratégia

terapéutica eficaz contra as doencas neoplasicas.



Glicdlise - Alvo no tratamento do cancro

O efeito de Warburg ja é explorado na pratica clinica através da utilizacdo da técnica imagioldgica
PET com 18-fluoro-desoxiglicose no diagndstico de doenca neoplasica./**! Esta técnica baseia-se no
aumento da captacao de glicose pelas das células tumorais, comparativamente as células normais.
Uma vez que o analogo de glicose radioativo usado como contraste ndo é metabolizado, este
acumula-se nos tecidos facilitando a identificagdo dos tumores.[?®

Além da sua utilizagdo para diagndstico clinico, a glicélise aerébica pode constituir uma importante
ferramenta no tratamento oncolégico. Esta abordagem baseia-se no facto das células tumorais
serem mais sensiveis ao tratamento com inibidores do metabolismo energético do que as células
normais. %°!

A constatacdo de que as células tumorais dependem de um metabolismo glicidico aumentado
guando comparadas com as células normais para sobreviver e proliferar, deu origem ao conceito
de que a privacdo de glicose poderia ser uma abordagem anticancerigena eficaz.”! De facto, a
privacao de glicose limita a producao de ATP, forcando as células a desacelerar a proliferacdo e a
entrar em apoptose.*” Atualmente, existem vérias linhas de investigacdo que tém como alvo o
metabolismo tumoral alterado, com o objetivo de identificar pequenas moléculas capazes de inibir
especificamente passos chave na glicdlise, contribuindo assim para um estado de privagdo de
glicose.B¥3! A glicdlise pode ser inibida através do bloqueio do transporte transmembranar,
impedindo a entrada de glicose na célula tumoral;*%3* ou mesmo através da inibicdo das enzimas
respansaveis por pela via glicolitica, como por exemplo a hexocinase, fosfofrutocinase, quinase do
piruvato, entre outras.!* 3537

A seletividade para destruir células cancerigenas, sem afetar as células normais é uma das
preocupagdes a ter em consideragdo no desenvolvimento de novos tratamentos para o cancro.
Uma forma de alcancar a seletividade é tirar partido das diferencas metabdlicas entre células
normais e tumorais, como é o caso do aumento da glicélise aerdbica e da dependéncia das células
da via glicolitica para obter ATP.B® Assim, direcionar a terapia para a via glicolitica pode matar
preferencialmente as células tumorais, pelo que estas moléculas antiglicoliticas sdo desenvolvidas
para afetar proteinas especificas do tumor ou que estejam com expressdao aumentada nas células
tumorais. 3839

Além disso, os estudos tém demonstrado que inibicao da glicélise, além de induzir a apoptose nas
células neoplasicas, tem, também, a capacidade de reverter processos de resisténcia a outros
farmacos. Acredita-se que tal se deva ao facto das células com resisténcia a multiplos farmacos

expressarem nas suas membranas um transportador dependente de ATP, a glicoproteina-P, que
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desloca muitos dos farmacos para o meio extracelular. Assim, ao diminuir os niveis de ATP,
diminuimos a atividade deste transportador e, consequentemente, a resisténcia.?® Por outro lado,
a evidéncia mostra que a taxa de glicdlise aerébia aumentada, com consequente acidificacdo do
meio extracelular, contribui para a aquisicao de resisténcia do cancro a multiplos farmacos. E por
este motivo, a diminuicdo de producao de acido latico, resultante da inibicao da glicdlise permite a
revers3o destas resisténcias a vérios farmacos utilizados no tratamento oncolégico."® Desta forma,
a combinagado de inibidores do metabolismo com outros farmacos antitumorais poderia aumentar
a eficécia do tratamento.[*%

Ja foram desenvolvidos diversos inibidores que demonstraram eficacia in vitro e in vivo, no entanto,
assegurar a eficdcia clinica e seguranca dos mesmos tem sido um desafio, existindo, neste momento
varios ensaios clinicos a decorrer.”* Existem diversas moléculas em estudo para se tornarem

farmacos com alvos na via glicolitica, entre elas a 2-desoxiglicose, o 3-bromopiruvato, a oxitiamina,

a lonidamina ou o imatinib (tabela 1).4"



Inibidores da Glicdlise

% 2-Desoxi-D-Glicose

2-desoxi-D-Glicose (2-DG) é um analogo sintético da glicose, que apresenta um grupo hidrogénio
em vez de um grupo hidroxilo na posi¢do 2 da glicose.!*?’Devido a esta semelhanca estrutural com
a glicose, 0 2-DG compete com a mesma pela ligacao aos GLUTSs e as hexocinases, diminuindo a sua
captacdo celular e inibindo a glicélise./* Tal como a glicose, 0 2-DG entra nas células principalmente
através dos GLUTs por difusdo facilitada, embora uma pequena parte seja captada de forma ativa
pelos transportadores SGLT.!** %4 Uma vez dentro das células, o 2-DG compete com a glicose pela
ligagdo a hexocinase, sendo assim fosforilado a 2-desoxi-D-Glicose-6-Fosfato (2-DG-6-P).1*!
Contudo, devido a auséncia do grupo hidroxilo, este composto ndo sofre isomerizacdo a frutose-6-
fosfato, o que resulta na acumulacgdo intracelular de 2-DG-6-P e consequente inibicdo da glicdlise,
com deplecdo de ATP(Fig.4). *> %) Uma vez que o 2-DG inibe o passo limitante inicial de todo o
mecanismo glicidico, quer a glicdlise quer a fosforilagdo oxidativa vdo ser afetadas pela sua agdo.”!
Este blogqueio é mais efetivo em condi¢gdes de hipdxia, dado que na presenca de oxigénio a
producdo de ATP ocorre por vias alternativas a partir de cidos gordos e aminodcidos.!?

O 2-DG ndo atua apenas como inibidor da glicélise, interferindo com multiplas vias celulares, pelo
que a toxicidade que |he esta associada ndo resulta apenas de um mecanismo, mas sim de um
conjunto de efeitos metabdlicos. Além de promover a deple¢do celular de ATP, o 2-DG aumenta o
stress oxidativo (pela diminuicdo do NADPH), impede a glicosilagdo das proteinas e induz
autofagia.[#? 4849

Estes efeitos sdo observados principalmente nas células tumorais, sem afetarem de forma
significativa a viabilidade das células normais. Além disso, a capacidade Unica de afetar as células
tumorais sob condi¢Ges de hipdxia, o que normalmente limita a acdo dos agentes citotdxicos
tradicionais, torna o 2-DG um candidato promissor ndo apenas para monoterapia, mas também
para terapia combinada com outros farmacos e radioterapia.!*?

Estudos in vitro e in vivo realizados numa grande variedade de linhas celulares comprovaram o seu
efeito antitumoral.’® Varios estudos in vitro demonstraram diminui¢do do crescimento de células
tumorais de varios tipos de cancro na presenca de 2-DG, nomeadamente células tumorais de cancro
da mamaP® 2, préstatal®, célon®¥, pancreas, ovario*®, de células escamosas da cabeca e

pescoco*® e, ainda, células de mesoteliomas e glioblastomas*®!.



Os resultados dos estudos in vivo realizados com o 2-DG ndo foram tdo satisfatdrios, revelando que,
em modelos animais, alguns dos tumores acima descritos ndo eram sensiveis a sua acdo
citotoxica.®™® Apesar de n3o conseguirem comprovar a sua eficicia em monoterapia, estes estudos
demonstraram a capacidade do 2-DG para sensibilizar os varios tipos de cancros a acao de agentes
quimioterdpicos e da radiacdo, quando em combinag¢do com outras formas de tratamento. %
Assim, embora os efeitos nocivos desta molécula nas células neopldsicas isolada ndo sejam
suficientes para induzir morte celular, quando aliados a acdo de agentes citotdxicos ou a radiacdo
exercem um efeito sinérgico que aumenta significativamente a eficacia de cada agente.®

Sdo exemplos de combinagdes com acgao sinérgica comprovadamente eficaz os seguintes: 2-DG e
doxorubicina no osteosarcomal®”, 2-DG e paclitaxel no cancro do pulm3o n3o pequenas células®”,
2-DG e cisplatina, doxorubicina e gemcitabina no cancro da bexiga®®®, 2-DG e 5-Fluorouracil no
cancro do pancreas®, 2-DG e STX140 nos cancros da mama e préstata’®’ e 2-DG e etoposideo nos
linfomas!®. Estes resultados podem ser explicados por varios mecanismos: os agentes
guimioterapicos desempenham uma atividade anti-angiogénica, promovendo um microambiente
tumoral de hipdxia, que sensibiliza as células tumorais a acdo do 2-DG; a deplecdo de ATP
assegurada pela inibicdo da glicdlise impede a reparagdo do ADN danificado pelos agentes
quimioterdpicos; a deplecio de ATP limita, ainda, a atividade dos transportadores
transmembranares dependentes de energia, o que resulta na acumulagao intracelular dos agentes
citotéxicos.”!

O efeito adjuvante do 2-DG no aumento da sensibilidade celular a radiagdo ionizante foi,
igualmente, demonstrado em varios tipos de cancro, como o da mama, prdstata, pulmao, colo do
Utero e glioblastoma.!®?®* De facto, um dos principais mecanismos envoldidos na radioresisténcia
é a hipoxia celular e o consequente aumento da glicdlise aerébial®, devido a diminui¢do da
produgdo de ERO, que assim reduz deterioracdo do ADN induzida pela radiac3o.*? Varios estudos
demonstraram que a administracdo prévia ou imediatamente apds a radioterapia aumenta a morte
celular induzida pela radiagdo ionizante devido ao aumento da producao de ERO e diminuicdo da
reparacdo de ADN dependente de ATP. 42

Relativamente ao perfil de seguranca, os estudos realizados comprovaram que o 2-DG ndo é tdxico
nem em animais nem em humanos, e bem tolerado pelos participantes, apresentando como efeitos
adversos mais comuns fadiga, sudorese, tonturas, agitacdo e ndusea, mimetizando os sintomas de
hipoglicemia, e, em alguns casos, prolongamento assintomatico do intervalo QT. [ ¢!

Um ensaio clinico de fase | foi realizado com o objetivo de determinar a dose de toxicidade limitante
(DTL) e a dose maxima tolerada da administragao oral de 2DG em combina¢do com docetaxel em
tumores sélidos avancados.®® Foram igualmente avaliadas a farmacocinética, seguranca,

tolerabilidade e eficdcia preliminar deste regime, bem como o efeito do tratamento na captacdo de
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contraste pelo tumor no PET. Os resultados deste ensaio clinico mostraram que 2DG a 63 mg/kg
em combinacdo com docetaxel semanal foi bem tolerado pelos doentes, sem evidéncia de
interacGes farmacocinéticas e com os seguintes efeitos secundarios reportados: fadiga, sudorese,
tontura e ndusea. Obteve-se a resposta parcial de um doente com cancro da mama metastatico,
com reducado dos valores de captacao tumoral na PET, apds uma semana de 2DG, bem como 12
doentes apresentaram doenca estdvel por, pelo menos 8 semanas. Estes resultados apoiam
investigacOes adicionais dos beneficios clinicos da combinacao dos regimes quimioterapicos atuais
com 2DG. [

Atualmente, estdo a decorrer ensaios clinicos de fase Il e Ill sobre a utilizagdo do 2-DG como
adjuvante em protocolos de quimioterapia, com o objetivo de obter evidéncia cientifica de

qualidade que possa comprovar a sua utilidade no tratamento oncolégico.!”

% 3-Bromopiruvato

O 3-bromopiruvato (3BP) é um analogo do piruvato halogenado, o qual se caracteriza por uma forte
capacidade alquilante de grupos tiol (-SH) de residuos de cisteinas, podendo interagir com diversas
macromoléculas (ex.: enzimas e proteinas).l®® Grande parte dos seus efeitos antineoplasicos sdo
atribuidos a esta capacidade de alquilagdo, que consiste na ligacdo covalente da fracdo pirldvica do
3-BP ao grupo SH das moléculas alvo, com libertacdo do radical bromo. Desta reacdo resulta a
alteracdo estrutural das proteinas alvo, que, assim, ficam inativas e sem funcionalidade. *® Uma vez
gue muitas destas moléculas-alvo do 3-BP sdo enzimas envolvidas no metabolismo energético, este
composto atua revertendo o efeito de Warburg nas células neoplasicas, induzindo a morte celular
das mesmas, o que faz dele um potencial candidato a farmaco anti-tumoral.!®*7%

O primeiro estudo realizado para investigar os efeitos anti-cancerigenos do 3-BP ocorreu em 2001,
na Universidade Johns Hopkins, e demonstrou que o composto induziu a morte celular em células
de hepatocarcinoma, através da inibicdao da produgdo de ATP via glicélise aerdbia e fosforilacdo
oxidativa.’? Ko et al. demonstraram que o 3-BP causava a inibi¢cdo direta de hexocinase Il isolada
apartir de hepatdécitos neoplasicos de coelhos implantados com tumor hepdtico (VX2). Neste
estudo, uma dose de 2,4mM induziu uma redu¢ao de 50% na glicdlise, enquanto uma dose de 5mM
provocou a inibicdo completa da atividade da enzima.’? Assim, desde os primeiros estudos
realizados, acreditava-se que a hexocinase Il era o principal alvo do 3-BP.[¢8

No ano seguinte, a mesma equipa de investigacao, observou que a administracdo intravenosa de

de 3-BP em coelhos com tumores VX2 causava morte celular seletiva de quase todas as células
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neopldsicas, sem danificar as células hepaticas normais.”?! Estudos posteriores revelaram que o 3-
BP entra nas células através dos transportadores de lactato, MCT1 e MTC4, os quais estdo
significativamente aumentados nas células tumorais, comparativmente as células normais, o que
pode explicar em parte a seletividade do composto para as células neoplasicas.’*7* Por outro lado,
a afinidade do 3-BP pelos transportadores MCT revelou-se superior em pH 4cido, e assim, o
microambiente tumoral dcido também parece favorecer a captacdo desta molécula.l®® 7%
Atualmente, sabe-se que o 3-BP interfere com vdrias enzimas envolvidas em multiplas vias
metabdlicas: hexoquinase Il (HK 1), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e fosfoglicerato
cinase (PGK) e lactato desidrogenase (LDH), na glicdlise; piruvato desidrogenase (PDH), succinato
desidrogenase (SDH), isocitrato desidrogenase (IDH) e a-cetoglutarato desidrogenase (akKD) no
ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa; glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), na via das
pentoses fosfato.[®® 5% 761 Assim, ao contrério do que se verifica com outros inibidores metabdlicos,
o 3-BP afeta ndo s6 a produgdo de energia proveniente de glicdlise, mas também o metabolismo
mitocondrial, induzindo uma completa deplecdo de ATP e consequente morte das células
tumorais(Fig.5).l°®

Varios estudos revelam um aumento de ERO nas células neopldsicas submetidas ao 3-BP, o que
pode estar associado a varios mecanismos, como a deple¢do de glutationa também observada
nestas células quando expostas ao composto, bem como a diminui¢ao da producdo de NADPH pela
inibicio da G6PDH, e 3 inibicdo da SDH na cadeia de respira¢gdo mitocondrial.® A deple¢do da
glutationa observada pode ser explicada por dois processos: a glutationa esgota-se ao tentar
eliminar os niveis elevados de ERO produzidos pelo 3-BP7”7%! e/ou o 3-BP tem a capacidade de
alquilacdo direta da glutationa, inativando-a.l®#2 Por outro lado, ao promover a deplec¢do de ATP,
o 3-BP também contribui para a diminui¢do da sintese deste antioxidante, uma vez que este se trata
de um processo dependente de energia.’® Segundo vérias linhas de investigacdo, a glutationa
intracellular é um determinante essencial da toxicidade do 3-BP, uma vez que a inibicdo da sua
sintese, através da administracdo de butionina sulfoximina, aumentou significativamente a
citotoxicidade causada pelo 3-BP. Estes resultados indicam que a deplecao de glutationa associada
a producdo aumentada de ERO s3o mecanismos essenciais para o efeito anti-neoplasico do 3-BP.[!
Além dos efeitos citotdxicos ja descritos, o 3-BP tem a capacidade de desencadear a morte celular
mitocondrial, uma vez que a inibicdo da HK Il promove a sua dissociagdo da mitocondria, com
consequente libertagdo do citocromo c e do fator indutor de apoptose para o citoplasma, e ativagao
das caspases, proteases responsaveis pelo processo apoptotico

168 8] De facto, foram observados em vérios estudos uma diminui¢do dos niveis de proteinas
antiapoptéticas como o Bcl-2 e Mcl-1 e aumento das proteinas pré-apoptdticas, como a BAX, em

células tumorais submetidas a agdo do 3-BP. 8#! Assim, o 3-BP conduz a morte celular, quer por
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apoptose, quer por necrose.'®3 Dado que a apoptose é um processo dependente de ATP, quando é
utilizada uma dose baixa de 3-BP, a deplecdo de ATP é moderada, e, assim, a célula ainda dispde de
energia para a apoptose.'®® Contudo, perante concentragdes mais altas do composto, a deplecdo
de ATP é completa, a morte celular ocorre apenas por necrose celular.®” &

O 3-BP atua como agente anti-neopldsico numa grande diversidade de linhas tumorais,
nomeadamente: mieloma, hepatocarcinoma, glioblastoma, mesotelioma, leucemia, linfoma,
cancro do pulm3o, da mama, da prdstata, colo do Utero, ovdrio, pancreas, renal e colorretal.[
Além disso, verificou-se também que o 3-BP potencia o efeito citotdxico de farmacos
quimioterapicos como cisplatina, doxorrubicina, oxiplatina'®” 8% ou 5-fluoruracilo®®” °¥, podendo vir
a ser utilizado como coadjuvante em tratamentos que utilizem estes compostos.

Hernlund et al demonstraram que, quando associado a cisplatina ou oxiplatina, o 3-BP aumentava
significativamente os efeitos antiproliferativos destes dois agentes quimioterapicos em células de
carcinoma de célon HCT116, bem como permitia revers3o da resisténcia a estes farmacos.

Xu et al verificaram que a associa¢do de 3-BP e rapamicina tinha efeito sinérgico, com potenciacdo
significativa dos efeitos citotdxicos associada a este agente em células de linfomas e leucemia.??
Um estudo in vivo realizado em ratos com tumores pancreaticos, demonstrou que a administragdo
intraperitoneal de 3-BP potencia os efeitos anti-tumorais da geldanamicina, verificando-se uma
diminui¢cdo de 75% do crescimento e proliferagdo de células tumorais e um aumento da taxa de
sobrevivéncia.’® Acredita-se que os efeitos de sensibilizacdo & quimioterapia do 3-BP resultem, a
semelhanca do 2-DG, da deplegao de ATP, com consequente diminui¢ao da reparag¢do de danos no
ADN e inibicdo das bombas de efluxo ABC, com acumulagao intracelular dos agentes citotdxicos;
bem como da promogao de stress oxidativo celular. (8

A toxicidade associada ao 3-BP é dose-dependente, sendo que uma baixa concentragdo (1,75 mM)
é eficaz na indugdo de morte celular em animais, sem toxicidade sistémica observada; ®* por outro
lado com uma dose alta (25 mM) verificou-se efeitos toxicos significativos a nivel hepatico e
gastrointestinal.[®”

Atualmente, ainda ndo foram iniciados ensaios clinicos com o 3-BP, apesar de ja existir aprovacdo
para a realizacdo de ensaios de fase | pela FDA.[®® Existem dois casos clinicos que descrevem a
utilizacdo do 3-BP no tratamento de doenca oncoldgica em Humanos. Em 2012, um adolescente
com 16 anos diagnosticado com carcinoma hepatocelular em estadio avangado, foi tratado com 3-
BP. Durante os varios meses de tratamento, ndo foram observados efeitos de toxicidade no doente,
o qual apresentou uma sobrevida bastante superior e com maior qualidade de vida relativamente
ao esperado para a situa¢do clinica.®® Em 2014, um homem de 28 anos diagnosticado com
melanoma em estadio IV também recebeu tratamento com 3-BP endovenoso (1-2.2 mg/kg).”! A

progressdo tumoral foi, entdo, monitorizada através dos niveis plasmaticos de LDH, um marcador
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utilizado como preditor de atividade tumoral em ensaios clinicos. Apds a administra¢do de 7 doses
de 3-BP ao longo de 10 dias, os niveis de LDH reduziram para metade do valor inicial. Neste caso
clinico ndo foram observados efeitos adversos major, apenas uma sensac¢do de ardor e flebite
associada a administracdo endovenosa. ®”!

Embora um vasto nimero de estudos sobre a utilizacdo do 3-BP no combate ao cancro, quer in vivo
quer in vitro, demonstra o seu potencial uso clinico como agente antitumoral, sdo necessarios

ensaios clinicos de forma a comprovar a sua eficacia e seguranca no tratamento oncolégico.!*®

% Dicloroacetato

O dicloroacetato (DCA) é um andlogo do piruvato cujas propriedades anti-cancerigenas foram
descritas pela primeira vez em 2007 por Bonnet et al.!®® Desde entdo tem sido muito estudado pela
sua capacidade de bloquear a produgdo de lactato e o crescimento celular neoplasico.

O mecanismo de agdo do DCA consiste na inibigdo da enzima piruvato desidrogenase quinase (PDK),
através da ligacdo ao local de ligacdo do piruvato, com consequente ativacdo da PDH
mitocondrial.’*®® A PDH promove a descarboxilagdo irreversivel do piruvato a acetil-CoA, atuando
como a ponte entre a glicélise citoplasmatica e o ciclo de Krebs e, consequentemente, a fosforilagao
mitocondrial.’®y A ac3o desta enzima &, por sua vez, inibida pela PDK e, assim, da a¢cdo da PDK
resulta a diminui¢cdo da fosforilagdo oxidativa. A inibi¢ao da PDK pelo DCA, mantém a PDH na sua
forma desfosforilada e, por isso, ativa. [!°) Desta forma, o DCA induz a reprogramacdo do
metabolismo energético nas células neoplasicas, substituindo o estado glicolitico pela fosforilacdo
oxidativa mitocondrial, com consumo de piruvato e diminui¢do da acumulacdo de lactato.['*? A
restauracdo da fungdo mitocondrial e reversdo do efeito de Warburg suprime as vantagens
metabdlicas das células tumorais.['®*! Por exemplo, ao reduzir a producdo de lactato, o DCA
neutraliza o estado de acidose do microambiente tumoral, contribuindo para a inibicao do
crescimento e disseminacao do tumor. Contudo, o aumento da produ¢dao de ERO associado ao
aumento da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, parece ser o mecanismo principal responsavel
pelos efeitos anti-tumorais deste composto.'°Y Através da restauragdo da funcdo mitocondrial e
consequente producdo de ERO, o DCA induz a apoptose celular, com libertacdo de fatores
apoptoéticos, como o citocromo c¢ e o fator indutor de apoptose da mitocondria para o
citoplasma.*o

O DCA demonstrou ser eficaz na supressdo do crescimento celular em estudos in vitro e in vivo em
varios tipos de cancro./ No estudo inicial de Bonnet et al, o DCA foi administrado a culturas de
células neoplasicas humanas de cancro do pulmao ndo pequenas células, glioblastoma e cancro da

mama e os resultados evidenciaram um aumento da fosforilacdo oxidativa da glicose.® Estudos in
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vitro posteriores evidenciaram uma diminuicdo da producdo de lactato e aumento simultaneo da
produgdo mitocondrial de NADPH, ERO e peréxido de hidrogénio (H;02) em resposta ao DCA; bem
como a inducdo da apoptose em varios tipos de neoplasias, como cancro do pulmao ndo pequenas
células, glioblastoma, cancro da mama, cancro endometrial e cancro da prdstata.l*> 104-108!

Uma vez que tem a capacidade de eliminar a resisténcia a apoptose das células neoplasicas, o DCA
pode atuar como um agente sensibilizador de agentes quimioterapicos e de radiacdo. A
sensibilizacdo a varios agentes anticancerigenos na presenca de DCA foi atribuida a modulacdo do
microambiente tumoral, perturbacdes nos niveis de pH, inducdo de ERO e modulagdo das vias de
sobrevivéncia.['®

Estudos in vitro demonstraram que a associacdo de DCA e capecitabina induzem apoptose em
células neoplasicas de melanoma e de cancro do pulm3o ndo pequenas células.*'® Outro estudo
realizado em cancro do pulmdo ndo pequenas células mostrou, in vitro e in vivo, que a co-
administracdo de DCA com paclitaxel aumentou a eficiéncia da morte celular por inibicdo da
autofagia.*'!

A combinacdo de DCA e 5-fluorouracilo tem, também, um efeito sinérgico demonstrado na inibicdo
da proliferagdo celular e na indug3o da apoptose em células tumorais de cancro colorretal.[**?

A associagdo de DCA e doxorrubicina foi testada, também, em células neopldsicas de
hepatocarcinoma, demonstrando a capacidade do DCA de interromper as defesas antioxidantes
celulares, favorecendo danos oxidativos, desencadeados pelo tratamento com doxorrubicina.**3!
Da mesma forma, o DCA potenciou a morte celular de células de hepatocarcinoma induzida pela
adriamicina, através do aumento da produc3o de ERO.[*4

Um estudo in vivo realizado em cancro da bexiga demonstrou que o tratamento conjunto de DCA
e cisplatina reduziu drasticamente o volume tumoral em compara¢dao com o DCA ou a cisplatina
isoladamente.[**® O mesmo efeito sinérgico entre o DCA e a cisplatina foi igualmente evidenciado
em células tumorais de hepatocarcinoma.®!

Toda esta evidéncia mostra que o DCA pode ser utilizado como tratamento adjuvante de protocolos
de quiomioterapia e radioterapia, com o objetivo de diminuir as doses de farmacos utilizados e,
assim, reduzir a toxicidade dos tratamentos standard instituidos, assegurando a eficacia do
tratamento.''!

Nos ultimos 40 anos, o DCA tem sido utilizado no tratamento de criangas com doengas metabdlicas
causadas por defeitos mitocondriais congénitos*'®, bem como para aliviar os sintomas e as
consequéncias hemodinamicas da acidose lactica, associada a condi¢do clinicas graves como sépsis,
insuficiéncia cardiaca congestiva, queimaduras, cirrose, entre outras.**! A auséncia de evidéncia
de toxicidade hematoldgica, hepatica, renal ou cardiaca grave confirma a seguranca do DCA,%!

embora alguns efeitos laterais gastrointestinais sejam comuns nos doentes tratados com DCA.[*?%
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A limitacdo mais conhecida associada a administra¢cdo de DCA, observada em estudos pré-clinicos
e clinicos, é a neuropatia periférica.®* No entanto, a sua ocorréncia estd associada a administrac3o
oral crénica de DCA e é um efeito reversivel, limitado ao tempo de tratamento.™*?%

No seguimento de toda a evidéncia in vitro e in vivo a suportar os efeitos anti-neoplasicos do DCA,
varios ensaios clinicos fase | e Il foram iniciados para avaliar sua toxicidade e dosagem.!*??!

Um ensaio clinico realizado em 15 adultos com gliomas malignos recorrentes e metdstase tumoral
cerebral, teve como objetivo a defini¢io de uma dose de DCA segura e sem toxicidade associada.!*?!
Neste ensaio clinico foi administrada uma dose de 25 mg/kg/d de DCA e 8 pacientes completaram
pelo menos 1 ciclo de 4 semanas, periodo durante o qual apenas 2 individuos referiram parestesias
distais (grau 1).*?® Estes dados indicam que o DCA oral, administrado na dosagem ja estabelecida
para doencgas metabdlicas, é seguro, bem tolerado e vidvel para uso em adultos com este tipo de
tumores. (122

Outro ensaio clinico incluiu 24 pacientes com tumores sélidos que receberam tratamento oral com
6,25 mg/kg de DCA. Neste estudo foram observados sintomas como fadiga, vomitos e diarréia por
3 doentes com uma dose de 12,5 mg/kg. A resposta tumoral avaliada pela PET revelou doenca
estavel em oito pacientes, sem nenhuma resposta nos restantes.[*?"’

Um ensaio clinico de fase Il foi realizado com o objetivo de determinar a taxa de resposta, seguranca
e tolerabilidade do DCA oral em doentes com cancros de mama e do pulmao ndo pequenas células,
em estadios de doenga avancada. Neste estudo foi administrada uma dose de 6,25 mg/kg de DCA,
via oral, duas vezes ao dia. Os resultados ndo demonstraram melhoria clinica em 7 individuos
tratados com DCA, sendo que 2 deles morreram subitamente uma semana apds o inicio do DCA,
um por embolia pulmonar e o outro por causa desconhecida (presumivel AVC). Embora a relagdo
destas mortes com o DCA seja incerta, a sua ocorréncia aliada a auséncia de beneficio clinico
observado levou ao encerramento do estudo. Contudo, os autores defendem que os ensaios
clinicos relativos ao DCA devem ser realizados em doentes com maior esperan¢ca média de vida,
nos quais as doses terapéuticas podem ser alcangados. De facto, o estudo mais aprofundado acerca
dos efeitos e seguranga do DCA sdo essenciais dado que este composto esta comercialmente
disponivel e é atualmente muito utilizado por doentes oncoldgicos por automedicacdo,
frequentemente em doses superiores as doses habitualmente estudadas.*?*

Em 2012, um relato de caso descreveu a situacao clinica de um homem de 46 anos com recidiva
documentada apds quimioterapia para linfoma ndo-Hodgkin. O doente foi submetido a DCA 1 g/dia,
via oral, em monoterapia, com uma resposta positiva significativa e remissdo completa da doencga,
durante pelo menos 4 anos.[*?!

Assim, os resultados iniciais dos estudos clinicos realizados com o DCA reforcam a necessidade de

aprofundar o estudo deste farmaco em ensaios clinicos para varios tipos de tumores, usando doses
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ja estabelecidas para doengas metabdlicas e em doentes com sobrevida esperada de pelo menos

varios meses. 122 124]

Inibidores dos GLUTs

Segundo estudos realizados com PET, cerca de 90% dos tumores demonstram uma captacdo de
glicose aumentada, resultante do aumento da expressdo dos GLUTs.!

Os GLUTs sdo transportadores membranares que permitem a difusdo da glicose através da
membrana celular em fun¢do de um gradiente de concentracdo de glicose. ¥ Atualmente estdo
identificadas 14 isoformas destes transportadores nas células humanas, os quais apresentam
semelhancas estruturais e funcionais entre si.l*?®! Estes transportadores apresentam um modelo
conformacional com 12 a hélices transmembranares e terminais amina e carboxilicos citosélicos.
Sao proteinas de ligacdo nucleotidica com trés dominios de ligacdo a ATP, os quais sdo bastante
importantes para a sua conformacdo e afinidade, dado que a glicose é retida pelos dominios
citosélicos do GLUT, apds ligagdo do ATP aos mesmos.[*?”]

A distribuicdo das isoformas pelos tecidos depende das necessidades fisioldgicas distintas de glicose
de cada tipo celular.*?®’ O GLUT 1 é um transportador de glicose universal e encontra-se aumentado
em quase todos os tipos de cancro estudados.”! Estudos demonstraram que o nivel da sua
expressao correlaciona-se com o grau de diferenciagdo, proliferacdo e outros marcadores de
progndstico em varios tipos de cancro.?® Em 2011, Young et al verificaram, num estudo in vivo,
que a supressdo da expressdao de GLUT 1 em células neoplasicas conduzia a um crescimento
significativamente mais lento do tumor em comparagdo com a linha celular controlo; e por outro
lado, células tumorais com sobreexpressdao do mesmo gene demonstraram um crescimento
tumoral mais acelerado do que a linha celular parental.l*3%

O GLUT 3 é habitualmente expresso em tecidos de necessidades energéticas aumentadas, como o
cérebro, atuando como um suplemento a atividade do GLUT 1. O GLUT 3 encontra-se igualmente
aumentado em varios tipos de cancro, nomeadamente cancro do endométrio, da mama e da
tirdide.['?8! O GLUT 2 encontra-se expresso preferencialmente no figado, nos ilhéus pancreaticos e
nas células da retina, e niveis elevados destes transportador tém, também, sido encontrados em
cancros gastricos, pancreaticos, da mama e célon.?8

O transporte de glicose do meio extrecelular para o citoplasma é o primeiro passo-limitante da
glicdlise, e assim, alguns investigadores acreditam que a inibicdo da glicdlise através do bloqueio da

captagdo de glicose pode revelar-se mais eficaz do que a inibi¢do direta de enzimas glicoliticas.!”
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De facto, devido a sua expressdao aumentada em muitos tipos de tumores, os GLUTs favorecem o
crescimento e proliferacado celular, sobrevivéncia das células neopldsicas e, ainda, a resisténcia a
indmeros farmacos, pelo que se tornam alvos terapéuticos a explorar no tratamento anti-
cancerigeno.

Existem vdrios compostos naturais e sintéticos que atuam inibindo a capacidade de transporte de
GLUT,[31 1321 cyjo efeito é mediado pela sua ligacdo direta aos diferentes dominios dos
transportadores (tabela2). =

WzB1171% e o STF-3113% s30 duas moléculas com grande capcidade de inibicdo do GLUT 1, com
comprovado efeito no crescimento e proliferacdo das células tumorais, quer in vitro quer in vivo.
No entanto, a investigacdo acerca destes compostos €&, ainda, muito recente pelo que apenas foram
realizados estudos animais, ndo existindo ensaios clinicos sobre a sua aplicagdo em humanos.!*!
Varios compostos flavonoides revelaram-se potentes inibidores do influxo de glicose, tendo sido
demonstrado que inibem as tirosinas cinases de ligacdo de ATP e, por consequéncia, sdo capazes
também de inibir competitivamente os GLUTSs.!* 1%7]

Por fim, varios estudos demonstraram que alguns antirretrovirais da classe dos inibidores da
protease, utilizados no tratamento de infe¢des por virus da imunodeficiéncia humana (VIH),
exibem, também, efeitos inibitérios do GLUT-4. Destes farmacos, o ritonavir é o que apresenta um
efeito inibitério mais potente e por esta razdo tem vindo a ser estudado como farmaco anti-
cancerigeno./” Os efeitos antitumorais do ritonavir foram demonstrados em estudos in vitro com
células de mieloma multiplo.3> Neste estudo foi demonstrado que os efeitos inibitérios do
ritonavir foram mediados pela inibigdo do GLUT4 nas células do mieloma multiplo, bem como uma
reducdo da proliferacdo e viabilidade destas linhas celulares tumorais. **! Os resultados deste e
outros estudos, destacam o potencial terapéutico do ritonavir no tratamento do mieloma multiplo
através da inibicdo do GLUT4. 13> 1361 Os efeitos antineoplasicos do ritonavir foram também
demonstrados em varios estudados in vitro noutros tipos de cancro, nomeadamento cancro do
pulm3o n3o pequenas células*®”), cancro da mamal*3®, leucemia!’>® e glioblastoma multiforme*4°,
Atualmente, existem trés ensaios clinicos em fase de recrutamento para o estudo da aplicacdo do

ritonavir no tratamento de cancro de mama e prdstata.*4”
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% Silibinina

Silibinina (ou silibina) é um flavondide natural derivado de cardo-mariano (Sylbum marianum) e
atua como inibidor do GLUT-4,1**) com inimeros estudos publicados acerca das suas diferentes
atividades antineopldsicas decorrentes de varios mecanismos, entre os quais a inibicdo de GLUTs e
consequente bloqueio da captacdo de glicose. **Y Vérios estudos pré-clinicos, in vitro e in vivo,
demonstraram que este composto tem a capacidade de inibicdo do crescimento e a proliferacao
tumoral, bloqueio do ciclo celular e de varias vias de sinalizacdo intracelular (Akt, ERK1/2, Notch-1,
MAPK e STAT3), inibicdo da angiogénese e da capacidade de invasdo e metastizacdo e inducdo da
morte celular por apoptose e autofagia.[**?

Existem estudos que mostram que a terapia combinada de silibinina com doxorrubicina apresenta
um efeito sinérgico na inibicdo do crescimento e apoptose em linhas celulares de cancro de
préstata.l**3 A associagdo a compostos de platina, como a cisplatina e carboplatina, demonstram
igualmente uma inibi¢cdo adicional significativa do crescimento de células neoplasicas de cancro da
préstata em comparagdo com células tratadas apenas com compostos de platina.!**4

Este composto foi testado num ensaio clinico de fase | em pacientes com cancro da préstata, mas
demonstrou ter baixa penetragdo no tecido apés duas semanas de terapia.**”! Contudo, outro
ensaio clinico demonstrou boa tolerabilidade da silibinina oral em altas doses em doentes com
cancro de préstata. Este estudo tinha como objetivo avaliar a toxicidade de altas doses de silibina,
reunir dados relativos a sua farmacocinética e determinar um esquema de dosagem para ensaios
de fase Il. Assim, neste estudo, a toxicidade mais significativa observada foram alteragdes hepaticas
assintomaticas, principalmente hiperbilirrubinemia ndo conjugada, associada a uma administragdo
cronica. A dose oral recomendada para estudos de fase Il de silbinina é de 13g por dia, em 3
doses.[**! Embora n3o fosse o objetivo principal deste estudo, a resposta tumoral ao composto foi
monitorizada através medi¢cdes mensais de PSA, ndo tendo sido observada uma resposta
significativa (redugdo superior a 50% nos valores de PSA). No entanto, os investigadores salientam
o facto de que as experiéncias pré-clinicas com células de cancro de préstata mostrarem atividade
sinérgica quando a silibinina é combinada com farmacos quimioterdpicos, realcando a importancia

da realizagdo de mais ensaios clinicos com a silibina em associacdo com outros farmacos. 14¢!
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Conclusao

Quase um século depois da descoberta de Otto Warburg, a alteracdo do metabolismo glicidico
caracteristica das células neoplasicas é ja utilizada com sucesso no diagndstico de doenca
oncoldgica hd muitos anos, através da técnica imagioldgica PET. Contudo o potencial terapéutico
do efeito de Warburg nao foi ainda explorado, ndao existindo nenhuma aplicagao pratica no
tratamento oncolégico até ao momento. Nas ultimas decadas, a investigacdo concentrou os seus
esforcos no estudo do metabolismo tumoral da glicose como alvo no tratamento oncolégico, dado
gue este difere significativamente do metabolismo da glicose nas células normais. Assim, o
metabolismo tumoral tornou-se um campo promissor para o desenvolvimento de novos agentes
antineopldsicos. IniUmeros andlogos de metabolitos, foram identificados como inibidores das vdérias
etapas da via glicolitica, bem como dos GLUT, estando atualmente a ser testados como potenciais
farmacos a aplicar no tratamento dos varios tipos de cancro.

Estas moléculas emergentes foram intensamente testadas em estudos pré-clinicos, com resultados
muito promissores quer in vitro, quer in vivo. Todavia, os resultados de ensaios clinicos revelaram-
se contraditérios e desanimadores, sendo que a maioria destes inibidores demonstraram apenas
eficacia moderada ou sem eficacia quando usados em monoterapia. Tal podera dever-se ao facto
das células cancerigenas exibirem plasticidade metabdlica e, assim, conseguirem ultrapassar a
inibicdo de uma via metabdlica especifica através da sobreexpressdo de genes e regulagdo positiva
de vias alternativas. Por esta razdao, o tratamento combinado com dois ou mais agentes
antiglicoliticos, que inibam diferentes vias metabdlicas simultaneamente, poderd ser uma
estratégia alternativa para aumentar a eficacia destes farmacos.

Por outro lado, estudos mostram que o metabolismo tumoral alterado desempenha um papel
importante no desenvolvimento de resisténcias a fadrmacos quimioterdpicos e a radioterapia.
Assim, os agentes antiglicoliticos podem ser Uteis na sensibilizacdo das células tumorais,
contribuindo para uma maior eficacia e seletividade do tratamento em tumores resistentes, como
demonstrado em modelos pré-clinicos e ensaios clinicos. Embora tenha sido ja demonstrado que
esta pode ser uma estratégia promissora para superar as resisténcias tumorais, é necessdria
investigacdo adicional acerca da utilizagdo de terapia combinada de farmacos quimioterapicos ou
técnicas de radiagdo convencionais com agentes antiglicoliticos, com o objetivo de fornecer novas
estratégias terapéuticas no tratamento oncoldgico.

Por fim, e a semelhanga do que que acontece com a maioria dos agentes antineopldsicos estudados
e utilizados na pratica clinica, outra das principais dificuldades na aplicacdo pratica da inibicao da

glicdlise anaerdbia sdo os efeitos adversos decorrentes da toxicidade sistémica. Esta toxicidade

19



deve-se a natureza ubiquitaria das enzimas e transportadores envolvidos no metabolismo glicidico.

Estratégias que permitem contornar este problema incluem a utilizacdo de formas de

administracao seletivas e direcionadas, com recurso a tecnologia imagiolégica de forma a conseguir
aplicar o farmaco diretamente no tumor ou numa artéria préoxima ao tumor.

O farmaco anti-neoplasico ideal é aquele com exerce efeitos adversos minimos nas células normais
com capacidade mdxima para induzir apoptose em células tumorais. Os agentes antiglicoliticos,
embora longe deste conceito, demonstraram um potencial terapéutico promissor que justifica mais

investigacao cientifica, de forma a que estes inibidores possam, um dia, fazer parte de protocolos

de tratamento oncoldgico.
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Figura | - Via glicolitica e enzimas envolvidas

Imagem adaptada de "Glycolysis: Figure 2," de OpenStax College, Biology (CC BY 3,0).
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Figura Il - Metabolismo da glicose em células normais e células neoplasicas 8!

A imagem A representa o metabolismo glicidico nas células normais. Nestas, e na presenga de oxigénio, as 2 moléculas

de piruvato resultantes da glicdlise citoplasmatica, entram na mitocondria onde sdo submetidas ao ciclo de Krebs. Este

processo designa-se fosforilagdo oxidativa e deste resultam a produgdo de 36 moléculas de ATP, dgua e didxido de

carbono. N auséncia de oxigénio, o piruvato é transformado a 4cido Iatico através da glicdlise anaerdbia, com produgdo

de apenas 2 moléculas de ATP. A imagem B representa o metabolismo glicidico alterado nas células neoplésicas. Nestas,

embora a mitocondria esteja funcional, e mesmo na presenga de oxigénio, a maioria das moléculas de glicose sofrem

fermantacgdo latica no citoplasma, processo designado de glicdlise aerdbia. Esta preferencia das células tumorais pela

glicdlise aerdbia, em detrimento da respiragdo mitocondrial, denomina-se “Efeito de Warburg".
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Figura Ill - Via glicolitica e respetivos locais de atuagio dos inibidores da glicélise e dos GLUT 4]

Imagem da via glicolitica com a representagdo dos inibidores glicolitcos e dos inibidores dos GLUT e os seus respetivos

locais de atuagdo na cascata de reagGes enzimatica. As enzimas e os transportadores estdo representados a vermelho e

os intermedidrios metabdlicos a azul. Os agentes antiglicoliticos estdo representados a preto. Os quadrados vermelhos

sinalizam alguns dos inibidores abordados neste trabalho.
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Tabela | - Inibidores glicoliticos™*

Compound name Target protein Status Ref.

2DG Inhibits HK Phase | -completed (Jul 2008) NCTO00096707
Phase [ / [1-terminated (Mar 2011) NCT00633087

3-BP Inhibits HK Pre-clinical [66-74]

Lonidamine Inhibits mitochondrial HK2 Phase II / [ll-terminated (Aug/Dec 2006) NCT00237536

NCT00435448

3PO Inhibits PFK2 Pre-clinical [90]

N4A, Y79 Inhibits PFK2 Pre-clinical [91]

PGMI-004A Inhibits PGAM1 Pre-clinical [96]

MJE3 Inhibits PGAM1 Pre-clinical [98]

TT-232 Inhibits PKM2 Phase II-completed (Mar 2008) NCT00422786
Phase [l -terminated (Oct 2010) NCT00735332

Shikonin/alkannin Inhibits PKM2 Pre-clinical [108]

ML265 (TEPP-46) Activates PKM2 Pre-clinical [116,117]

FX11 Inhibits LDHA Pre-clinical [126]

Quinoline 3-sulfonamides Inhibit LDHA Pre-clinical [141]

DCA Inhibits PDK Phase | -ongoing NCT00566410
Phase | -ongoing NCT01111097
Phase II -completed (Aug 2009) NCT00540176

6-AN Inhibits GePD Pre-clinical [159-161]

Oxythiamine Inhibits TKTL1 Pre-clinical [170-173]

Agentes inibidores da via glicolitica e estado da evidéncia cientifica acerca dos mesmos. 2-DG: 2-desoxiglicose; 3-BP: 3-
bromopiruvato; DCA: Dicloroacetato; 6-AN: 6-aminonicotinamida; HK: Hexocinase; PFK: fosfofrutocinase; PGAM:
fosfoglicerato mutase; PKM2: Piruvato cinase M2; LDH: Lactato desidrogenase; PDK: Piruvato desidrogenase cinase;

G6PD: Glicose-6-fosfato desidrogenase; TKTL1: enzima Transcetolase-like 1.
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Tabela Il - Inibidores dos transportadores GLUT!]

Inhibitor Target GLUT Status Ref.

WZB117 GLUTL Animal study Lin et a™, 2012

STF-31 GLUT1 Animal study Chan ¢t al™, 2011

Fasentin GLUTL In vitro Wood et al™, 2008
Apigenin GLUTL Phase II NCT00609310

Genistein GLUTL Phase 11 /11 NCT00118040; NCT00584532
Oxime-based GLUT1 inhibitors GLUTL Animal study Tuccinardi et al™, 2013
Pyrrolidinone derived GLUTI inhibitors GLUT1 In vitro Ulanovskaya et al™, 2011
Phloretin GLUT2 Animal study Wu et al™, 2009

Quercetin GLUT2 Phase [ NCT01912820
DNA-damaging anticancer agents GLUT3 In vitro Watanabe et al™, 2010
GSK-3 inhibitors GLUT3 n vitro Watanabe et al™™, 2012
Ritonavir GLUT4 Phase [ /11 NCT01009437; NCT01095094
Silibinin GLUT4 Phase [ /11 Flaig ef al™, 2007; NCT00487721

Agentes inibidores dos transportadores transmembranares GLUT e estado da evidéncia cientifica acerca dos mesmos.
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