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Resumo

Com mais de um milh&o de novos casos detetados todos 0s anos, o cancro de pele
¢ a neoplasia maligna mais comum entre a populacdo caucasiana, 0 que se traduz num
grave problema de saude publica. O melanoma é considerado 0 mais agressivo, sendo

responsavel por cerca de 80% das mortes por cancro de pele.

O melanoma, quando diagnosticado precocemente e num estadio inicial, pode ser
removido cirurgicamente com uma elevada taxa de sucesso. No entanto, uma vez
metastizado, esta associado a um mau progndéstico, sendo necessario recorrer a opgdes
terapéuticas sistémicas como a imunoterapia, a quimioterapia e terapias dirigidas. Apesar
do progresso, a ineficacia terapéutica e as resisténcias adquiridas ao tratamento,

conduziram a necessidade de encontrar opg¢des terapéuticas mais eficazes e duradouras.

O recurso a antidiabéticos orais como a metformina, um farmaco da classe das
biguanidas, para o tratamento do melanoma tem sido uma op¢do com um elevado
potencial terapéutico. Por conseguinte, varios estudos sustentaram o efeito promissor da
fenformina, um farmaco da mesma classe, na efetividade da inibicdo do crescimento

tumoral e proliferacdo celular do melanoma.

Esta monografia centra-se assim numa revisao sistematica sobre o potencial uso
terapéutico da fenformina no melanoma. Para isso, foi definido um protocolo de
investigacdo, onde foi especificada a questdo da investigacdo, os termos de pesquisa e
bases de dados utilizadas. Apds a pesquisa na literatura, e depois de aplicados os critérios
de incluséo e exclusédo, foram selecionados 7 artigos, publicados entre o ano de 2012 e
2020.

Os resultados obtidos sustentam a teoria de que numa ampla variedade de células
de melanoma, tanto de humanos como de murganhos, a fenformina parece diminuir a
proliferacdo celular, induzir a apoptose, bem como a paragem do ciclo celular. Desta
forma, os resultados obtidos nesta revisdo sistematica permitem apoiar a possivel

aplicacdo terapéutica da fenformina no melanoma.

Palavras-chave: melanoma; fenformina; biguanidas; terapéutica anticancerigena;

paragem do ciclo celular

Vi
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Abstract

With more than one million new cases detected each year, skin cancer is the most
common malignancy among the caucasian population, which is a serious public health
problem. Melanoma is considered the most aggressive, accounting for about 80% of

deaths from skin cancer.

Melanoma, when diagnosed early and at an early stage, can be surgically removed
with a high success rate. However, once metastasized, it is associated with a poor
prognosis, making it necessary to resort to systemic therapeutic options such as
immunotherapy, chemotherapy, and targeted therapies. Despite progress, therapeutic
inefficiency and acquired resistance to treatment led to the need to find more effective

and lasting therapeutic options.

The use of oral antidiabetics such as metformin, a drug of the biguanide class, for
the treatment of melanoma has been an option with a high therapeutic potential.
Therefore, several studies have supported the promising effect of phenformin, a drug of
the same class, on the effectiveness of tumor growth inhibition and melanoma cell

proliferation.

This monograph thus focuses on a systematic review of the potential therapeutic
use of phenformin in melanoma. For this, an investigation protocol was defined, where
the investigation question, the search terms and databases used were verified. After
searching the literature, and after conditioning the inclusion and exclusion criteria, 7

articles were selected, published between the year 2012 and 2020.

The results obtained support the theory that in a wide variety of human and mouse
melanoma cells, phenformin appears to decrease cell proliferation, induce apoptosis, as
well as arrest the cell cycle. Thus, the results obtained in this systematic review support

a possible application of phenformin in melanoma.

Keywords: melanoma; phenformin; biguanides; anticancer therapy; cell cycle arrest
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1. Introducéo

1.1. Melanoma

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancro é umas das
principais causas de morte a nivel mundial, representando a segunda causa mais

importante de morte e morbilidade na Europa (1).

O melanoma é a forma mais agressiva de cancro cutaneo, sendo responsavel por
80% das mortes por cancro de pele (2). A incidéncia desta doenca tem vindo a aumentar
nas Ultimas décadas, atingindo cerca de 300 000 novos casos em todo o0 mundo, em 2018.
Estima-se que nos proximos 20 anos, 0 numero de pessoas diagnosticadas com cancro da

pele aumente drasticamente (3).

Esta patologia resulta da transformacdo neoplésica dos melandcitos, células
responsaveis pela produgdo de melanina, que derivam da crista neural. (4) Estas células
estdo localizadas na camada basal da epiderme, podendo também ser encontradas em
varios tecidos do corpo, tais como os foliculos pilosos, a coroide do olho, as meninges e

o ouvido interno (5,6).

Atualmente, o melanoma é considerado uma doenca com uma etiologia bastante
complexa, determinada pela relacdo entre fatores de risco ambientais e caracteristicas
genéticas. O principal fator associado ao desenvolvimento desta patologia é a exposicédo
a radiacdo ultravioleta (RUV), uma vez que existe uma relacdo entre a exposicao
intermitente ao sol, durante a infancia e a adolescéncia, e um risco aumentado de contrair
a patologia (7). Possuem tambem um risco acrescido de adquirir a doenca pessoas com
pele e olhos claros e, cabelos ruivos, uma vez que a produgéo de melanina se encontra
diminuida (8). A suscetibilidade genética, a historia pessoal e familiar de melanoma, a
idade, o numero de nevos melanociticos (acumulages benignas de melandcitos,
vulgarmente conhecido por “sinais”, que podem ser congénitos ou adquiridos), a
imunossupresséo e a terapéutica que combina psolarenos com a exposi¢do a radiacao

ultravioleta (PUVA) sdo também alguns dos fatores predisponentes (5,7,8).
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No que diz respeito ao desenvolvimento da doencga, esta pode ser dividida em
cinco estadios (Figura 1.1). Inicialmente, no estadio 0, também designado de melanoma
in situ, 0 melanoma esté confinado a camada superior da pele. As células cancerigenas
estdo compreendidas na epiderme, existindo uma interacdo minima com 0S vasos
sanguineos, pelo que o tumor pode ser facilmente removido através de uma cirurgia
(9,10). No estadio | ou fase de crescimento radial, ocorre uma proliferacdo das células
tumorais na epiderme, ndo existindo evidéncia da sua presenca nos ganglios linfaticos ou
orgdos distantes. O estadio 11 é caracterizado por uma fase de crescimento vertical com
invasdo na derme vascularizada, podendo ser dividida em 3 grupos — A, B e C- consoante
a espessura do tumor e/ou o grau de ulceragdo. Quando o melanoma progride para o
estadio 111, as células tumorais formam metéstases nos ganglios linfaticos adjacentes.
Por ultimo, no estadio 1V, as metastases disseminam-se para outras zonas da pele, ou

Orgaos mais distantes, como o figado, pulmdes e cérebro (11,12).

pele e melanocitos normais Estigio 0: Melanoma in-  Estagio I melanoma (<Imm
situ

FIQUSIMTINITU IISTanIVL Y S

Vasos sanguineos e
capilares

Estagio I1I: migrac3o de céluas  Estagio IV: propagagio de
para nodulos linfaticos regionais  melanima metastico

Estégio II: melanoma
(<4mm)

Figura 1.1. Progressdo patoldgica da propagacdo do melanoma. Adaptado de (12).

A classificacdo histogenética do melanoma data de 1969, quando Wallace Clark e os
colegas reportaram tumores malignos, com caracteristicas macro- e microscépicas bem

distintas (13). Esta doenca cutanea pode assim ser dividida em quatro variantes principais:
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melanoma extensivo superficial (SSM), melanoma nodular (NM), melanoma lentigo

maligno (LMM) e melanoma acral lentiginoso (ALM) (14).

A aparéncia clinica do melanoma varia de acordo com o seu subtipo. Alteracdes
nos nevos, vulgarmente conhecidos por “sinais”, podem ser um indicativo de que estamos

na presenca de melanoma. Algumas dessas

Benigno Maligno

alteracbes sdo a assimetria da lesdo, os
contornos irregulares, a alteracdo da cor e da
sua superficie e, 0 aumento de tamanho (Figura
1.2) (15,18).

Tendo em conta o elevado indice de
mortalidade desta doenca, o seu diagnostico
precoce assume um papel fundamental, uma
vez que em estadios inicias, 0 melanoma pode
ser facilmente curéavel através da sua excisao

cirdrgica.

Figura 1.2. Sistema ABCDE em lesGes
benignas e malignas. A-assimetria; B-bordos; C-
cor; D-diametro; E-evolucdo. Adaptado de
(135).
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1.2. Abordagem terapéutica no melanoma

A detecdo precoce e a remocao cirurgica do tumor continuam a ser a chave de
ouro para o tratamento do melanoma cutaneo primaério (10). Atualmente, em doentes com
lesGes de estadio | e Il, a recessdo cirurgica esta associada a uma taxa de sobrevivéncia a
5 anos, de 95% e 80%, respetivamente (15).

Contudo, quando o diagndstico é feito num estadio mais avancado, em que ja
ocorreu disseminacdo metastatica para outros 0Orgdos, o seu progndstico torna-se
reservado, apresentando uma taxa de sobrevivéncia a 3 anos, inferior a 15%. Nestes casos,
apesar da cirurgia continuar a ser o tratamento preferencial para metastases cutaneas,
deverd considerar-se terapias sistémicas se existirem lesdes numerosas ou extensas

inoperaveis, bem como metastases distantes (17,23).

Até ao ano de 2011, as Unicas opc¢des terapéuticas sistémicas para 0 melanoma
metastatico aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia
Europeia do Medicamento (EMA) incluiam a terapéutica anticancerigena com
Dacarbazina (DTIC) e doses elevadas de interleucina (IL)-2 (18). No entanto, 0s riscos
de toxicidade associados e a baixa taxa de resposta da Dacarbazina (DTIC), cerca de 20%,

limitaram a sua aplicacdo (17,24).

Tal como referido anteriormente, 0 melanoma metastatico & praticamente
irremovivel cirurgicamente, sendo necessario recorrer a terapias sistémicas, tais como a
quimioterapia, a radioterapia, as terapias dirigidas e a imunoterapia (20). Estas terapias
tém como principios adjacentes: o aumento da taxa de sobrevivéncia e a diminuicdo do

tamanho do tumor, com auséncia ou diminui¢do de sintomas (15).

Com o avanco da investigacdo, surgiram assim novas estrategias terapéuticas no
campo das terapias dirigidas e da imunoterapia, destacando-se os inibidores seletivos de
BRAF, como o Vemurafenib, Dabrafenib e Encorafenib (usados sozinhos e/ou em
combinagdo com inibidores de MEK, como o Cobimetinib, Binimetinib e Trametinib), os
anticorpos anti-recetor de morte programada 1 (anti-PD-1), como o Nivolumab e o
Pembrolizumab e, os agentes inibidores do antigénio 4 associado ao linfocito T citotoxico
(CTLA-4), como o Ipilimumab (21). Estes mecanismos encontram-se ilustrados na Figura
1.3.
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Figura 1.3. Terapias sistémicas no melanoma metastético. Adaptado de (23).

Na Tabela 1.1. encontram-se sumarizadas as op¢Oes terapéuticas sistémicas para

0 melanoma em estado avancado.
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Tabela 1.1. — Opc0es terapéuticas para 0 melanoma em estado avancgado. (CTLA-4 — antigénio
associado a linfdcitos T citotoxicos; PD-1 — proteina de morte celular 1) Adaptado de (22).

Dacarbazina
Temozolamida
Carboplatina/ Cisplatina
Vincristina/ Vinblastina,
Quimioterapia Citotdxicos Carmustina/ Fotemustina
Paclitaxel
Docexatel

Vemurafenib

Inibidores BRAF Dabrafenib

(iBRAF) Encorafenib

Trametinib

Terapias dirigidas Inibidores MEK (iMEK) Ct_)b_imet_in_ib
Binimetinib

Dabrafenib + Trametinib
Inibidores BRAF e MEK  \/emurafenib + Cobimetinib

Encorafenib + Binimetinib

Inibidores CTLA-4 Ipilimumab
- Nivolumab
Imunoterapia Inibidores PD-1 Pembrolizumab
Imunoterapia combinada Nivolumab + Ipilimumab

Interleucina-2
Terapia viral oncolitica

Outras terapéuticas
Interferdo alfa

1.2.1. Quimioterapia

Antes do desenvolvimento da terapéutica dirigida e da imunoterapia, a
quimioterapia era usada como padrdo de tratamento em pacientes com melanoma
metastatico, com Dacarbazina ou outros agentes alquilantes como a Temozolomida, a
Fotemustina ou os Taxanos. Contudo, com o avanco das terapias dirigidas e da
imunoterapia, a quimioterapia foi considerada uma terapia de segunda a terceira linha.
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Atualmente, os agentes citotoxicos utilizados sdo Dacarbazina, Temozolamida,
Carboplatina, Cisplatina, Vincristina, Vinblastina, Tamoxifeno, Fotemustina e
Paclitaxel (23).

Contudo, a DTIC é o agente mais utilizado, sendo considerado 0 mais ativo em
regimes de monoterapia no tratamento do melanoma com metastases distantes. Esta
associado a uma taxa de resposta entre 10-20% e a uma duracdo média de 6 meses. Por
outro lado, a média de sobrevivéncia aos 6 anos € inferior a 2% (23,24).

Com o objetivo de fazer face a baixa taxa de resposta observada no tratamento por
monoterapia com Dacarbazina, foram inicialmente desenvolvidos estudos que sugeriam
que a combinacdo entre agentes citotdxicos, aumentavam a taxa de resposta e a
sobrevivéncia dos pacientes comparativamente ao uso isolado dos mesmos (23,24).
Foram assim criados varios regimes, entre eles 0 BOLD (Bleomicina + Vincristina +
Lomustina + DTIC), o CVD (Cisplatina + Vinblastina + DTIC) e o regime de Dartmouth
(DTIC + Cisplatina + Carmustina + Tamoxifeno). No entanto, estudos mais avangados
ndo revelaram beneficios a utilizacdo destes regimes de combinacao, evidenciando niveis

de toxicidade mais elevados (25).

1.2.2. Terapias dirigidas

Outra abordagem terapéutica do melanoma metastatico relaciona-se com a
inibicdo seletiva de processos mecanisticos essenciais, tais como a proliferagdo e

sobrevivéncia celular, a angiogénese e metastase (26).

A via MAPK desempenha um papel importante no desenvolvimento do
melanoma, tornando esta via um alvo terapéutico interessante. Esta via, também
conhecida como via RAS/RAF/MEK/ERK, é despoletada em resposta a ligandos
extracelulares que se ligam a recetores presentes na superficie das células. Uma vez
ativados, estes recetores levam a ativacdo da proteina RAS, localizada na superficie
membranar interna, que por sua vez leva a ativacdo da proteina BRAF, a mais abundante
na familia RAF. Esta proteina encontra-se assim capaz de fosforilar e ativar a MEK, que
por seu lado fosforila e ativa a ERK. Quando ativada, a ERK fosforila proteinas

citoplasmaticas e é transportada para o interior do nucleo, onde regula a transcrigdo de
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genes envolvidos na diferenciacéo, proliferacdo e sobrevivéncia celulares assegurando,

desta forma, o desenvolvimento de células cancerigenas (27-29) (Figura 1.4).

Meio Extracelular
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Figura 1.4. Representacdo esquematica da via de sinalizagdo MAPK. (ERK - Cinase
regulada por sinalizagéo extracelular; PO4 - grupo fosfato; BRAF, MEK, RAS e
ERK sdo proteinas constituintes desta via) Adaptado de (31).

A desregulacdo desta via de sinalizacdo ocorre com frequéncia no melanoma

metastatico devido a mutacGes nos genes BRAF ou RAS (26,30).

1.2.2.1. Inibidores BRAF

O gene BRAF ¢é o mais frequentemente mutado na via MAPK, sendo que
aproximadamente 60% dos melanomas avangados contém mutac6es neste gene. Em 90%
das mutacbes BRAF é prevalente uma substituicdo de valina por acido glutamico no
codao 600 (V600E) do exdo 15 (31-33). BRAFV600E leva a hiperativacédo da via MAPK,
que por sua vez desencadeia vias de sobrevivéncia e divisao celular de forma a promover

0 desenvolvimento do tumor por inducédo da proliferacdo (34).
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No entanto, existem outras mutacbes como BRAFV600D, BRAFV600K e
BRAFV600R, em que ocorre a substituicdo de valina por lisina, acido aspartico ou
arginina, respetivamente. Mutagcbes como BRAFK601E e BRAFD594N também sdo
conhecidas por ocorrer num namero reduzido de pacientes (33). Outra mutacgéo recorrente
¢ a mutacdo no NRAS presente em aproximadamente entre 15 a 20% dos melanomas
(23,32).

O Vemurafenib foi o primeiro inibidor seletivo do gene BRAF a ser desenvolvido,
tendo sido aprovado pela FDA e pela EMA, em 2011 e 2012, respetivamente, para o
tratamento de melanoma irressecével ou metastatico com mutacdo BRAFV600E (22,35).
O Dabrafenib é outro inibidor de BRAF especifico que foi aprovado pela FDA e EMA
em 2013, tendo sido mais recentemente, em 2018, aprovado o Encorafenib em
combinacdo com Binimetinib (inibidor de MEK) (40,41).

Contudo, verifica-se com frequéncia o desenvolvimento de resisténcia
adquirida/secundaria a estes tratamentos com inibidores de BRAF, pelo que surgiu a

necessidade da combinacdo terapéutica com inibidores MEK (37).

1.2.2.2. Inibidores MEK

Uma vez descoberta a importancia da via MAPK e sendo esta uma via de
sinalizacdo em que as proteinas BRAF e MEK séo ativadas consecutivamente perante
uma forma anormal de BRAF, tornou-se emergente o desenvolvimento de inibidores
MEK. Desta forma, o0 mecanismo dos inibidores MEK, consiste em bloquear diretamente
a MEK e em prevenir a sua ativagédo pelo BRAF (38).

O Trametinib foi o primeiro farmaco a ser aprovado, em 2013 pela FDA e 2014
pela EMA, para o tratamento de doentes adultos, com melanoma metastizado ou
irressecavel, com a mutagdo BRAFV600E ou V600K (39).

O Binimetinib [FDA e EMA (2018)] e o Cobimetinib [FDA e EMA (2015)] foram
aprovados para o tratamento do melanoma avancado em combinacdo com o Encorafenib

e o Vemurafenib, respetivamente (22,39).
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1.2.2.3. Resisténcia a terapéutica

Apesar das elevadas taxas de resposta com os inibidores BRAF e a atividade
clinica promissora dos inibidores MEK nos melanomas BRAF mutados, a duracdo da
resposta é relativamente curta devido aos mecanismos de resisténcia adquirida, limitando
a eficécia da terapéutica (37). Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em 2
grupos: primario ou intrinseco, quando nao é alcancado nenhum beneficio terapéutico e,
secundario ou adquirido, quando apos existir uma resposta inicial a terapéutica se observa
uma regresséo nos resultados (40,41).

Na maior parte dos casos, a principal causa de resisténcia aos inibidores BRAF é
a reativacdo da via MAPK, levando a ativacdo continua da cinase regulada por sinais
extracelulares (ERK) na presenca de inibicdo BRAF, o que ocorre em cerca de 80% dos
tumores resistentes. Observou-se ainda que a reativacéo da via MAPK ocorre em cada 9
em 10 individuos que apresentam resisténcia a inibidores BRAF ou MEK, resultando no
aumento da ativacdo ERK (42).

Foi também demonstrado que as células com resisténcia adquirida aos inibidores
de BRAF podem recuperar as suas propriedades de sinalizacdo e utilizar
indeterminadamente qualquer uma das trés isoformas de RAF para acionar a ativacgdo de
ERK e regular a proliferacéo de células de melanoma. Foi observado que a inibicao de 1
ou 2 das isoformas de RAF ndo afetou de forma relevante a progressao do ciclo celular,
ao passo que a inibicdo simultanea das 3 isoformas, levou a paragem do ciclo celular
GO0/G1 (43,44).

Verificou-se também que, em cerca de 10-20% dos casos que desenvolvem
resisténcia precoce ou sdo intrinsecamente resistentes a inibicdo da MAPK, existem
mutacdes ao nivel da proteina PI3K ou AKT, ou uma perda do gene PTEN (fosfatase
homologa a tensina). Uma vez que o PTEN € um gene supressor do tumor que regula
negativamente a via PI3K/AKT, a sua expressdo diminuida conduzira a niveis
aumentados de AKT e PIP3, que por sua vez aumenta o crescimento e proliferagéo

celular, inibindo a apoptose (41,44).

1.2.2.4. Inibidores BRAF e MEK em combinacéo

A resisténcia adquirida com o tratamento, em monoterapia, com os inibidores

BRAF é quase universal, pelo que os estudos a combinar diversas terapéuticas comegaram
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a ser desenvolvidos. Atendendo que a inibi¢do em simultaneo das proteinas BRAF e MEK
da via MAKP demonstrou atenuar a resisténcia adquirida, levando a uma maior eficécia
terapéutica, uma resposta antitumoral mais elevada e uma sobrevivéncia livre de
progressdo (PFS) mais longa, comecaram a ser utilizadas combinacOes terapéuticas de
iBRAF e iMEK (40,43).

Estes resultados conduziram a aprovacdo de 3 combinagfes para uso no melanoma
metastatico que expressam mutaces BRAFV600E ou BRAFV600K. S&o elas a
associacdo de Dabrafenib com o Trametinib [FDA (2013) e EMA (2014)], Vemurafenib
com Cobimetinib e Encorafenib [FDA e EMA (2015)] com Binimetinib [FDA e EMA
(2018)] (22,39,45).

Num estudo realizado em linhas celulares de melanoma, em que 36%
apresentavam mutacdes BRAF ativadoras, foi observada uma maior sensibilidade a
combinacdo terapéutica de Vemurafenib (iBRAF) com Trametinib (iMEK)
comparativamente ao seu uso isolado. Verificou-se também que uma proporcdo dos
pacientes que desenvolviam resisténcia a terapéutica com inibidores BRAF, respondiam

a terapéutica com inibidores MEK (46).

1.2.3. Imunoterapia

Os doentes com melanoma metastatico tém uma resposta imune antitumoral
comprometida, conduzindo a uma tolerancia por parte do sistema imunitério e a criacdo
de um microambiente favoravel a progressdo do mesmo (47). A imunoterapia, que supera
com sucesso esta supressdo do sistema imunitario mediada pelo tumor, € utilizada para
melhorar a resposta imune dos doentes com melanoma e aumentar a eliminag&o de células

cancerigenas (33,48).

Esta abordagem terapéutica baseia-se no bloqueio de alguns pontos reguladores
do sistema imunitario, no entanto, ao contrario dos anticorpos atualmente aprovados para
o0 tratamento do cancro, estes ndo atuam diretamente sobre as células tumorais. VV&o atuar
sobre os recetores linfocitarios ou sobre os seus ligandos, com o objetivo de aumentar a

atividade antitumoral enddgena (37).

11
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Atualmente, estdo disponiveis trés anticorpos monoclonais responsaveis por
aumentar a imunidade antitumoral ao inibir os pontos de controlo imunitario, como o
CTLA-4 e 0 PD-1 (Figura 1.5) (49,50).
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Figura 1.5. Mecanismos de a¢do do CTLA-4 e do PD-L1. Adaptado de (50).

1.2.3.1. Inibidores do CTLA-4

O Ipilimumab, aprovado em 2011 pela FDA e pela EMA, é um anticorpo
monoclonal concebido para se ligar a proteina CTLA-4, que é expressa a superficie das
células T, inibindo a sua atividade. Através desta ligacdo, vai promover a ativacéo e
proliferacdo de células T, que por sua vez se infiltram nos tumores, eliminando as células
cancerigenas (28,37,38). Em 2017, este anticorpo foi aprovado pela FDA no tratamento
do melanoma metastatico ou irressecavel (tumor que ndo pode ser removido

completamente por cirurgia) em doentes com idade igual ou superior a 12 anos (52).

12



A fenformina como potencial terapéutica no melanoma — Revisdo sistematica

1.2.3.2. Inibidores do PD-1

Por sua vez, o recetor de morte programada 1 (PD-1) expressa-se
preferencialmente na superficie de células T ativadas, linfocitos B e células natural killer

(NK) e, esta envolvido em processos de tolerancia imunitaria (32, 40).

Foram identificados dois ligandos para esta proteina, o ligando de morte
programada 1 (PD-L1) e o ligando de morte programada 2 (PD-L2), que se podem
expressar a superficie das células tumorais. A ligacao do recetor PD-1 aos seus ligandos,
vai regular, de forma negativa, a ativacdo das células T, impedindo-as de combater o
cancro (47,50).

Surgiram assim o0s anticorpos monoclonais anti-PD-1 Nivolumab e
Pembrolizumab, aprovados pela FDA e EMA em 2015 e, pela FDA e EMA em 2014 e
2015, respetivamente. Estes anticorpos ligam-se ao recetor PD-1, bloqueando-o, inibindo
a sua interacdao com os ligandos PD-L1 e PD-L2, prevenindo a inibicéo da resposta imune
celular (38,39).

Estudos demonstraram um aumento significativo na sobrevivéncia livre de
progressao (PFS) em doentes tratados em regime de associacdo de ipilimumab (anti-
CTLA-4) e nivolumab (anti-PD-1), comparativamente ao regime de monoterapia. Esta
combinacdo foi aprovado pela FDA em 2015 como tratamento de primeira linha em
doentes com melanoma avangado BRAF-negativo, tendo sido expandido a doentes com
a mutacdo BRAF em 2016 (53,54).

1.2.4. Administracdo de citocinas

1.2.4.1. Interleucina 2 (IL-2)

A Interleucina 2 (IL-2) foi a segunda citocina exdgena a demonstrar atividade
antitumoral em tumores sélidos, como o melanoma, tendo sido aprovada pela FDA, em
1998, para o tratamento do melanoma metastatico (32,42). A IL-2 é uma glicoproteina,
que estimula a proliferacdo e sobrevivéncia das células T, sendo essencial na homeostasia

das células T reguladoras, de forma a desencadear uma resposta antitumoral (56).

13
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1.2.4.2. Interferdo-alfa (IFN-a)

O Interferdo-alfa (IFN-o) ¢ uma proteina imunorreguladora, que demonstrou ter
propriedades pro-apoptoticas e antriproliferativas. O IFN-a tem varios mecanismos de
acao, sendo responsavel por aumentar a expressao de MHC-1 (complexo major de
histocompatibilidade classe 1) nas células do melanoma, possuir uma atividade
antitumoral direta e inibir a angiogénese (processo descrito pela formagdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos funcionais pré-existentes) (35,44-46). Aprovado pela FDA
em 1996, foi anos mais tarde, em 2000, aprovado pela EMA como terapéutica adjuvante

em doentes com melanoma com alto risco de recorréncia apos recessdo cirdrgica (47,59).

1.2.5. Terapia viral oncolitica

1.2.5.1. Talimogene laherparepvec (T-VEC)

Muitos virus séo capazes de infetar células tumorais, causando a lise destas células
com consequente libertacdo de fatores pré-inflamatorios e antigénios, resultando numa
expansdo clonal de células T especificas para o tumor. O Talimogene laherparepvec (T-
VEC) é um virus herpes simplex do tipo 1 (VHS-1) geneticamente modificado e, foi
produzido para ser injetado na pele, em metastases subcutaneas ou em lesGes nodulares
de forma a causar respostas antitumorais locais e sistémicas (60).

Aprovado pela FDA e EMA em 2015, este virus tem um mecanismo de acgéo
duplo. Possui um efeito oncolitico através do qual infeta e mata diretamente as células
tumorais no local da injecdo e, foi projetado para se replicar de forma seletiva dentro dos
tumores e para produzir o Fator Estimulante de Colénias de Granuldcitos e Macréfagos
(GM-CSF) com o objetivo de potencializar uma resposta imune antitumoral sistémica
(60-62).

14
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1.3. Antidiabéticos orais no tratamento do melanoma
1.3.1. Metformina

A historia do uso da classe de antidiabéticos orais das biguanidas pode ser
explicada desde o uso da Galega officinalis (também conhecida como Arruda-capréaria ou
Falso-anil), uma planta utilizada na medicina tradicional durante varios séculos (63). A
guanidina, principio ativo desta planta, foi utilizada para sintetizar diversos compostos
antidiabéticos na década de 1920, sendo que, a metformina e a fenformina, as duas
principais biguanidas, foram introduzidas no final de 1950 (64).

Apesar do uso da Metformina ter sido aprovado em 1972 no Canada, s6 em 1994
recebeu a aprovacdo da FDA para uso clinico no tratamento da diabetes tipo 2 (65,66).

Desde entdo que a metformina conquistou o seu lugar e tornou-se no farmaco mais
prescrito mundialmente para a reducdo da glicémia, estando incluido na lista de
medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ainda que o seu

mecanismo de ag&o concreto seja ainda incerto (73,74,75).

1.3.1.1. Mecanismo de acéo

O facto da metformina provocar um efeito na reducdo dos niveis de glucose
sanguinea é essencialmente uma consequéncia dos mecanismos de acdo primario deste
composto. Estes mecanismos incluem a inibicdo da gluconeogénese no figado e um
aumento da sensibilidade a insulina, levando ao aumento da captacdo e utilizacdo da
glucose pelo musculo esquelético e pelos adipdcitos. Isto vai resultar numa diminuicao

da glucose circulante e dos niveis de insulina plasmatica (64,70,71).

A nivel molecular, os principais efeitos da metformina sdo maioritariamente
exercidos através da inibicdo da fosforilagdo oxidativa na mitocéndria, através da inibicao
do complexo | da cadeia respiratoria e, ativacdo da AMPK (proteina cinase ativada por
AMP) (Figura 1.6) (72).

A inducdo de stress metabolico, por sua vez, aumenta 0s niveis endogenos de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Consequentemente, o stress oxidativo vai levar a
morte das células cancerigenas que dependem da fosforilacdo oxidativa para a producgéo
de energia. De forma a manter a homeostase celular em resposta & mudanga no récio

AMP/ATP induzida pela metformina, o LKB1 (Liver Kinase B1), uma vez ativado, €
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responsavel pela fosforilacdo do residuo Thr-172 e ativacdo do AMPK. As vias
anabdlicas e catabdlicas sdo consequentemente inibidas e ativadas, respetivamente
(69,73).

A ativacdo do AMPK pela metformina inibe o crescimento de células tumorais
através de trés diferentes vias de uma forma tecido dependente: inibicdo do mammalian
target of rapamycin (mTOR) e sintese de acidos gordos (FAS), bem como estimulagdo

do gene supressor tumoral p53 (72).
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Figura 1.6. Mecanismos moleculares associados ao efeito antitumoral da metformina. ATP-
adenosina trifosfato; AMP- adenosina monofosfato; AMPK- proteina cinase ativada por
AMP; GTPases- enzimas que se ligam a GTP; FASN- 4cido gordo sintase; mTOR- proteina
alvo da rapamicina em mamiferos; p53- proteina supressora do tumor; PI13K-
Fosfatidilinositol 3-cinase; REDD1- regulador negativo mTOR; ROS- espécies reativas de
oxigénio; TSC1/2- genes supressores do tumor. Adaptado de (71).

Uma consequéncia direta da ativacdo do AMPK ¢ a inibicdo do mTOR, uma
proteina cinase serina/treonina que, esta integrado em dois complexos multi-proteicos,

TORC1 e TORC2, e é regulado por fatores extracelulares (insulina e fatores de
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crescimento insulina-like) e intracelulares (nutrientes, aminoacidos, glicose), essenciais
para o crescimento da célula (72,73).

Através da ativacdo de TSC1 e TSC2, é formado um complexo de supressdo
tumoral TSC2-TSC1, que inibe a atividade de mTOR, inibindo, consequentemente, a
proliferacdo de células cancerigenas (72).

A inibicdo da sintese de acidos gordos poderd ser outra forma da metformina
induzir efeitos antitumorais. Isto porque, em muitas das células cancerigenas, a sintese de
acidos gordos esta aumentada como consequéncia da elevada expressdo da sintase de
acidos gordos (FAS) (72). A ativacdo de AMPK pela metformina leva a supressdo da
expressdo do gene da FAS e a inativacdo da acetil-CoA carboxilase (ACC), conduzindo
a uma reducdo da lipogénese e da sintese do produto da ACC, malonil-CoA, resultando
num aumento da oxidacdo de &cidos gordos e, consequente inibicdo da proliferacdo de
células cancerigenas, induzindo a morte celular por apoptose (74).

Por Gltimo, foi também sugerida a importancia do p53, um supressor tumoral que
esta frequentemente mutado no cancro. O AMPK pode fosforilar e ativar o p53, induzindo

a interrupcdo do ciclo celular e a inducédo da apoptose (72).

1.3.2. Fenformina

A fenformina faz parte da familia das biguanidas, desenvolvida no final da década
de 1950. Esta foi prescrita para tratamento de diabetes até ao ano de 1977, sendo
descontinuada devido a ocorréncia relativamente mais frequente de acidose lactica em
compara¢do com outras biguanidas como a metformina (81,82). Enguanto isso, a
fenformina demonstrou ter atividade anticancerigena em varios tipos de tumores, como
por exemplo o colangiocarcinoma,o cancro do ovario, da mama, retal, cérebro e hipofise,

melanoma e cancros neuroenddcrinos (77).

A fenformina é também um inibidor do complexo | mitocondrial, tal como a
metformina, mas devido a sua porcao hidrofdbica, é transportada com maior afinidade e
cineticamente mais rapido para o interior das células. Os seus efeitos antineoplasicos
incluem: inibicdo da proliferacdo celular, inducdo de apoptose de células neoplasicas,
supressédo in vivo do desenvolvimento e crescimento do tumor, inibi¢cdo da transigédo

mesenqguimal-epitelial e inibicdo da angiogénese (77).
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A fenformina foi usada no tratamento da diabetes, sendo um agente
hipoglicemiante da classe das biguanidas com a¢des e utilizacBes semelhantes as da
metformina. Esta diminui a absor¢do de glucose pelo intestino, diminuindo a producéo
de glucose no figado e aumentando a capacidade do corpo de utilizar a insulina de forma
mais eficaz. Assim, melhora o controlo glicémico, aprimorando a sensibilidade a insulina
(78).

Embora a fenformina ndo seja usada no tratamento da DM2, pela incidéncia alta
de acidose lactica, demonstrou uma eficacia antitumoral mais ampla, tendo sido alvo de

estudo em varios tipos de cancro (77).

1.3.2.1. Estrutura Quimica da Fenformina

A estrutura cristalina da fenformina é composta por duas moléculas independentes
que coexistem na unidade assimetrica, ambas relacionadas por liga¢des de hidrogénio (H)
intermoleculares do tipo N-H:-N. A protonagdo ocorre no N11 ou N14 levando a
localizacdo de dois atomos H em ambos, N11 e N14, sendo esta estrutura otimamente
estabilizada por ressonancia (Figura 1.7). Em contrapartida, a mudanca dréastica do pH é
responsavel pela sua forma catidnica. Desta forma, a fenformina existe na forma
monoprotonada em pH aproximadamente 7,2 e a espécie diprotonada requer um pH cerca
de 2. A sua porcdo guanidina ndo tem uma conformacéo planar geral, com o grupo fenil

formando um angulo diedro de aproximadamente 55° em relagdo a porcéo biguanida (75).
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Figura 1.7. Estrutura da fenformina. (A) Dimero formado pelas ligacdes de H a ligandos de
fenformina dentro do cristal de cloridrato de fenformina. (B) Estrutura cristalina de cloridrato de
fenformina. Adaptado de (75).
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1.3.2.2. Mecanismo de acdo

O mecanismo de acdo da fenformina é muito semelhante ao da metformina, sendo
o efeito da fenformina mais potente do que a metformina devido a forma como esta entra
nas células uma vez que, ndo requer transportadores proteicos para ser capaz de atravessar
a membrana celular. Este € um fator relevante na sua utilizacdo uma vez que permite o
uso de concentracdes mais altas dentro das células tumorais e, permite 0 sucesso
terapéutico no tratamento de tumores que ndo tenham uma expressdo aumentada de

transportadores de catides organicos (75,78).

Uma vez no interior das células, a fenformina pode atuar de trés maneiras
diferentes: por inibicdo do complexo | da cadeia respiratoria, ativacdo da proteina
REDD1 (regulador negativo mTOR) e inibicdo dos recetores do substrato do recetor de
de insulina (IRS). A ativagdo da proteina AMPK ocorre por inibi¢cdo do complexo | da
cadeia respiratdria. Por outro lado, a inibicdo de AMPK conduz ao bloqueio da via mTOR
pela ativacdo do inibidor de mTOR, a proteina TSC2. Deste modo, € promovida a
paragem do ciclo celular e inibicdo da invasdo, assim como a inibicdo da proliferagdo
celular, a inibicdo da sintese de proteinas e a inibicdo da sobrevivéncia celular (Figura
1.8) (75).

RTK: IGFR/IR, erB-2
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Sintese de proteinas Danos do DNA
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Figura 1.8 Mecanismo de acéo da fenformina. Adaptado de (75).
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O efeito direto da fenformina ocorre pela ativacdo da AMPK devido a inibicéo do
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial, aumentando assim o racio AMP/ATP
celular e o subsequente aumento do numero de espécies reativas de oxigénio (ROS). A

producdo de ROS apenas provoca a morte das células tumorais (79).

De outra forma, a ativagdo da AMPK inibe a viamTOR, que € um regulador chave
da proliferacdo celular. Esta cinase ativa o inibidor da proteina mTOR, TSC2 e,
consequentemente, inibe a viamTOR, conduzindo a inibi¢éo da proteina S6K e a ativacdo
da proteina 4E-BP1, um fator de iniciacdo da transcri¢do (23, 24). Desta forma, diminui

o crescimento de células cancerigenas.

A via anteriormente descrita regula ainda o substrato do recetor de insulina (IRS)
que constitui uma importante mecanismo de retroalimentacao (82). O bloqueio da S6K
leva a ativacdo de varias proteinas, levando a ativacdo da proliferacdo celular. A

fenformina bloqueia este processo, diminuindo a transducdo IR/IGF 1R (83).

1.3.2.3. Terapias combinadas com fenformina

Como referido anteriormente, a terapia com dois ou mais agentes terapéuticos
combinados tem uma eficacia superior relativamente as abordagens de monoterapia. Esta
combinacdo reduz potencialmente a resisténcia a terapéutica e fornece beneficios
terapéuticos sobre o cancro, tais como uma reducéo no crescimento do tumor, a reducéo

de populacBes de células estaminais cancerigenas e a inducdo da apoptose (84).

A combinacdo da fenformina e oxamato/dicloroacetato (DCA) é uma terapia
promissora. Neste contexto, a fenformina induz a apoptose e inibe a proliferacéo celular
em condicGes restritivas de glucose pela inibicdo do complexo | na mitocondria, o
aumento da producdo de espécies ROS e diminui a ativacdo da fosforilagdo oxidativa
(OXPHQOS) (85). O DCA ou o oxamato inibem a atividade da enzima desidrogenase
lactica (LDH), diminuindo a glicolise e a producéo de lactato pelas células, produzindo a
ativacdo da OXPHOS e consequente producdo de ATP. Esta juncdo leva a indugdo da
apoptose, reducdo do crescimento do tumor e morte celular (91,92,93). O DCA é um
inibidor da enzima piruvato desidrogenase quinase (PDK), que diminui a acidose lactica
induzida pelas biguanidas, potencializando os efeitos da fenformina na inducéo da morte

celular e prolongando o tempo de sobrevida (88).
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2. Objetivos

A presente monografia tem como principal objetivo abordar a fenformina como
potencial terapéutica no melanoma. Pretende-se elaborar uma revisdo sistematica,
evidenciando, numa primeira fase, o possivel uso da fenformina nesta patologia. Dar-se-
& enfase ao mecanismo de acao envolvido bem como a possiveis resultados terapéuticos.
Se possivel, comparar-se-4 os resultados obtidos com outros farmacos da classe das

biguanidas, bem como com o uso deste farmaco noutros tipos de cancro.

3. Metodologia

3.1. Formulacao da questao de investigacao

Para o desenvolvimento desta revisdo sistemaética, foi inicialmente definida a
questdo de investigacdo. Deste modo, com o intuito de especificar as caracteristicas dos
estudos a incluir na amostra e a estruturar a questdo de investigacdo, utilizou-se uma

adaptacdo da metodologia PICO (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Estruturacdo da questdo de investigacdo através da aplica¢do da metodologia PICO.

P Linhas celulares de melanoma humano e de murganho;

Population _
pacientes;

I ] Tratamento com fenformina (isolada ou em
Intervention L L
combinacdo terapéutica);

C ) Comparagdo com os respetivos controlos (néo tratados
Comparison )
e/ou outros farmacos);
0] Sucesso no tratamento do melanoma; mecanismo de
Outcome

acdo anticancerigena.

Com base no anteriormente descrito, esta revisao sistematica prende-se com a
seguinte questdo de investigacdo: “Qual o potencial terapéutico da fenformina no

melanoma?”.
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3.2. Elaboracao do protocolo de investigacao

3.2.1. Definigcdo dos termos de pesquisa e bases de dados

Para a realizacdo deste trabalho procedeu-se a analise de artigos obtidos através
das bases de dados PubMed, B-On, Cochrane Library, ScienceDirect, Scielo, RCAAP
(Repositdrio Cientifico de Acesso Aberto em Portugal), Open Grey e Web of Science. No
que diz respeito a pesquisa de ensaios clinicos, recorreu-se a base de dados
ClinicalTrials.gov. A pesquisa foi efetuada recorrendo aos termos ‘“melanoma AND

Phenformin”; “melanoma ANDbiguanides”; “skin cancer AND phenformin”.

3.2.2. Critérios de inclusao e exclusao

De forma a limitar temporalmente o nosso estudo, foram incluidos artigos a partir
de 2001 publicados nos idiomas Inglés ou Portugués. Foram considerados artigos cujas
populacBes-alvo sejam constituidas por humanos, animais, e ainda, culturas celulares.
Excluiu-se artigos de revisdo, artigos aos quais 0 seu acesso completo ndo fosse
autorizado e artigos que, apos a sua leitura, se tenham evidenciado irrelevantes para o

tema em quest&o.

3.2.3. Pesquisa de Literatura

A pesquisa de informacéo para a realizacéo do presente trabalho foi realizada entre
os dias 14 e 28 de Agosto de 2020, nas bases de dados indicadas, utilizando os termos de

pesquisa em Inglés e Portugués.

22



A fenformina como potencial terapéutica no melanoma — Revisdo sistematica

3.2.4. Selecéo dos estudos

A selecédo dos artigos a incluir nesta revisdo sistematica foi realizada com base nas

etapas abaixo mencionadas:

1. Eliminacéo dos artigos duplicados;

2. Avaliagdo dos titulos e resumos, com vista a remover os estudos ndo relacionados
com o topico em questdo;

3. Avaliacdo da concordancia entre os critérios de inclusdo e os artigos selecionados;

4. Aquisicdo dos textos completos dos artigos selecionados;

5. Organizagdo dos estudos anteriormente selecionados e, posterior extragdo de

dados.

3.2.5. Extracéo e sintese dos dados

Para a extracdo dos dados dos estudos que integram esta reviséo, 0s mesmos foram
reunidos e tratados, procedendo-se a analise descritiva de cada estudo. Assim, destacou-
se informacéo detalhada como o ano de publicagdo, autor, objetivo de estudo, dimenséo
e tipo de amostra, os principais métodos utilizados e os resultados obtidos. Na Figura 3.1

encontra-se representado o processo metodolégico.

Questao de investigacdo: Qual o potencial terapéutico da Fenformina no

melanoma?

Metodologia:
Base de dados: PubMed, B-On, Cochrane Library, ScienceDirect, ClinicalTrials.gov,
Scielo, RCAAP, Open Grey, Web of Science;

Termos de pesquisa: melanoma AND phenformin; melanoma AND biguanides; skin

cancer AND phenformin.
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Critérios de inclusao:

e Estudos publicados a partir de 2001 em Inglés e Portugués;

e Estudos realizados em humanos e animais, incluindo os trabalhos realizados
em culturas celulares;

e Considerados apenas 0s artigos aos quais 0 seu acesso completo fosse
autorizado;

Critérios de exclusdo:

e Artigos de revis&o;

e Artigos que, ap0s a sua leitura, se tenham evidenciado irrelevantes para o

tema em questao.

P ———
— ~~
P ~~
- ~
- ~~
~.

Pesquisa e selecao dos estudos
| Aplicacdo dos critérios de ,,"
Inclusdo/Exclusdo

~. -
~- -
~ -
-~ -
______
___________

\ 4

Recolha de informacéo em
tabelas com:

= Ano de publicacédo

= Autor

= Objetivo de estudo

= Dimensdo e tipo de amostra
= Metodos utilizados

= Resultados obtidos

Figura 3.1 Resumo do processo da metodologia.
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4. Resultados

Da pesquisa inicial resultaram 48 artigos em Inglés, nao tendo sido obtidas quaisquer

publicacGes em Portugués (Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Estudos encontrados nas bases de dados referenciadas.

Base de dados N° de estudos encontrados
PubMed 22
B-On 15
ScienceDirect 7
ClinicalTrials.gov 1
Web of Science 3
Cochrane Library 0
Scielo 0
RCAAP 0
Open Grey 0

Total = 48

4.1. Selecdo dos estudos

Apos a recolha dos estudos obtidos, e a partir do cruzamento das diferentes bases
de dados, alguns encontravam-se em duplicado.

Dos 48 artigos pré-selecionados, foram excluidos 8 artigos que estavam em
duplicado nas bases de dados selecionadas. Dos restantes, 32 foram excluidos depois de
aplicados os critérios de exclusdo, sendo que 21 foram considerados irrelevantes para a
revisao sistematica em questao, 11 tratavam-se de artigos de revisao e 1 por ser um ensaio
clinico que ainda ndo apresentava resultados. E de notar que os artigos cujo acesso na
integra ndo era permitido, foram automaticamente excluidos e por isso ndo foram
contabilizados. Desta forma, a amostra desta revisdo sistematica € constituida por 7

artigos (Figura 4.1).
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Publicacdes identificadas nas fontes de pesquisa selecionadas
(n=48)

Remocéo dos duplicados (n=8)

Identificacdo das
publicacgdes

8 o Excluséo de artigos de revisdo (n=11)
© © o
@ 3 ’§ Eliminacdo de artigos irrelevantes (n=21)
S & © . . _
e Remocdo de ensaios clinicos por concluir (n=1)
o o
<

(72}

o

ks

= Publicagdes incluidas na reviséo

é sistematica (n=7)

Figura 4.1 Diagrama de selecéo dos estudos.

4.1.1. Artigos Irrelevantes

Quando aplicados os critérios de exclusao, foram excluidos da amostra 21 estudos,
essencialmente por ndo se focarem na utilizacdo da fenformina ou por ndo estarem
relacionados com a abordagem do melanoma, embora incidisse no farmaco em estudo.
Foi também excluido um estudo por ndo ser permitido o seu acesso integral e um ensaio
clinico que se ndo se encontrava concluido até a data. Na Tabela Al (em anexo)
encontram-se detalhadas as publicacdes e as respetivas justificacbes que ditaram a sua

exclusao.

4.1.2. Artigos de Reviséo

Na sele¢do dos artigos foram excluidas 11 publicagdes uma vez que eram artigos
de revisdo, embora constituam material de estudo com relevancia para o tema. Na Tabela

A2 (em anexo) estdo descritas as caracteristicas dos artigos de revisdo encontrados.
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4.1.3. Caracteristicas dos estudos incluidos

Foram incluidos 7 estudos na revisdo sistematica que preenchiam todos os

critérios de inclusdo. Na Tabela 4.2 encontram-se descritas as suas caracteristicas, bem

como o objetivo principal de cada estudo, ordenados por ano de publicacéo.

Tabela 4.2. Caracteristicas dos estudos selecionados.

Revista
Titulo Autor Objetivos Referéncia
(ano)
AMPK activators Avaliagéo dos efeitos
inhibit the Melanoma antitumorais no
proliferation of human |  Research Petti et melanoma aquando da (89)
melanomas bearing the al. reativagédo
activated MAPK (2012) farmacoldgica da funcéo
pathway AMPK.
) Avaliacédo dos efeitos
Phenformin enhances ) .
] ) antitumorais no uso da
the therapeutic benefit PNAS L
 BRAF(VEE) Yuan et combinagdo da (©0)
0
o (2013) al. fenformina com o
inhibition in .
inibidor BRAF
melanoma
PLX4720 no melanoma.
Therapeutic potential o )
) Avaliagéo da capacidade
of the metabolic ) o
) _ | dafenformina atingir o
modulator phenformin | Oncotarget | Petrachi )
) ) (2016) compartimento de (91)
in targeting the stem etal. ) o
) células estaminais no
cell compartment in
melanoma.
melanoma
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Tabela 4.2. Caracteristicas dos estudos selecionados (continuagéo).

Revista
Titulo Autor Objetivos Referéncia
(ano)
Phenformin Inhibits
Myeloid-Derived Estudo dos potenciais
Suppressor Cells and Journal of ) efeitos no microambiente
) Investigation | Kim et
Enhances the Anti- | permatology | tumoral, quando usados (92)
al.
Tumor Activity of PD- (2017) os antidiabéticos orais
1 Blockade in metformina e fenformina.
Melanoma
Avaliacdo da combinacéo
. do inibidor ERK
Phenformin Enhances
_ Journal of _ SCH772984 ¢ a
the Efficacy of ERK | Investigation | Trousil bi s fenformi ©3)
iguanida fenformina
Inhibition in NF1- | Dermatology | o, o guianida Tentor
(2017) para a inativagdo do
Mutant Melanoma
supressor de tumor
neurofibromina 1 (NF1).
Calcium-Dependent
Enhancement by Estudo do efeito
Extracellular Acidity Molecular | citotoxico do pH e dos
. Cancer Noguchi | = ) o
of the Cytotoxicity of | Therapeutics ot al inibidores mitocondriais (94)
Mitochondrial (2017) ' contra as células
Inhibitors against cancerigenas.
Melanoma
The antitumor
properties of Estudo dos efeitos da
metformin and metformina e da
Cancer
phenformin reflect Management | Kuoet | fenformina na expressao
oo | and Research . (95)
their ability to inhibit (2019) al. de DEC1 em células de
the actions of carcinoma cervical
differentiated embryo humano e melanoma.
chondrocyte 1
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4.1.4. Distribuicdo temporal das publicacoes

Nesta revisdo foram incluidos 7 artigos publicados entre os anos de 2013 e 2020,

sendo que 3 deles foram publicados em 2017. Dos 11 artigos de revisao excluidos (Tabela
AZ2), 6 deles foram publicados entre os anos de 2017 e 2020.

Na Figura 4.2. séo apresentadas graficamente as duas distribui¢cGes temporais,

destacando-se 0 ano 2017 com o maior nimero de publicacGes relativas a tematica, tanto

nos artigos originais (n=3) como nos artigos de revisao (n=3).

NUMERO DE PUBLICAGOES

N

[N

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2019 2020
ANO DE PUBLICAGAO

= Publicag¢des incluidas = Publica¢des de revisdo

Figura 4.2. Distribuicdo temporal das publicacdes incluidas e de revisdo.

4.2. Tipo de amostra utilizada

Nos diferentes estudos recolhidos, sdo usados varios tipos de amostras tais como

culturas celulares injetadas em murganhos, células e linhas celulares humanas e, linhas

celulares de murganho.
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4.2.1. Culturas celulares em modelos de murganho

Dos estudos incluidos na reviséo, dois destes analisaram o efeito da fenformina
na proliferacdo celular e apoptose, assim como o seu efeito na expressdo de diferentes
proteinas importantes, como a AMPK, uma vez que a fenformina induz a sua ativacao
através da inibicdo do complexo | da cadeia mitocondrial, tendo um papel crucial na
inibicdo da proliferacdo celular (106, 108).

O estudo realizado por Yuan et al. (2013) incide nesta analise estudando diferentes
células de melanoma e a combinacdo da fenformina com o inibidor BRAF (iBRAF)
PLX4720, de modo a avaliar o crescimento de coldnias resistentes in vitro. Investigou
também os efeitos da combinacdo fenformina/iBRAF no crescimento do tumor in vivo,
implantando células de melanoma humana Colo829 em modelos de murganhos fémea

com 6 semanas de idade (90).

No estudo realizado por Kim et al. (2017) foram usados murganhos fémea com 6
semanas de idade. Estes animais foram injetados, via subcuténea, no flanco lateral direito
com células de melanoma de murganho BP01 que foram originalmente derivadas de
células de melanoma de murganho com mutacdo BRAFV600E/PTEN. Este estudo
pretendia avaliar o efeito da fenformina nas células supressoras derivadas da linhagem
mieloide granulocitica (G-MDSCs), pela sua potente atividade imunossupressora, e
ainda, estudar o potencial efeito da combinacdo terapéutica da fenformina com um

anticorpo anti-PD1, no ambiente tumoral. (92).

Tabela 4.3. Culturas celulares em modelos de murganhos usados nos estudos analisados.

Células de melanoma O que avalia Referéncia
A375 Proliferacéo e crescimento de (©0)
Colo829 células cancerigenas

) Efeito da fenformina e da
Células de melanoma de o ) )
combinag¢do com um anticorpo anti- (92)
murganhos BP01 _ )
PD1 no microambiente tumoral
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4.2.2. Células e linhas celulares humanas

Células e linhas celulares estabelecidas foram usadas em cultura num total de 5

publicacdes incluidas nesta revisdo. Regra geral, estas ttm como objetivo analisar o efeito

antitumoral nas células cancerigenas, por consequéncia da diminuicdo da proliferacédo

celular. Nestes estudos, € avaliado o efeito da terapéutica na inibicéo do ciclo celular, bem

como o efeito antitumoral do uso combinado da fenformina com outras terapias. Na

Tabela 4.4 é detalhado o tipo de células usadas em cada estudo, assim como o objetivo

do mesmo.

Além das linhas celulares A375, BTC#2, WM115, Mewo, SK-MEL-28, e A2058,

0 estudo retratado por Petti et al. (2012) utilizou células obtidas dos tumores primarios

de diversos pacientes, com melanoma recorrente e metastatico (89).

Tabela 4.4. Células e linhas celulares humanas usadas nos estudos analisados.

Células de melanoma

O que avalia

Referéncia

Mel402R®
Mel0538P
Me4405P
Me20842P
Me8959M
Me2211M
Mel402M
Me1402P°¢
Me 18656

Efeito antitumoral na reativagédo da AMPK

(89)

A375
BTC#2

Inibicdo de apoptose e ciclo celular

(91)

WM115

Ciclo celular e inducéo da apoptose

(93)
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Tabela 4.4. Células e linhas celulares humanas usadas nos estudos analisados (continuagéo).

Células de melanoma O que avalia Referéncia
Mewo
SK-MEL-28 Processo de apoptose celular (94)
A375
A2058 Crescimento tumoral (95)

4.2.3. Linhas celulares de origem murina

Nesta revisdo sistematica houve uma publicacdo que usou células de melanoma

de murganhos (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Células e linhas celulares de murganho usadas nos estudos analisados.

Células de melanoma O que avalia Referéncia

B16F10 Apoptose celular (94)

4.3. Fenformina no melanoma

Nesta revisdo foi possivel descrever algumas ac¢Ges anticancerigenas induzidas
pela biguanida fenformina, tais como o efeito antiproliferativo, a inducdo da apoptose,
levando a autodestruicdo das proprias células do melanoma, e, também, a interrupcgéo do

ciclo celular das diferentes células do melanoma.

4.3.1. Efeitos na proliferacéo

Nesta revisdo sistematica foi observado o efeito antiproliferativo induzido pela
fenformina em duas publicacBes que usaram linhas celulares SK-MEL-28 e A375 de

melanoma mutante BRAFV600E humanas, células de melanoma primario BTC#2 (91),
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células de melanoma (A2058) (95). Na Tabela 4.6, sd@o detalhadas as concentracdes

utilizadas e resultados dos estudos.

Verificou-se o efeito da fenformina na inibicao da proliferacdo celular, através da

analise da viabilidade celular, quando as células foram expostas a concentracdes de

fenformina (0,1mM — 1mM) ao longo de 72 horas, sendo que esses efeitos aumentaram

de forma considerdvel com a concentracdo de fenformina e o tempo de exposi¢do ao

farmaco (91).

Tabela 4.6. Resultados da acéo da Fenformina na proliferacéo celular.

Linhas Concentragdes | Duragéo do
- Resultados Ref.
Celulares utilizadas tratamento
Inibicdo maxima da
0,1mM, 0,5mM, .
A375 proliferacdo em cerca
1ImM
de 21%, 32% e 45%.
Células de o )
Inibicdo maxima da
melanoma 0,1mM, 0,5mM, ] }
o 72 horas proliferacédo em cerca (92)
primario 1mM
de 15%, 38% e 84%.
BTC#2
Inibicdo maxima da
0,1mM, 0,5mM, .
SK-MEL-28 proliferacdo em cerca
ImM
de 93%, 93% e 90%.
5uM
Inibicdo maxima da
A2058 10 uM 10 dias proliferacdo em cerca de (95)
80%.
20 uM
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Muitos estudos tém abordado a acéo inibitdria da fenformina sobre alguns aspetos
da carcinogénese, entre eles a proliferacdo celular, a migracdo das células cancerigenas e
ainducéo da apoptose. Para sustentar estes factos, o autor do estudo (95) avaliou os efeitos
antitumorais da fenformina na formacéo de colénias em células de melanoma A2058 e,
observou que a fenformina, em concentracGes mais elevadas, suprime a proliferacao das

células cancerigenas, inibindo assim o crescimento do tumor.

4.3.2. Inducéo da apoptose

A inducdo da apoptose é outro mecanismo de acdo antitumoral, sendo a
fenformina também usada em diferentes ensaios. Este foi realizado usando as linhas
celulares de melanoma humano MEWO, SK-MEL-28 e A375(94).

De forma a perceber se a citotoxicidade dos inibidores mitocondriais nas células
de melanoma ¢é afetada pelo pH extracelular in vitro, Noguchi et al. (2017) observou o
comportamento das células de melanoma humano em pH 7,4 ou 6,7, tratadas com
oligomicina (0,01 mg/mL), um inibidor da ATP sintase mitocondrial, ou fenformina (1
mM), inibidor do complexo | da cadeia mitocondrial. Ao passo que existia um nimero
residual de células apoptdticas no meio de cultura em que as células foram cultivadas com
os farmacos a pH 7,4 ou a pH acido sem os farmacos, observou-se um aumento no nimero
de células apoptoticas quando as células foram cultivadas com oligomicina ou fenformina
a pH &cido. Estes dados indicam que a acidez extracelular aumenta o efeito inibitério da
fosforilagdo oxidativa em células de melanoma in vitro, induzindo a apoptose (94).

Na Tabela 4.7, sdo detalhadas as concentracdes utilizadas e resultados dos estudos.
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Tabela 4.7. Resultados da agdo da Fenformina e da Oligomicina na inducéo da apoptose, a pH &cido.

Inibidores

mitocondriais

Linhas

Celulares

Concentragdes

utilizadas

Duracéo do

tratamento

Resultados

Referéncia

Fenformina

Oligomicina

MEWO

1mM

0,01 pg/ml

48 horas

Aumento de 17%
do nimero de

células apoptdticas

Aumento de 28%
do ndimero de

células apoptéticas

Fenformina

Oligomicina

SK-
MEL-28

1mM

0,01 pg/ml

72 horas

Aumento de 20%
do ndimero de

células apoptéticas

Aumento de 40%
do nimero de

células apoptéticas

Fenformina

Oligomicina

A375

1mM

0,01 pg/ml

72 horas

Aumento de 33%
do nimero de

células apoptoticas

Aumento de 45%
do ndimero de

celulas apoptoticas

(94)

De forma a verificar se 0 comportamento anteriormente observado se reproduzia

em células ditas saudaveis, foram utilizados também fibroblastos dérmicos humanos,

retirados do couro cabeludo de uma paciente com 14 anos de idade. Foram sujeitos a

concentragOes de fenformina de 1 mM, durante 72 horas e comparados ao grupo controlo

(sem tratamento), em pH &cido e basico. Foi observado um aumento do nimero de células

apoptoticas na ordem dos 95%, no grupo tratado com fenformina, em pH acido, o que

sustenta a sensibilidade a fenformina em pH 4acido, tanto em células normais como

malignas (94).
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4.3.3. Paragem do ciclo celular

A interrupcdo do ciclo celular é outra agdo anticancerigena que pode ser observada
apos administracdo da fenformina. Na revisao sao incluidos dois estudos onde € avaliada
a progressao do ciclo celular, utilizando células provenientes de melanoma obtidos de
pacientes (89), ou células de melanoma (A2058) (95). Na Tabela 4.8. estdo detalhados os
efeitos provocados pela fenformina.

No estudo realizado por Petti et al. (2012), foram utilizadas células provenientes
de nove tumores, portadoras da mutacdo BRAF ou NRAS. Estas células foram tratadas
com 1mM de fenformina ou AICAR (ribonucleotido 5-aminoimidazol-4-carboxamida),
um ativador da AMPK, durante 8 dias. Das nove células testadas, cinco delas revelaram
uma acumulacéo de células na fase GO/G1 do ciclo celular e, quatro uma acumulacéo de
células na fase S do ciclo celular. Aparentemente, estes dois tipos de interrupcao do ciclo
celular ndo estdo relacionados as mutacbes BRAF ou NRAS (89). Na tabela abaixo estéo
especificados os resultados de duas dessas células.

Tabela 4.8. Resultados da a¢do da Fenformina na paragem do ciclo celular. (Me-1: Me1402Rc, Me-3:

Me4405P)
Linhas Concentragdes | Duracéo do _
. Resultados Referéncia
Celulares utilizadas tratamento
Acumulacdo de
(Me-1) células 71,26% das células
de melanoma na fase S do ciclo
BRAFV600E celular, com perda
quase completa da
1 mM 8 dias fase G2/M. (89)
(Me-3) células Acumulacéo de
de melanoma 61,54% das células
NRASQEIR na fase GO/G1.
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Utilizando células de melanoma com mutacdo BRAF (Me-1) ou NRAS (Me-3),
este estudo permitiu-nos avaliar a importancia da fenformina no controlo da proliferagéo
celular, uma vez que a presenca de mutac¢Ges conduz a ativagdo aumentada da via AMPK,
promovendo a divisdo celular e o crescimento descontrolado do tumor. A fenformina
revelou resultados satisfatorio na paragem do ciclo celular e consequente inibicdo da

proliferacdo do tumor (89).

Neste Gltimo estudo, desenvolvido por Kuo et al. (2019), verificou-se uma
diminuicdo de cerca de 75% nas populacfes G1, e de 60% nas popula¢bes G2/M do ciclo
celular, nas células tratadas com fenformina, em comparacdo com células ndo tratadas.
Estes dados sustentam a hipétese de que a fenformina pode induzir a paragem do ciclo
celular, uma vez que a diminuicdo das populagdes nestas fases do ciclo, pode induzir
paragem do crescimento celular, uma vez que a célula ndo completa o seu ciclo de

crescimento e divisdo celular (95).

Tabela 4.8. Resultados da a¢do da Fenformina na paragem do ciclo celular (continuagéo)

Linhas Concentragdes | Duracéo do L
. Resultados Referéncia
Celulares utilizadas tratamento
5uM Diminuicéo das
populacdes G1 e
G2/M, em cerca
de 75% e 60%,
A2058 10 uM 30 horas _ (95)
respetivamente,
com 0 aumento da
concentragéo de
20 pM fenformina
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4.4. Combinacdao terapéutica

Além da acdo terapéutica da fenformina em monoterapia, foram selecionadas duas
publicacbes que analisam também a combinacdo terapéutica com outros farmacos. Estes
podem potenciar os efeitos antiproliferativos, apoptéticos e indutores da paragem do ciclo

celular.

Yuan et al (2013) realizou a combinacdo da fenformina com o inibidor de BRAF
PLX4720 na proliferacdo de células de melanoma mutado em BRAF em modelos de
murganhos (90). Com o seu estudo demonstrou que a fenformina, em combinagdo com o
inibidor BRAF PLX4720, conduz a uma maior sensibilidade das células cancerigenas a
esta terapéutica, uma vez que conduz a uma diminui¢do mais pronunciada na viabilidade

celular, em comparacdo com o uso isolado dos mesmos (Tabela 4.9).

Tabela 4.9. Resultados da combinagao terapéutica com Fenformina e iBRAF PLX4720.

Concentragdes
_ . Duracéo do L
Linhas Celulares utilizadas Resultados Referéncia
- tratamento
(inibidor)
0.3 uM 20% de viabilidade
A375 (controlo)
celular.
1uM
Revelou uma menor
0.3 uM
A375 (pré tratada sensibilidade ao
com inibidor BRAF) 7 semanas inibidor, 40% de (90)
1uM viabilidade celular.
A375 (pré tratada
_ -(p- 0.3 pM Maior sensibilidade
com inibidor BRAF o
) ao inibidor, 8% de
e fenformina [0,03] o
1 uM viabilidade celular.
mM)
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Estes resultados sustentam a hipoOtese de que a combinagdo terapéutica da
fenformina e de inibidores BRAF suprime o surgimento de resisténcias aos inibidores
BRAF em células de melanoma com mutacdo BRAF V600E.

Trousil et al. (2017) desenvolveu outro estudo em que foi evidenciada a eficécia
da combinacdo terapéutica. Este combinou o inibidor ERK (iIERK) SCH772984 e a
biguanida fenformina usando cultura de células WM115. Verificou-se que a combinagdo
destes 2 farmacos levou a uma acumulacdo de populagéo de células na fase subG1 (55%),
em comparacao com o uso isolado da fenformina (20%) ou do iIERK (12%). Sendo que
existe uma acumulacdo de células na fase subG1l do ciclo celular e consequente
diminuicdo do seu nimero na fase S (fase de replicagdo), ha uma inibicao da proliferacdo
das células cancerigenas (93) (Tabela 4.10).

Tabela 4.10. Resultados da combinacéo da Fenformina + inibidor ERK SCH772984.

Linhas . Duragcéo
L Concentracdes L
Combinacéo | Celulares i do Resultados Referéncia
utilizadas
tratamento
Populacéao de
Fenformina células
com o 1mM de apoptoticas
i fenformina e aumenta
nibidor | \y\1115 aghoras | (93)
ERK 0,3uM de significativamente
SCH772984 inibidor e aumento da
populagéo de
celulas sub-G1
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4.5. Estudos in vivo

Dos sete estudos incluidos na revisao, quatro destes procederam a estudos in vivo.
Estes incluiram células de melanoma (89), modelos de animais (murganhos) (90), células

de melanoma de murganho BP01 (92) e células de melanoma de murganho B16F10 (94).

Num estudo realizado por Petti et al. (2012), foram selecionadas, pela sua
capacidade de se desenvolverem em murganhos nude, células de cultura primaria com
mutacdo NRAS e injetadas num grupo de murganhos. Apds 25 dias a serem tratados 5
vezes por semana com 100 mg/kg ou 400 mg/kg de AICAR (ativador de AMPK), ndo se
verificou qualquer inibigéo significativa do crescimento do tumor, em relagdo ao grupo
ndo tratado. Nas células de murganhos tratados com 400 mg/kg de AICAR, foi observado
no ultimo dia de tratamento atividade por parte da enzima [-galactosidase, o que indica
que as células tratadas com AICAR desenvolveram senescéncia celular. Este processo é
considerado um estado de suspensdo permanente do ciclo celular, podendo ser bastante
interessante no processo de supressdo e progressao tumoral (96). No mesmo grupo, foi
também observada uma expressdo aumentada de p21, um regulador negativo do

melanoma, e ainda, extensas areas de tecidos necrosados (89).

Yuan et al (2013) realizou um estudo in vivo, cujo objetivo era analisar os efeitos
da combinacédo da fenformina com o inibidor BRAF PLX4720 em células de melanoma
com mutacdo BRAF. Primeiramente, as células de melanoma humano Colo829 eram
injetadas num grupo de murganhos e, de seguida, uma vez o tumor atingindo um volume
entre 80 e 100 mm?, eram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo seria o controlo,
0 segundo e terceiro grupo seriam expostos a concentracGes de iIBRAF PLX4720 de
20mg/kg e de fenformina de 100mg/kg, respetivamente. Havia ainda um ultimo grupo
onde os murganhos eram expostos a combinagéo terapéutica de fenformina/iBRAF. Ao
fim de catorze dias de tratamento, apesar de ter existido uma progressdo constante do
tumor no grupo de controlo, observou-se uma reducéo significativa do tamanho do tumor,
cerca de 84%, no grupo tratado com a combinacdo fenformina/iBRAF. No grupo de
murganhos tratado com fenformina ou iBRAF em monoterapia, a inibi¢do do crescimento

do tumor ndo foi tdo significativa (90).

O estudo de Kim et al. (2017) incidiu sobre a analise da inibicdo seletiva da

fenformina em células supressoras da linhagem mieloide granulociticas (G-MDSCs) em

40



A fenformina como potencial terapéutica no melanoma — Revisdo sistematica

células de melanoma de murganho BPO1. Foram depois divididos em 3 grupos, em que
foi administrado pela agua, durante 10 dias, fenformina (100 mg/kg/dia), metformina
(300 mg/kg/dia) ou agua apenas (controlo). Apos este periodo, verificou-se uma inibigdo
seletiva significativa das G-MDSCs no grupo tratado com fenformina. Uma vez que estas
células tém uma elevada atividade imunossupressora, uma vez inibidas, irdo levar a uma
diminuicdo da proliferacéo celular e indugéo da apoptose, evitando a progressao do tumor
(92).

Dados os efeitos inibitdrios da fenformina sobre os imunossupressores G-MDSCs,
0 estudo anteriormente referido procurou saber se a fenformina poderia aumentar a
eficacia do anticorpo anti-PD1 usando um modelo de murganho BRAF/PTEN
geneticamente modificado. Para isso foram divididos em 4 grupos, o grupo controlo, um
segundo grupo onde apenas era administrado 100mg/kg/dia de fenformina, o terceiro
grupo com a administracao de 100ug/dose do anticorpo anti-PD1, e um ultimo grupo com
a combinacgédo terapéutica da fenformina e do anticorpo anti-PD1. Verificou-se uma
inibicdo significativa no crescimento do tumor, cerca de 53%, no grupo de murganhos
que recebeu a combinacdo terapéutica, comparativamente com o uso isolado da
fenformina (35%) e do anticorpo anti-PD1 (31%) (92).

Também Noguchi et al. (2017) procurou realizar estudos in vivo, para apoiar as
suas ideias. Uma vez concluindo que a acidez extracelular aumentava o efeito inibitério
da fosforilacdo oxidativa em células de melanoma in vitro, o autor quis perceber se o
tamponamento alcalino com NaHCO3 diminuiria a atividade antitumoral da fenformina,
em ceélulas cancerigenas. Para isso, utilizou células de melanoma de murganho B16F10
que injetou em murganhos, sendo depois divididos em gquatro grupos. Um grupo controlo,
sem tratamento, um segundo grupo onde foi administrado oralmente NaHCO3 (200
mmol/L), um terceiro grupo onde foi administrada fenformina (100 mg/kg) e um quarto
grupo onde os murganhos foram expostos a combinagdo de fenformina com NaHCO3
(94).

Dezasseis dias depois, os resultados foram os seguintes: verificou-se uma inibicéo
significativa do crescimento do tumor (90%) no grupo tratado com fenformina em
comparagdo com o grupo controlo; no grupo tratado com a combinagéo de fenformina
com NaHCO3, observou-se um aumento significativo do crescimento do tumor (33%)

em comparagdo com o grupo tratado apenas com fenformina. No grupo de murganhos
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tratado com fenformina e NaHCO3, verificou-se também um aumento das células
proliferativas e uma diminuicdo das células apoptoticas. Também o nimero de metastases
nos pulmdes diminuiu no grupo de murganhos tratado com fenformina em comparacgao
com o controlo e, aumentou no grupo tratado com fenformina e NaHCOS3,

comparativamente ao grupo de murganhos tratado apenas com a fenformina (94).
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5. Discussao

Ainda que existam terapias orientadas para as mutacGes especificas do melanoma, a
resisténcia adquirida a terapéutica tornou-se uma dificuldade para alcancar o sucesso dos
tratamentos (69). No sentido de apoiar o potencial efeito da fenformina na terapéutica do
melanoma, foram analisadas publicagdes, nesta revisdo sistematica, que avaliam a

utilizacdo da fenformina no melanoma.

As publicagdes encontradas nas bases de dados séo escassas, onde apenas sete artigos
se tornaram relevantes para esta revisdo, o que sugere que ainda nao seja uma tematica
intensamente estudada. N&o obstante, o auge de publicagdes remete-nos para 0 ano de
2017, dando a entender que este tenha sido um ano de maior relevancia na investigacédo

da aplicacdo desta biguanida no melanoma.

Nestes artigos, os autores usaram varias linhas celulares, ambas humanas e de
murganhos. Destaca-se pelo seu uso frequente comparativamente a outras, A375, uma
linha celular derivada de um melanoma em estadio | de uma mulher de 54 anos, com
morfologia epitelidide (98). Tal situacdo pode justificar-se com o facto destas células
representarem com maior preciséo o perfil de transcricdo do melanoma, existindo uma
expressdo semelhante da maioria dos genes, tanto na linha celular, como na propria

patologia (99).

5.1. Efeitos na proliferacdo

A revisdo sistematica incluiu dois estudos que evidenciam a acdo antiproliferativa
da fenformina, sendo utilizadas linhas celulares humanas SK-MEL-28 e A375 de
melanoma mutante BRAFV600E, células de melanoma primario BTC#2 (91), e, celulas
de melanoma (A2058) (95).

No estudo conduzido por Petrachi et al. (2016), observou-se uma reducédo
significativa do nimero de células viaveis, ou seja, que estdo metabolicamente ativas, nas
células SK-MEL-28, A375 e BTC#2. Verificou-se que os efeitos antiproliferativos nestas
células séo intensificados de forma dose-dependente, atingindo o seu maximo quando

expostas a concentracdo de fenformina méaxima, 1mM, apds 72 horas (91).
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Estudos anteriores desenvolvidos por Tomic et al. (2011), procuraram avaliar 0
efeito de outro farmaco da classe das biguanidas, a metformina, na inibicdo da
proliferacdo das células do melanoma. Foram utilizadas as mesmas duas linhas celulares
que o estudo anterior, SK-MEL-28 e A375, expostas a concentracdes de metformina de
1mM, 2,5mM, 5mM e 10mM, durante 72 horas. Obteve-se uma diminui¢do do numero
de células cancerigenas viaveis, de modo dose-dependente, tendo-se obtido uma inibicao
da proliferagdo mais acentuada quando a concentracdo de metformina foi de 10 mM
(100). Estes dados sustentam os resultados alcangados no estudo anterior, uma vez que
tanto a metformina como a fenformina mostraram resultados bastante satisfatorios na
diminuicdo da proliferagdo de células cancerigenas. Verificou-se também que as
concentragdes de fenformina utilizadas sdao mais baixas que as de metformina, o que pode
ser explicado pela porcdo hidrofébica da fenformina, uma vez que € transportada com

maior afinidade para o interior das células, sendo cineticamente mais rapida (101).

As células A2058 também foram expostas a concentragdes de fenformina entre 5
UM e 20u M, verificando-se uma acdo inibitoria da proliferacdo celular de modo dose-

dependente, atingindo o seu maximo ao 10° dia (inibicdo de 80% da proliferacdo) (95).

5.2. Inducéo da apoptose

Estudos com linhas celulares de melanoma humano MEWO, SK-MEL-28 e A375,
permitiram avaliar o efeito da fenformina na inducdo da apoptose, sendo essa anélise
avaliada pelo numero de células apoptoticas. Verificou-se um aumento no nimero de
celulas apoptaticas quando as células foram cultivadas com fenformina em pH acido (94).
Sabendo que a metastizacdo de células cancerigenas para 6rgédos distantes constitui uma
das principais causas de morte em pacientes com cancro, € importante percebermos a
importancia do pH extracelular (pHe). Um estudo realizado com células de melanoma
humano em grupos de murganhos, comprovou a existéncia de metastases pulmonares na
presenca de pHe &cido, pelo que, podemos facilmente inferir que a acidez do meio
extracelular promove a proliferagdo de células cancerigenas. O pHe pode ser assim
considerado um importante marcador da atividade tumoral (102). Na presenca da
fenformina, a acidez extracelular potencia o efeito citotdxico deste farmaco nas células

do melanoma, induzindo a apoptose. Uma vez que o pH extracelular dos tumores solidos
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tende a ser mais acido do que nos tecidos normais, podera ser interessante a utilizacéo da

fenformina (94).
5.3. Paragem do ciclo celular

Sendo o cancro caracterizado pela extensa atividade do ciclo celular, isto conduz
a uma proliferacdo descontrolada das células cancerigenas, promovendo o crescimento
do tumor (103). Tornou-se entdo emergente o estudo de estratégias que tenham como

objetivo uma inducgéo da paragem do ciclo celular.

No estudo realizado por Petti et al. (2012), foram utilizadas células provenientes
de nove tumores, portadoras da mutacdo BRAF ou NRAS. Verificou-se que apos
tratamento com fenformina ou AICAR, cinco destas células revelaram uma acumulacgéo
de células na fase GO/G1 do ciclo celular e, quatro uma acumulacéo de células na fase S

do ciclo celular (89).

Também no estudo desenvolvido por Kuo et al. (2019), verificou-se uma
diminuicao de cerca de 75% nas populac¢des G1, e de 60% nas populagbes G2/M do ciclo
celular, nas células de melanoma A2058 tratadas com fenformina, em comparag¢do com
células ndo tratadas. Estes dados fomentam a hipétese de que a fenformina pode conduzir
as células cancerigenas a apoptose, uma vez que a diminuicao das populacdes nestas fases
do ciclo celular, pode induzir paragem do crescimento celular (95).

O efeito indutor da fenformina na paragem do ciclo celular também foi estudado
noutros tipos de cancro, como o cancro da mama. Linhas celulares de cancro da mama,
MCF7, ZR-75-1, MDA-MB-231 e SUM1315, foram expostas a concentragcdes de
fenformina de 1,1184 mM, 0,665 mM, 2,347 mM, e 1,885 mM, respetivamente. A
acumulacdo de células na fase G1 do ciclo celular aumentou consideravelmente, com
percentagens a rondar os 67.7%, 35,9%, 29,5% e 54,4%. Estes dados sdo consistentes
com outro estudo realizado em células de cancro da mama, que demonstrou que a
fenformina interrompeu o potencial da membrana mitocondrial, sendo este potencial
fundamental para a cadeira respiratdria gerar ATP e garantir a sobrevivéncia celular
(104).

45



A fenformina como potencial terapéutica no melanoma — Revisdo sistematica

5.4. Combinacao terapéutica

A combinacao terapéutica da fenformina com o inibidor BRAF PLX4720 em
células de melanoma com mutacdo BRAF em modelos de murganhos revelou uma
diminuicdo significativa na viabilidade celular (8% de viabilidade celular), em
comparagdo com o uso isolado do iBRAF (40% de viabilidade celular) (90).

A combinacdo de fenformina com o IERK SCH772984 testada em células
WM115, demonstrou uma acumulacao pronunciada de células na fase subG1 (55%), em
comparagdo com o uso isolado da fenformina (20%) ou do iERK (12%), evidenciando
assim uma inibicdo da proliferacdo das células cancerigenas (93).

Yuan et al. (2013) realizou também um estudo in vivo, onde analisou os efeitos da
combinacéo da fenformina com o inibidor BRAF PLX4720 em células de melanoma com
mutacdo BRAF. Observou-se uma reducéo significativa do tamanho do tumor, cerca de
84%, no grupo tratado com a combinagdo fenformina/iBRAF. No grupo de murganhos
tratado com fenformina ou iBRAF em monoterapia, a inibigdo do crescimento do tumor

ndo foi tdo significativa (90).

Devido aos resultados promissores da combinacéo terapéutica da fenformina com
outros farmacos nas células do melanoma, esté a decorrer um ensaio clinico que combina
a fenformina com um inibidor BRAF e MEK, em pacientes com melanoma com mutagéo
BRAFV600E/K. O objetivo deste estudo serd testar a seguranca e eficacia da
administracdo concomitante da fenformina com uma das trés combinacfes terapéuticas
de IBRAF/IMEK aprovadas atualmente pela FDA: Dabrafenib/Trametinib,
Vemurafenib/Cobimetinib, ou Encorafenib/Binimetinib e, que fazem parte do tratamento
standard em pacientes com melanoma metastatico, com mutacdo BRAF. O ensaio clinico
encontra-se neste momento na fase 1, a recrutar voluntarios e, prevé-se que esteja
concluido em Janeiro de 2023 (105).

No caso do melanoma, a fenformina reduz fortemente a viabilidade celular, o
crescimento e a invasdo das células do melanoma ao induzir a apoptose. Contudo, a
combinacdo de fenformina com outros agentes de quimioterapia mostrou melhores
resultados terapéuticos do que o uso de fenformina isoladamente uma vez que reduz

potencialmente a resisténcia aos farmacos e fornece beneficios terapéuticos contra o
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cancro, como o reduzido crescimento tumoral e potencial metastatico, uma reducédo nas

populacdes de células estaminais cancerigenas e a inducao da apoptose (81).
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6. Conclusao

Nos dias de hoje, h4 cada vez mais evidéncias do potencial da metformina, um
antidiabético oral da classe das biguanidas globalmente prescrito na diabetes tipo I, pela

sua atividade antitumoral, em Vvarios tipos de cancros.

Contudo, atraves dos resultados obtidos nesta revisdo sistematica, também a
fenformina, um farmaco da mesma classe da metformina, mostrou atividade promissora

na sua aplicacao terapéutica no melanoma.

De entre todos os artigos analisados e incluidos nesta revisdo, apesar de nao
constituirem uma amostra muito extensa, verificou-se um auge de publicacdes no ano de
2017.

Dos varios estudos realizados, in vitro e in vivo, os principais efeitos da fenformina
incidem sobre a inibicdo da proliferacdo celular, a paragem do ciclo celular e a inducéo

da apoptose.

Parece ser de bastante interesse a combinacdo terapéutica da fenformina com
inibidores BRAF, inibidores MEK e inibidores de PD-1, uma vez que é potenciado o
efeito citotoxico da fenformina nas células do melanoma, em comparagdo com 0 uso

isolado dos mesmos.

Uma vez sendo a fenformina considerada mais potente que a metformina na inibicéo
da proliferacéo celular e do crescimento do tumor, poderia ser considerada um agente
antitumoral com bastante interesse. O facto de estar associada a um aumento da acidose
lactica levou a que deixasse de ser utilizada como antidiabético oral, dai talvez o seu
efeito no cancro ter sido pouco estudado. No entanto, com doses e efeitos ajustados, a

fenformina parece ter potencial para ser usada como agente antitumoral no melanoma.
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