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Resumo

O melanoma maligno é um cancro agressivo e, por esse motivo, apresenta uma
grande tendéncia para ocorréncia de metastases na fase inicial da doenca. Neste caso, as
opcles de tratamento sdo limitadas e existe ainda uma grande necessidade de
desenvolver estratégias adicionais para otimizar a resposta terapéutica, tais como a
descoberta de novos farmacos ou redirecionamento de moléculas ja existentes. Segundo
o “Efeito Warburg”, as células cancerigenas, mesmo em condi¢Bes aerdbias, preferem o
metabolismo glicolitico para producdo de ATP, ao invés da via da fosforilacdao oxidativa.
Uma vez que, a molécula 2-deoxy-D-glucose é um andalogo da glucose com potencial na
inibicdo da glicdlise, sendo capaz de conduzir as células cancerigenas a apoptose, quando
isolada ou em combinacdo, esta molécula representa um promissor agente

anticancerigeno.

O foco desta monografia foi avaliar o potencial terapéutico da molécula 2-deoxy-
D-glucose no tratamento do melanoma, elaborando a primeira revisdo sistematica que
teve como principal objetivo a recolha e andlise de toda a informacdo existente acerca
deste tema. Em primeiro lugar foi estabelecida a questdo de investigacdo e elaborado o
protocolo de investigacdo onde foram definidos os critérios de inclusdo e exclusdo, os
termos de pesquisa e as bases de dados a utilizar. Foram incluidos 17 estudos publicados
entre 1998 e 2019. A 2-deoxy-D-glucose demonstrou aumentar principalmente o stress
do reticulo endoplasmatico e autofagia e inibir a glicélise, proliferacdo, migracdo e
invasao celular, bem como diminuir a viabilidade celular. Foi capaz de potenciar o efeito
dos agentes terapéuticos N-dodecilimidazol, cisplatina, imigquimod, TRAIL, coronatina e

metiljasmonato.

A 2-deoxy-D-glucose apresenta potencial anticancerigeno, no entanto a sua
combinacdo com outros agentes terapéuticos contribui para um maior sucesso no

tratamento do melanoma.

Palavras-chave: 2-deoxy-D-glucose, melanoma, inibicdo da glicdlise, combinacdo

terapéutica
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Abstract

The malignant melanoma is an aggressive cancer and, for that reason,has a huge
tendency to occur metastasis in the initial fase of the disease. In this case, the treatment
options are limited and still exists an huge necessity to develop additional strategies in
order to optimize the therapeutic response, such as the discovery of new drugs or the
redirection of pre-existing molecules. According to the “Warburg Effect”, cancer cells,
even under aerobic conditions, prefer glycolytic metabolism for the production of ATP,
instead the oxidative phosphorylation route. Once that the 2-deoxy-D-glucose molecule
is a glucose analogue with the potential to inhibit glycolysis, by being able to lead the
cancer cells to apoptosis, when isolated or in combination, this molecule represents a

promising anticancer agent.

The main focus of this monograph was to evaluate the therapeutic potencial of
the 2-deoxy-D-glucose molecule in the melanoma treatment, by elaborating the first
systematic revision that had as main goal gathering and analyzing all the information that
exists about this subject. Firstly, it was established the investigation question and
elaborated the investigation protocole where it was defined the inclusion and exclusion
criteria, the research terms and the used data bases. Were included 17 studies published
between 1998 and 2019. The 2-deoxy-D-glucose has been shown to increase mainly the
endoplasmic reticulum stress and autophagy and to inhibit glycolysis, proliferation,
migration and cell invasion, as well as to decrease cell viability. It was possible to
potentiate the effects of the therapeutic agents N-dodecylimidazole, cisplatin,

imigquimod, TRAIL, coronatin and methyljasmonate.

The 2-deoxy-D-glucose presents anti-cancer potential, however its combination
with other therapeutic agents contributes to a bigger success in the melanoma
treatment. Key words: 2-deoxy-D-glucose, melanoma, glycolysis inhibition, therapeutic

combination.

Keywords: 2-deoxy-D-glucose, melanoma, glycolysis inhibition, combinatory treatments
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1 Introducao

1.1 Melanoma

Os melandcitos sdo células derivadas da crista neural que produzem melanina. Esta é
responsavel pela pigmentacdo da pele e por conferir protecdo contra os raios UV. Os
melandcitos localizam-se principalmente na camada basal da epiderme, podendo ser
encontrados também ao longo das superficies mucosas, camada coroide do olho e

meninges. A sua divisdo descontrolada origina o melanoma (1-4).

O melanoma representa a forma mais letal de cancro de pele, tendo a sua incidéncia
vindo a aumentar em todo o mundo. Em 2018, representou 22% dos diagndsticos de
cancro de pele, com 300.000 novos casos a nivel mundial. Constitui o 192 cancro mais
comum em ambos 0s sexos, sendo a quinta principal causa de morte por cancro em
homens e sexta em mulheres (5,6). A sua incidéncia aumenta dos 25 aos 50 anos e
diminui a partir dai (7). Até aos 50 anos de idade a populacdo feminina é a mais afetada,
no entanto, a partir dos 55 anos afeta principalmente o sexo masculino (8). Para além

disso, é responsdvel por 80% das mortes por cancro de pele em todo o mundo (9).

Existem diversos fatores de risco para o desenvolvimento deste cancro, tais como
a presenca de um elevado numero de nevos melanociticos benignos ou atipicos,
imunossupressao, presenca de historia familiar de melanoma e predisposicao genética
(10). Certas caracteristicas fenotipicas como pele, olhos e cabelo claros, presenca de
inUmeras sardas, sensibilidade ao sol e dificuldade em bronzear constituem fatores de
risco na ordem dos 50% (2,11). Além do mais, existem fatores de risco ambientais onde
se destaca a exposicdo intermitente aos raios UV (histéria de queimaduras solares) com
efeito genotdxico, em particular ao espetro UV-B (7,12). A exposicdo aos raios UV-A de
fontes artificiais, tais como fotoquimioterapia por radiacdo psoraleno-UV-A usada no
tratamento de psoriase e a exposicdo artificial aos raios UV-A em soldrio, pode
igualmente contribuir para o desenvolvimento deste cancro (13,14). Portanto, o
melanoma caracteriza-se por ser uma doenca multifatorial que resulta da suscetibilidade

genética e da exposicdo ambiental.
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O melanoma apresenta 5 estadios, sendo que a sua avaliagdo é fundamental para
planear um tratamento adequado. No estadio O o melanoma esta restrito a epiderme e
ndo existe interacdo com a circulagdo sanguinea. Por outro lado, no estadio | (fase de
crescimento radial) hd progressao dos melandcitos, originando lesdes intra-epidérmicas.
No estadio Il (fase de crescimento vertical) hd invasdo da derme e risco aumentado de
desenvolver melanoma metastatico. No estadio Il as células de melanoma metastizam
para a circulacdo linfatica, formando metdstases locais. Por fim, no estadio IV ocorre
disseminac¢do do tumor, verificando-se metastases distantes. A gravidade dos estadios I-

IV é determinada pela espessura do tumor, bem como pelo estado de ulceragao (15,16).

No que concerne ao diagndstico de melanoma, quanto mais precocemente este
for realizado melhor, pois caso o tumor seja localizado e sem presenca de metdastases é
possivel a realizacdo de excisdo cirurgica do tumor primario (8). O diagndstico de
melanoma pode ser realizado tanto pelo médico como pelo doente, recorrendo ao
acronimo ABCDE (A-assimetria, B-irregularidade, C-variacdo de cor, D-diametro > 6mm e
E-evolucdo) (17). Podera também ser realizada dermatoscopia ou Microscopia Confocal
de Refletancia, no entanto o diagndstico de melanoma sé podera ser confirmado apds
realizacdo de andlise histoldgica através de bidpsia (2,8). Dependendo das caracteristicas
clinicas e histolégicas, os melanomas convencionais podem ser classificados em
melanoma extensivo superficial, melanoma nodular, melanoma lentigo maligno e

melanoma acral lentiginoso.

1.1.1 Diferentes subtipos de Melanoma

1.1.1.1 Melanoma extensivo superficial

Este é o tipo mais comum de melanoma, representando 70% dos casos. Pode
surgir a partir de um nevo melanocitico e deve-se essencialmente a exposicdo solar
intermitente. Localiza-se maioritariamente na parte posterior das pernas das mulheres,
bem como nas costas dos homens (18). Do ponto de vista clinico, caracteriza-se pela sua
forma irregular e cor acastanhada ou preta, com estruturas vermelhas, brancas e/ou
cinza-azuladas, apresentando geralmente disseminacdo pagetdide. Acima da superficie

da pele poderd verificar-se uma péapula ou nédulo (2,8,19).
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1.1.1.2 Melanoma nodular

O melanoma nodular representa 5% dos melanomas, tendo maior incidéncia em
homens do que em mulheres. Surge maioritariamente entre os 50 e 60 anos de idade,
em zonas do tronco e membros, resultante de uma exposicdo solar intermitente (2,20).
Este melanoma ¢é frequentemente ulcerado e tanto pode ser incolor ou apresentar

diversas tonalidades como castanho, preto ou azul-preto (2,19,20).

1.1.1.3 Melanoma lentigo maligno

O melanoma lentigo maligno representa 4% a 15% dos melanomas cutaneos e
correlaciona-se com a exposicado solar prolongada e com o aumento da idade (2). Surge
maioritariamente no pescogo e cabega, nomeadamente na face, e caracteriza-se pela sua
forma irregular e cor acastanhada ou preta (19,20). Acima da superficie da pele, podera

verificar-se uma papula (8).

1.1.1.4 Melanoma acral lentiginoso

Constitui um tipo de melanoma incomum, representando apenas 4-6% dos
melanomas em populagdes caucasianas, exibindo maior incidéncia na populacdo asiatica
e africana (2,21-23). Tal como o nome indica, surge principalmente na pele acral, isto &,
na palma das maos, planta dos pés, bem como na placa ungueal (2,21). O melanoma acral
lentiginoso afeta com maior predominancia os idosos, nomeadamente do sexo feminino

e caracteriza-se por apresentar cor escura, como preto-azulado ou vermelho-rosa (2,22).

1.2 Terapéutica no Melanoma avang¢ado

Tal como referido anteriormente, o melanoma constitui a forma mais agressiva
de cancro de pele e a sua taxa de sobrevivéncia estd associada ao estadio da doenca no
momento do diagndstico (5,24). Caso o doente apresente doenca localizada é possivel
realizar excisdo cirurgica do tumor primario (8). No entanto, poderdo ser observadas
metdastases e, nesse caso, sera necessario recorrer a terapias sistémicas tais como a

guimioterapia citotdxica com Dacarbazina e Temozolamida, que é atualmente
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considerada terapéutica de 22 linha (Figura 1) (7,25). Existe também a terapia
medicamentosa direcionada com inibidores de BRAF (Vemurafenib Dabrafenib) que é
utilizada quando existem mutacdes no gene BRAFV600 que conduzem a proliferacdo
descontrolada de células cancerigenas, e pode ser usada em monoterapia ou em
combina¢do com inibidores de MEK (Trametinib e Cobimetinib). Existe também a
imunoterapia que utiliza anticorpos anti proteina 4 associada a linfocitos T citotdxicos
(anti-CTLA-4) como é o exemplo do Ipilimumab, e anti proteina de morte programada 1
(anti-PD-1) como o Nivolumab e Pembrolizumab, tanto em monoterapia como em
combinacdo terapéutica (25). A terapia medicamentosa direcionada apresenta altas
taxas de resposta, enquanto que a imunoterapia esta relacionada a taxas mais baixas,
mas mais longas e duradouras. Ambas as terapias sao atualmente as mais utilizadas (7).
Para além disso, a administracdo das citocinas Interleucina-2 e Interferdo-alfa e a terapia
viral oncolitica com (T-VEC) sdo também estratégias terapéuticas no melanoma

metastatico (25).

eDacarbazina eInibidores de BRAF
eTemozolamida (Vemurafenib e
Dabrafenib)
eCarmustina; Lomustina
e Cisplatina; Carboplatina
ePaclitaxel; Docetaxel
eVincristina; Vimblastina

e|nibidores de MEK
(Trametinib e
Cobimetinib)

eAnticorpos anti-CTLA-4
(Ipilimumab)

eAnticorpos anti-PD-1
(Nivolumab e
Pembrolizumab)

eAdministragdo de
citocinas
(Interleucina-2 e
Interferdo-alfa)

eTerapia viral oncolitica
(T-VEC)

FIGURA 1- TERAPEUTICAS SISTEMICAS NO MELANOMA AVANGCADO. (CTLA-4-PROTEINA 4 ASSOCIADA A LINFOCITOS T

CITOTOXICOS; PD-1-PROTEINA DE MORTE PROGRAMADA 1; TVEC- TALIMOGENE |IAHERPAREPVEC)

Na Figura 2 estd representada uma ilustracdo esquemadtica dos diferentes

mecanismos correspondentes as opcdes de tratamento sistémico supracitadas. Todos

eles serdo abordados mais pormenorizadamente nas seguintes seccdes.
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FIGURA 2 - ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DOS MECANISMOS DE ACAO DOS DIFERENTES FARMACOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DO
MELANOMA. TERAPIA MEDICAMENTOSA DIRECIONADA E IMUNOTERAPIA (DABRAFENIB E VEMURAFENIB SAO INIBIDORES SELETIVOS
DE BRAF; TRAMETINIB E COBIMETINIB SAO INIBIDORES SELETIVOS DE MEK; IPILIMUMAB E ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-CTLA-
4; NIVOLUMAB E PEMBROLIZUMAB SAO ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-PD-1; BRAF-PROTO-ONCOGENE B-RAF; MAPK-
PROTEINA QUINASE ATIVADA POR MITOGENIO; PD-1-PROTEINA DE MORTE CELULAR PROGRAMADA 1; PD-L1-LIGANDO DE PD-1;
APC-CELULA APRESENTADORA DE ANTIGENOS; CTLA-4-PROTEINA 4 ASSOCIADA A LINFOCITOS T CITOTOXICOS)

1.2.1 Quimioterapia citotdxica

A quimioterapia citotoxica foi a primeira terapia a ser aplicada no melanoma, no
entanto ja ndo constitui a terapéutica de 12 linha na doenga em estado avancado, pois
possui um papel mais proeminente em melanomas que ndo abrigam mutacdes

somaticas. Por essa razao foram desenvolvidas novas terapéuticas para o melanoma

metastatico (26).

Existem diversos agentes citotoxicos utilizados na quimioterapia, destacando-se a
Dacarbazina (DTIC), o primeiro farmaco aprovado no melanoma pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da América em 1975 e pela European Medicines
Agency (EMA) em 2014 (27,28). Esta molécula caracteriza-se por ser um agente
alquilante que é ativado através da metabolizacdo hepdtica, formando adutos de DNA.
Ensaios clinicos demonstraram que a resposta ao tratamento com DTIC é inferior a 15%,
no entanto esta continua a ser a opc¢do padrdo no tratamento quimioterdpico do

melanoma (25,26).
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Varios estudos envolvendo a adicdo de agentes de modo a tentar aumentar a
eficacia da DTIC, tais como quimioterapias, imunoterapias e anti-estrogénios, concluiram
gue essas combinacBes ndo revelaram resultados satisfatorios, e ao invés disso,

provocaram aumento dos efeitos colaterais (29).

A Temozolamida é também um agente citotéxico utilizado no melanoma
avancado e caracteriza-se por ser um agente alquilante e analogo da DTIC. Apesar de ser
semelhante a esta, a Temozolamida diferencia-se da DTIC pelo facto de conseguir
atravessar a barreira hematoencefalica e atuar no sistema nervoso central. Embora a sua
resposta no cérebro seja minima, pode ser utilizada em casos de melanoma com
metdstases cerebrais. Distinguem-se também pelo facto da DTIC ser administrada por via
intravenosa, enquanto que a Temozolamida pode ser administrada por via oral (26). A

Temozolamida foi aprovada pela FDA e pela EMA em 1999 (27,30).

Para além destes agentes citotdxicos, existem as nitrosureias (Carmustina e
Lomustina), geralmente usadas em combinacdo terapéutica no melanoma metastatico
cerebral. Existem os andlogos de platina, a Cisplatina e a Carboplatina que é citotdxica e
resulta nainibicdo da replicacdo e transcricdo. Os taxanos (Paclitaxel e Docetaxel) capazes
de induzir morte celular, sdo também agentes citotéxicos e foram testados em
monoterapia ou em combinacdo com outros agentes no melanoma avancado. Para além
disso, existem ainda os alcaldides de vinca (Vincristina e Vimblastina) com acdo anti-
mitdtica e anti-microtubular que apresentam uma resposta terapéutica de 14% no

melanoma metastatico (26,31).

1.2.2 Terapia medicamentosa direcionada

A via de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK),
desempenha um papel crucial na proliferacdo e crescimento celular. Os genes BRAF e
MEK fazem parte desta via e a presenca de mutacBes nestes genes conduz a ativacdo da
via MAPK que, por sua vez, promove a proliferacdo e crescimento das células
cancerigenas de melanoma. Como tal, foi desenvolvida a Terapia Medicamentosa
Direcionada com inibidores seletivos de BRAF e MEK, capazes de inibir esta via de

sinalizacdo, contribuindo assim para o tratamento do melanoma (25).
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1.2.2.1 Inibidores de BRAF
O gene BRAF codifica para a proteina serina-treonina-quinase envolvida na via
MAPK que desempenha um papel importante na proliferacdo descontrolada de células

de melanoma. (32,33)

A ocorréncia de mutacdes no gene BRAF é bastante comum e estd presente em
(37-50)% dos melanomas (34,35). A mutacdo BRAF mais recorrente ocorre no codao 600,
em que hd substituicdo de um aminoacido valina por acido glutamico, designada por
mutacdo BRAFV600E, representando 80% das mutacdes neste gene. Depois desta, a
mutacdao BRAFV600K representa 15% das mutagdes, em que ocorre a substituicdo de
valina por lisina também no codao 600 (35). Para além destas, existem ainda as mutacdes
BRAFV600D (substituicdo de valina por acido aspartico) e BRAFV600R (substituicdo de

valina por arginina) que ocorrem com uma frequéncia inferior a 5% (32,33).

Estas mutacdes no gene BRAF, conduzem a ativagdo constitutiva da via de
sinalizacdo MAPK, levando a proliferacdo das células cancerigenas do melanoma. Por
outro lado, ainibicdo de BRAF promove a inativacdo desta via de sinalizacdo, contribuindo
para a interrupcdo do crescimento celular. De modo a inibir o crescimento celular do
melanoma, surgiram entdo os inibidores seletivos de BRAF, tais como o Vemurafenib e
Dabrafenib, aprovados pela FDA em 2011 e pela EMA em 2012 e 2013, respetivamente
(36,37).

1.2.2.2 Inibidores de MEK

A proteina MEK é um substrato consecutivo de BRAF na via de sinalizacdo MAPK
e como tal, a inibicdo de MEK contribui igualmente para a inativacdo desta via de
sinalizacdo e, consequentemente, para tratamento do melanoma. Como tal, foram

desenvolvidos inibidores seletivos de MEK (25).

No inicio dos anos 2000 foram avaliados dois inibidores de MEK, CI-1040 e
PD0325901, no entanto revelaram ser bastante toxicos e ineficazes no tratamento (38).
Porém, mais tarde surgiu o Trametinib, um inibidor especifico das proteinas MEK1 e
MEK2, que demonstrou uma atividade clinica promissora em doentes com mutacdo
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BRAFV600E e BRAFV600K (39,40). O Trametinib foi aprovado pela FDA em 2013 e pela
EMA em 2014 (36,37). Para além disso, foi ainda desenvolvido o Cobimetinib, também
inibidor seletivo de MEK1 e MEK2, que foi aprovado pela FDA e pela EMA em 2015
(37,41).

1.2.2.3 Combinagdo terapéutica entre inibidores de BRAF e inibidores de MEK

Apesar de existir uma alta resposta terapéutica aos inibidores de BRAF, muitos
dos doentes desenvolvem resisténcia a estes farmacos. Observou-se em estudos pré-
clinicos que a combinagdo entre um inibidor de MEK e um inibidor de BRAF atrasa a
resisténcia que existiria no tratamento em que é utilizado somente um inibidor de BRAF.
Posto isto, foram avaliadas as combinacdes entre Dabrafenib e Trametinib e entre
Vemurafenib e Cobimetinib, tendo-se verificado que existia uma melhoria do tratamento
guando era aplicada a combinacdo terapéutica, em comparacdo com os inibidores de

BRAF em monoterapia (25).

1.2.3 Imunoterapia

A resposta imunoldgica constitui um fator importante na resposta terapéutica
anti-tumoral. A proteina 4 associada a linfocitos T citotéxicos (CTLA-4) e a proteina de
morte celular programada 1 (PD-1) sdo expressas pelos linfécitos T e funcionam como
supressores celulares destes, conduzindo entdo a uma regulacdo negativa da resposta
imunoldgica. Assim sendo, a utilizacdo de inibidores de CTLA-4 e PD-1 constitui uma
estratégia terapéutica anti-tumoral, pois favorece a resposta imunologica contra o tumor

(25).

1.2.3.1 Terapéutica com anticorpos anti CTLA-4 (Proteina 4 associada a linfécitos T
citotdxicos)

O CTLA-4 é um recetor inibitorio transmembranar expresso em linfocitos T

ativados. Quando o CTLA-4 se liga aos ligandos B7-1 e B7-2 nas células dendriticas, conduz

a inibicdo dos linfécitos T, impedindo a resposta imunoldgica anti-tumoral (42,43).
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De forma a impedir esta atividade, foi desenvolvido o Ipilimumabe, que é um
anticorpo monoclonal anti CTLA-4, capaz de bloquear a ligagcdo entre esta proteina e os
seus ligandos B7-1 e B7-2. Desta forma, os linfocitos T sdo ativados e é produzida uma
resposta do sistema imunitdrio contra as células cancerigenas do melanoma. O
Ipilimumab foi aprovado pela FDA e pela EMA em 2011 para o tratamento do melanoma

avancado (25,37,42,44).

1.2.3.2 Terapéutica com anticorpos anti PD-1 (Proteina de morte programada 1)

O PD-1 é uma proteina expressa pelos linfécitos T e essencial na regulacdo
imunologica. O PD-1 liga-se ao seu ligando PD-L1 que se encontra em células
cancerigenas e macrofagos associados ao tumor. Essa ligacdo leva a inibicdo dos linfocitos
T citotoxicos, impedindo uma resposta do sistema imunitario contra o tumor (25,43). Os
anticorpos monoclonais, Nivolumab e Pembrolizumab, sdo responsaveis por inibir essa
ligacdo entre o PD-1 e PD-L1, promovendo a ativacdo dos linfécitos T e favorecendo a
resposta anti-tumoral pelo sistema imunitario (45-47). Ambos foram aprovados pela FDA
em 2014 e pela EMA em 2015, e representam uma terapéutica mais favoravel no
melanoma, comparativamente a quimioterapia e ao Ipilimumab (25,48,49). Para além
disso, a terapéutica com anticorpos anti PD-1 é eficaz no tratamento do melanoma

guando ha resisténcia a inibidores de BRAF (7).

1.2.3.3 Combinagdo terapéutica entre inibidor de PD-1 e inibidor de CTLA-4

Estudos pré-clinicos em que foi avaliado o potencial da combinacdo terapéutica
entre o inibidor de PD-1, Nivolumab, juntamente como o inibidor de CTLA-4, Ipilimumab,
demonstraram gque essa combinacdo entre inibidores de PD-1 e de CTLA-4, conduzia a
uma atividade anti-tumoral sinérgica (50,51). Tendo em conta estes resultados, a
combinacdo terapéutica entre Nivolumab e Ipilimumab foi aprovada em 2015 pelo FDA
para o tratamento de melanoma metastatico (25). No entanto, estd associada a uma
elevada toxicidade incluindo efeitos adversos imunes e, por essa razao, este tratamento

foi descontinuado (52).
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1.2.4 Administragao de citocinas

1.2.4.1 Interleucina- 2 (IL-2)

A interleucina-2 (IL-2) € uma citocina imunomoduladora capaz de ativar células
natural killer (NK) e linfécitos T citotdxicos, aumentando a resposta anti-tumoral, tendo
sido aprovada pela FDA em 1998 e pela EMA em 2013 (25,53). Quando em doses
elevadas, geralmente apresenta uma resposta clinica duradoura a longo prazo, superior
a 5 anos, no entanto conduz a toxicidade grave. Sendo assim, a terapia com altas doses
de IL-2 requer uma monitorizacdo elevada e, por essa razdo, a sua utilizacdo no

tratamento do melanoma avancado caiu em desuso (25,54).

1.2.4.2 Interferdo-alfa (IFN-a)

O interferdo-alfa (IFN-a) induz uma resposta anti-tumoral pelas células T Helper,
inibe diretamente a proliferacdo das células de melanoma e é antiangiogénico (55,56).
Foi aprovado pelo FDA em 1995 para tratamento em doentes tratados cirurgicamente e

com risco de recidiva do tumor (25).

Em 2000 e 2011 a EMA e a FDA aprovaram, respetivamente, uma melhoria do
interferdo-alfa parainterferdao-alfa-2b peguilado que apresenta uma semivida mais longa.
No entanto, foram observadas maiores rea¢des adversas, ndo tendo sido demonstrado

um maior beneficio clinico na sua utilizagdo (25,56,57).

1.2.5 Terapia viral oncolitica

1.2.5.1 Talimogene laherparepvec (T-VEC)

O T-VEC é um virus oncolitico que pertence a classe do herpes simplex tipo |, o
guel foi geneticamente modificado para expressar o fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF) apds invadir as células tumorais (58). Este é

diretamente injetado nas metastases cutaneas, onde conduz a expressao de GM-CSF,
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atraindo células dendriticas e aumentando a resposta imunitdria, conduzindo a regressao

do tumor (43,59).

Este virus demonstrou uma resposta clinica e um perfil de seguranca favoraveis e
por essa razao foiaprovado pela EMA em 2015 para o tratamento de lesdes de melanoma

na pele e nos linfonodos que ndo sdo passiveis de ressecao cirdrgica (25,60).

1.3 A 2-deoxy-D-glucose no tratamento anticancerigeno

1.3.1 Metabolismo da glucose

A glucose é a principal fonte de energia celular e pode ser obtida através da
ingestdo de hidratos de carbono ou da gluconeogénese (61). E captada pelos seus
transportadores (GLUTs) e dentro da célula é metabolizada (glicélise), havendo producdo

de energia.

A respiracdo celular pode ocorrer na presenca ou auséncia de oxigénio. Caso seja
na presenca de oxigénio (respiracdo aerdbia), compreende 3 fases: glicdlise, ciclo de
Krebs e fosforilacdo oxidativa. Na glicdlise ocorrem 2 etapas, sendo que na primeira
etapa, denominada fase de ativacdo, ha gasto de energia, pois a glucose é fosforilada e
recebe fosfato proveniente de 2 moléculas de ATP, tornando-se quimicamente ativa. Na
segunda etapa, denominada fase de rendimento, a glucose é oxidada e ha libertacdo de
energia que é utilizada para a producdo de 4 moléculas de ATP. S3o libertados eletrdes
na oxidagdo da glucose, que originam a reducdo de NAD*em NADH. O saldo energético
final da glicélise é entdo de 2 ATP (62,63). Por outro lado, na auséncia de oxigénio
(respiracdo anaerdbia), a glucose é metabolizada em 4acido lactico ou etanol que

participam na fermentacdo latica ou alcodlica, respetivamente (61).

1.3.2 A 2-deoxy-D-glucose na inibicdo da glicélise
A 2-deoxy-D-glucose (2-DG) é um analogo da glucose no qual o grupo 2-hiddxilo
¢ substituido por hidrogénio (Figura 3). Esta molécula foi reportada como potencial

agente terapéutico no tratamento anticancerigeno, pois demonstrou ser capaz de
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interferir em diversos processos bioldgicos, tais como deplecdo de ATP e energia celular,
inducdo de stress oxidativo, interferéncia na glicosilagdo ligada ao N (conduz ao acumulo
de proteinas ndo dobradas/dobradas incorretamente no reticulo endoplasmatico), bem

como inducdo da autofagia (61).

CH;OH CH;OH
0. H O H
H H H H
HO H H
HO OH Ho N on
H H
D- glucose 2-Deoxy-D-glucose

FIGURA 3- ESTRUTURA MOLECULAR DE D-GLICOSE E 2-DG. A POSICAO DO GRUPO HIDROXILO
EM 2-DG E INDICADA. (61)

O seu mecanismo foi estudado, chegando-se a conclusdo de que a 2-DG ¢é captada
pelos GLUTSs, entra na célula e é fosforilada pela hexoquinase Il em 2-deoxy-D-glucose-6-
fosfato (2-DG-6-P) que, ao contrario da glucose, ndo pode ser metabolizado pela
fosfoglucose isomerase (64). Posto isto, a 2-DG-6-P é acumulada dentro da célula,
ocorrendo deplecdo de ATP, paragem do ciclo celular, inibicdo do crescimento celular e,
eventualmente, morte celular. Quanto maior a quantidade de 2-DG-6-P acumulada,

maior serd esse efeito de inibi¢cdo da glicélise (65).

Segundo o que é definido pelo “Efeito Warburg”, as células cancerigenas mesmo
em condicdes aerdbicas utilizam a glucose para producdo de acido lactico (fermentacdo
lactica) e, portanto, para matar as células tumorais, tanto a glucose como o oxigénio
deveriam ser eliminados (66). Uma vez que a molécula 2-deoxy-D-glucose é um andlogo
da glucose com potencial na inibi¢cdo da glicdlise, quando isolada ou em combinagcdo com
outros agentes terapéuticos esta molécula representa um promissor agente

anticancerigeno (Figura 4) (67,68).
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1.3.3 A 2-deoxy-D-glucose no diagndstico do cancro

Segundo o Efeito Warburg, as células cancerigenas consomem mais glucose do que

as células normais e por essa razao a utilizacdo de analogos da glucose para realizacdo de

técnicas de imagem, como a Tomografia por Emissdo de Positroes (PET), pode ser

utilizada no diagndstico do cancro (69).

A molécula 2-deoxy-D-glucose é um andlogo da glucose e geralmente é utilizada na

forma de fluorodeoxyglucose F 18 (['8F]FDG) (70). E captada pelas células cancerigenas,

acumulando-se em tumores ou 6rgdos que metabolizam ou eliminam intensivamente a

glucose, funcionando como um radiofarmaco no diagndstico do cancro (71). Devido a sua

capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, pode ser utilizada também em

diagnosticos cerebrais (72).
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2 Objetivos

Esta monografia tem como objetivo primordial a elaboracdo de uma revisdo
sistematica, envolvendo estudos que visem a utilizacdo da 2-deoxy-D-glucose, isolada ou
em combinacdo, como estratégia terapéutica no melanoma. Foi propdsito reportar o tipo
da amostra utilizada nesses estudos, os mecanismos de acdo envolvidos, bem como os

resultados verificados.

3 Metodologia

A revisdo sistematica da literatura consiste numa investigacao cientifica em que sdo
reunidos todos os documentos publicados acerca de um determinado tema, de forma a
responder a uma questdo de investigacdo. Este tipo de revisdo visa reduzir o viés através
do uso de métodos sistematicos explicitos para realizar uma pesquisa bibliografica
abrangente e avaliar a qualidade dos estudos individuais, extrair os dados e sintetizar os

resultados (73).

3.1 Questao de investigacao

De modo a estabelecer a questdo de investigacdao desta revisdao sistematica, foi
adaptado o modelo definido pelo acronimo PICO. Esta ferramenta define os quatro
componentes “Problema” (originalmente “Populacdo”), “Intervencao”, “Comparacao” e

“Outcome” (Resultado), que serdo os elementos fundamentais da questdo de

investigacdo (Tabela 1).

TABELA 1 - DEFINICAO DA QUESTAO DE INVESTIGAGAO UTILIZANDO O MODELO PICO ADAPTADO

P Problema Tratamento do melanoma
| Intervengao Utilizagdo da 2-deoxy-D-glucose no melanoma
C Comparagao Comparar o efeito anticancerigeno da 2-deoxy-D-glucose isolada,

ou em combinag¢do, com os respetivos controlos ndo tratados
(0] Outcome Sucesso no tratamento do melanoma; Efeito potenciado em

combinagdo terapéutica
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Através desta metodologia, foi possivel formular a seguinte questdo de

investigacdo: “A molécula 2-deoxy-D-glucose, quando isolada ou em combinagdo

terapéutica, apresenta potencial anticancerigeno no tratamento do melanoma?”.

3.2 Protocolo de Investigagao

3.2.1 Bases de dados

Para a pesquisa dos artigos cientificos analisados, foram utilizados motores de

pesquisa online, nomeadamente PubMed/MEDLINE, Web of Science, Cochrane Library e

B-on (Biblioteca online do conhecimento). Foi ainda considerada a grey literature,

recorrendo ao RCAAP (Repositorio Cientifico de Acesso Aberto em Portugal), bem como

ao Open Grey. Para além disso, foi utilizado o Clinical Trials para a analise de ensaios

clinicos (Tabela 2).

TABELA 2 - BASES DE DADOS UTILIZADAS NA SELECAO DOS ESTUDOS

Pubmed/MEDLINE

Web of Science

Cochrane Library

B-on

RCAAP

Open Grey

Clinical Trials

CitagOes e resumos de artigos de investigacdo em
biomedicina

Artigos cientificos e de revisao

Artigos de investigagdo em medicina e outras
especialidades da area da saude
Textos integrais de revistas cientificas e e-books

Literatura cientifica e académica

Relatdrios técnicos ou de pesquisa, dissertacGes de
doutorado, documentos de conferéncias e
publicagdes oficiais
Ensaios clinicos em desenvolvimento e completos

www.ncbi.nlm.nih.gov

www.webofknowledge.com

www.cochranelibrary.com

www.b-on.pt

www.rcaap.pt

www.opengrey.eu

clinicaltrials.gov
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3.2.2 Termos de pesquisa

Numa pesquisa preliminar verificou-se que muitos dos artigos encontrados
utilizavam a 2-deoxy-D-glucose apenas para técnicas de imagem, nomeadamente
Tomografia por Emissdo de Positrées (PET) e scanning, ndo avaliando o seu efeito
terapéutico no melanoma; por outro lado, nalguns artigos a inibicdo da glicdlise através
da utilizacdo da 2-DG era realizada apenas como uma ferramenta farmacoldgica para
avaliar a captacdo da glucose celular, independentemente do seu potencial

anticancerigeno.

Os termos de pesquisa utilizados encontram-se descritos na Tabela 3 e foram
adaptados consoante o numero de artigos encontrados com os termos de pesquisa
iniciais “2-deoxyglucose and melanoma” e “2 DG and melanoma”. Sempre que esse
numero ultrapassou os 500 artigos, foram adicionalmente aplicados os filtros “NOT PET”,
“NOT scanning” e “NOT glucose uptake”, de modo a fazer um refinamento da informacdo
disponivel. Esta medida foi aplicada no motor de pesquisa Pubmed/MEDLINE, onde foram
encontrados mais de 500 artigos. Por outro lado, no motor Web of Science, o nimero de
artigos ndo excedeu os 500, mas esta medida foi aplicada nos termos de pesquisa “2-
deoxyglucose and melanoma” e “2-deoxy-D-glucose and melanoma”, apds ter sido
verificada uma constante utilizacdo de técnicas de imagem e avaliagdo da captacdo da
glucose. Nos restantes motores de pesquisa ndo foi necessario aplicar esse refinamento,
pois a pesquisa utilizando os termos estabelecidos ndo originou mais de 500 artigos. No
repositorio cientifico RCAAP, ja que engloba estudos em portugués e inglés, foram

utilizados os termos de pesquisa nestes dois idiomas.

TABELA 3- TERMOS DE PESQUISA UTILIZADOS

Termos de Pesquisa

Melanoma Skin cancer
2 DG X
2-DG and X X
2 deoxy-glucose X
2-deoxy-glucose X X
2 deoxy-D-glucose X
2-deoxy-D-glucose X X
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3.2.3 Pesquisa da literatura
A pesquisa realizada para este estudo teve inicio no dia 21 de novembro de 2019,

tendo sido encerrada no dia 31 de dezembro de 2019.

3.2.4 Critérios de inclusdo e exclusao

Neste estudo foram considerados artigos publicados em inglés ou portugués, a
partir de 1998, inclusive, tendo sido este o primeiro ano a surgir com uma publicacdo
resultante da pesquisa. Foram incluidos estudos em que a 2-deoxy-D-glucose foi utilizada
como agente terapéutico no melanoma, realizados em humanos, animais ou linhas

celulares de melanoma.

Por outro lado, foram excluidos artigos de revisdo, estudos em que a 2-DG foi
utilizada no melanoma, mas ndo com a finalidade de avaliar o seu potencial terapéutico,
ou seja, quando esta foi usada apenas para realizar técnicas de imagem, avaliacdo da
captacdo de glucose ou para medicdo da taxa de acidificacao extracelular (ECAR). Artigos
onde ndo foram encontrados os termos de pesquisa ou em que ndo existia uma

correlacdo entre eles, foram igualmente excluidos.

3.2.5 Sele¢do dos artigos para o estudo

Apds ter sido definida a metodologia da anadlise, procedeu-se a selecdo dos
estudos. Os artigos disponibilizados nos diferentes motores de pesquisa foram analisados
brevemente através do titulo e resumo (abstract), de modo a estabelecer quais seriam

relevantes ou ndo, aplicando os critérios de inclusdo e exclusdo anteriormente descritos.

Depois de reunidos todos os artigos relevantes e removidos os duplicados, estes
foram analisados na sua integra. Foi recolhida a informacdo acerca do autor, revista e ano
de publicacdo, e feita andlise dos dados, dos métodos utilizados, do tipo da amostra, bem
como avaliados os resultados obtidos. Toda essa informacao foi registada em tabelas. De
forma a organizar todos os estudos selecionados, recorreu-se ao Mendeley, um sistema

de gestdo de referéncias bibliograficas (Figura 5).
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. e “A molécula 2-deoxy-D-glucose, quando isolada ou em
Questdo de combinagdo, apresenta potencial anticancerigeno no
investigagao tratamento do melanoma?”

¢ Bases de dados

> F’rotoc.olo fle e Termos de pesquisa
Investigagao e Critérios de inclusdo e exclusdo
Selecdo dos eAnalise na integra dos
estudos artigos relevantes
Elaboracdo de
tabelas com todos os

dados recolhidos

FIGURA 5 - ORGANOGRAMA DO PROCESSO DE METODOLOGIA

4 Resultados

4.1 Selegdo dos estudos encontrados

Apds ter sido efetuada a pesquisa em todas as bases de dados definidas,
utilizando todos os termos de pesquisa e estratégia de refinamento, foram obtidos no

total 170 resultados (Figura 6).
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Bases de dados

-

FIGURA 6 - NUMERO DE ESTUDOS ENCONTRADOS EM CADA UMA DAS DIFERENTES BASES DE DADOS.

De todos os estudos encontrados, existiam artigos sobrepostos nas bases de
dados Pubmed/MEDLINE, Web of Science e B-on. A base de dados Pubmed/MEDLINE
apresentou 19 artigos em comum com a Web of Science e 20 artigos com a B-on,
enquanto que a Web of Science apresentou 28 artigos em comum com a B-on. Esses

artigos em duplicado, que perfaziam um total de 53 artigos, foram removidos (Tabela 4).

TABELA 4 - ARTIGOS SOBREPOSTOS EM CADA UMA DAS BASES DE DADOS UTILIZADAS

o | et | e | wan | o | G
PubmedéMEDLIN 19 ) 2 i i
Web of Science 19 - 28 - -
Cochrane Library - - - - -
B-on 20 28 - - -
RCAAP - - - - -
Clinical Trials - - - - -
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Os 117 artigos obtidos apds remocdo dos duplicados, foram analisados
brevemente através do titulo, resumo, materiais e métodos e observacao das figuras,
aplicando os critérios de inclusdo e de exclusdo, de modo a definir quais os que seriam
relevantes para a andlise. Foram eliminados 100 artigos, e os 17 que se mostraram

relevantes, foram analisados na integra e em detalhe (Figura 7).

Identificacdo

o o o]
. AT ee] UT
Resultados obtidos o 3 4]
nas diferentes .9 e 2 3 slise d o
bases de dados & Identificagdo dos % reve analise dos -
com aplicacio de 1= artigos em o artigos e remogdo = Artigos incluidos na
refinamento no R duplicado e g aplicando os critérios revisdo sistematica
pubmed/MEDLINE — posterior remogdo o de exclusdo
e Web of Science dos mesmos .g
|_
- N=17
N =170 N =117 N = 100

FIGURA 7 - EVOLUGAO DO PROCESSO DE TRIAGEM DOS ARTIGOS ENCONTRADOS

4.1.1 Artigos excluidos

Durante o processo de aplicacdo dos critérios de exclusdo anteriormente
definidos, foram excluidos 100 artigos. Desses artigos excluidos, 5 eram artigos de
revisdo, 40 deles ndo apresentavam os termos de pesquisa previamente definidos, 42
utilizavam a 2-DG para realizar técnicas de imagem, 2 usavam-na para avaliacdo do
metabolismo da glucose e 11 deles apresentavam os termos de pesquisa definidos, no
entanto ndo existia uma correlacdo entre eles, isto &, ndo usavam a 2-DG no tratamento

do melanoma (Tabela 5).
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TABELA 5- ARTIGOS EXCLUIDOS NAS DIFERENTES BASES DE DADOS

Artigos excluidos da revisdo sistemdtica

Artigos de Auséncia dos | 2-DG usada 2-DG usada para Sem relagdo entre
revisao termos de para técnicas avalia¢do do os termos de
pesquisa de imagem metabolismo da pesquisa
glucose
Web of Science 1 23 11 6
Pubmed/MEDLINE 2 7 6 3
Cochrane Labrary - 1 2 - -
B-on 2 8 11 - 2
RCAAP - 1 - - -
Clinical Trials - - 12 - -
Total de Artigos 5 40 42 2 11

4.1.1.1 Artigos de Revisao

No processo de aplicacdo dos critérios de exclusdo, foram inicialmente removidos
os artigos de revisdo, representando um total de 5 artigos. Para além de serem artigos
de revisdo, todos apresentam adicionalmente outro critério de exclusdo que se encontra

descrito na (Tabela S1, em anexo).

4.1.1.2 Artigos que ndo apresentam os termos de pesquisa estabelecidos

Nesta fase, foram removidos todos os artigos que, ainda que tenham surgido
na pesquisa, ndo continham um ou ambos os termos de pesquisa, isto &, que ndo
apresentavam as diferentes designacdes da molécula 2-deoxy-D-glucose e/ou melanoma.
Os artigos que apresentaram estas caracteristicas perfazem um total de 40 (Tabela S2,

em anexo).

4.1.1.3 Artigos em que a 2-DG é utilizada para realizagdo de técnicas de imagem
Todos os artigos em que a 2-DG foi utilizada somente para a realizacdo de técnicas
de imagem, nomeadamente para Tomografia por Emissdo de Positrées (PET), que ndo

foram automaticamente removidos da pesquisa pela estratégia de refinamento nas bases
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de dados Pubmed/MEDLINE e Web of Science, ou que surgiram nas restantes bases de
dados onde ndo foi aplicado refinamento, foram excluidos, perfazendo um total de 42

artigos (Tabela S3, em anexo).

4.1.1.4 Artigos em que a 2-DG foi usada para avaliagdo do metabolismo da glucose
Foram encontrados 2 artigos em que a 2-DG foi utilizada para avaliacdo do

metabolismo celular. Num deles usaram a 2-DG para avaliagdo da captagao da glucose e

no outro para ECAR, uma técnica de avaliacdo da taxa de glicélise celular e, portanto,

foram eliminados (Tabela S4, em anexo).

4.1.1.5 Artigos em que constam os termos de pesquisa, mas nado existe uma relagao
entre eles

Em 11 dos artigos encontrados, apesar de constarem os termos de pesquisa

estabelecidos, ndo existe uma correlacdo entre eles. Portanto, esses artigos foram

removidos, pois a molécula 2-DG ndo foi utilizada no tratamento do melanoma (Tabela

S5, em anexo).

4.1.2 Artigos incluidos

Apds terem sido aplicados os critérios de exclusdo e inclusdo, foram selecionados
e incluidos 17 artigos das bases de dados Web of Science (1 artigo), Pubmed/MEDLINE
(15 artigos) e B-on (1 artigo). Na Tabela 6 encontra-se discriminado o objetivo principal
de cada estudo, bem como outras informacdes relevantes (nome do primeiro autor,
revista e ano de publicacdo). Os artigos encontram-se apresentados por ordem de ano

de publicacgdo.
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TABELA 6 - CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS INCLUIDOS

Cytotoxic action of 2-
deoxy-D-glucose
tetraacetate upon
human lymphocytes,
fibroblasts and
melanoma cells
Heterogeneity in 2-
deoxy-d-glucose—
induced modifications
in energetics and
radiation responses of
human tumor cell lines

Multidrug resistance
correlates with
overexpression of
Muc4 but inversely
with P-glycoprotein
and multidrug
resistance related
protein in transfected
human melanoma cells
2-Deoxy-D-glucose
enhances TRAIL-
induced apoptosis in
human melanoma cells
through XBP-1-
mediated up-regulation
of TRAIL-R2

Reinhold, U. e
Malaisse, W. J.

Dwarkanath et
al.

Hu et al.

Liu et al.

International Journal of
Molecular Medicine
(1998)

International Journal of
Radiation Oncology,
Biology, Physics
(2001)

Biochemical
Pharmacology
(2003)

Molecular Cancer
(2009)

Estudar o efeito
citotoxico do
tetraacetato de 2-DG
em células de
melanoma humano.

Avaliar o papel
inibitorio da 2-DG nos
processos de
reparacao pos-
irradiacdo em células
de melanoma;
examinar a relagdo
entre a modificagdo do
metabolismo
energético induzida
por 2-DG e a
radiorresposta celular.
Investigar se a
expressao celular da
glicoproteina Muc4
podera influenciar a
sensibilidade celular;
verificar se as células
de melanoma que
expressam Muc4 sao
resistentes a 2-DG.
Avaliar o potencial da
combinagdo entre 2-
DG e TRAIL no
aumento da
citotoxicidade em
células de melanoma.

(76)
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TABELA 6- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS INCLUIDOS (CONTINUACAO)

2-Deoxyglucose
sensitizes melanoma
cells to TRAIL-induced
apoptosis which is
reduced by mannose

2-Deoxy-D-glucose
activates autophagy
via endoplasmic
reticulum stress rather
than ATP depletion

Differential effects of
the glycolysis inhibitor
2-deoxy-D-glucose on
the activity of pro-
apoptotic agents in
metastatic melanoma
cells, and induction of a
cytoprotective
autophagic response

Arginine Deiminase
Resistance in
Melanoma Cells Is
Associated with
Metabolic
Reprogramming,
Glucose Dependence,
and Glutamine
Addiction

Biochemical and

Qin et al. Biophysical Research
Communications
(2010)
Cancer Chemotherapy
Xietal. and Pharmacology

(2011)

Giammarioli et
al. Cancer

(2012)

Molecular Cancer
Therapeutics
(2013)

Longetal.

International Journal of

Avaliar a sinergia entre

2-DG e TRAIL na
resposta pro-
apoptotica em células
de melanoma e
melandcitos humanos
normais; examinar a
influéncia da adicdo de
manose na morte das
células tratadas com 2-
DG e TRAIL.
Investigar o efeito da
2-DG na toxicidade em
células de melanoma.

Avaliar o papel da 2-
DG na inducdo da
morte celular em

células de melanoma;

examinar os efeitos da
2-DG em combinacdo
com varios agentes
pro-apoptoticos:
temozolomida,
pirimetamina,
cisplatina e
estaurosporina.
Estudar o efeito das
variantes celulares
resistentes a ADI-

PEG20 na sensibilidade

ao tratamento com 2-
DG.

(78)

(79)

(80)
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TABELA 6 - CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS INCLUIDOS (CONTINUACAO)

Hypoxia and hypoxia
mimetic cooperate to
counteract tumor cell
resistance to glucose
starvation
preferentially in tumor
cells with mutant p53

Targeting aerobic
glycolysis and HIF-1a
expression enhance
imiquimod-induced
apoptosis in cancer
cells
The repopulating
cancer cells in
melanoma are
characterized by
increased
mitochondrial
membrane potential
Synergistic Anticancer
Action of Lysosomal
Membrane
Permeabilization and
Glycolysis Inhibition

Fasting boosts
sensitivity of human
skin melanoma to
cisplatininduced cell
death

Chavez-Perez et
al.

Huang et al.

Lee et al.

Kosic et al.

Antunes et al.

Biochemical and
Biophysical Research
Communications
(2014)

Oncotarget
(2014)

Cancer Letters
(2016)

Journal of Biological
Chemistry
(2016)

Biochemical and
Biophysical Research
Communications
(2017)

Avaliar o efeito da 2-
DG nas células de
melanoma wild type
ou com knockdown do
gene p53, na
viabilidade celular, sob
normoxia ou hipoxia
e/ou adigdo de
enzimas.
Avaliar o potencial da
combinagdo
terapéutica do
imiquimod com 2-DG
em células de
melanoma.
Analisar o efeito da 2-
DG na viabilidade
celular e no potencial
de membrana
mitocondrial.

Investigar o efeito
sinérgico entre 2-DG e
NDI na viabilidade
celular, proliferacéao,
necrose, potencial de
membrana
mitocondrial, stress
oxidativo e inibigdo da
glicélise (deplecdo de
ATP).

Medir a taxa
apoptotica em células
de melanoma tratadas
com cisplatina, em
condicdes de baixa ou
alta glucose, na
presenga ou auséncia
de 2-DG.

(81)

(82)

(83)
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TABELA 6 - CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS INCLUIDOS (CONTINUAGCAOQ)

BRAF-mutated cells
activate GCN2-
mediated integrated
stress response as a
cytoprotective
mechanism in response
to vemurafenib
C-Terminal Binding
Protein 1 Modulates
Cellular Redox via
Feedback Regulation of
MPC1 and MPC2 in
Melanoma Cells

Cloxiquine, a
traditional
antituberculosis agent,
suppresses the growth
and metastasis of
melanoma cells
through activation of
PPARy
Metabolic and
lipidomic investigation
of the antiproliferative
effects of coronatine
against human
melanoma cells

Nagasawa et al.

Deng et al.

Zhang et al.

Kim et al.

Biochemical and
Biophysical Research
Communications
(2017)

Medical science
monitor: International
Medical Journal of
Experimental and
Clinical Research
(2018)

Cell Death & Disease
(2019)

Scientific Reports
(2019)

Analisar o efeito da 2-
DG no aumento do
stress do reticulo
endoplasmatico,
através da avaliacdo da
expressdo de GRP78 e
GRP79.

Avaliar o papel da 2-
DG na expressdo de
MPC1 e MPC2 e
consequente alteragdo
da proliferacao,
migragao e invasao
celular.
Investigar o potencial
sinérgico entre a
cloxiquina e a 2-DG em
células de melanoma.

Avaliar o efeito da
combinagdo entre a 2-
DG com
metiljasmonato ou
coronatina na
proliferacdo e
toxicidade em células
de melanoma.
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4.1.3 Distribuicao temporal das publicagdes

Nesta revisdo foram incluidos um total de 17 artigos (n=17). Os artigos foram
publicados em datas compreendidas entre o ano de 1998 e 2019. Nos anos 1998, 2001,
2003, 2009, 2010, 2012, 2013 e 2018 foi apenas publicado um artigo incluido, enquanto
gue nos anos 2014, 2016, 2017 e 2019 foram publicados 2 artigos incluidos nesta revisdo.

Na Figura 8 encontra-se a representacao grafica da distribuicdo temporal destes estudos

incluidos.

" Distribuicao temporal dos estudos incluidos
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FIGURA 8 - DISTRIBUICAO TEMPORAL DOS ARTIGOS INCLUIDOS

4.2 Tipo de amostra utilizada

Nos diferentes estudos analisados foram utilizadas diversas amostras, entre elas
células e linhas celulares de melanoma humano (n=21) e de origem murina (n=2). Na
Figura 9 encontram-se discriminadas todas essas linhas celulares por ordem alfabética,

bem como a frequéncia da sua utilizagcdo nos estudos incluidos nesta revisao sistematica.
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Linhas celulares utilizadas nos diferentes estudos
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FIGURA 9 - FREQUENCIA DE UTILIZACAO DAS LINHAS CELULARES NOS ARTIGOS INCLUIDOS (COR AZUL- LINHAS
CELULARES DE MELANOMA HUMANO; COR CINZENTA - LINHAS CELULARES DE MELANOMA DE RATINHO)

4.2.1 Células e linhas celulares humanas e murinas

Nos artigos incluidos foram utilizadas diversas linhas celulares de melanoma

humano e de ratinho, e melandcitos normais. Na Tabela 7 encontram-se discriminadas

todas essas linhas celulares, bem como os fendmenos avaliados em cada uma delas. Em

anexo encontra-se uma tabela mais completa destes dados (Tabelas S6 e S7, em anexo).

TABELA 7 - LINHAS CELULARES E RESPETIVO FENOMENO AVALIADO

Fenémeno avaliado

Linhas celulares

5 1 o | =8 Bul 85 o2 8 . v w 10 o
83| 8& 2 |E5 92| 236 SR95|/385| o €
%) c o O O —_ = =
2 0l @235 ES = o9l 0¥ &S | $ @ 2SS B85 8o @
v © o Q () 8 © oo © © © U o O = = 0 = X = —
zel k0 8 |58/ EQ| fe| s 52e2%8 358|528 ¢
<| < &5 el o= S5l €l £ (S S o Q 12
A2058 X X (80,89)
76,77,8
A375 X X X X X (
6,87,89)
B16F0 X X | x X X (84)
82,83,8
B16F10 X X X X ( 8)
Be-11 X (75)
C8161 X X X (77,81)
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TABELA 7 - LINHAS CELULARES E RESPETIVO FENOMENO AVALIADO (CONTINUAGAO)

Fenémeno avaliado

Linhas celulares

CHL-1 X (85)
Colo38 X (74)
G-361 (86)
HEMn-MP X (68)
IgR3 X (68)
MDA-MB-435 (78)
Me4405 X (68)
Mel-501 X X X (79)
Melandcitos
. X (77)
normais
Mel-CV X (68)
Mel-RM X (68)
Mel-FH X (68)
MeWo X X X X (75,79)
MM200 X (68)
SK-Mel-110 X (68)
SK-Mel-2 (80)
68,85,8
SK-Mel-28 X 7)

4.2.2 Agentes terapéuticos utilizados em combinagdo com 2-deoxy-D-
glucose

Para além disso, na Tabela 8 estdo indicados os agentes terapéuticos utilizados

em combinacdo com a 2-DG e os respetivos fendmenos avaliados em cada uma dessas

combinagdes. Em anexo, esta presente uma tabela mais completa acerca destes dados

(Tabelas S6 e S7, em anexo).
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TABELA 8 - AGENTES TERAPEUTICOS USADOS EM COMBINACAO COM 2-DG E RESPETIVOS FENOMENOS
AVALIADOS

Fenomeno avaliado

Combinagdo com 2-DG
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TS| oEw & S8 Q& 2| Ty S8 e 5| Bo k|l o8| &
@ © c o O < o %) 0 O

29|l 8o | 8|l So|l Qo] 08| ccZ2| F o 285|8Bs i

QO X8| 0| 80| & ,| ssga|l LS5 =85 %35 =

SE|l g2 2|02 EG 8|8 |52E8 B8 L2 g

< é ucz o o ‘o o S E S +— a o

3-metiladenina X (78)
Cisplatina X X X (79,85)
Cloxiquina X (88)
Coronatina X X (89)
Estaurosporina X X (79)
Imiquimod X (82)
Manose X (77,78)
Metiljasmonato X (89)
N-dodecilimidazol X X X X X (84)
Pirimetamina X X X X X X (79)
Temozolamida X (79)
TRAIL X (68,77)

4.3 Estudos in vitro

4.3.1 Tratamento do melanoma com 2-DG isolada

4.3.1.1 Acado anticancerigena: Diminuicdo de ATP celular (inibicdo da glicdlise)
Em quatro dos artigos selecionados foram avaliados os niveis de ATP celular, de

modo a investigar se a molécula 2-DG seria capaz de inibir a glicélise (77-79,84).

Num dos estudos, foi utilizada a linha celular MeWo, cultivada em meio RPMI
1640 e tratada com 2-DG (20mM) durante (16-72)h. Através da avaliacdo temporal da
producdo de ATP por Ensaio de bioluminescéncia (onde é utilizada a enzima luciferase
para a producdo de luz na presenca de ATP) verificou-se uma diminuicdo progressiva dos
niveis de ATP em 60% a partir das 48h de tratamento, quando comparado com o controlo

ndo tratado (Tabela 9) (79).
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A linha celular de melanoma de ratinho B16FO0 foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 2-DG (10mM), durante 15h, 30h, 60h e 120h. A concentracdo intracelular
de ATP foi determinada pelo ensaio de bioluminescéncia, no qual se observou uma
reducdo dos niveis de ATP de cerca de 12,5% as 15h e 30h, de 25% as 60h e de 50% as

120h, quando comparado com os controlos ndo tratados (Tabela 9) (84).

As linhas celulares C8161 e A375 foram cultivadas em meio RPMI ou Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), respetivamente, e os niveis de ATP intracelular foram
medidos. As células C8161 foram tratadas com 10mM de 2-DG e as células A375 com
20mM de 2-DG, durante 24h. Ambas as linhas celulares exibiram uma reducdo de
aproximadamente 50% dos niveis de ATP, comparativamente com os controlos ndo

tratados (Tabela 9) (77).

TABELA 9- RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA DIMINUICAO DE ATP CELULAR (INIBICAO DA GLICOLISE) (-

DIMINUICAO)
Linhas  Concentragao Duragdo do Método Resultados Referéncia
celulares de 2-DG tratamento (niveis de ATP celular)
MeWo 20mM (16-72)h 1 60% (79)
15h Ensaio de L~12,5% (84)
B16FO 10mM 30h bioluminescéncia
60h  =25%
120h 4 =50%
A375 20mM 24h L ~50% (77)
C8161 10mM

4.3.1.2 Acdo anticancerigena: Stress do reticulo endoplasmatico, resposta a proteinas
nao dobradas e indugao da autofagia
O stress do reticulo endoplasmatico (RE) e a inducdo da autofagia sdo processos

citoprotetores que contribuem para a sobrevivéncia das células de melanoma. Estes
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processos foram avaliados em 3 estudos distintos, com 3 linhas celulares diferentes na

presenca de 2-DG. Todos eles recorreram a analise de Western blotting (78,79,86).

No que diz respeito a linha celular MDA-MB-435, esta foi cultivada em meio
DMEM. O stress do reticulo endoplasmatico, a resposta a proteinas ndo dobradas (UPR)
e a autofagia foram avaliados com marcadores de stress do RE/UPR (Grp78 e CHOP) e de
autofagia (LC3BIl). Verificou-se que o tratamento com 2-DG (10mM) durante 16h, levou
ao aumento da expressao dos marcadores Grp78, CHOP e LC3BII, o que indica que houve
um aumento do stress do RE/UPR e inducdo da autofagia, comparativamente ao grupo

de controlo ndo tratado (Tabela 10) (78).

No que respeita as células MeWo cultivadas em meio RPMI 1640, foram tratadas
com 2-DG (20mM) durante 48h, tendo-se verificado um aumento da expressao do
marcador LC3BII, o que indica que houve inducdo da autofagia, comparativamente ao

grupo de controlo (Tabela 10) (79).

Por outro lado, as linhas celulares de melanoma humano A375 e G-361 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 e tratadas com 10mM de 2-DG durante 18h. Através da
avaliacdo dos marcadores Grp78 e Grp94 que aumentaram a sua expressao, foi possivel
verificar que houve inducdo do stress do reticulo endoplasmatico pela 2-DG, em relagao

ao controlo ndo tratado (Tabela 10) (86).

TABELA 10 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NO STRESS DO RE/UPR E INDUGCAO DA AUTOFAGIA (/-
AUMENTO; LC3BII-MARCADOR DE AUTOFAGIA; GRP78 E GRP79-MARCADORES DE STRESS DO RETICULO
ENDOPLASMATICO)

Linhas  Concentragdo Duragdiodo Método Resultados
celulares de 2-DG tratamento (Expressdo dos marcadores de stress  Referéncia
do RE e autofagia)
MeWo 20mM 48h Western ™ LC3BII (79)
blotting
A375; 10mM 18h ™ Grp78 e Grp94 (86)
G-361
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4.3.1.3 Acgao anticancerigena: Apoptose
Em cinco estudos selecionados foi avaliada a inducdo da apoptose apds
tratamento celular com 2-DG. Nesses estudos foram utilizadas diferentes linhas celulares

de melanoma.

As linhas celulares Mel-RM e MM200 foram cultivadas em meio DMEM e tratadas
com 2-DG (10uM) durante 48h, onde ndo se observou inducdo da apoptose, em relacdo
ao grupo de controlo (68). Por outro lado, foi realizado o tratamento das linhas celulares
Mel-RM, MM?200, IgR3, Mel-CV, Mel-FH, SK-Mel-110, SK-Mel-28, Me4405 e os
melandécitos humanos HEMn-MP com 2-DG (10uM) durante 24h, que provocou um
aumento da apoptose em aproximadamente 5% para todas as células, em relacdo ao
grupo de controlo, no entanto este resultado ndao foi considerado estatisticamente
significativo. Em ambos os casos, a apoptose foi avaliada por citometria de fluxo usando

o corante iodeto de propidio (Tabela 11) (68).

Nas linhas celulares C8161, A375 e melandcitos normais a apoptose foi medida
por citometria de fluxo apds coloracdo com anexina-V-FITC e iodeto de propidio. As
células C8161 e melandcitos normais foram tratados com 2-DG nas concentracées 10mM
e as células A375 com 20mM, durante 24h. A linha celular C8161 exibiu um aumento da
apoptose em = 5%, em comparagdo com o grupo de controlo, no entanto ndo foi
considerado um valor estatisticamente significativo. Para as células A375 e para os
melandcitos normais ndo se verificou nenhuma alteracdo dos niveis de apoptose, em

relacdo ao grupo de controlo (Tabela 11) (77).

As linhas celulares MeWo e Mel-501 foram cultivadas em meio RPMI 1640 e
tratadas com 2-DG (20mM) durante 24h, 48h e 72h. A apoptose foi medida por citometria
de fluxo apds coloracdo com anexina-V-FITC e iodeto de propidio. Para ambas as células
ndo se verificou inducdo da apoptose, quando comparado com os controlos ndo tratados

(Tabela 11) (79).

A linha celular de melanoma de ratinho B16F10 foi cultivada em meio DMEM e
tratada com 2-DG (5mM), durante 24h. A apoptose foi medida por citometria de fluxo
com o corante iodeto de propidio, ndo se tendo verificado aumento da apoptose,

comparativamente ao controlo ndo tratado (Tabelall) (82).
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TABELA 11 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA APOPTOSE (N.S. — NAO SIGNIFICATIVO; “P-AUMENTO; O
SIMBOLO “- “INDICA QUE NAO HOUVE ALTERACAO)

Linhas

celulares

Mel-RM e
MM200

Mel-RM,
MM?200, IgR3,
Mel-CV, Mel-

FH, SK-Mel-
110, SK-Mel-
28, Med405 e
Melandcitos

humanos

HEMn-MP
Melanécitos

normais

C8161

A375

MeWo; Mel-

501
B16F10

Concentragdo Duragdo do

de 2-DG

10uM

10mM

20mM

20mM

5mM

Método
tratamento
48h
Citometria de fluxo com
o corante iodeto de
propidio.
24h
Citometria de fluxo com
0s corantes anexina-V-
FITC e iodeto de
propidio
24h, 48h,
72h
24h Citometria de fluxo com

corante iodeto de

propidio

Resultados
(Apoptose)

T™5% (n.s.)

M=5% (n.s.)

Referéncia

(77)

4.3.1.4 Agdo anticancerigena: Andlise da fungdo mitocondrial (potencial de membrana

mitocondrial)

A hiperpolarizacdo mitocondrial caracteriza-se pelo aumento do potencial da

membrana mitocondrial e contribui para o desenvolvimento do tumor (90). Por outro

lado, a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial contribui para a inibicdo

destes fenémenos, ajudando entdo no tratamento do melanoma. Como tal, o potencial

de membrana mitocondrial foi avaliado nalguns dos estudos selecionados (79,83,84).
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No que diz respeito as linhas celulares MeWo e Mel-501, estas foram cultivadas
em meio RPMI 1640 e tratadas com 2-DG (20mM) durante 24, 48 e 72 horas. Foi medido
o potencial de membrana mitocondrial através de citometria de fluxo usando sonda JC-
1, que é um corante que se acumula nas mitocdndrias indicando o aumento do potencial
mitocondrial. Para as células MeWo, foi possivel observar um aumento do potencial de
membrana mitocondrial em aproximadamente 20% as 24h e 50% as 48 e 72 horas de
tratamento com 2-DG, comparativamente ao grupo de controlo ndo tratado. No que diz
respeito a linha celular Mel-501, foi possivel observar um aumento do potencial
mitocondrial de cerca de 20% as 24h e de 40% as 48h e 72h, comparativamente ao grupo

sem tratamento (Tabela 12) (79).

A linha celular de melanoma de ratinho B16FO foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 2-DG (10mM), durante 1h. O potencial de membrana mitocondrial foi
avaliado por citometria de fluxo por intensidade de fluorescéncia do corante MitoTracker
Red, no qual ndo se verificou nenhuma alteracdo, relativamente ao grupo de controlo

(Tabela 12) (84).

TABELA 12 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA ANALISE DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (-
AUMENTO; O SIMBOLO “-” INDICA QUE NAO HOUVE ALTERAGAO)

Linhas  Concentragdo Duragdo do Resultados
celulares de 2-DG tratamento Método (Potencial mitocondrial) Referéncia
20mM 24h Citometria de fluxo N=20% (79)
MeWo 48h; 72h usando sonda JC-1 N=50%
Mel-501 24h ™ = 20%
48h; 72h N ~40%
B16FO 10mM 1h Citometria de fluxo com - (84)
corante MitoTracker
Red

4.3.1.5 Agdo anticancerigena: Paragem do ciclo celular
Num dos artigos selecionados, foi investigado o efeito da 2-DG no ciclo celular.
Para isso, as células MeWo foram cultivadas em meio RPMI 1640 e tratadas com 2-DG

(20mM ) por 72h. Através da analise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo
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com bromodeoxiuridina (BrdU) e iodeto de propidio, verificou-se um aumento de células
em fase GO/G1 e diminuicdo do niumero de células em fase S, comparativamente ao

grupo sem tratamento (Tabela 13) (79).

TABELA 13 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA PARAGEM DO CICLO CELULAR (> -AUMENTO; |, -DIMINUICAO;
BRDU-BROMODEOXIURIDINA)

Linhas  Concentragdo Duragdo do Método Resultados Referéncia
celulares de 2-DG tratamento (Alteragées no ciclo celular)
MeWo 20mM 72h Citometria de fluxo I células em fase GO/G1 (79)

com corante iodeto
J células em fase S
de propidio e BrdU

4.3.1.6 Acdo anticancerigena: Formacgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
As espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) atuam em conjunto

para provocar stress oxidativo e nitrosativo celular e, dessa forma, contribuir para

danificar a célula. Desse modo, a formacdo de ROS e RNS foi avaliada nalguns dos estudos

selecionados (79,84).

As células MeWo foram cultivadas em meio RPMI 1640 e tratadas com 20mM de
2-DG, durante 48h. A formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de espécies
reativas de nitrogénio (RNS) foi avaliada através de citometria de fluxo da formacdo de
espécies oxidantes reativas com dihidrorodamina-123 (DHR-123) e citometria de fluxo da
producdo de oxido nitrico (NO) medida por fluorescéncia 4,5-diaminofluoresceina (DAF-
2), respetivamente. Ndo foi observada alteracdo significativa na formacdo de ROS
(=12,5%), no entanto verificou-se um aumento da formacdo de RNS de cerca 46,5% em

relacdo ao grupo de controlo (Tabela 14) (79).

A linha celular de melanoma de ratinho B16FO0 foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 2-DG (10mM), durante 1h. A formacdo de ROS foi avaliada através da
oxidacdo de DHR-123 por citometria de fluxo, tendo-se observado formacdo de ROS em
aproximadamente 12,5%, em relagao ao grupo sem tratamento. Este valor ndo foi

considerado estatisticamente significativo (Tabela 14) (84).
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TABELA 14 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA FORMAGAO DE ROS E RNS (N.S.—NAO SIGNIFICATIVO; -
AUMENTO; ROS-ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO; RNS-ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO; DAF-2-4,5-
DIAMINOFLUORESCEINA; DHR-123-DIHIDRORODAMINA-123)

Linhas Concentragdo  Duragdo Método Resultados Referéncia
celulares de 2-DG do (Niveis de RNS e
tratamento ROS)
Citometria de fluxo da PMRNS =46,5%

producdo de NO avaliada

MeWo 20mM 48h por fluorescéncia DAF-2 (79)
Citometria de fluxo da ™ ROS =12,5%
formacdo de espécies (n.s.)

B16F0 10mM 1h (84)

oxidantes reativas com

DHR-123

4.3.1.7 Acdo anticancerigena: Inibicdo dos processos de reparacdio do DNA pds-
irradiacao

Foi avaliado o potencial da 2-DG na inibicdo dos processos de reparacdo de DNA
pos-irradiacdo (células expostas a 250KV de raios-X) nas linhas celulares de melanoma
humano MeWo e Be-11 que foram cultivadas em meio DMEM. O dano no DNA foi
avaliado através do Ensaio do cometa, onde se verificou que o tratamento com 5mM de
2-DG durante 4h aumentou os danos no DNA provocados pela radiacdo nas células Be-
11 em aproximadamente 30%, inibindo os processos de reparagdo pos-irradiagao,
guando comparado com os controlos ndo tratados. Nas mesmas condicdes, 0 mesmo ndo
sucedeu nas células MeWo, pois nestas células a 2-DG ndo provocou uma alteragdo no
dano no DNA pds-irradiacdo, em comparagdo com os controlos ndo tratados (Tabela 15)

(75).
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TABELA 15- RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA INIBICAO DOS PROCESSOS DE REPARO DO DNA pPOs-
IRRADIACAO (-AUMENTO)

Linhas  Concentragdo Duragdo do Método Resultados Referéncia
celulares de 2-DG tratamento (Aumento do dano no DNA)
Mewo - (75)
5mM 4h Ensaio do
Be-11 cometa T=30%

4.3.1.8 Acado anticancerigena: Inibicdo da proliferacdo, migracdo e invasao celular

A linha celular de melanoma de ratinho B16F10 foi cultivada em meio DMEM e
tratada com 2-DG (5mM) durante 24h, resultando na inibicdo da migracao e proliferacdo
celular em aproximadamente 20% e 50%, respetivamente, quando comparado com o
grupo de controlo. A migracdo foi analisada através de wound healing assay, enquanto

gue a proliferacdo foi analisada através de EdU incorporation assay (Tabela 16) (88).

Em relagdo as linhas celulares A375 e SK-Mel-28, foram cultivadas em meio
DMEM e tratadas com 2-DG (10mM) durante 96h. Através do Ensaio de reducdo de
Tetrazolio (MTT) foi avaliada a proliferacdo celular, tendo-se verificado inibicdo desta em
aproximadamente 30% e 20% para as células A375 e SK-Mel-38, respetivamente,
comparando com os controlos ndo tratados. Foi também avaliada a migracao celular
através do Ensaio de Scratch, em que o tratamento com 2-DG (10mM) durante 16h
revelou a inibigdao da migragdo celular em cerca de 40% e 50% para as células A375 e SK-
Mel-28, respetivamente, em relacdo ao grupo sem tratamento. Por outro lado, as linhas
celulares A375 e SK-Mel-28 foram também cultivadas em meio DMEM e tratadas com 2-
DG (10mM) durante 24h e foi avaliada a invasdo celular através de Transwell chamber
assay. A 2-DG exibiu efeito inibitorio da invasao celular em cerca de 50% nas células A375
e 20% nas células SK-Mel-28, quando comparado com o controlo ndo tratado. (Tabela

16) (87).
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Por outro lado, as linhas celulares de melanoma humano A375 e A2058 foram

cultivadas em meio DMEM e tratadas com 0,5mM de 2-DG, durante 24h. Foi realizado o

ensaio de proliferacdo celular com BrdU, onde se observou uma diminuicdo da

proliferagdo celular, em aproximadamente 10% nas células A375 e de 5% nas células

A2058, quando comparado com o controlo ndo tratado (Tabela 16) (89).

TABELA 16- RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA INIBICAO DA PROLIFERAGAO, MIGRAGAO E INVASAO CELULAR

(MTT- ENSAIO DE REDUGCAO DE TETRAZOLIO; BRDU-BROMODEOXIURIDINA)

Linhas Concentragdo
celulares de 2-DG
B16F10 5mM
A375
10mM
SK-Mel-
28
A375
0,5mM
A2058

Duragdo do

tratamento

24h

16h

24h

96h

16h

24h

96h

24h

Método

Wound healing assay

EdU incorporation assay

Scratch assay

Transwell chamber assay

Ensaio MTT

Scratch assay

Transwell chamber assay

Ensaio MTT

Ensaio de proliferacdo

celular com BrdU

Resultados

Inibicdo da migracdo
celular em =20%
Inibicdo da
proliferacdo celular
em =50%
Inibicdo da migracao
celular em =40%
Inibicdo da invasdo
celular em =50%
Inibicdo da
proliferagdo celular
em =30%
Inibicdo da migragao
celular em =50%
Inibicdo da invasdo
celular em =20%
Inibicdo da
proliferacdo celular
em =~20%
Inibicdo da
proliferagdo em =10%
Inibicdo da

proliferacdo em =5%

Referéncia

(87)

(89)
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4.3.1.9 Acgao anticancerigena: Viabilidade e toxicidade celular
Nalguns dos estudos selecionados para esta analise, foi avaliada a viabilidade e
toxicidade celular em células distintas, sujeitas ao tratamento com 2-DG em diferentes

concentracgdes.

Em relacdo as linhas celulares Mel-RM e MM200 cultivadas em meio DMEM e
tratadas com 2-DG (1uM, 5uM, 10uM, 20uM) durante 48h, verificou-se uma diminuicdo
da viabilidade celular em aproximadamente 10% (1uM), 20% (5uM) e 50% (10uM e
20uM) nas células Mel-RM e de 10% (1uM), 20% (5uM) e 60% (10uM e 20uM) nas
MM200, quando comparado com o controlo ndo tratado. Por outro lado, o tratamento
com 2-DG (10uM) durante 72h, provocou uma diminui¢cdo da viabilidade celular, tendo
atingido o valor de aproximadamente 50% para ambas as linhas celulares, em
comparacdo com o grupo sem tratamento. Em todos os casos a viabilidade celular foi

medida pelo Ensaio MTT (Tabela 17) (68).

A linha celular de melanoma de ratinho B16FO foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 2-DG (5mM, 10mM, 20mM), durante 24h. A viabilidade celular foi
analisada por ensaio de cristal violeta. Observou-se uma diminuicdo da viabilidade celular
em aproximadamente 45%, 50% e 60% quando foi usada a 2-DG nas concentracgdes de
5mM, 10mM e 20mM, respetivamente, em relacdo aos controlos ndo tratados (Tabela
17). Foi também avaliada a citotoxicidade pelo ensaio de libertacdo de lactato
desidrogenase (LDH), tendo-se verificado um aumento de aproximadamente 5%, em
comparagdo com o grupo controlo, no entanto ndo foi considerado um valor

estatisticamente significativo (Tabela 18) (84).

As linhas celulares A375 e A2058 foram cultivadas em meio DMEM e tratadas com
2-DG (0,5mM) durante 24h. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio MTT. Para
ambas as linhas celulares, a viabilidade celular diminuiu aproximadamente 10%, em

relacdo ao controlo ndo tratado (Tabela 17) (89).

A linha celular de melanoma MDA-MB-435 foi cultivada em meio DMEM e foi
submetida ao tratamento com 2-DG (16mM e 24mM), durante 48h. A citotoxicidade foi
realizada pelo teste de exclusdo de azul de tripano, onde ndo se verificou aumento desta

(Tabela 18) (78).
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TABELA 17 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA VIABILIDADE CELULAR (MTT-ENSAIO DE REDUGAO DE
TETRAZOLIO)

1uM - ~10%
S5uM 48h ~20%
10uM
Mel-RM 20uM ~50% (68)
10puM 72h Ensaio MTT
1uM ~10%
S5uM 48h ~20%
MM200 10uM ~60%
20uM
10 uM 72h =~ 50%
5mM ~45%
B16FO0 10mM 24h Ensaio de cristal violeta ~50% (84)
20mM ~60%
A375; 0,5mM 24h Ensaio MTT ~10% (89)
A2058

TABELA 18 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA CITOTOXICIDADE (N.S.- NAO SIGNIFICATIVO; O SiMBOLO “-”
INDICA QUE NAO HOUVE ALTERACAO; LDH-LACTATO DESIDROGENASE)

5mM
B16FO 10mM 24h Ensaio de libertacdo de ~5% (n.s.) (84)
20mM LDH
MDA- 16mM; 24mM | 48h Teste de exclusdo de azul - (78)
MB-345 de tripano
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4.3.1.10 Agao anticancerigena: Peroxidagao lipidica

A peroxidacdo lipidica é um fendmeno que contribui para o stress oxidativo e foi
avaliada num dos estudos selecionados, no qual foi usada a linha celular de melanoma
de ratinho B16FO, que foi cultivada em meio RPMI 1640 e tratada com 2-DG (10mM)
durante 1h. Verificou-se peroxidacdo lipidica nas células tratadas com 2-DG, avaliada
através do ensaio de acido tiobarbiturico colorimétrico por medicdo de malondialdeido

(MDA), quando comparado com os controlos ndo tratados (Tabela 19) (84).

TABELA 19 - RESULTADOS DA 2-DG ISOLADA NA PEROXIDAGCAO LIPIDICA (MDA-MALONDIALDEIDO; /-
AUMENTO)

Linhas  Concentragdo Duragdo do Método Resultados Referéncia

celulares de 2-DG tratamento

Ensaio de acido
B16FO 10mM 1h tiobarbiturico N Peroxidacdo (84)
colorimétrico por lipidica

medicdo de MDA

4.3.2 Tratamento do melanoma com 2-DG em combinag¢do terapéutica

4.3.2.1 Acdo anticancerigena: Diminuicao de ATP celular (inibicdo da glicélise)

As células MeWo foram cultivadas em meio RPMI 1640 durante um intervalo de
tempo de (16-72)h e tratadas com 2-DG (20mM) e pirimetamina (64uM), um indutor da
apoptose. A partir das 48h de tratamento verificou-se diminuigdo de 60% dos niveis de
ATP,em relacdo ao grupo de controlo. O tratamento com pirimetamina isolada provocou
uma diminuigdo dos niveis de ATP de 85%, em relagdo ao grupo de controlo. Esta analise

foi realizada através do ensaio de bioluminescéncia (Tabela 20) (79).

A linha celular de melanoma de ratinho B16FO0 foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 10mM de 2-DG e 40uM de N-dodecilimidazol (NDI), durante 15h, 30h, 60h
e 120h. O NDI tem propriedades surfactantes e é capaz de romper a membrana
lisossomal, levando a morte celular (91,92). A concentracdo intracelular de ATP foi
determinada pelo ensaio de bioluminescéncia, no qual se observou uma reducdo dos

niveis de ATP de cerca de 37,5% (15h), 50% (30h), 62,5% (60h) e 100% (120h) apds o

42



Potencial da 2-deoxy-D-glucose como agente terapéutico no tratamento do melanoma — Revisdo Sistematica

tratamento com a combinacdo 2-DG / NDI, em relacdo ao grupo de controlo. O
tratamento com NDI isolado diminui os niveis de ATP celular em aproximadamente
12,5%, 25%, 37,5% e 87,5%, apods 15h, 30h, 60h e 120h, respetivamente,

comparativamente ao grupo de controlo (Tabela 20) (84).

TABELA 20 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINAGCAO TERAPEUTICA NA DIMINUICAO DE ATP CELULAR
(IN1BIGAO DA GLICOLISE) (\, -DIMINUICAO; NDI-N-DODECILIMIDAZOL)

Linhas Duraciodo  Concentracdo de Combinagdo Resultados Referéncia
celulares tratamento 2-DG terapéutica (niveis de ATP celular)
(concentragdo) Agente Combinagao
terapéutico terapéutica
isolado
MeWo (16-72)h 20mM Pirimetamina 4 85% J 60% (79)
(64uM)
15h 4 =12,5% Jd =37,5%
B16FO 30h 10mM NDI (40uM) 4 =25% 4 =50% (84)
60h 4 =37,5% 4 =62,5%
120h 4 =87,5% 4 =100%

4.3.2.2 Acdo anticancerigena: Stress do RE/UPR e indug¢do da autofagia

As células MeWo foram cultivadas em meio RPMI 1640 e foi realizado o
tratamento combinado entre 2-DG e temozolamida, pirimetamina, estaurosporina ou
cisplatina. Foi avaliada a autofagia por andlise Western blotting com o marcador de
autofagia LC3BII. Verificou-se que a combinacdo de 2-DG (20mM) com temozolamida
(100uM), um medicamento quimioterdpico utilizado no tratamento do melanoma,
durante 48h, conduziu ao aumento da expressdo do marcador LC3BIl, quando
comparado ao grupo de controlo. A temozolamida isolada ndo induziu nenhuma
alteracdo na expressao deste marcador, quando comparado ao grupo de controlo (Tabela

21) (79).

O tratamento entre 2-DG (20mM) e pirimetamina (64uM) durante 48h levou ao
aumento da expressao do marcador LC3BII, em relacdo ao grupo de controlo. Quando as

células foram tratadas com pirimetamina isolada, verificou-se um aumento da expressao
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do marcador, em relacdo ao grupo de controlo, no entanto esse aumento foi menor do

gue o observado para a combinacgdo entre 2-DG e pirimetamina (Tabela 21) (79).

Por outro lado, as células foram expostas a 2-DG (20mM) com cisplatina (1uM),
um farmaco capaz de se ligar diretamente ao DNA e conduzir a apoptose (93), por 48h,
gue provocou uma diminuicdo da expressao de LC3BII, em relagdo ao grupo de controlo.
O tratamento com cisplatina isolada levou também a uma diminuicdo da expressdo de
LC3BII, em relagdo ao grupo de controlo, no entanto essa diminuicao foi menor do que a

observada para o tratamento combinado entre 2-DG e cisplatina (Tabela 21) (79).

Por fim, as células foram expostas ao tratamento entre 2-DG (20mM) e
estaurosporina (1uM), um indutor da apoptose durante 48h. Verificou-se diminuicdo da
expressdo de LC3BIl em relacdo ao grupo de controlo. Quando as células foram tratadas
com estaurosporina isolada, também se observou diminuicado da expressao do marcador,
em relacdo ao grupo de controlo, porém essa diminuicdo foi em maior extensdo do que

a observada para a combinacdo entre 2-DG e estaurosporina (Tabela 21) (79).

TABELA 21 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINAGAO TERAPEUTICA NO STRESS DO RE/UPR E INDUCAO DA
AUTOFAGIA (\,-DIMINUICAO; </ -DIMINUICAO SUPERIOR; ‘M-AUMENTO; P “P-AUMENTO SUPERIOR; O
SiMBOLO “-” INDICA QUE NAO HOUVE ALTERAGAO)

Linhas  Concentragdo Combinagdo Duragao Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica do (expressdo de LC3BII)
(concentracdo) tratamento Agente Combinagdo
terapéutico terapéutica
Cisplatina (1uM) N N%
Estaurosporina (1puM) NN N%
MeWo 20mM Pirimetamina (64M) 48h 0 ™~ (79)
Temozolomida - ™
(100uM)
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4.3.2.3 Acgdo anticancerigena: Apoptose

A linha celular de melanoma de ratinho B16F10 foi cultivada em meio DMEM e
tratada com 2-DG (5mM) e imiquimod, um composto sintético com atividade anti-
tumoral (94), em diversas concentragdes (10, 25, 50 pg/mL) durante 24h. Verificou-se
gue a combinacdo entre 2-DG e imiquimod conduziu ao aumento da apoptose em
aproximadamente 8%, 13% e 38% para as doses de 10ug/mL, 25ug/mL e 50ug/mL,
respetivamente, quando comparado com o grupo de controlo. Em relacdo ao imiquimod
isolado, este provocou aumento da apoptose em aproximadamente 4%, 7% e 19% para
as concentracdes de 10ug/mL, 25ug/mL e 50ug/mL, respetivamente, quando comparado
com o grupo de controlo. A apoptose foi medida por citometria de fluxo com o corante

iodeto de propidio (Tabela 22) (82).

O ligando indutor da apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL),
demonstrou ser capaz de induzir a apoptose em células malignas (95-97). Dessa forma,
nalguns estudos selecionados foi avaliado o potencial entre a combinacdo de 2-DG e
TRAIL na indugdo da apoptose em células de melanoma. As linhas celulares Mel-RM e
MM?200 foram cultivadas em meio DMEM e tratadas com a combinacdo 2-DG (10uM) e
TRAIL (200ng/mL) durante 48h. Verificou-se um aumento da percentagem de células
apoptoticas em cerca de 60% e 80% nas células Mel-RM e MM200, respetivamente,
comparando com o grupo de controlo. Em relagdo ao tratamento com TRAIL isolado, este
foi capaz de aumentar a apoptose com valores de cerca de 30% e 40% para as células
Mel-RM e MM?200, respetivamente, em comparacdo com o controlo ndo tratado. Por
outro lado, o tratamento com 2-DG (10uM) e TRAIL (200ng/mL) durante 24h provocou
um aumento da apoptose nas linhas celulares Mel-RM (=60%), MM200 (=90%), Mel-
CV(= 85%), Mel-FH (=50%), SK-Mel-110 (=40%), SK-Mel-28 (=45%), Me4405 (=90%),
e nos melandcitos humanos HEMn-MP (=15%), comparativamente aos controlos nao
tratados. Em relacdo ao tratamento com TRAIL isolado, este apresentou um aumento da
apoptose nestas células de cerca de 30% (Mel-RM), 45% (MM200), 40% (Mel-CV), 25%
(Mel-FH), 20% (SK-Mel-110), 22% (SK-Mel-28), 45% (Me4405) e 8% nos melandcitos
humanos HEMn-MP, em relacdo aos controlos ndo tratados. Para as células IgR3, o
tratamento com 2-DG e TRAIL provocou um aumento da apoptose em aproximadamente

10%, quando comparado ao controlo nao tratado. Quando estas células foram tratadas
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com TRAIL isolado observou-se uma indugdo da apoptose de aproximadamente 5%. Para
as células IgR3 os valores da apoptose ndao foram considerados estatisticamente
significativos. Em todos os casos a apoptose foi medida por citometria de fluxo usando o

corante iodeto de propidio (Tabela 22) (68).

As linhas celulares de melanoma A375 e C8161, e melandcitos normais, foram
tratados com 2-DG e TRAIL. As células C8161 e os melandcitos foram tratados com 10mM
de 2-DG e as A375 com 20mM de 2-DG em combinagdo com TRAIL (100ng/mL), durante
24h. Para as células A375 verificou-se um aumento da apoptose de aproximadamente
40% e para as C8161 e de 55%, em relagdo aos controlos ndo tratados. J& para os
melandcitos normais ndo se verificou aumento da apoptose, quando comparado com o
controlo ndo tratado. Quando as células foram sujeitas ao tratamento com TRAIL isolado,
observou-se aumento da apoptose em cerca de 10% nas células A375 e de 15% nas
C8161, em relacdo aos controlos ndo tratados. Nos melandcitos ndo se verificou nenhum

aumento da apoptose, em relacdo ao grupo sem tratamento (Tabela 22) (77).

Foi também avaliado o potencial terapéutico da combinacdo entre 2-DG com
pirimetamina na inducdo da apoptose em células de melanoma. As linhas celulares
MeWo e Mel-501 foram cultivadas em meio RPMI 1640 e tratadas com 2-DG (20mM) e
pirimetamina (64uM), durante 24h, 48h e 72h. A apoptose foi avaliada por citometria de
fluxo apds coloracao com anexina-V-FITC e iodeto de propidio. Verificou-se um aumento
da apoptose nas células MeWo de aproximadamente 5% as 48h e de 10% as 72h, ndo se
verificando nenhum aumento as 24h, quando comparado com o grupo de controlo. O
tratamento com pirimetamina isolada nestas células levou a um aumento da apoptose
de cerca de 20% (24h), 30% (48h) e 40% (72h), relativamente aos controlos ndo tratados.
Para as células Mel-501, a combinacdo entre 2-DG e pirimetamina nas mesmas
concentragdes, levou ao aumento da apoptose em cerca de 10% (48h), 25% (72h), ndo
se tendo verificado nenhum aumento as 24h, comparativamente ao grupo de controlo.
O tratamento com pirimetamina isolada conduziu a um aumento da apoptose de
aproximadamente 35% (48h) e 45% (72h), ndo se tendo verificado aumento as 24h, em

relacdo ao grupo de controlo ndo tratado (Tabela 22) (79).
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celulares
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Mel-RM
MM200
Mel-RM
MM200
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SK-Mel-28
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Melandcito
s humanos
HEMnN-MP
IgR3
8161
A375
Melandcito

s normais
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TABELA 22 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINACAO TERAPEUTICA NA APOPTOSE (N.S. — NAO SIGNIFICATIVO;
TRAIL- LIGANDO INDUTOR DA APOPTOSE RELACIONADO AO FATOR DE NECROSE TUMORAL; M -AUMENTO; O
SiMBOLO “-” INDICA QUE NAO HOUVE ALTERACAO)

Concentragao

de 2-DG

5mM

10uM

10mM
20mM
10mM

Combinacgdo

terapéutica

(concentragdo)

Imiguimod
(10pg/mL)
Imigquimod
(25pg/mL)
Imiguimod

(50pg/mL)

TRAIL
(200ng/mL)

TRAIL
(100ng/mL)

Duragdo do

tratamento

24h

48h

24h

24h

Agente
terapéutico

N=4%

N=7%

N =19%

T =30%
N =40%
T =30%
N =45%
N =40%
N=25%
N ~20%
N=22%
N =45%
N ~8%

N=5% (n.s.)
N=15%
N=10%

Resultados

(Apoptose)

Combinagao
terapéutica

M=8%

N=13%

N=38%

™ =60%
M ~80%
™ =60%
™ ~90%
M ~85%
™ ~50%
N =40%
M =45%
™ ~90%
™ ~15%

N =10% (n.s.)

N =55%
N =40%
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TABELA 22 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINAGAO TERAPEUTICA NA APOPTOSE (N.S. — NAO SIGNIFICATIVO;
TRAIL- LIGANDO INDUTOR DA APOPTOSE RELACIONADO AO FATOR DE NECROSE TUMORAL; N -AUMENTO; O
SiMBOLO “-” INDICA QUE NAO HOUVE ALTERACAO) (CONTINUAGAO)

Linhas Concentragao Combinagao Duragdo do Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica tratamento (Apoptose)
(concentragdo) Agente Combinagdo

terapéutico  terapéutica

MeWo 24h N=20% -
48h T=~30% ™ =5%
20mM Pirimetamina (64uM) 22h D ~40% D ~10% (79)
Mel-501 24h - _
48h T=~35% T=10%
72h N=45% N ~25%

4.3.2.4 Acgao anticancerigena: Analise de mitocondrias (potencial de membrana
mitocondrial)

As linhas celulares MeWo e Mel-501 foram cultivadas em meio RPMI 1640 e
tratadas com 2-DG (20mM) durante 24h, 48h e 72h. O efeito da 2-DG no potencial de
membrana mitocondrial em ambas as células, foi determinado por citometria de fluxo
usando sonda JC-1. Nas células MeWo, a combinacdo de 2-DG (20mM) com cisplatina
(1uM) provocou uma diminui¢ao do potencial mitocondrial de ®30% as 24h e de =40%
as 48h e 72h, em relagdo aos controlos ndo tratados. O tratamento com cisplatina isolada
fez com que houvesse diminuicdo do potencial mitocondrial em cerca de 25% as 24h e
35% as 48h e 72h, em relagdo ao grupo de controlo. Estas células foram também tratadas
com 2-DG (20mM) e estaurosporina (1uM), tendo-se verificado uma diminuicdo do
potencial em aproximadamente 40% as 24h e 50% as 48h e 72h, em relagdo ao grupo de
controlo. O tratamento com estaurosporina isolada levou a diminuicdo do potencial em
cerca de 20% as 24h, 30% as 48h e 40% as 72h, em relacdo ao grupo de controlo. Foram
ainda tratadas com 2-DG (20mM) em combinacdo com pirimetamina (64uM) que

conduziu ao aumento do potencial em aproximadamente 10% as 24h e 40% as 48h e 72h,
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guando comparado aos controlos ndo tratados. O tratamento com pirimetamina isolada
levou ao aumento do potencial em cerca de 5% as 24h, 10% as 48h e diminui¢do de 45%

as 72h, comparando com o grupo de controlo (Tabela 23) (79).

Por outro lado, nas células Mel-501, a combinacdo de 2-DG (20mM) com
cisplatina (1uM) provocou uma diminui¢ao do potencial mitocondrial de ®30% as 24h e
48h e de 35% as 72h, em relacdo aos controlos ndo tratados. O tratamento com cisplatina
isolada provocou uma diminui¢do do potencial mitocondrial em cerca de 25% as 24h, 48h
e 72h, em relacdo ao grupo de controlo. Estas células foram também tratadas com 2-DG
(20mM) e estaurosporina (1uM), tendo-se verificado uma diminuicdo do potencial em
aproximadamente 35% as 24h e 40% as 48h e 72h, em relacdo aos controlos ndo
tratados. O tratamento com estaurosporina isolada levou a diminuicdo do potencial em
cerca de 22% as 24h, 30% as 48h e 72h, em relacdo ao grupo de controlo. Foram ainda
tratadas com 2-DG (20mM) em combinagdo com pirimetamina (64uM) que conduziu ao
aumento do potencial em aproximadamente 10% as 24h, 25% as 48h, e 30% as 72h,
guando comparado aos controlos ndo tratados. O tratamento com pirimetamina isolada
levou ao aumento do potencial em cerca de 5% as 24h, e diminuicdo em 35% as 48h e

40% as 72h, comparativamente ao grupo de controlo (Tabela 23) (79).

Ao tratar a linha celular de melanoma de ratinho B16FO, cultivada em meio RPMI
1640, com 2-DG (10mM) e NDI (40uM) durante 1h, verificou-se uma diminuicdo do
potencial mitocondrial em cerca de 40%, quando comparado com o controlo ndo tratado.
Quando as células foram expostas ao tratamento com NDI isolado, verificou-se uma
diminuicdo do potencial mitocondrial em aproximadamente 10%, em relacdo ao grupo
de controlo. O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por citometria de fluxo

por intensidade de fluorescéncia do corante MitoTracker Red (Tabela 23) (84).
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TABELA 23 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINACAO TERAPEUTICA NA ANALISE DE MITOCONDRIAS (POTENCIAL
DE MEMBRANA MITOCONDRIAL) (,-DIMINUICAO; -AUMENTO; NDI-N-DODECILIMIDAZOL)

Concentragdo de Combinacdo Duragdo do Resultados Referéncia
2-DG terapéutica tratamento (Potencial mitocondrial)
(concentragdo) Agente Combinagdo
terapéutico terapéutica
24h J =25% 4 =30%
Cisplatina (1uM) 48h; 72h J ~35% I =40%
24h 4 =20% 4 =40%
Estaurosporina 48h J =30% 4 ~=50%
(1um) 72h 4 =40%
Pirimetamina 24h N=~5% T=10%
(64pM) 48h T =10% T=40%
72h 4 =45%
20mM Cisplatina 24h 4 =~30% (79)
(1pM) 48h J ~25%
72h 4 =35%
Estaurosporina 24h J =22% 4 =35%
(1um) 48h; 72h I =30% I =40%
Pirimetamina 24h ™ =5% T=10%
(64pM) 48h J =35% T=25%
72h 4 =40% T=30%
10mM NDI (40uM) 1h J =10% 4 =40% (84)

4.3.2.5 Acdo anticancerigena: Paragem do ciclo celular

As células MeWo foram cultivadas em meio RPMI 1640 e tratadas com 2-DG
(20mM) e pirimetamina (64uM) durante 72h. Na analise de citometria de fluxo com BrdU
e iodeto de propidio, verificou-se um aumento do nimero de células em fase GO/G1 e
diminuicdo de células em fase S apds o tratamento com a combinagcdo, quando
comparado com o grupo de controlo. Por outro lado, quando as células foram sujeitas ao

tratamento com pirimetamina isolada, observou-se uma diminuicdo do numero de
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células em fase GO/G1 e aumento de células em fase S, em relagdo ao grupo de controlo

(Tabela 24) (79).

TABELA 24 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINACAO TERAPEUTICA NA PARAGEM DO CICLO CELULAR (-
DIMINUICAO; , \,-DIMINUICAO SUPERIOR; -AUMENTO; N -AUMENTO SUPERIOR)

Linhas Concentragdo = Combinagdo Duragdo Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica do
(concentracdo) tratamento Agente terapéutico Combinacgdo

terapéutica

J células em fase GO/G1 = T células

MeWo 20mM Pirimetamina 72h em fase (79)
(64uM) GO/G1
células em fase S J b células
em fase S

4.3.2.6 Acdo anticancerigena: Formacgao de oxigénio e nitrogénio

A linha celular MeWo foi cultivada em meio RPMI 1640 e tratada com
pirimetamina (64uM) e 2-DG (20mM ) por 48h. Foi medida a formacdo de ROS e de RNS
através de citometria de fluxo da formacdo de espécies oxidantes reativas com DHR-123
e citometria de fluxo da producao de NO medida por fluorescéncia DAF-2,
respetivamente. A combinacdo entre 2-DG e pirimetamina provocou um aumento da
formagdo de ROS em aproximadamente 6,3% (ndo estatisticamente significativo) e de
RNS de 62%, em relacdo ao grupo de controlo. Quando as células foram tratadas com
pirimetamina isolada, verificou-se um aumento da formacdo de ROS em
aproximadamente 50% e de RNS de 19,5%, quando comparado ao grupo de controlo

(Tabela 25) (79).

A linha celular de melanoma de ratinho B16F0 foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 2-DG (10mM) e NDI (40uM) durante 1h. Foi provocado um aumento da
formacdo de ROS em aproximadamente 50%, quando comparado com o grupo de

controlo. O tratamento com NDI isolado provocou um aumento da formacdo de ROS em
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15%, quando comparado com o controlo ndo tratado. A formagdo de ROS foi medida por

oxidacdo de DHR-123 por citometria de fluxo (Tabela 25) (84).

TABELA 25 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINAGCAO TERAPEUTICA NA FORMAGAO DE ROS E RNS (N.S. —NAO
SIGNIFICATIVO; -AUMENTO; < -DIMINUICAO; ROS-ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO; RNS-ESPECIES
REATIVAS DE NITROGENIO; NDI-N-DODECILIMIDAZOL)

Linhas  Concentragdo  Combinagdo Duragdo Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica do (Formacdo de espécies reativas)
(concentragdo) tratamento Agente Combinagdo
terapéutico terapéutica
20mM Pirimetamina 48h MROS =50% MROS =6,3% (n.s.)
Mewo (64uM) RNS =19,5% ™ RNS ~62% (79)
B16FO 10mM NDI (40uM) 1h TROS =15% TROS =50% (84)

4.3.2.7 Acdo anticancerigena: Inibicdo da proliferagdo/migracdo celular

A linha celular de melanoma de ratinho B16F10 foi cultivada em meio DMEM e
tratada durante 24h com 2-DG (5mM) e cloxiquina (1,5uM), um antibacteriano que exibe
um efeito anti-tumoral. Tanto o tratamento com a combinacdo terapéutica, como o
tratamento com a cisplatina isolada, conduziram a inibicdo da proliferagdo celular em
aproximadamente 50% e da migragao celular em 20%, quando comparado ao grupo de
controlo. A analise da proliferacdo foi realizada através de EdU incorporation assay e a

migracdo foi analisada utilizando wound healing assay (Tabela 26) (88).

As linhas celulares de melanoma humano A375 e A2058 foram cultivadas em meio
DMEM e tratadas com 2-DG (0,5mM) e coronatina (0,01uM), um regulador do
crescimento e da morte celular (89). Apds 24h de tratamento, foi realizado o ensaio de
proliferacdo celular com BrdU, onde se observou diminuicdo da proliferacdo celular, em
aproximadamente 30% em ambas linhas, quando comparado com os grupos de controlo.
Quando as células foram tratadas com coronatina isolada, verificou-se inibicdo da
proliferagdo celular em 15% nas A375 e 5% nas A2058, comparativamente aos controlos

ndo tratados (Tabela 26) (89).
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TABELA 26 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINACAO TERAPEUTICA NA INIBICAO DA
PROLIFERACAO/MIGRACAO CELULAR

Linhas  Concentragdo  Combinagdo  Duragdo do Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica tratamento e e o e
(concentragdo) e
B16F10 5mM Cloxiquina Inibicdo da proliferacdo celular em =50% (88)
(1,5uM) Inibicdo da migracdo celular em =20%
A375 24h Inibicdo da
0,5mM Coronatina proliferacdo em =15% Inibicdo da (89)
A2058 (0,01uM) Inibicdo da proliferagdo em
proliferagdo em =5% =30%

4.3.2.8 Acgdo anticancerigena: Diminuicdo da viabilidade celular e aumento da
citotoxicidade

A linha celular de melanoma de ratinho B16FO foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 2-DG (5, 10, 20mM) e NDI (20, 40, 80uM), durante 24h. A viabilidade
celular foi medida por ensaio de cristal violeta e a citotoxicidade pelo ensaio de libertacdo
de LDH. Quando as células foram tratadas em combinagdo com 2-DG e NDI (20uM)
verificou-se uma diminuicdo da viabilidade celular de 85% (5mM de 2-DG) e 95% (10mM
e 20mM de 2-DG), em relacdo ao grupo de controlo. O tratamento com NDI (20uM)
isolado provocou uma diminui¢ao de 40%, em relagdo ao grupo de controlo. Quando as
células foram tratadas com 2-DG e NDI (40uM), verificou-se uma diminuicdo da
viabilidade celular em 90% (5mM de 2-DG) e 95% (10mM e 20mM de 2-DG), em relagdo
ao grupo de controlo. O tratamento com NDI (40uM) isolado provocou uma diminuicdo
de 50%, em relacdo ao grupo de controlo. O tratamento com 2-DG e NDI (80uM) diminuiu
a viabilidade celular em 90% (5mM e 10mM de 2-DG) e 95% (20mM de 2-DG), em relacdo
ao grupo de controlo. O tratamento com NDI (80uM) isolado provocou uma diminuicdo

de 60%, em relacdo ao grupo de controlo (Tabela 27) (84).

No que diz respeito a citotoxicidade, quando as células foram tratadas com 2-DG
e NDI (20 uM) verificou-se um aumento da citotoxicidade de 6% (5mM de 2-DG), 10%
(10mM de 2-DG) e 15% (20mM de 2-DG), em relacdo ao grupo de controlo. Quando as
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células foram tratadas com 2-DG e NDI (40uM), verificou-se um aumento da
citotoxicidade em 15% (5mM de 2-DG), 25% (10mM de 2-DG) e 40% (20mM de 2-DG),
em relacdo ao grupo de controlo. O tratamento com a combinacdo entre 2-DG e NDI
(80uM) levou ao aumento da citotoxicidade em 55% (5mM de 2-DG), 65% (10mM de 2-
DG) e 60% (20mM de 2-DG), comparativamente ao grupo de controlo. O tratamento com
NDI isolado nas diferentes concentracbes (20, 40, 80uM), ndo exibiu aumento da

citotoxicidade, em relacdo aos controlos ndo tratados (Tabela 28) (84).

As linhas celulares A375 e A2058 foram cultivadas em meio DMEM e tratadas
durante 24h com metiljasmonato (0,1; 0,3; 1uM), um indutor da morte celular, ou
coronatina (0,01; 0,03; 0,1uM) em combinagcdo com 2-DG (0,5mM). O efeito destes dois
compostos em combinacdo com 2-DG foi avaliado através do ensaio MTT. Para as células
A375, a combinacdo entre 2-DG e as diferentes concentracdes de metiljasmonato
diminuiu a viabilidade celular em cerca de 40% (0,1uM), 50% (0,3uM) e 55% (1uM). O
tratamento com metiljasmonato isolado levou 4 reducdo de cerca de 10% (0,1uM), 20%
(0,3uM) e 30% (1uM). O tratamento com 2-DG e as diferentes concentracdes de
coronatina levou a diminuicdo da viabilidade celular em cerca de 30% (0,01uM), 45%
(0,03uM) e 50% (0,1uM). O tratamento com coronatina em monoterapia provocou uma
diminuicdo de cerca de 10% (0,01uM), 20% (0,03uM) e 30% (0,1uM). Todos estes valores

sdo comparados ao controlo ndo tratado (Tabela 27) (89).

Nas células A2058, a combinacdo entre 2-DG e as diferentes concentracbes de
metiljasmonato reduziu a viabilidade celular em cerca de 30% (0,1uM), 60% (0,3uM) e
65% (1,0uM). O tratamento com metiljasmonato em monoterapia levou a diminui¢cdo da
viabilidade em cerca de 10% (0,1uM), 20% (0,3uM) e 25% (1,0uM). Por outro lado, o
tratamento com 2-DG e diferentes concentracGes de coronatina levou a diminuicdo da
viabilidade celular em aproximadamente 30% (0,01uM), 50% (0,03uM) e 60% (0,1uM),
enguanto que o tratamento com coronatina isolada conduziu a diminuicdo da viabilidade
celular em cerca de 10% (0,01uM), 20% (0,03uM) e 30% (0,1uM). Estes resultados estdo

apresentados em relagdo ao grupo de controlo ndo tratado (Tabela 27) (89).
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TABELA 27 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINAGCAO TERAPEUTICA NA DIMINUIGAO DA VIABILIDADE CELULAR
(NDI-N-DODECILIMIDAZOL; MJ-METILIASMONATO; COR-CORONATINA)

Concentragdo

de 2-DG

5mM

10mM

20mM

0,5mM

Combinagdo
terapéutica

(concentragdo)

NDI (20uM)
NDI (40pM)
NDI (80uM)
NDI (20uM)
NDI (40uM)
NDI (80uM)
NDI (20uM)
NDI (40pM)
NDI (80uM)
MJ (0,1 pM)
MJ (0,3 uM)
MJ (1 uM)
COR (0,01 uM)
COR (0,03 uM)
COR (0,1 uM)
MJ (0,1 pM)
MJ (0,3 pM)
MJ (1 uM)
COR (0,01 uM)
COR (0,03 uM)
COR (0,1 uM)

Duragdo do

tratamento

24h

24h

Resultados

(Diminuigdo da viabilidade celular)

Agente terapéutico

~40%
~50%
~60%
~40%
~50%
~60%
~40%
~50%
~60%
~10%
=20%
~30%
~10%
~20%
~30%
~10%
~20%
~25%
~10%
~20%
=30%

Combinacgdo
terapéutica
~85%
~90%

~95%

~90%
~95%

~40%
~50%
~55%
~30%
~45%
~50%
~30%
~60%
~65%
~30%
~50%
~60%
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TABELA 28 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINAGAO TERAPEUTICA NO AUMENTO DA CITOTOXICIDADE (NDI-
N-DODECILIMIDAZOL)

Linhas  Concentragdio = Combinagdo Duragdo do Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica tratamento (Aumento da Citotoxicidade)
(concentragdo) Agente terapéutico Combinagdo

terapéutica

NDI (20uM) ~6%
5mM NDI (40pM) ~15%
NDI (80uM) ~55%
NDI (20uM) = ~10%
B16FO 10mM NDI (40puM) 24h ~25% (84)
NDI (80uM) ~65%
NDI (20uM) ~15%
20mM NDI (40pM) ~40%
NDI (80uM) ~60%

4.3.2.9 Acgdo anticancerigena: Peroxidacao lipidica

A linha celular de melanoma de ratinho B16FO0 foi cultivada em meio RPMI 1640
e tratada com 2-DG (10mM) e NDI (40uM) durante 1h. Nestas condicGes, verificou-se um
aumento da peroxidacao lipidica, quando comparado com o grupo nao tratado. Quando
as células foram tratadas com NDI isolado, verificou-se também um aumento da
peroxidacdo lipidica, em relacdo ao grupo de controlo, no entanto foi inferior ao
observado para a sua combinacdo com 2-DG. Esta anadlise foi realizada por ensaio de

acido tiobarbitUrico colorimétrico por medicdo de MDA (Tabela 29) (84).
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TABELA 29 - RESULTADOS DA 2-DG EM COMBINAGCAO TERAPEUTICA NA PEROXIDACAO LIPiDICA (NDI-N-
DODECILIMIDAZOL; P-AUMENTO; P M -AUMENTO SUPERIOR)

Linhas  Concentragdo  Combinagdo Duragdo do Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica tratamento (Peroxidagdo lipidica)
(concentragdo) Agente Combinagdo
terapéutico terapéutica

M peroxidagdo = T peroxidagdo
B16FO 10mM NDI (40uM) 1h lipidica lipidica (84)

4.3.3 Alteragao na molécula 2-DG (tetraacetato de 2-DG)

As células de melanoma Colo 38 foram cultivadas em meio RPMI 1640 e tratadas
com tetraacetato de 2-DG nas concentra¢ées de 100uM, 500uM e 1mM, por um periodo
de 72h. Foi avaliada a citotoxicidade através do ensaio MTT, tendo-se verificado um
aumento da citotoxicidade, que atingiu o maximo entre as 24 e as 48 horas de
tratamento, quando a tetraacetado de 2-DG foi usada nas diferentes concentragdes. O
maximo de toxicidade celular ocorreu quando houve o tratamento com tetraacetato de
2-DG (500 uM) apds 24h, que atingiu valores de aproximadamente 100%, relativamente
ao grupo sem tratamento. De forma semelhante, o tratamento com 1mM de tetraacetato
de 2-DG, revelou uma citotoxicidade as 24h com valores de cerca de 95%, em relacdo ao
grupo de controlo. A exposicdo celular a tetraacetato de 2-DG (100uM) também
aumentou a citotoxicidade, tendo atingido o valor maximo as 24h, com valores de
aproximadamente 15%, no entanto permitiu a restauracdo da atividade metabdlica e
crescimento celular apds 48h a 72h, em relacdo ao grupo nao tratado. Foi também
avaliada a apoptose quando as células foram tratadas com tetraacetato de 2-DG (500uM)
durante 2h, 4h, 7h e 16h. Verificou-se inducdo da apoptose as 16h, comparativamente
ao grupo sem tratamento. O mesmo ndo aconteceu para as duracbes de 2h, 4h e 7h. A
apoptose foi avaliada usando citometria de fluxo com corante anexina-V-FITC e iodeto de

propidio (Tabela 30) (74).
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TABELA 30 - RESULTADOS DA ALTERAGAO NA MOLECULA 2-DG (TETRAACETATO DE 2-DG) (MTT-ENSAIO DE
REDUGAO DE TETRAZOLIO)

Concentragdo  Duragdo do Método
de tetraacetato  tratamento Resultados
de 2-DG
100uM Citotoxicidade de =15% as 24h e posterior
72h restauracdo da atividade metabdlica
500 uM Ensaio MTT Citotoxicidade de =100% a partir das 24h
1mM Citotoxicidade de =95% a partir das 24h
500 uM 2h; 4h; 7h Citometria de Sem inducdo da apoptose
fluxo com
16h corante Com inducdo da apoptose

anexina-V-FITC
e iodeto de

propidio

4.3.4 Alteragdo das condig¢des celulares

4.3.4.1 Alteragdes na expressao da glicoproteina Muc4

Nalguns dos estudos selecionados, foram alteradas as condi¢des das células
sujeitas ao tratamento com 2-DG. Num desses estudos, foi avaliado o papel da expressao
da glicoproteina Muc4 na resisténcia a apoptose induzida pela 2-DG, nas células A375.
Para isso a expressao celular de Muc4 foi induzida ou inibida e as células foram tratadas
com 2-DG, por 72h. Recorrendo ao célculo do ICsp (concentragdo de 2-DG que inibiu o
crescimento celular em 50%), usando o método de exclusdo de azul tripano, foram
obtidos os valores de ICso de 620ug/mL para as células em que foi inibida a expressdo de
Muc4 e de ICso superior a 2000ug/mL para as células em que foi induzida a expressao de

Muc4 (Tabela 31) (76).
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TABELA 31 - RESULTADOS DO TRATAMENTO COM 2-DG COM ALTERACAO NA EXPRESSAO DE Muc4 (I -
INHIBITORY, C — CONCENTRATION;)

Linhas Concentraca Alteragdo celular  Duragdo do Resultados Referéncia
celulares o de 2-DG tratamento
lcso = >2000 Inducdo da Maior concentragdo de 2-
A375 ug/mL expressdo de Muc4 72h DG para induzir apoptose (76)
ICso =620 Inibicdo da Menor concentracdo de 2-
ug/mL expressdo de Muc4 DG para induzir apoptose

4.3.4.2 Tratamento celular com 2-DG em células resistentes a arginina desaminase
peguilada

O melanoma é um tumor auxotrofico para a arginina, isto €, necessita de arginina
para sobreviver e crescer. A arginina desaminase peguilada (ADI-PEG20) degrada a
arginina, tendo demonstrado resultados favordveis no tratamento de tumores
auxotroficos para a arginina. No entanto, a resisténcia celular a ADI-PEG20 constitui um
problema para o uso desta no tratamento anticancerigeno. (80,98,99) As células
resistentes a ADI-PEG20 (ADI?) possuem elevada captacdo de glucose (Efeito Warburg) e
por esse motivo, foi averiguado neste estudo se a 2-DG, ao ser captada e sendo um
inibidor glicolitico, seria capaz de atuar na morte de células resistentes a ADI-PEG20. Para
isso as células de melanoma A2058 e SK-Mel-2 foram expostas a ADI-PEG20 durante 6
meses de modo a selecionar as variantes resistentes a esta, e de seguida foram tratadas
com 2-DG por 72h, de modo a estudar o seu efeito. Através do calculo do ICso
(concentracdo de farmaco que inibiu o crescimento celular em 50%) pela analise de
regressdo ndo linear das curvas de efeito de concentracdo, verificou-se que, as células
ADIR apresentam sensibilidade aprimorada ao tratamento com 2-DG, havendo uma
diminuicdo da viabilidade celular. Esta analise foi realizada através do ensaio MTT (Tabela

32) (80).
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TABELA 32 - TRATAMENTO COM 2-DG EM CELULAS RESISTENTES A ADI-PEG-20 (I — INHIBITORY, C —
CONCENTRATION; ADI-PEG20- ARGININA DESAMINASE PEGUILADA; ADIR-CELULAS RESISTENTES A ADI-

PEG20)
Linhas Concentragdo de Alteragdo Duragdo do Resultados Referéncia
celulares 2-DG celular tratamento
A2058 e ICsode (0,4-1)uM Resisténcia a 72h Diminui¢do da (80)
SK-Mel-2 ADI-PEG20 viabilidade celular

(ADIR)

4.3.4.3 Tratamento celular com 2-DG em células com knockdown no gene p53

Células de melanoma C8161 com knockdown (KD) no gene p53 foram cultivadas
em meio DMEM e expostas ao tratamento com 2-DG (5mM) sob hipoxia (<1% de O3) ou
normoxia durante 72h. Observou-se resisténcia celular ao tratamento com 2-DG em
ambos os casos, tendo sido mais evidente sob normoxia do que hipoxia, quando
comparado com os grupos de controlo ndo tratados com 2-DG. A resisténcia celular foi
medida por ensaio de fluorescéncia de alamar blue, avaliando a atividade metabdlica
relativa. Por outro lado, as células com knockdown no gene p53 foram tratadas com 2-
DG (3mM) e a enzima superdxido dismutase (SOD, 250U/mL), que possui efeito
antioxidante, sob hipoxia e CoClz, um mimético de hipoxia, durante 48h. Verificou-se uma
diminuigao da viabilidade celular em cerca de 60%, quando comparado com os controlos
ndo tratados com 2-DG. Esta andlise foi realizada através de citometria de fluxo com os

corantes iodeto de propidio e calceina (Tabela 33) (81).

TABELA 33 - TRATAMENTO COM 2-DG EM CELULAS COM KNOCKDOWN NO GENE P53 (\,-DIMINUICAO, KD-
KNOCKDOWN, SOD-SUPEROXIDO DISMUTASE)

Linhas Concentrag Alteragdo celular Duragdo do Resultados Referéncia
celulares  dode 2-DG tratamento
5mM KD p53 sob hipoxia ou 72h Resisténcia celular ao
normoxia tratamento com 2-DG
C8161 KD p53 +SOD (81)
3mM (250U/mL), sob hipoxia 48h J viabilidade celular
+ CoCly em =60%
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4.3.4.4 Alteragdo nos niveis de glucose no meio de cultivo celular

As linhas celulares de melanoma SK-Mel-28 e CHL-1 foram expostas a condi¢cdes
diferentes de glucose no meio de cultura, isto é, foram cultivadas em meio DMEM (alta
glucose) ou em meio de sais equilibrados de Earle (EBSS), com baixa glucose. Foram
sujeitas ao tratamento com 2-DG (10mM) e cisplatina (50uM) durante 24h e a apoptose
celular foi avaliada utilizando citometria de fluxo com os corantes anexina-V-FITC e iodeto
de propidio. Quando as células SK-Mel-28 foram cultivadas em meio DMEM e sujeitas ao
tratamento com 2-DG e cisplatina, observou-se um aumento da apoptose em
aproximadamente 25% e quando tratadas com 2-DG isolada observou-se um aumento
da apoptose em cerca de 5%, em relagdo ao grupo de controlo. Por outro lado, quando
estas mesmas células foram cultivadas em meio com baixa glucose (EBSS) e sujeitas ao
tratamento com 2-DG e cisplatina, observou-se um aumento da apoptose em
aproximadamente 60% e quando estas foram tratadas com 2-DG isolada houve um
aumento da apoptose em cerca de 50%, em relacdo ao grupo de controlo (Tabela 34)

(85).

Quando as células CHL-1 foram cultivadas em meio DMEM e sujeitas ao
tratamento com 2-DG e cisplatina, observou-se uma um aumento da apoptose em
aproximadamente 60% e quando estas foram tratadas com 2-DG isolada observou-se um
aumento da apoptose em cerca de 10%, em relagdo ao grupo de controlo. Por outro lado,
qguando as células CHL-1 foram cultivadas com niveis reduzidos de glucose (EBSS) e
sujeitas ao tratamento com 2-DG e cisplatina, observou-se um aumento da apoptose em
aproximadamente 70%, e quando estas foram tratadas com 2-DG isolada observou-se
um aumento da apoptose em cerca de 20%, em relacdo ao grupo de controlo (Tabela 34)

(85).
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TABELA 34 - TRATAMENTO COM 2-DG COM ALTERAGAO NOS NiVEIS DE GLUCOSE NO MEIO DE CULTIVO CELULAR
(1N-AUMENTO; DMEM-DULBECCO’S MODIFIED EAGLE MEDIUM; EBSS-MEIO DE SAIS EQUILIBRADOS DE

EAGLE)
Linhas Concentragao Combinacdo Duracgdo do Resultados Referéncia
celulares de 2-DG terapéutica tratamento (Apoptose)
(concentragdo) Meio DMEM (alta  Meio EBSS (baixa
glucose) glucose)
10mM Cisplatina MN=25% M=60%
SK-Mel-28 (50uM)
10mMm T=5% T=50%
24h (85)
10mM Cisplatina M=60% N=70%
CHL-1 (501M)
10mM M=10% ™ =20%

4.3.4.5 Tratamento com 2-DG em condi¢des anaerdbias

A linha celular de melanoma MDA-MB-435 foi cultivada em meio DMEM e sujeita
ao tratamento com 2-DG (10mM) durante 5h. O ATP intracelular foi medido pelo ensaio
de viabilidade celular CellTiter-Glo Luminescent, tendo-se verificado diminuicdo dos niveis
de ATP em aproximadamente 40%, em relacdo ao grupo de controlo. Por outro lado,
estas células foram expostas a condicGes anaerdbias fornecidas pelo tratamento com
oligomicina (0,1ug/mL), um inibidor da ATP sintase, e tratadas com 2-DG (10mM) por 5h.
Verificou-se uma diminuicdo dos niveis de ATP em aproximadamente 90%, quando
comparado com o grupo de controlo ndo tratado. A exposicdo a oligomicina ndo alterou
os niveis de ATP, relativamente ao grupo de controlo. Foi também avaliado o stress do
RE e a resposta a proteinas ndo dobradas (UPR) e autofagia por analise de Western
Blotting com marcadores de stress do RE/UPR (Grp78 e CHOP) e de autofagia (LC3BII),
respetivamente. As células MDA-MB-435 foram tratadas com 2-DG (4mM) durante 16h,
tendo-se observado um aumento da expressdo dos marcadores Grp78, CHOP e LC3BlII,
em relacdo ao grupo de controlo. No entanto quando estas células foram tratadas com

2-DG (4mM) durante 16h e sob condicdes anaerdbias (fornecidas pelo tratamento com
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oligomicina), houve diminuicdo da expressao dos marcadores Grp78, CHOP e LC3BII,
comparativamente ao grupo de controlo. A exposicdo a oligomicina ndo provocou

alteracdo na expressdo destes (Tabela 35) (78).

TABELA 35 - TRATAMENTO COM 2-DG EM MEIO ANAEROBIO (,-DIMINUICAO; >-AUMENTO; O SiMBOLO “-”
INDICA QUE NAO HOUVE ALTERACAO; GRP78-MARCADOR DE STRESS DO RETICULO ENDOPLASMATICO; CHOP-
MARCADOR DE RESPOSTA A PROTEINAS NAO DOBRADAS; LC3BII-MARCADOR DE AUTOFAGIA)

Linhas Concentragdo Alteragdo celular Duragdo do Resultados Referéncia
celulares de 2-DG tratamento
10mM JATP =40%
Meio anaerdbio 5h JATP =90%
(0,1pg/mL de oligomicina) -
MDng\/IB— (78)
Mexpressdo de Grp78,
4mM 16h CHOP e LC38BII
Meio anaerdébio J expressdo de Grp78,
(0,1ug/mL de oligomicina) CHOP e LC38BII

4.3.4.6 Alteragdo da concentragao de soro fetal bovino no meio de cultivo

As células de ratinho B16F10 foram cultivadas em meio DMEM com 10% ou 0,5%
de soro fetal bovino (FBS) e tratadas com 2-DG (ImM, 5mM e 10mM) durante 72h. O
tratamento com 1mM de 2-DG revelou um aumento do potencial de membrana
mitocondrial de aproximadamente 10% (FBS 10%) e uma diminuicdo do potencial quando
usado o FBS a 0,5%. Por outro lado, a concentragao de 5mM de 2-DG provocou aumento
do potencial mitocondrial em cerca de 36% (FBS 10%) e 21% (FBS 0,5%). A concentracao
de 10mM de 2-DG provocou um aumento de aproximadamente 70% (FBS 10%) e 28%
(FBS 0,5%). Estes resultados sdo comparativamente aos seus controlos ndo tratados com
2-DG. Para a realizacdo desta analise as células foram coradas com perclorato de éster
etilico de tetrametil-rodamina (TMRE) e 7-aminoactinomicina D (7-AAD) e foram,

posteriormente, analisadas usando o citémetro FACSCalibur (Tabela 36) (83).
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Foram também avaliadas a viabilidade e a toxicidade celular através de citometria
de fluxo com os corantes TMRE e 7-AAD. Para a concentracdo de 1mM, houve diminuicdo
da viabilidade celular em aproximadamente 30% (10% de FBS) e de 10% (0,5% de FBS).
Em relagdo a concentracdo de 2-DG de 5mM observou-se uma redugdo de cerca de 90%
(10% de FBS) e 25% (0,5% de FBS). Para a concentracdo de 10mM de 2-DG, observou-se
uma diminui¢do da viabilidade celular em aproximadamente 99% (10% de FBS) e 30%
(0,5% de FBS). Em relacdo a citotoxicidade, esta foi avaliada nas mesmas condicGes
tendo-se verificado um aumento de 2% (1mM), 34% (5mM) e 60% (10mM) quando as
células foram tratadas com FBS a 10%, no entanto quando tratadas com FBS a 0,5% houve
diminuicdo de 7% (1mM) e aumento da citotoxicidade em 20% (5mM) e 26% (10mM).
Todos estes resultados foram estimados em relacdo ao grupo de controlo ndo tratado

(Tabela 36) (83).

TABELA 36 - RESULTADOS DO TRATAMENTO COM 2-DG COM ALTERACAO DO SORO FETAL BOVINO NO MEIO DE
CULTIVO CELULAR (FBS-SORO FETAL BOVINO; ,-DIMINUICAO; *-AUMENTO)

Concentragao Fendmeno Duragdo do Resultados

de 2-DG avaliado tratamento FBS a 10% FBS a 0,5%
1mM T=10% N
5mM Potencial N=36% ™ =21%
10mM mitocondrial N ~70% Na28%
1mM oh Jd =30% 4 =10%
5mM Viabilidade 4 =90% 4 =25%
10mM celular J =99% L =30%
1ImM N=2% $=~7%
5mM Citotoxicidade MN=34% N ~20%
10mM ™ =60% T=26%

4.4 Estudos in vivo

A linha celular de melanoma B16F10 foi injetada subcutaneamente em ratinhos e

quando o tumor atingiu os 2mm? foi injetada diariamente 2-DG (65,2mg/Kg) no local do
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tumor, durante 8 dias. O volume do tumor foi medido ao longo do tempo e calculado
através da férmula volume = (comprimento X largura® X m)/6. Apds os ratinhos terem
sido sacrificados ao fim dos 8 dias, a massa do tumor foi pesada. Quando foram tratados
com 2-DG isolada, verificou-se uma diminui¢cdo do volume tumoral em cerca de 47% e da
massa tumoral em 27%, em relacdo ao grupo de controlo. Por outro lado, o tratamento
com 2-DG em combinagdo com imiquimod (25 mg/Kg), levou a supressdo do crescimento
do tumor, isto &, provocou uma diminuicdo do volume tumoral em cerca de 73% e da
massa em 60%, em relagdao ao controlo ndo tratado. O tratamento com imiquimod
isolado revelou uma diminuicdo de 33% do volume tumoral e de 10% da massa tumoral,

relativamente ao grupo sem tratamento (Tabela 37) (82).

Um outro estudo utilizou também a linha celular de melanoma de ratinho B16F10
gue foi injetada subcutaneamente em ratinhos e passados 7 dias foram tratados com 2-
DG (500mg/Kg), intraperitonealmente, em dias alternados, durante um periodo de 14
dias. O tratamento com 2-DG provocou uma diminuicdo da massa tumoral em
aproximadamente 33%, em relacdo ao grupo de controlo. Além disso foram tratados com
2-DG (500mg/Kg) e cloxiquina (25mg/Kg), injetados intraperitonealmente, por mais 14
dias. A cloxiquina foi injetada diariamente e a 2-DG foi injetada em dias alternados. Esta
combinacdo terapéutica demonstrou uma diminuicdo da massa tumoral em cerca de
50%, relativamente ao grupo sem tratamento. Por outro lado, o tratamento com
cloxiquina isolada levou a diminuigdo da massa tumoral em 40%, quando comparado com

o controlo ndo tratado (Tabela 37) (88).

A linha celular de melanoma de ratinho B16FO foi injetada subcutaneamente em
ratinhos e passados 5 dias estes foram tratados com 2-DG (450mg/kg) diariamente,
durante 16 dias. Observou-se diminuicdo do volume e massa tumoral, gquando
comparado ao grupo de controlo. Quando foi realizado o tratamento com NDI
(100mg/kg) isolado também se verificou reducdo da massa e volume tumoral. Para além
disso foi realizado o tratamento combinado entre 2-DG e NDI durante 16 dias, tendo-se
observado uma maior reducdo da massa e do volume tumoral, em comparagdo com o

grupo de controlo e com os dois agentes terapéuticos isolados (Tabela 37) (84).
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TABELA 37 - RESULTADOS DOS ESTUDOS IN VIVO COM 2-DG ISOLADA OU EM COMBINAGAO TERAPEUTICA (NDI-
N-DODECILIMIDAZOL; \,-DIMINUICAO; |, \,-DIMINUICAO SUPERIOR)

Jvolume tumoral

J massa tumoral em

~40%

65,2 mg/Kg em =47%
Jd'massa tumoral em
=27%
B16F10 Imiquimod 8 dias Jvolume tumoral em (82)
(25mg/Kg) ~73%
J massa tumoral em
~60%
Jvolume tumoral
em =33%
J massa tumoral em
~10%
J'massa tumoral em
~33%
500 mg/Kg 14 dias
B16F10 Cloxiquina J massa tumoral em (88)
(25mg/Kg) ~50%
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TABELA 37 - RESULTADOS DOS ESTUDOS IN VIVO COM 2-DG ISOLADA OU EM COMBINAGAO TERAPEUTICA (NDI-
N-DODECILIMIDAZOL; ,-DIMINUICAO; |, \,-DIMINUICAO SUPERIOR) (CONTINUACAO)

= s e

J massae
volume tumoral
450mg/kg
B16FO NDI 16 dias L massae (84)

(100mg/Kg) volume tumoral

J massae

volume tumoral
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5 Discussao

Foi elaborada pela primeira vez uma revisdo sistematica com o propdsito
primordial de estudar o efeito anticancerigeno da molécula 2-DG no tratamento do
melanoma. Ao longo desta andlise foi objetivo responder a questdo de investigacdo,
inicialmente estabelecida, bem como fazer com que a revisdo sistematica fosse

reprodutivel, imparcial, metodologicamente abrangente e transparente.

Apds uma pesquisa detalhada e aplicados os critérios de exclusdo e inclusdo
definidos, foram selecionados e avaliados 17 artigos compreendidos entre os anos 1998
e 2019, que correspondeu ao intervalo estabelecido para a pesquisa nas diferentes bases
de dados. Nestes artigos foram objeto de estudo diversas linhas celulares de melanoma
humano e de ratinho, sendo que as A375 e B16F10 foram as mais frequentemente
utilizadas, respetivamente. Tal poderd dever-se ao facto de que estas células sdo
transcricionalmente representativas dos seus respectivos tumores e que as células de
ratinho podem ser implantadas no animal e constituir um modelo singénico de

melanoma (100).

O tratamento in vitro com 2-DG em monoterapia foi avaliado em 13 artigos, dos
guais 6 envolviam alteracdes das condicdes celulares, e o tratamento in vivo foi realizado
em 3 artigos. Foi também utilizada a 2-DG em combinacao terapéutica em 7 artigos, com
0s agentes terapéuticos capazes de induzir a apoptose, tais como pirimetamina (79),
cisplatina (93), estaurosporina (79), TRAIL (95-97), metiljasmonato (89) e coronatina
(89), com um farmaco quimioterapico usado no tratamento do melanoma, a
temozolamida (79), com agentes terapéuticos que possuem efeito anti-tumoral, o
imiquimod (94) e a cloxiquina (88), e com um surfactante capaz de romper a membrana
lisossomal podendo conduzir a morte celular, o NDI (91,92). Para além disso, 1 dos artigos
utilizou uma alteracdo da molécula 2-DG, a tetraacetato de 2-DG, no tratamento de

células de melanoma.

No global, os fendmenos maioritariamente avaliados foram a apoptose (41,2%

dos artigos, n=7) e a viabilidade celular (35,3% dos artigos, n=6), pois sdo 0s que possuem
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maior interesse e garantem um maior sucesso no tratamento do melanoma. De seguida,
surge a citotoxicidade e a inibicdo da glicdlise (23,5% dos artigos, n=4), o stress do reticulo
endoplasmatico, resposta a proteinas ndo dobradas, autofagia, potencial mitocondrial,
proliferagdo, migragdo e invasdo celular e crescimento tumoral in vivo (17,6% dos artigos,
n=3). Foram ainda avaliados a formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(11,8% dos artigos, n=2), paragem do ciclo celular, inibigdo dos processos de reparagao

do DNA e peroxidacdo lipidica (5,9% dos artigos n=1).

5.1 Acdo da 2-deoxy-D-glucose na inibigdo da glicélise

A molécula 2-DG caracteriza-se por ser um analogo da glucose capaz de inibir a
glicdlise, conduzindo a deplecdo de ATP. Esta acdo faz com que a 2-DG consiga levar as
células cancerigenas a apoptose (67,68). Como tal, a inibicdo da glicélise pela 2-DG foi

determinada através da diminuicdo dos niveis de ATP celular.

Esta acdo foi avaliada em diversos estudos incluidos na revisdo sistematica,
recorrendo a utilizacdo de diferentes linhas celulares e tratamentos com 2-DG. Foram
utilizadas as linhas celulares de melanoma humano MDA-MB-435, MeWo, A375 e C8161
e a linha celular de melanoma de ratinho B16F0. A 2-DG foi usada na concentracdo de
10mM ou 20mM, durante intervalos de tempo compreendidos entre 5h a 120h (77—

79,84).

Verificou-se inibicdo da glicdlise para todas as células tratadas com 2-DG (77—
79,84), sendo que a maior inibicdo ocorreu quando as células MeWo foram tratadas com
2-DG (20mM) durante (16h-72)h, que correspondeu a uma diminuicdo de 60%, em
comparacdo com o grupo de controlo ndo tratado. Quando estas células foram tratadas
com 2-DG na mesma concentracdo e intervalo de tempo, mas com pirimetamina (64uM),
verificou-se que esta combinagcdo ndo contribui para o aumento da inibicdo da glicélise,
pois a reducdo dos niveis de ATP foi de 60% e o tratamento com pirimetamina isolada

conduziu a uma diminuicdo de 85%, em comparagao ao grupo de controlo (79).

Os resultados obtidos sugerem também que uma exposicao mais prolongada ao
tratamento com 2-DG podera levar a uma maior reducdo dos niveis de ATP, pois duas

linhas celulares distintas foram tratadas com a mesma concentracdo de 2-DG (10mM),
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por periodos diferentes de 5h (MDA-MB-435) (78) e 24h (C8161) (77) e o tratamento
mais prolongado levou a uma maior redugao dos niveis de ATP (=50%), em relagdo ao
tratamento mais curto (=40%). Além disso, a linha celular de ratinho B16FO foi tratada
com 2-DG (10mM) durante varios periodos, tendo-se observado uma maior diminuicdo
de ATP consoante um maior periodo de tratamento (84). E possivel afirmar ainda, que a
combinacdo entre 2-DG (10mM) e NDI (40uM), um agente surfactante capaz de romper
a membrana lisossomal levando a morte celular (91,92), nas células B16FO potencia o
efeito dos dois agentes terapéuticos na deplecdo de ATP, e que esta diminuicdo é

igualmente dependente da duracdo do tratamento (84).

Foi também observado que a diminuicdo de oxigénio no meio promove o efeito
da 2-DG na reducdo dos niveis de ATP, pois as células MDA-MB-435 foram tratadas com
2-DG (10mM) em meio anaerdbio, promovido pelo tratamento com oligomicina
(0,1pg/mL), que é um inibidor da ATP sintase. Deste tratamento resultou uma diminuicdo
dos niveis de ATP em =90%, que foi superior a obtida para o tratamento com 2-DG em

condi¢des normais (=40%.) ou com oligomicina isolada (sem alteragdo) (78).

5.2 Acdo da 2-deoxy-D-glucose no stress do reticulo endoplasmético, resposta a
proteinas nao dobradas e autofagia

O stress do reticulo endoplasmatico, a resposta a proteinas ndo dobradas e a
inducdo da autofagia sdo fendmenos que contribuem para a protecdo e regeneragao
celular e a sua indugdo pode contribuir para a sobrevivéncia de células cancerigenas,
como é o caso das células de melanoma (101). Como tal, estes fendmenos foram
avaliados em diferentes estudos que realizaram o tratamento com 2-DG nas
concentracdes de 10mM ou 20mM, por periodos compreendidos entre 16h e 48h. Nestas
analises utilizaram as linhas celulares de melanoma humano MDA-MB-435, MeWo, A375
e G-361. Através dos marcadores de stress do RE/UPR (Grp78, Grp79 e CHOP) e de
autofagia (LC3BIl), verificou-se que as células sofreram inducdo do stress do RE/UPR e

autofagia quando tratadas com 2-DG (78,79,86).

Observou-se que o tratamento combinado entre 2-DG (20mM) e cisplatina (1uM),
um agente capaz de induzir a apoptose, poderd ser uma alternativa favoravel no
tratamento do melanoma, uma vez que houve diminuicdo da autofagia nas células MeWo
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tradas com esta combinacdo e que esta diminuicdo foi superior a observada para a 2-DG
e a cisplatina em monoterapia. Tal deveu-se ao facto desta combinagdo resultar numa
diminuicdo da formacdo de lisossomas (79). A combinacdo entre 2-DG (20mM) e
estaurosporina (1uM) também demonstrou diminuir a autofagia, no entanto esta
diminuicao foi superior aquando o tratamento com estaurosporina isolada, pois deste

tratamento combinado resultou uma menor diminuicdo da formacao de lisossomas (79).

E possivel afirmar também que a reducdo dos niveis de oxigénio no meio através
do tratamento celular com oligomicina (0,1 pg/mL) potencia o efeito da 2-DG, na medida
em que faz com que haja diminuicdo do stress do RE/UPR e da autofagia em células MDA-
MB-435, pois a oligomicina para além de ser um inibidor da ATP sintase também diminui

a formacdo de lisossomas nas células de melanoma (78).

Por outro lado, verificou-se que as combinacdes entre 2-DG (20mM) e
pirimetamina (64uM), um indutor da apoptose, ou temozolamida (100uM), um farmaco
qguimioterdpico no tratamento do melanoma, sdo desfavordveis, pois estes agentes
isolados conduziram ao aumento da autofagia e quando combinados com 2-DG esse
aumento torna-se superior, devido ao facto da 2-DG promover a formacado de lisossomas

contribuindo para uma maior sobrevivéncia celular (79).

Tomados em conjunto, estes dados sugerem que a cisplatina e a diminuicdo dos
niveis de oxigénio no meio poderdo ser aliados da 2-DG no tratamento do melanoma,
pois fazem com que esta ndo promova os fendmenos citoprotetores, tais como o stress
do RE/UPR e autofagia e que, desta forma, ndo haja resisténcia celular ao tratamento

com 2-DG conduzindo a um maior sucesso no tratamento do melanoma.

5.3 Agdo da 2-deoxy-D-glucose na apoptose

Em muitos dos estudos incluidos nesta revisdo sistematica, foi avaliada a
capacidade da 2-DG induzir a apoptose em diversas células de melanoma. Nessas andlises
foram utilizadas varias concentragées de 2-DG (10uM, 5mM, 10mM e 20mM ), por varios
periodos (24h, 48h e 72h). Foram utilizadas as linhas celulares de melanoma humano
Mel-RM, MM200, IgR3, Mel-CV, Mel-FH, SK-Mel-110, SK-Mel-28, Me4405, C8161, A375,

MeWo e Mel-501. A apoptose induzida pela 2-DG foi também avaliada na linha celular de
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melanoma de ratinho B16F10, bem como em melandcitos humanos normais. Em todas
elas a 2-DG ndo foi capaz de induzir a apoptose, independentemente da sua

concentragdo ou duragdo do tratamento (68,76,77,79,82).

Num dos estudos selecionados foi utilizada uma alteracdo da molécula 2-DG, a
tetraacetato de 2-DG (500uM), no tratamento das células de melanoma Colo38, durante
2h, 4h, 7h e 16h. Apenas o tratamento durante 16h, provocou a inducdo da apoptose,
em comparacao com os controlos ndo tratados. Estes dados sugerem que a esterificagdo
da molécula 2-DG a tetraacetato de 2-DG torna-a mais eficiente na inducdo da apoptose
e que o tratamento mais prolongado aumenta esse efeito, pois nos outros estudos

selecionados a 2-DG ndo apresentou esse potencial (74).

Verificou-se que a 2-DG aumenta a sensibilidade celular a morte induzida por
TRAIL em células de melanoma, através da regulacdo positiva da expressao dos recetores
de TRAIL, e que uma maior concentracdo de TRAIL (200ng/mL) provoca toxicidade nos
melandcitos normais, pelo que deve ser utilizada uma menor concentracdo deste
(100ng/mL) para que haja uma melhor eficiéncia e seguranca do tratamento (68,77). A
combinacdo entre 2-DG (10uM) e TRAIL (200ng/mL) foi realizada nas células Mel-RM,
MM200, IgR3, Mel-CV, Mel-FH, SK-Mel-110, SK-Mel-28, Me4405 e nos melandcitos
normais, tendo-se verificado um aumento da indugdo da apoptose, exceto para a linha
celular IgR3. Nesta andlise foi utilizada uma concentracao de 2-DG 1000x mais baixa que
nos restantes estudos que permitiu provar que este efeito toxico nos melandcitos
normais parece ser maioritariamente devido a concentracdo elevada de TRAIL (68). Ja a
combinagdo entre 2-DG (10mM ou 20mM) e TRAIL (100ng/mL) por 24h foi realizada nas
células C8161, A375 e nos melandcitos normais, onde se observou aumento da apoptose,
em relagdo ao grupo de controlo, exceto nos melandcitos normais onde ndo se verificou
nenhuma alteracdo (77). Quando o TRAIL foi usado em monoterapia, também revelou
aumento da apoptose, em relacdo ao grupo de controlo, no entanto estes valores foram
inferiores aos observados para os tratamentos combinados em ambos os estudos

(68,77).

Além disso, o agente anti-tumoral imigquimod (10pg/mL, 25ug/mL e 50ug/mL ) foi
usado em combinagdo com 2-DG (5mM) na linha celular de ratinho B16F10, tendo

demonstrado aumentar o efeito da 2-DG na inducdo da apoptose de maneira dose-
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dependente, pois quando as células foram tratadas com imiquimod ou 2-DG isolados

também houve um aumento da apoptose, mas com valores inferiores (82).

A combinacdo entre 2-DG (20mM) e pirimetamina (64uM) nas células MeWo e
Mel-501 ndo revelou ser vantajosa, pois conduziu a uma indu¢ao da apoptose menor do
que o tratamento com pirimetamina isolada, ou seja, a 2-DG diminui o efeito da
pirimetamina. Tal deve-se ao facto da 2-DG induzir os processos citoprotetores, tais como

a autofagia que contribuem para a sobrevivéncia celular (79).

Demonstrou-se que os baixos niveis de glucose no meio (meio EBSS) poderdo
sensibilizar as células a inducdo da apoptose pela 2-DG, pois o tratamento com 2-DG
(10mM) nas linhas celulares CHL-1 e SK-Mel-28 sob condicdes de baixa glucose provocou
aumento da inducdo da apoptose, para ambas as células. Observou-se também que a
combinacdo entre 2-DG e cisplatina (50uM) sob condicGes de baixa glucose potenciou
esse efeito, tendo obtido resultados superiores do que sob condi¢cbes de alta glucose
(85). Estes dados estdao de acordo com resultados anteriores que demonstraram que
baixos niveis de glucose no meio associados a cisplatina, resultaram na inducdo de morte

celular em células de neuroblastoma (102,103).

Foi ainda avaliado o potencial da 2-DG mediante altera¢des na expressao da
glicoproteina MuC4, que inibe a adesdo e reconhecimento de moléculas na superficie
celular. Paraisso a sua expressdo foi inibida ou induzida nas células A375 e dessa analise
concluiu-se que a expressao desta glicoproteina aumenta a resisténcia das células a
apoptose induzida pela 2-DG, isto &, inibe a adesdo e o reconhecimento da 2-DG na

superficie das células de melanoma humano (76).

5.4 Acdo da 2-deoxy-D-glucose no potencial de membrana mitocondrial

A hiperpolarizacdo mitocondrial (aumento do potencial de membrana
mitocondrial) contribui para o desenvolvimento do tumor (90). Como tal, em varios
estudos esta foi objeto de analise e, para isso foram realizados tratamentos com 2-DG
nas concentracgdes de (1-20)mM, durante 1h, 24h, 48h ou 72h. Estes tratamentos foram
realizados nas linhas celulares de melanoma humano MeWo e Mel-501 e nas linhas

celulares de melanoma de ratinho B16F10 e B16F0. Em todas elas se verificou
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hiperpolarizagao mitocondrial quando tratadas com 2-DG, exceto na linha celular B16FO

na qual ndo se observou alteragdo em relacdo ao grupo nao tratado com 2-DG (79,83,84).

Verificou-se que as combinacbes entre 2-DG (20mM) e cisplatina (1uM) ou
estaurosporina (1uM) em células MeWo e Mel-501 sdo favoraveis, pois destas resultou
uma diminuicdo do potencial mitocondrial de maneira dependente do tempo, isto é,
guanto maior a duracdo do tratamento, maior a despolarizacdo mitocondrial e,
consequentemente, maior € a inibicdo do desenvolvimento tumoral. Esta diminuicdo
também se verificou para a cisplatina e a estaurosporina isoladas, no entanto foi em
menor extensdo, pelo que o tratamento combinado favorece a acdo tanto da 2-DG, como

da cisplatina e da estaurosporina (79).

A combinacdo entre 2-DG (10mM) e NDI (40uM) nas células B16FO também
demonstrou ser favordvel para ambos os agentes terapéuticos, pois resultou na
diminuicao do potencial mitocondrial, o tratamento com 2-DG isolada ndao provocou

nenhuma alteracdo e com NDI isolado a diminuicdo do potencial foi menor (84).

Por outro lado, o tratamento com 2-DG (20mM) e pirimetamina (64uM) nas
células MeWo e Mel-501 demonstrou ser desfavoravel, pois conduziu a hiperpolarizagdo
mitocondrial de maneira dependente do tempo, sendo que a 2-DG diminuiu o efeito da
pirimetamina. Quando as células foram tratadas com pirimetamina isolada esse aumento
foi menor nas MeWo tratadas por 24h e 48h e nas Mel-501 tratadas por 24h. Ja quando
as MeWo foram tratadas com pirimetamina por 72h e as Mel-501 por 48h e 72h verificou-

se despolarizacdo mitocondrial (79).

Observou-se ainda que uma menor percentagem de FBS no meio de cultivo
acompanhada pelo tratamento com 2-DG, apresenta maior contribuicdo para que ndo
haja desenvolvimento tumoral, pois a linha celular de ratinho B16F10 foi cultivada em
meio com 10% ou 0,5% de FBS e exposta a 2-DG (1mM, 5mM e 10mM), tendo-se
verificado despolarizacdo mitocondrial quando tratada com 2-DG (1mM) e exposta a FBS
a 0,5%. Por outro lado, da exposicdo a FBS a 10% resultou hiperpolarizagao mitocondrial
com valores mais elevados consoante o aumento da concentracdo de 2-DG. Isto é

explicado pelo facto do FBS contribuir para o crescimento celular (83).
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5.5 Acdo da 2-deoxy-D-glucose na paragem do ciclo celular

Em apenas um dos artigos selecionados foi demonstrado que o tratamento com
2-DG (20mM) nas células MeWo e Mel-501 conduziu a paragem do ciclo celular na fase
G0/G1. As mesmas células foram sujeitas ao tratamento com 2-DG (20mM) em
combinagdo com pirimetamina (64uM), do qual resultou uma paragem do ciclo celular
em fase GO/G1 em maior extensdo. Quando a pirimetamina foi usada em isolamento,
verificou-se um maior nimero de células em fase S e menor em fase GO/G1. Tal sugere
que a 2-DG por si s6, aumenta o numero de células em fase GO/G1, contudo o seu

tratamento combinado com pirimetamina favorece esse efeito (79).

5.6 Agdo da 2-deoxy-D-glucose na formacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio
A formacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio provoca o stress
oxidativo e nitrosativo e, consequentemente, contribui para danificar a célula (79,84).
Dado o seu contributo no processo anticancerigeno, alguns dos estudos incluidos
avaliaram a formacdo de ROS e RNS pela 2-DG em células de melanoma, tendo-se

verificado que esta é capaz de aumentar a formacdo de RNS, mas ndo de ROS (79,84).

Observou-se que a combinacdo entre 2-DG (20mM) e pirimetamina (64uM) nas
células MeWo aumenta a formacdo de RNS, mas diminui a de ROS. Isto indica que esta
combinacdo ndo sera interessante neste aspeto, pois por um lado apresenta vantagens,

mas por outro é desfavoravel (79).

A combinacgdo entre 2-DG (10mM) e NDI (40 uM) nas células B16FO demonstrou
contribuir para danificar as células de melanoma, pois provocou um aumento da
formacdo de ROS e apresentou resultados superiores aos obtidos para os dois agentes

isolados, ou seja, potenciou o efeito tanto da 2-DG como do NDI (84).
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5.7 Acdo da 2-deoxy-D-glucose na inibicdo dos processos de reparagdo do DNA pds-
irradiacdo

Num Unico estudo selecionado, foi analisado o potencial da 2-DG nos processos
de reparacdo do dano no DNA, depois das células serem expostas a 250KV de raios-X. O
tratamento com 2-DG (5mM) durante 4h, ndo foi capaz de aumentar o dano no DNA nas
células MeWo, mas sim produziu um aumento de cerca de 30% nas células Be-11. Isto
indica que existe a possibilidade da 2-DG aumentar o dano no DNA em células que foram
sujeitas a radiacdo (75). Estes resultados estdo de acordo com um estudo ja realizado que
demonstrou que a 2-DG (1M) atua em células de carcinoma ascitico de Ehrlich-Lettre

aumentando o dano no DNA (104).

5.8 Acdo da 2-deoxy-D-glucose na proliferacdo, migracdo e invasdo celular

Foi avaliado o efeito da 2-DG (0,5-10)mM na inibicdo da proliferacdo, migracdo e
invasdo celular, recorrendo as linhas celulares A375, SK-Mel-38, A2058 e B16F10, durante
(16-96)h. Para todos os ensaios a 2-DG demonstrou ser capaz de inibir a proliferacdo, a

migracdo e a invasao celular (87-89).

A linha celular A375 foi tratada com diferentes concentragdes de 2-DG durante
periodos distintos, tendo-se verificado que, na mesma linha celular, a inibicdo da
proliferacdo pela 2-DG é dependente da dose e do tempo de tratamento, pois uma maior
concentracdo de 2-DG durante um periodo mais prolongado conduziu a uma maior

inibicdo da proliferacdo celular (87,89).

Observou-se também que a combinacdo entre 2-DG (0,5mM) e coronatina
(0,01uM) potencia o efeito de ambos os agentes terapéuticos na inibicdo da proliferacdo
celular, pois quando as linhas celulares A375 e A2058 foram tratadas com estes agentes
em combinacdo houve aumento da inibicdo da proliferacdo celular com valores

superiores aos observados para cada um dos agentes terapéuticos isolados (89).

Verificou-se ainda, que a combinacdo entre 2-DG (5mM ) e cloxiquina (1,5uM) ndo
apresenta vantagens adicionais no tratamento do melanoma, na medida em que ndo
aumenta a inibicdo da proliferacdo e migracdo celular em relacdo aos dois agentes

terapéuticos isolados, pois este tratamento combinado na linha celular B16F10
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apresentou valores iguais aos observados para tratamento com 2-DG e cloxiquina em
monoterapia. Tal deveu-se ao facto de a 2-DG e a cloxiquina inibirem a expressao das

proteinas PPARYy associadas a proliferacdo e migracdo celular (88).

5.9 Acdo da 2-deoxy-D-glucose na viabilidade e toxicidade celular

Foi investigado o efeito da 2-DG na diminui¢do da viabilidade celular em células
de melanoma humano Mel-RM, MM200, A375 e A2058 e em células de melanoma de
ratinho B16F0. Foram utilizadas diferentes concentracbes de 2-DG durante periodos de
24h a 72h. No global o tratamento com 2-DG conduziu a diminuicdo da viabilidade celular
em todas as células. Dentro da mesma linha celular a diminuicdo da viabilidade foi
dependente do aumento da concentracdo de 2-DG, isto €, quanto maior a concentrac¢ao

de 2-DG maior a diminuicdo da viabilidade celular (68,84,89).

Demonstrou-se que existe uma potenciagdo do efeito tanto da 2-DG como do
metiljasmonato ou da coronatina (indutores da apoptose) quando em combinagdo
terapéutica, pois as células A375 e A2058 foram sujeitas a estes tratamentos
combinados, tendo resultado numa maior diminuicdo da viabilidade celular do que a
observada para a 2-DG, metiljasmonato e coronatina isolados. Foram utilizadas varias
concentracdes de metiljasmonato ou coronatina, tendo-se observado que a diminuigdo
da viabilidade esta relacionada com a dose crescente de metiljasmonato ou coronatina
em ambas as linhas celulares (89). Estes resultados vdo ao encontro dos obtidos em
estudos anteriores que provaram que existe um efeito sinérgico entre a 2-DG e o
metiljasmonato em células do cancro do pulmdo, do célon, da mama e sarcoma

(105,106).

Verificou-se também que existe um potencial na combinacdo entre 2-DG e NDI na
diminuicdo da viabilidade celular, pois as células B16FO foram sujeitas a este tratamento
combinado, que resultou numa diminuicdo da viabilidade celular superior a observada
tanto para o tratamento com 2-DG isolada, como para o tratamento com NDI isolado. O
mesmo verificou-se para o aumento da citotoxicidade, isto é, o tratamento combinado

entre 2-DG e NDI resultou num aumento superior em relacdo aos tratamentos com os
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agentes terapéuticos em monoterapia. Tanto a diminuicdo da viabilidade celular como o

aumento da citotoxicidade demonstraram ser dose-dependentes (84).

A citotoxicidade foi também avaliada na linha celular MDA-MB-435 tratada com
2-DG, no entanto ndo se observou nenhuma alteragdo, comparativamente ao grupo nao

tratado (78).

Foi avaliado o potencial da tetraacetato de 2-DG no aumento da citotoxicidade
em células Colo38, em concentracdes (10-100)x menores do que as concentracdes de 2-
DG utilizadas nos restantes estudos. Verificou-se um aumento da citotoxicidade, tendo-
se registado os valores de aproximadamente 15% (100uM), 100% (500uM) e 95% (1mM)
as 24h de tratamento. No entanto, a utilizacdo de 100uM de tetraacetato de 2-DG
permitiu posterior restauracdo metabodlica apds 48h de tratamento, pelo que sera mais
vantajoso utilizar as concentracGes de 500uM e 1mM. Estes dados sugerem que a
esterificagdo da molécula 2-DG a tetraacetato de 2-DG torna-a mais eficiente, pois em
concentragdes bastante inferiores esta foi capaz de produzir maior aumento na

citotoxicidade, embora em células diferentes, quando comparada com a 2-DG (74).

Verificou-se que a 2-DG poderd constituir uma alternativa anticancerigena em
tumores auxotrdéficos para a arginina, como é o caso do melanoma, e que sdo resistentes
a ADI-PEG20, pois foi avaliado o potencial da 2-DG em células A2058 e SK-Mel-2
resistentes a ADI-PEG20, tendo-se verificado uma diminuicdo da viabilidade celular
nestas células quando tratadas com 2-DG, comparativamente ao grupo ndo tratado. Tal
deve-se ao facto destas células resistentes a ADI-PEG20 apresentarem uma elevada

captacdo de glucose ou de seus analogos, tais como a 2-DG (80).

Foi possivel observar também que as condi¢des de hipoxia em células com
knockdown no gene p53 melhoram o tratamento com 2-DG, porém ndo sao suficientes
para que exerca o seu efeito. Contudo a adicdo de CoCl;, um mimético de hipoxia,
demonstrou ser vantajoso. As células C8161 com knockdown no gene p53 apresentaram
resisténcia celular ao tratamento com 2-DG (5mM), em relacdo aos grupos de controlo
ndo tratados com 2-DG, tanto sob normoxia como hipoxia (<1% de O;), sendo que esta
resisténcia foi superior sob normoxia. No entanto, quando estas células foram tratadas

com 2-DG (3mM) em condic¢des de hipoxia e na presenca de CoCl,, mesmo na presenca
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da enzima superdéxido dismutase (antioxidante que previne o envelhecimento e a morte
celular), exibiram uma diminuicdo da viabilidade celular, relativamente ao controlo ndo

tratado com 2-DG (81).

Foi ainda investigado o efeito de duas percentagens diferentes de FBS no meio de
cultivo, na viabilidade e toxicidade celular. Para isso as células B16F10 foram expostas a
FBS a 10% e a 0,5% e a varias concentracdes de 2-DG. Verificou-se que uma maior
percentagem de FBS no meio e um aumento da concentracdo de 2-DG fazem com que
haja uma maior diminuigdo da viabilidade celular e um maior aumento da citotoxicidade

(83).

5.10 Agdo da 2-deoxy-D-glucose na peroxidagdo lipidica

A peroxidacdo lipidica é um fendmeno que contribui para o stress oxidativo e
podera ser vantajoso no processo anticancerigeno em células de melanoma. Como tal,
esta foi avaliada num dos estudos selecionados, em que a linha celular de melanoma de
ratinho B16FO foi submetida ao tratamento com 2-DG (10mM), tendo-se observado

inducdo da peroxidacdo lipidica, comparativamente ao grupo de controlo (84).

Este fendmeno é ainda mais vantajoso aguando o tratamento combinado entre
2-DG (10mM) e NDI (40uM), na medida em que ha um aumento superior da peroxidacdo
lipidica e, consequentemente, uma maior eficacia do tratamento anti-tumoral, pois as
células B16F0 foram sujeitas a este tratamento combinado, tendo-se observado uma
inducgdo superior da peroxidac¢ao lipidica, tanto em relagao a 2-DG como ao NDI isolados.
Estes dados explicam o facto de existir um aumento da formacdo de ROS e da
citotoxicidade nas células B16FO submetidas ao tratamento combinado entre 2-DG e NDI

(84).

5.11 Acg3o da 2-deoxy-D-glucose no crescimento tumoral in vivo

Para além dos estudos in vitro, foram também realizados estudos in vivo em
tumores de ratinhos expostos a células B16F10 e B16F0. Os estudos in vivo apresentam
uma grande importancia, pois sustentam a maior fonte de informacdo para avaliar a

seguranca e eficacia dos agentes terapéuticos (82,84,88).
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Os tratamentos com 2-DG (65,2mg/Kg) durante 8 dias e 2-DG (500mg/Kg) durante
14 dias foram realizados no tumor em ratinhos com células B16F10, tendo-se verificado
em ambas as situacdes que ocorreu diminuicdo da massa e do volume tumoral, quando
em comparagdo com os controlos ndo tratados com 2-DG (82,88). O mesmo se verificou
no tumor de ratinhos com células B16F0 tratados com 2-DG (450mg/Kg) durante 16

dias, que resultou na supressdo do crescimento tumoral (84).

Observou-se que o tratamento combinado entre 2-DG (65,2mg/Kg) e imiquimod
(25mg/Kg) potencia o efeito de ambos os agentes terapéuticos na supressdo tumoral,
pois ocorreu uma maior diminuicdo da massa e do volume tumoral em relacdo aos
valores obtidos para o tratamento com os dois agentes isolados, no tumor de ratinhos
com células B16F10. Este aumento superior do tratamento combinado pode estar
relacionado com o facto destes dois agentes terapéuticos juntos terem aumentado a

apoptose nestas células in vitro e de o imiquimod ser um agente anti-tumoral (82).

Verificou-se também, que a combinagdo entre 2-DG (500mg/Kg) e cloxiquina
(25mg/Kg) aumenta o efeito de ambos, pois foi possivel observar que o tratamento
combinado no tumor de ratinhos com células B16F10, resultou numa maior reducdo da
massa e do volume tumoral do que os agentes terapéuticos isolados. Isto poderd dever-
se ao facto da cloxiquina apresentar efeito anti-tumoral e de ambos os agentes terem

sido capazes de inibir a proliferacdo, migracdo e invasao celular in vitro (88).

A combinacdo feita entre 2-DG (450mg/Kg) e NDI (100mg/Kg) no tumor de
ratinhos expostos a células B16F0, resultou igualmente num aumento da supressdo do
crescimento tumoral, que foi superior a observada para os dois agentes em monoterapia.
Estes resultados poderdo estar relacionados com o facto desta combinacdo terapéutica
nas células B16F0 in vitro, ter demonstrado uma maior reducdo dos niveis de ATP
(inibicdo da glicélise), aumento da formacdo de ROS, diminuicdo da viabilidade celular,
aumento da citotoxicidade e da peroxidacdo lipidica, quando comparado aos dois

agentes terapéuticos utilizados em monoterapia e ao grupo de controlo ndo tratado (84).

Todos estes resultados vao ao encontro de um estudo anterior que provou que a
2-DG possui atividade supressora tumoral em modelos animais com cancro no figado

(107).
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6 Conclusao

Em suma, os resultados obtidos sustentam a hipdtese de que a 2-DG tem
potencial em diversos fendmenos avaliados em células de melanoma e que, no global, o
seu efeito é superior quando usada em combinacdo terapéutica. Depois de analisados e

discutidos todos os resultados conclui-se entdo que:

* A 2-DG é capaz de inibir a glicdlise, aumentar o potencial mitocondrial e a
citotoxicidade, diminuir a viabilidade celular e suprimir o crescimento tumoral in vivo, por

isso contribui para que ndo haja o desenvolvimento de células de melanoma.

* A 2-DG demonstrou aumentar a paragem do ciclo celular na fase GO/G1, o dano
no DNA pds-irradiacdo celular, a formacdo de RNS e a peroxidacdo lipidica, pelo que

contribui para danificar as células de melanoma.

* A 2-DG foi capaz de inibir a proliferacdo, migracdo e invasao celular, sendo que

esta inibicdo foi dose e tempo dependente, dentro da mesma linha celular.

* A 2-DG contribuiu para a inducdo dos fendmenos citoprotetores, tais como o
stress do RE/UPR e autofagia e ndo foi capaz de induzir a apoptose nem de aumentar a
formacdo de ROS, pelo que precisa de ser combinada com outros agentes terapéuticos

para que estes fendmenos sejam potenciados.

» A esterificacdo da molécula 2-DG (tetraacetato de 2-DG) aumenta a
citotoxicidade e potencia a inducdo da apoptose consoante a maior duracdo do

tratamento.

» A 2-DG potencia os efeitos dos agentes terapéuticos NDI, cisplatina, imiquimod,
TRAIL, coronatina, estaurosporina e metiljasmonato, pelo que estas combinacdes sdo

favoraveis no tratamento do melanoma.

* A combinacdo entre 2-DG e pirimetamina ou temozolamida demonstrou ser

desfavoravel.

« A 2-DG sensibiliza as células a apoptose induzida por TRAIL, pois aumenta a

expressdo dos recetores de TRAIL nas células de melanoma.
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* Uma elevada concentracdo de TRAIL (200ng/mL) em combina¢do com 2-DG
conduz a apoptose nos melandcitos normais, pelo que devem ser utilizadas
concentragdes de TRAIL mais baixas em combinagao com 2-DG para que haja eficiéncia

e seguranca no tratamento.

* O tratamento com 2-DG em meio anaerébio promove a inibicdo da glicdlise e a
reducdo dos fendmenos citoprotetores, tais como o stress do reticulo endoplasmatico,

resposta a proteinas ndo dobradas e autofagia pela 2-DG.

* Em condicBes de hipoxia (<1% de O3) e na presenca de CoCl, (mimético de
hipoxia), a 2-DG é capaz de diminuir a viabilidade celular em células com knockdown no
gene p53, mesmo na presenca da enzima superoxido dismutase que previne o

envelhecimento e a morte celular.

* A 2-DG ndo é capaz de aderir e ser reconhecida na superficie de células de
melanoma que expressam a glicoproteina Muc4. Isto faz com que estas células sejam
resistentes a apoptose induzida pela 2-DG. Por essa razdo a expressdo celular da
glicoproteina Muc4 deve ser inibida para que haja maior eficacia no tratamento com 2-

DG em células de melanoma.

* O tratamento com 2-DG em meio com baixos niveis de glucose promove um

aumento na inducdo da apoptose em células de melanoma.

* O soro fetal bovino contribui para o crescimento de células de melanoma, pelo
gue uma menor percentagem deste no meio potencia a agdo da 2-DG, pois permite que

esta reduza o potencial mitocondrial nestas células.

* A 2-DG constitui uma alternativa vidvel em tumores auxotroficos para a arginina,
como é o caso do melanoma, e resistentes a ADI-PEG20, pois demonstrou ser capaz de

diminuir a viabilidade nestas células.
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8 Anexos

8.1 Artigos excluidos da revisao sistematica

8.1.1 Artigos de Revisao
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8.1.2 Artigos que nao apresentam os termos de pesquisa estabelecidos
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Combination of Metformin and 2-Deoxyglucose
Induces p53-Dependent Apoptosis in Prostate
Cancer Cells
A phase | study of BMS-690514 in Japanese
patients with advanced or metastatic solid
tumors

Inhibition of autophagy by 3-MA enhances
endoplasmic reticulum stress-induced apoptosis
in human nasopharyngeal carcinoma cells

Autores
Lee et al.

Spina et al.

Yang et al.

Chakravarti et
al.

Yuan et al.

Parris, George E.

Kropachev et al.

van Wijk et al.

Kazakov et al.

Sahra et al.

Nokihara et al.

Song et al.

Revista
Journal of Molecular
Graphics and
Modelling
(2006)
Journal of Steroid
Biochemistry and
Molecular Biology
(2007)
Carcinogenesis
(2007)

Mutation Research-
Genetic Toxicology
and Environmental
Mutagenesis
(2008)
Proceedings of the
National Academy of
Sciences of the
United States of
America
(2008)
Medical Hypotheses
(2008)
Journal of Molecular
Biology
(2009)

Experimental Cell
Research
(2010)
Biochemistry
(Moscow)
(2010)
American Association
for Cancer Research
(2010)

Cancer
Chemotherapy and
Pharmacology
(2012)
Oncology Letters
(2013)

Referéncia
(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)
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TABELA S2- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS QUE NAO APRESENTAM OS TERMOS DE PESQUISA ESTABELECIDOS

(CONTINUAGAO)

Titulo do artigo
Delivery Rate Affects Uptake of a Fluorescent
Glucose Analog in Murine Metastatic Breast
Cancer
Delivery-Corrected Imaging of Fluorescently-
Labeled Glucose Reveals Distinct Metabolic
Phenotypes in Murine Breast Cancer
p53 inactivation decreases dependence on
estrogen/ERK signalling for proliferation but
promotes EMT and susceptility to 3-
bromopyruvate in ERa+ breast cancer MCF-7 cell
‘Immunosequencing’ of heparan sulfate from
human cell lines and rat kidney: the (GIcNS6S-
1doA2S)3 motif, recognized by antibody NS4FS5,
is located towards the non-reducing end
Delivery-Corrected Imaging of Fluorescently-
Labeled Glucose Reveals Distinct Metabolic
Phenotypes in Murine Breast Cancer

Protective effect of 2-deoxy-D-glucose on the
cytotoxicity of cyclosporin A in vitro

Preventing Allograft Rejection by Targeting
Immune Metabolism
mTOR masters monocytic myeloidderived
suppressor cells in mice with allografts or
tumors

Cancro Ginecoldgico

Functional characterization of six aspartate (D)
recombinante mojastin mutants (r-Moj): A
second aspartate amino acid carboxyl to the
RGD in r-Moj-D_ peptides is not sufficient to
induce apoptosis of SK-Mel- 28 cells.
Resveratrol induces mitochondrial respiration
and apoptosis in SW620 colon cancer cells

Discovery of potential biomarkers in human
melanoma cells with different metastatic
potential by metabolic and lipidomic profiling
Enhanced Repair of UV-Induced DNA Damage by
1,25-Dihydroxyvitamin D3 in Skin Is Linked to
Pathways that Control Cellular Energy

Autores

Rajaram et al.

Frees et al.

Rieber et al.

van Wijk et al.

Frees et al.

Ouyang et al.

Lee et al.

Wu et al.

Lacerda et al.

Ramos et al.

Blanquer-
Rossellé et al.

Kim et al.

Rybchyn et al.

Revista
PLoS ONE
(2013)

PLoS ONE
(2014)

Biochemical
Pharmacology
(2014)

Biochemical Journal
(2014)

PLoS ONE
(2014)

Molecular Medicine
Reports
(2015)

Cell Reports
(2015)
Scientific Reports
(2016)

Sociedade
Portuguesa de
Ginecologia
(2016)
Toxicon
(2016)

BBA - General
Subjects
(2017)
Scientific Reports
(2017)

Journal of
Investigative
Dermatology

(2018)

Referéncia

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)
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TABELA S2- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS QUE NAO APRESENTAM OS TERMOS DE PESQUISA ESTABELECIDOS

(CONTINUAGAO)

Titulo do artigo

Metabolic reprogramming in keloid fibroblasts:
Aerobic glycolysis and a novel
therapeutic strategy

Exploiting TERT dependency as a therapeutic
strategy for NRASmutant melanoma
Induction of Telomere Dysfunction Prolongs
Disease Control of Therapy-Resistant Melanoma

Membrane-enriched solute carrier family 2
member 1 (SLC2A1/GLUT1) in psoriatic
keratinocytes confers sensitivity to 2-deoxy-D-
glucose (2-DG) treatment
Diacylglycerol kinase a-selective inhibitors
induce apoptosis and reduce viability of
melanoma and several other cancer cell lines

MIiR-145 inhibited lipopolysaccharide-induced
apoptosis of gastric mucosal via up-regulating
JNK-mediated cytoprotective autophagy

Autores

Lietal.

Reyes-Uribe et
al.
Zhang et al.

Huang et al.

Yamaki et al.

Meng et al.

Revista

Biochemical and
Biophysical Research
Communications
(2018)
Oncogene
(2018)
Clinical Cancer
Research
(2018)
Experimental
Dermatology
(2019)

Jornal of Cellular
Biochemistry
(2019)

Pakistan Journal of
Pharmaceutical
Sciences
(2019)

Referéncia

(57)

(61)

(62)
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8.1.3 Artigos em que a 2-DG ¢é utilizada para a realizagao de técnicas de
imagem

TABELA S3- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE A 2-DG E UTILIZADA PARA REALIZACAO DE TECNICAS DE
IMAGEM

Titulo do artigo Autores Revista Referéncia
Malignant Melanoma: Staging with Steinert et al. Radiology (63)
whole-body Positron Emission (1995)
Tomography and 2-[F-18]-Fluoro-2-
deoxy-D-glucose
Functional Imaging with Positron Eil et al. Oncology (64)
Emission Tomography in Patients with Research and
Malignant Melanoma Treatment
(1996)
Assessment of Axillary Lymph Node Avril et al. Journal of the (65)
Involvement in Breast Cancer Patients National Cancer
With Positron Emission Tomography Institute
Using Radiolabeled 2-(Fluorine-18)- (1996)
fluoro-2-deoxy-D-glucose
Prospective Evaluation of 2-[I8F1-2- Macfarlane et al. Journal of Clinical (66)
Deoxy-D-Glucose Positron Emission Oncology
Tomography in Staging of Regional (1998)
Lymph Nodes in Patients With
Cutaneous Malignant Melanoma
Combined FDG and [F-18]Fluoride Hoegerle et al. Radiology (67)
whole-body PET: A feasible two-in-one (1998)
approach to cancer imaging?
How platelet aggregation ajects Koike et al. FEBS Letters (68)

B16BL6 melanoma cell trafficking

(1998)
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TABELA S3- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE A 2-DG E UTILIZADA PARA REALIZACAO DE TECNICAS DE

IMAGEM (CONTINUAGAO)

Titulo do artigo
Malignant melanoma staging using
whole-body positron emission
tomography

PET Scanning with ‘8F 2-Fluoro-2-
Deoxy-d-Glucose (FDG) in Patients with
Melanoma: Benefits and Limitations

Primary Staging and Follow-Up of High
Risk Melanoma Patients with Whole-
Body ¥F-Fluorodeoxyglucose Positron

Emission Tomography

Prospective Study of
Fluorodeoxyglucose—Positron Emission
Tomography Imaging of Lymph Node
Basins in Melanoma Patients
Undergoing Sentinel Node Biopsy

Positron Emission Tomography
Scanning in Malignant Melanoma:
Clinical utility in patients with Stage
Ill disease

Autores
Paquet et al.

Nguyen et al.

Rinne et al.

Wagner et al.

Tyler et al.

Revista
Melanoma

Research
(1998)

Clinical Positron
Imaging
(Netherlands)
(1999)

American Cancer
Society
(1999)

Journal of Clinical
Oncology
(1999)

American Cancer
Society
(2000)

Referéncia

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)
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TABELA S3- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE A 2-DG E UTILIZADA PARA REALIZACAO DE TECNICAS DE

IMAGEM (CONTINUAGAO)

Titulo do artigo
F-18 FDG Positron Emission
Tomography in Primary Breast Non-
Hodgkin’s Lymphoma

Diagnostic Accuracy of 2-[Fluorine-18]
Fluro-2-Deoxy-D-Glucose Positron
Emission Tomography Imaging in

Nonsquamous Tumors of the Head and

Neck

Factors Influencing [F-18] 2-Fluoro-2-
Deoxy-D-Glucose (F-18 FDG) Uptake in
Melanoma Cells: The Role of
Proliferation Rate, Viability, Glucose
Transporter Expression and Hexokinase
Activity
Near-Infrared Fluorescent
Deoxyglucose Analogue for Tumor
Optical Imaging in Cell Culture and
Living Mice
Routine use of FDG-PET scans in
melanoma patients with positive
sentinel node biopsy

Efficacy of imatinib mesylate in
advanced medullary thyroid carcinoma

PET Imaging to Determine the Role of
PET in the Assessment of Regional
Disease in Breast Cancer (PET PREDICT
Trial)

Unusual 2-[18F]-Xuoro-2-deoxy-D-
glucose accumulation induced by
postoperative intestinocutaneous
Wstula in the patient with uterine
cervical cancer and SLE

Whole-body F-18-fluoro-2-
deoxyglucose positron emission
tomography/computed tomography
imaging in the follow-up of metastatic
uveal melanoma
Melanoma of the middle ear: initial
presentation, Fluoro-2-deoxy-D-glucose
positron emission
tomography/computed tomography
imaging and follow up

Autores
Bakheet et al.

Buietal.

Yamada et al.

Chengetal.

Horn et al.

Frank-Raue et al.

Pritchard, et al.

Kim et al.

Klingenstein et al.

Huellner et al.

Revista
Clinical Nuclear

Medicine
(2001)

Investigative
Radiology
(2003)

The Journal of
Dermatology
(2005)

Bioconjugate
Chemistry
(2006)

European Journal
of Nuclear
Medicine and
Molecular
Imaging
(2006)
European Journal
of Endocrinology
(2007)

National Library
of Medicine
(2007)
Archives of
Gynecology and
Obstetrics
(2009)

Melanoma
Research
(2010)

Journal of
Laryngology &
Otology
(2011)

Referéncia

(74)

(75)

(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)
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TABELA S3- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE A 2-DG E UTILIZADA PARA REALIZACAO DE TECNICAS DE

IMAGEM (CONTINUAGAO)

Titulo do artigo
Phase | dose-escalation study to
determine the safety, pharmacokinetics
and pharmacodynamics of brivanib
alaninate in combination with full-dose
cetuximab in patients with advanced
gastrointestinal malignancies who have
failed prior therapy
Preclinical investigation of tolerance
and antitumour activity of new
fluorodeoxyglucose-coupled
chlorambucil alkylating agents
Phase Il trial of the regulatory T cell-
depleting agent, denileukin diftitox, in
patients with unresectable stage IV
melanoma

A Prospective Study to Evaluate FDG-
PET, Breast MRI, and Breast
Ultrasonography in Monitoring Tumour
Responses in Patients With Locally
Advanced Breast Cancer (LABC)
Undergoing Neoadjuvant
Chemotherapy (PETLAB)
Transcutaneous computed
bioconductance measurement in lung
cancer: A treatment enabling
technology useful for adjunctive risk
stratification in the evaluation of
suspicious pulmonary lesions
Comparison of Diagnostic Performance
of an Algorithm and a High Definition
Classical Iterative Algorithm Positron
Emission Tomography (PET) to
18Fluoro-deoxy-glucose (18FDG) in the
Evaluation of Axillary Lymph Node
Invasion of Breast Tumors (TEP-Sein)
A phase |, first-in-human dose-
escalation study of amuvatinib, a multi-
targeted tyrosine kinase inhibitor, in
patients with advanced solid tumors

Radiation induces aerobic glycolysis
through reactive oxygen species

Perineural Spread in Head and Neck
Malignancies: Clinical Significance and
Evaluation with 18F-FDG PET/CT

Autores Revista
Garrett et al. British Journal of
Cancer
(2011)

Miot-Noirault et al. Investigational
New Drugs

(2011)

BMC Cancer
(2011)

Telang et al.

National Library
of Medicine
(2011)

Som Mukherjee

Journal of

Thoracic

Oncology
(2012)

Yung et al.

Switsers Odile National Library
of Medicine

(2012)

Tibes et al. Cancer
Chemotherapy
and
Pharmacology
(2013)
Radiotherapy and
Oncology

(2013)

Zhong et al.

Paes et al. Radiographics

(2013)

Referéncia

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

(90)

(91)

(92)
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TABELA S3- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE A 2-DG E UTILIZADA PARA REALIZACAO DE TECNICAS DE
IMAGEM (CONTINUAGAO)

Titulo do artigo Autores Revista Referéncia
Clinicopathological correlation for the International (93)
role of fluorodeoxyglucose positron Matsuo et al. Journal of Clinical
emission tomography computed Oncology
tomography in detection of choroidal (2014)
malignant melanoma
Complete resection of isolated hepatic Lin et al. Oncology Letters (94)
metastatic uveal melanoma with a (2015)
notably long disease-free period: A case
report and review of the literature
PET-MR for Prediction and Monitoring Woo Kyung Moon National Library (95)
of Response to Neoadjuvant of Medicine
Chemotherapy in Breast Cancer (2015)
Factors Linked to the Metastatic Spread Plouznikoff, N. e Clinical Skin (96)
of Malignant Cutaneous Melanoma to Arsenault, F. Cancer
the Lower Extremities in a (2017)
Retrospective 8F-FDG PET/CT Cohort
FDG-PET in Advanced Melanoma Tom Yankeelov National Library (97)
of Medicine
(2017)
FES (16a-[18F]-Fluoro-178-estradiol)- C. Menke-van der e National Library (98)
PET: Towards a New Standard to Stage Houven van Oordt of Medicine
Locally Advanced and Recurrent, (2018)
Estrogen Receptor Positive (ER+) Breast
Cancer? Pilot Study to Compare
[18F]FES-PET and [18F]FDG-PET
(FORESIGHT)
Triple Negative Breast Cancer: Pierre Fumoleau National Library (99)
Identification Pilot Study of Predictive of Medicine
Transcriptome Profiles of Early Tumor (2018)
Drug Resistance Observed in 18F-
Fluorodeoxyglucose (FDG) PET
(TRANSTEP)
Positron Emission Tomography Imaging Madhukar Thakur National Library (100)
Using Copper Cu 64 TP3805 in Patients of Medicine
With Breast Cancer (2018)
Hybrid PET/MR Imaging of Acute Stewart Gaede National Library (101)
Cardiac Inflammation After Left-Sided of Medicine
Breast Cancer Radiotherapy (RICT- (2018)
BREAST)
Interim FDG PET-CT in Melanoma Micheline Razzouk- National Library
Metastatic Patient's Treated by Anti- Cadet of Medicine (102)
PD1 Therapy (TEP-ANTI-PD1) (2019)
18F-fluorodeoxyglucose (18F-FDG) . National Library (103)
. o ) Don C Wilson o
Positron Emission Tomography in of Medicine
Oncology (2019)
Imaging Patients for Cancer Drug Schroder, et al. National Library (104)
selection - Metastatic Breast Cancer of Medicine
(IMPACT-MBC) (2019)
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8.1.4 Artigos em que a 2-DG foi usada para avaliagao da glucose

TABELA S4- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE A 2-DG FOI USADA PARA AVALIAGAO DA GLUCOSE

Titulo do artigo Autores
Extracellular Calcium Stimulates Minchin, R.
Na*-dependent Putrescine Uptake = e Martin, R.
in B16 Melanoma Cells
Emodin, as a mitochondrial Sugiyama
uncoupler, induces strong etal.

decreases in adenosine
triphosphate (ATP) levels and
proliferation of B16F10 cells,
owing to their poor glycolytic
reserve

Revista

International
Journal of
Biochemistry and
Cell Biology
(1997)

Genes to Cells
(2019)

Fundamentacgao

Utilizacdo da 2-DG
para ensaio de
avaliacdo da
recaptagdo de
glucose

Utilizacdo da 2-DG
para avaliacdo da
taxa de
acidificacdo
extracelular

Referéncia
(105)

(106)

8.1.5 Artigos em que constam os termos de pesquisa, mas nao existe uma

relacdo entre eles

TABELA S5- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE CONSTAM OS TERMOS DE PESQUISA, MAS NAO EXISTE UMA
RELACAO ENTRE ELES

Titulo do artigo
Role of ATP in the sensitivity to heat and the
induction of apoptosis in mammalian cells

LKB1 mutation in large cell carcinoma of the
lung
Berberine combined with 2-deoxy-D-glucose
synergistically enhances cancer cell proliferation
inhibition via energy depletion and unfolded
protein response disruption
Down-regulation of RIP1 by 2-deoxy-D-glucose
sensitizes breast cancer cells to TRAIL-induced
apoptosis
Inhibition of autophagy by 3-MA enhances
endoplasmic reticulum stress-induced apoptosis

in human nasopharyngeal carcinoma cells

Autores

Miyazaki et al.

Zhong et al.

Fan et al.

Huang et al.

Song et al.

Revista
International
Journal of
Hyperthermia
(2002)
Lung Cancer
(2006)

Biochimica et

Biophysica Acta —
General Subjects

(2013)

European Journal of
Pharmacology

(2013)

Oncology Letters

(2013)

Referéncia
(107)

(108)

(109)

(110)

(43)
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TABELA S5- CARACTERISTICAS DOS ARTIGOS EM QUE CONSTAM OS TERMOS DE PESQUISA, MAS NAO EXISTE UMA

RELACAO ENTRE ELES (CONTINUACAO)

Titulo do artigo
Inhibition of cancer cell growth by GRP78 siRNA
lipoplex via activation of Unfolded Protein
Response

Protective effect of 2-deoxy-D-glucose on the
cytotoxicity of cyclosporin A in vitro

Regulation of glucose uptake in lymphoma cell
lines by c-MYCand PI3K-dependent signaling
pathways and impact of glycolytic pathways on
cell viability
Chemosensitization by Ursolic Acid: A New
Avenue for Cancer Therapy

Liver kinase B1/adenosine
monophosphate-activated protein kinase
signaling axis induces p21/WAF1 expression in a
p53-dependent manner
2-Deoxy-d-glucose enhances TRAIL-induced
apoptosis in human gastric cancer cells through
downregulating JNK-mediated cytoprotective
autophagy

Autores Revista

Matsumura et al. Biological and
Pharmaceutical
Bulletin
(2014)
Molecular Medicine
Reports

(2015)

Ouyang et al.

Broecker-Preuss et Journal of
al. Translational
Medicine
(2017)
Role of
Nutraceuticals in
Cancer
Chemosensitization
(2018)
Oncology Letters
(2018)

Prasad et al.

Ma et al.

Cancer
Chemotherapy and
Pharmacology
(2018)

Xu etal.

Referéncia
(111)

(113)

(114)

(115)
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8.2 Linhas celulares de melanoma humano e melandcitos normais

e respetivos fendmenos avaliados

TABELA S6- LINHAS CELULARES DE MELANOMA HUMANO

Células de _
Fenémeno avaliado no estudo
melanoma

Influéncia da expressao celular de Muc4 na
resisténcia a apoptose induzida pela 2-DG
Efeito da 2-DG isolada na inibicdo da glicélise;
Efeito da 2-DG isolada ou em combinagcdo com

TRAIL na apoptose

Referéncia

Efeito da 2-DG no stress do

reticulo endoplasmatico
A375

Efeito da 2-DG na proliferagdo, migragdo e

invasdo celular

Efeito da 2-DG isolada ou em combinacdo com
metiljasmonato ou coronatina na proliferagao,
viabilidade e toxicidade celular
Efeito da 2-DG isolada ou em combinacdo com

TRAIL na apoptose

Efeito da 2-DG isolada ou em combinacdo com
cisplatina e/ou meio EBSS (baixo nivel de

SK-Mel-28 glucose) na indugdo da apoptose

Efeito da 2-DG na proliferacdo, migracdo e

invasao celular

102



Potencial da 2-deoxy-D-glucose como agente terapéutico no tratamento do melanoma — Revisdo Sistematica

TABELA S6- LINHAS CELULARES DE MELANOMA HUMANO (CONTINUAGAO)

Células de

melanoma

C8161

A2058

MeWo

Fendmeno avaliado no estudo

Efeito da 2-DG isolada na inibicdo da glicdlise,
potencial mitocondrial e apoptose; Efeito da 2-

DG em combinacdo com TRAIL na apoptose

Efeito do knockdown no gene p53 na
resisténcia celular ao tratamento com 2-DG
sob hipoxia ou normoxia; Efeito do knockdown
no gene p53, com adicdo da enzima superoxido
dismutase sob hipoxia e CoCl; na viabilidade
celular ao tratamento com 2-DG
Efeito da 2-DG na viabilidade celular em células
com variantes celulares resistentes a ADI-

PEG20

Efeito da 2-DG isolada ou em combinacdo com
metiljasmonato ou coronatina na proliferacdo

e viabilidade celular

Efeito da 2-DG nos processos de reparacdo do

dano no DNA pds-irradiagdo

Efeito da 2-DG na inibicdo da glicdlise,
apoptose, autofagia, potencial mitocondrial,
paragem do ciclo celular e formacdo de ROS e
RNS, quando isolada ou em combinagdo com
pirimetamina, cisplatina, temozolomida ou

estaurosporina

Referéncia
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TABELA S6- LINHAS CELULARES DE MELANOMA HUMANO (CONTINUAGAO)

Células de
Fendmeno avaliado no estudo Referéncia
melanoma

Efeito do tetraacetato de 2-DG na
Colo 38 (12)
citotoxicidade e apoptose celular

Efeito da 2-DG nos processos de reparacdo do
Be-11 (10)
dano no DNA pds-irradiacdo
Efeito da 2-DG na inibicdo da glicdlise, stress do
RE/UPR e autofagia e citotoxicidade, quando
MDA-MB-435 isolada ou em combinacdo com manose ou 3- (13)
metiladenina; Efeito da 2-DG em meio
anaerdbio
Efeito da 2-DG na apoptose, potencial
mitocondrial e paragem do ciclo celular,
Mel-501 quando isolada ou em combinagdo com
cisplatina, estaurosporina ou pirimetamina
Efeito da 2-DG isolada ou em combinagdo com
CHL-1 cisplatina e/ou meio EBSS (baixo nivel de (7)
glucose) na indugdo da apoptose
Efeito da 2-DG na viabilidade celular em células
SK-Mel-2 com variantes celulares resistentes a ADI- (9)
PEG20
Efeito da 2-DG no stress do

G-361 (3)
reticulo endoplasmatico
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TABELA S6- LINHAS CELULARES DE MELANOMA HUMANO (CONTINUAGAO)

Efeito da 2-DG isolada na apoptose e
Mel-RM, MM200
viabilidade celular

Mel-RM, MM200,
1gR3, Mel-CV, Mel- (6)
FH, SK-Mel-110, Efeito da 2-DG isolada ou em combinagdo com
ME4405, TRAIL na indugdo da apoptose
Melanécitos

humanos HEMn-MP

Melandcitos Efeito da 2-DG isolada ou em combinagdo com o)
2

humanos normais TRAIL na inducdo da apoptose
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8.3 Linhas celulares de melanoma de ratinho e respetivos

fendmenos avaliados

TABELA S7- LINHAS CELULARES DE MELANOMA DE RATINHO

Células de Fenémeno avaliado no estudo
melanoma
Efeito da 2-DG isolada na apoptose quando isolada ou em
B16F10 combinacdo com Imiquimod in vitro; Efeito da 2-DG na
massa e volume tumoral isolada ou em combinagdo com

Imiquimod in vivo

Efeito da 2-DG no potencial mitocondrial, viabilidade

celular

Efeito da 2-DG na proliferacdo e migracao celular
guando isolada ou em combinacdo com cloxiquina
in vitro; Efeito da 2-DG no crescimento e metastase
tumoral quando isolada ou em combinagcdo com cloxiquina
in vivo
Efeito da 2-DG na inibicdo da glicdlise, formacdo de ROS,
B16FO potencial mitocondrial, viabilidade celular, citotoxicidade,
peroxidacdo lipidica, quando isolada ou em combinacdo
com NDI in vitro; Efeito da 2-DG na massa, volume tumoral

€ necrose in vivo

Referéncia

(14)

(17)
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