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Resumo

O melanoma é uma doenga mundial com incidéncia e mortalidade crescente,
representando a forma mais agressiva de cancro da pele, e sendo responsavel por 80%
das mortes atribuidas a todas as neoplasias cutaneas. A resisténcia adquirida pelos
doentes ao longo do tratamento constitui uma barreira ao sucesso da terapéutica,
suscitando assim a necessidade de identificacdo de novos farmacos e novas opcdes
terapéuticas. Além da potencial utilizagdgo da Metformina como farmaco
anticancerigeno, surgem cada vez mais evidéncias de que as Tiazolidinedionas (TZDs),
classe de farmacos antidiabéticos ligandos do recetor PPARy, Recetor ativado de
Proliferadores do Peroxisoma gama, podem ser igualmente eficazes para o tratamento
do melanoma.

Esta monografia apresenta uma revisao sistematica acerca da potencial utilizacdo
das TZDs nesta patologia, o seu mecanismo de acdo e vias envolvidas, e os resultados
terapéuticos observados, visando identificar novas perspetivas de tratamento. Para o seu
desenvolvimento, apds formulacdo da questdo de investigacao, foi elaborado o protocolo
de investigacdo com a definicdo dos termos de pesquisa (melanoma AND
thiazolidinediones; rosiglitazone; pioglitazone; troglitazone; ciglitazone) e bases de dados
(PubMed, Cochrane Library, Web of Science, B-on, ClinicalTrials.gov, RCAAP, e Open Grey)
a utilizar. Apds a pesquisa da literatura e selecdo dos estudos através da aplicagdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo, a recolha e sintese dos dados, e interpretacdo dos
resultados, incidiu sobre 24 estudos publicados entre 2002 e 2018.

Os resultados obtidos indicam que numa ampla variedade de células de
melanoma, tanto de humanos como de ratinhos, as TZDs parecem diminuir a proliferacdo
celular, induzir a apoptose, bem como a paragem do ciclo celular. Além disso, a regulacdo
dos niveis de MITF (Fator de transcricdo associado a microftalmia) pelas TZDs, fator
importante que regula a transcricao dos genes envolvidos na sintese de melanina, parece
estar implicada nos potenciais efeitos anticancerigenos. Deste modo, os resultados
obtidos nesta revisdo sistematica permitem sustentar a possibilidade da aplicacdo

terapéutica das TZDs no melanoma.
Palavras-chave: melanoma; Tiazolidinedionas; proliferacdo celular; apoptose;

paragem do ciclo celular
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Abstract

Melanoma is a worldwide disease with increasing incidence and mortality,
representing the most aggressive form of skin cancer, and accounting for 80% of deaths
attributed to all skin cancers. Resistance acquired by patients throughout treatment is a
barrier to successful therapy, thus raising the need for identification of new drugs and
new therapeutic options. In addition to the potential use of metformin as an anticancer
drug, there is increasing evidence that Thiazolidinediones (TZDs), a class of PPARy
(Peroxisome proliferator-activated receptor gama), receptor ligand antidiabetic drugs,
may be equally effective for treating melanoma.

This monograph presents a systematic review about the potential use of TZDs in
this pathology, their mechanism of action and pathways involved, and the therapeutic
results observed, aiming to identify new treatment perspectives. For its development,
after formulating the research question, the research protocol was elaborated with the
definition of the search terms (melanoma AND thiazolidinediones; rosiglitazone;
pioglitazone; troglitazone; ciglitazone) and databases (PubMed, Cochrane Library, Web
of Science, B-on, ClinicalTrials.gov, RCAAP, and Open Grey) to be used. After searching
the literature and selecting studies by applying the inclusion and exclusion criteria, data
collection and synthesis, and interpretation of results, focused on 24 studies published
between 2002 and 2018.

The results obtained indicate that in a wide variety of human and mouse
melanoma cells, TZDs appear to decrease cell proliferation, induce apoptosis as well as
cell cycle arrest. In addition, the regulation of MITF (microphtalmia-associated
transcription factor) levels by TZDs, an important factor regulating the transcription of
genes involved in melanin synthesis, appears to be implicated in potential anticancer
effects. Thus, the results obtained in this systematic review support the possibility of

therapeutic application of TZDs in melanoma.

Keywords: melanoma; Thiazolidinediones; cell proliferation; apoptosis; cell cycle arrest
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1. Introducao

1.1 Melanoma

O melanoma é uma doenca mundial que representa a forma mais agressiva de
cancro da pele e é responsavel por 80% das mortes atribuidas a todas as neoplasias
cutaneas. A sua incidéncia e mortalidade estdo em continuo aumento, sendo que em
2018, foram diagnosticados 287723 novos casos de melanoma em todo o Mundo (1).

Esta neoplasia resulta da transformacdo maligna dos melandcitos, células
responsaveis pela sintese de melanina, pigmento que confere a cor natural da pele, olhos
e cabelo (2- 3).

O seu surgimento ocorre frequentemente na pele, obtendo a designacdo de
melanoma cutdneo (10). No entanto, mais raramente, pode ocorrer transformacao
maligna dos melandcitos ndo cutaneos que revestem a camada coroide do olho, a
cavidade oral e nasal, o trato geniturinario ou gastrointestinal, o sistema respiratério ou
as meninges envolventes do sistema nervoso central (4,11-13).

Apesar de ser uma das neoplasias mais associadas a alteracdes genéticas, existem
variados fatores de risco predisponentes. A histéria familiar ou pessoal de melanoma, a
idade, a pigmentacgdo da pele, a existéncia de multiplos nevos melanociticos benignos ou
atipicos, a exposicdo a radiagcdo UV, a sensibilidade ao sol e a imunossupressdo
constituem os principais fatores de risco ao seu desenvolvimento (4, 14-17).

Esta neoplasia € mais frequente em homens do que em mulheres e a sua
incidéncia aumenta com a idade, facto que permite considerar o envelhecimento
populacional como um dos principais fatores de risco na atualidade (18).

O desenvolvimento do melanoma ocorre em 5 estadios: o estadio O em que nao
ha interacdo do melanoma com a corrente sanguinea estando restrito a epiderme; o
estadio | ou fase de crescimento radial, onde ocorre proliferacdo das células tumorais na
epiderme; o estadio Il ou fase de crescimento vertical, que envolve a invasdo da derme;
o estadio Ill, que corresponde a fase de metastizacdo para os nddulos linfaticos e o
estadio IV onde ocorre disseminacdo das metdastases para locais distantes (2).

Esta progressao para melanoma metastatico ocorre em cerca de 20% a 25% dos

casos e é responsavel por mais de 80% da mortalidade associada ao cancro da pele (3). A

1
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disseminacdo pode ocorrer para os nédulos linfaticos ou para os orgaos viscerais, sendo
incurdvel neste Ultimo caso e apresentando uma média de sobrevivéncia de
aproximadamente 6 a 12 meses (14,15).

De acordo com as suas caracteristicas histopatoldgicas, esta doenca cutanea é
dividida em diferentes subtipos: melanoma extensivo superficial, melanoma nodular,
melanoma acral lentiginoso e melanoma lentigo maligno. Existem ainda outras variantes

menos comuns como melanoma desmoplasico e melanoma nevaide (5).

Melanoma extensivo superficial

Representa o tipo mais comum de melanoma
cutaneo, abrangendo cerca de 70% dos melanomas. Pode
ocorrer em qualquer local do corpo, sendo mais comum nas
extremidades inferiores na mulher e no tronco nos homens,

tendo o seu pico de incidéncia entre os 40 e os 60 anos. O

seu desenvolvimento surge do crescimento de nevos pré- Figura 1.1 - Melanoma extensivo

i 2 - . ficial. (16
existentes e é caracterizado por multiplos pontos castanhos, superficial. (16)

assimétricos e de contorno irregular (Figura 1.1) (16,17).

Melanoma nodular

Representa o segundo tipo mais comum de
melanoma cutaneo (21,4%) e é caracterizado pelo seu rdpido
crescimento. Tem o seu pico de incidéncia na idade adulta e
ocorre frequentemente no tronco, cabegca e pescoco.

Geralmente ndo estd associado a pré-existéncia de nevos e é

caracterizado por glébulos individuais de cor variada e Figura1.2—Melanoma nodular.
(16)
contorno irregular (Figura 1.2) (17,18).
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Melanoma lentigo maligno

Ocorre frequentemente em idosos e estd associado
a exposicdo solar intermitente. Verifica-se principalmente
na face e no pescogo e em qualquer outra zona danificada
pela exposicdo solar. E caracterizado por foliculos
individuais assimétricos e hiperpigmentados (Figura 1.3)

(16,17,19).

Melanoma acral lentiginoso

Representa o tipo menos comum de melanoma
cutaneo (4%) e surge nas palmas das maos, pés e sobre a
placa ungueal. Tem o seu pico de incidéncia por volta dos
60 anos e é caracterizado por foliculos cinzentos

irregulares (Figura 1.4) (17,18).

Figura 1.3 - Melanoma lentigo
maligno. (16)

Figura 1.4 — Melanoma acral
lentiginoso. (16)
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1.2 Terapéutica atual no melanoma

O objetivo do tratamento inclui o controlo local da doenga e prevencdo, quando
possivel, da sua disseminacdo, sendo o diagndstico precoce e a cirurgia primaria fatores
determinantes (20). Atualmente, apenas o diagndstico nos estadios iniciais da doenca (I-
[ll) permite a sua ressecdo cirurgica e elevada probabilidade de cura. Apds a progressao
do melanoma ao estado metastatico, este apresenta um progndstico mais reservado,
sendo necessdrio considerar terapéuticas sistémicas quando existem metastases
inoperaveis, metdstases distantes ou numerosas lesdes ndo passiveis de cirurgia (20) (21).

Até 2011, as opgdes de tratamento para o melanoma em estado avangado
incluiam a quimioterapia com Dacarbazina e a imunoterapia com a Interleucina-2 e
Interferdao-alfa (IFN- a), sendo a sobrevivéncia dos doentes de apenas 9 meses (22) .

Ap0ds alguns avancos na investigacdo da gendmica do cancro, a terapéutica clinica
para o melanoma em estado avancado melhorou significativamente com o
desenvolvimento de inibidores de BRAF (Gene que codifica a proteina B-RAF), como o
Vemurafenib, Dabrafenib e Encorafenib, usados em monoterapia ou em combinacdo
com inibidores de MEK (Proteina envolvida na via de sinalizacdo MAPK), como o
Trametinib, Cobimetinib e Binimetinib, anticorpos dirigidos a linfécitos T citotdxicos (anti-
CTLA-4), como o Ipilimumab, anticorpos bloqueadores da proteina de morte celular 1
(anti-PD-1), como o Nivolumab e Pembrolizumab, e um virus herpes oncolitico
modificado (T-VEC) (22,23) . Os mecanismos de acao dos distintos farmacos encontram-

se esquematizados na Figura 1.5 e detalhados nas secgdes seguintes.



Tiazolidinedionas como estratégia terapéutica no melanoma: revisdo sistematica

o

° B

e ®,
®» Growth
factors

anti-PD-1 )
(Pembrolizumab, Nivolumab)

Outras vias de sinalizagdo:
por exemplo P13K/AKT

anti-CTLA-4 " ~

Célula de melanoma/ Célula

S ~ Translocagdio nuclea
apresentadora de antigénio

e expressdo do gene

(Ipilimumab)

Figura 1.5 - llustragdo esquematica dos mecanismos de agdao dos farmacos utilizados na terapéutica do
melanoma. (CTLA-4 — antigénio 4 associado ao linfdcito T citotdxico; PD-1 — recetor de morte programada
1; PD-L1 - Ligando de PD-1; RAS, BRAF, MEK e ERK sdo constituintes da via de sinalizagdo MAPK). Adaptado
de (24).

Na Tabela 1.1 encontram-se representadas as terapéuticas sistémicas atuais

aprovadas pela FDA e EMA para o tratamento do melanoma em estado avancgado.

Tabela 1.1 - Terapéuticas sistémicas para o melanoma em estado avangado. (CTLA-4 — antigene
associado a linfdcitos T citotdxicos; PD-1 — proteina de morte celular 1) Adaptado de (23).

Dacarbazina (DTIC)
Temozolamida
Carboplatina/cisplatina
Vincristina/vinblastina
Carmustina/Fotemustina
Paclitaxel/Docetaxel
Vemurafenib

Quimioterapia Citotdxicos

Inibidores BRAF (iBRAF) Dabrafenib

Encorafenib

Terapia dirigida a Trametinib
pequenas Inibidores MEK (iMEK) Cobimetinib
moléculas Binimetinib

Dabrafenib + Trametinib

iBRAF + iMEK

Vemurafenib + Cobimetinib
Encorafenib + Binimetinib

Imunoterapia

Inibidores CTLA-4

Ipilimumab

Inibidores PD-1

Nivolumab
Pembrolizumab

Imunoterapia combinada

Nivolumab + Ipilimumab

Outras terapéuticas

Administracdo de
citocinas

Interleucina-2
Interferdo alfa

Terapia viral oncolitica

Talimogene laherparepvec (T-VEC)
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1.2.1 Quimioterapia

Antes do desenvolvimento da terapéutica dirigida e imunoterapia, a
guimioterapia foi a base do tratamento do melanoma metastatico. Atualmente, pode ser
considerada como terapéutica de segunda e terceira linha em doentes com resisténcia a
imunoterapia e terapia dirigida (21).

Os agentes citotéxicos utilizados incluem a Dacarbazina (DTIC), Temozolamida,
Carboplatina, Cisplatina, Vincristina, Vinblastina, Carmustina, Fotemustina, Paclitaxel e
Docetaxel (21).

A Dacarbazina (DTIC) foi o primeiro farmaco aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) em 1975, e EMA (Agéncia Europeia do Medicamento) em 2002 para o
tratamento desta patologia, sendo ainda atualmente, considerado o farmaco de
referéncia (25,26). Este é um agente alquilante que necessita de ativacdo metabdlica,
sendo incapaz de passar a barreira Hematoencefalica (BHE) e por isso ineficaz nas
metdstases cerebrais(27). No entanto, embora as suas taxas de resposta ndo sejam muito
elevadas, ndo excedendo os 12%, continua o ser Unico citotdxico aprovado para o
tratamento de doentes com melanoma maligno metastatico (21).

Varios estudos foram ja realizados envolvendo a combinacdo de agentes, com o
objetivo de tentar aumentar a eficacia da Dacarbazina, incluindo quimioterapia e
imunoterapia (IFN e IL-2), mas ndo revelando resultados satisfatorios (28).

A Temozolomida, um analogo da Dacarbazina, é igualmente um agente alquilante
mas apesar de atravessar a BHE ndo demonstra melhores taxas de resposta e
sobrevivéncia da doenca relativamente a DTIC (25).

Outros agentes citotdxicos como os alcaldides da vinca (Vincristina e Vinblastina),
taxanos (Pacilitaxel e Docetaxel), nitrosoureias (Carmustina, Lomustina e Fotemustina) e
analogos de platina (Cisplatina e Carboplatina) ndo apresentaram melhores resultados
para o tratamento do melanoma em estadio IV, quando comparados a monoterapia com
Dacarbazina (25,29,30). Um dos problemas associados aos agentes anticancerigenos
prende-se com o facto de estes atuarem tanto nas células malignas como nas células sas,

traduzindo-se numa toxicidade elevada para o doente (25).
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1.2.2 Terapéutica dirigida a pequenas moléculas

Um dos principais objetivos das investigacdes na terapéutica do melanoma é
identificar alvos moleculares para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento
(31).

Avia de sinalizacdo MAPK (Proteina cinase ativada por mitdgenio), esquematizada
na Figura 1.6, constitui um importante regulador do crescimento e proliferacado celular,
sendo a existéncia de mutacdes nesta via a base da génese da maioria dos melanomas.
Deste modo, farmacos direcionados a inibicdo desta via constituem importantes

estratégias terapéuticas (32,33).

Mecanismo de acdo:

Ligandos extracelulares ligam-se a recetores especificos associados a membrana.
O recrutamento e ativacdo de GTPase RAS (Guanosina trifosfatase) resulta numa cascata
de eventos de fosforilacdo envolvendo as serina-treonina-cinases RAF que leva a ativacdo
do seu substrato ERK (Cinase regulada por sinal extracelular). Esta ativacdo constitutiva

garante a proliferacdo das células cancerigenas e fuga da apoptose (32,33).

A . Ligandos Extracelulares

Inibidores BRAF

Inibidores MEK

Figura 1.6 - Representacdo esquematica da via de sinalizagdo MAPK -~ (ERK — Cinase regulada por
sinalizagdo extracelular; GTPase — Guanosina trifosfatase; RAS, BRAF, MEK e ERK sdo constituintes da via
de sinalizagdo MAPK. Adaptado de (34).



Tiazolidinedionas como estratégia terapéutica no melanoma: revisdo sistematica

1.2.2.1 Inibidores BRAF (iBRAF)

A terapéutica direcionada a proteina BRAF surgiu com a descoberta de que
aproximadamente 50% dos melanomas expressam mutagdes nesta proteina, um
componente da via de sinalizagdo MAPK (Figura 1.6), resultando na sua ativacdo
constitutiva e consequente proliferacdo desregulada, contribuindo para o crescimento
do tumor. A mutacdo mais comum é a BRAFV600E, que consiste numa substituicdo de
valina por 4cido glutamico no coddo 600 e é responsdvel por aproximadamente 90% das
mutacdes BRAF (15,35,36).

Outras mutacBes nesta proteina consistem em substituicdes de aminoacidos na
mesma posicdo, como BRAFV600K (valina pela lisina), BRAFV600D (valina por acido
aspartico) ou BRAFV600R (valina por arginina) e resultam igualmente na ativacao
constitutiva da via MAPK e consequente proliferacdo desregulada (37).

O Vemurafenib surge como o primeiro inibidor BRAF aprovado pela FDA (2011) e
EMA (2012), seguido do Dabrafenib [FDA e EMA (2013)] e mais recentemente o
Encorafenib em combinacdo com Binimetinib (inibidor de MEK) para o melanoma
metastatico [FDA e EMA (2018)] (38—-40).

No entanto, verificou-se nalguns casos que apds semanas de tratamento os
doentes desenvolvem resisténcia a terapéutica com estes inibidores, possibilitando a
recaida e o crescimento metastatico. Deste modo, foi proposta a combinacdo terapéutica

com inibidores MEK (41,42) .

1.2.2.2 Inibidores MEK (iMEK)

Com a descoberta da importancia da via celular MAPK para o crescimento,
diferenciacdo, migracdo e apoptose das células e, sendo BRAF e MEK, proteinas
consecutivas nesta via (Figura 1.6), o desenvolvimento de inibidores MEK tornou-se uma
prioridade (34). O Trametinib foi o primeiro a ser aprovado [FDA (2013) e EMA (2014)]
para o melanoma metastatico com a mutacdo BRAFV600E ou BRAFV600K, em

monoterapia ou combinacdo com Dabrafenib (15,37,38).
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O Cobimetinib [EMA (2015)] e Binimetinib [EMA (2018)] foram aprovados para o
melanoma avangado em combinacdo com Vemurafenib e Encorafenib (inibidores de

BRAF), respetivamente (43,44).

1.2.2.3 Resisténcia a terapéutica

Embora o desenvolvimento de inibidores BRAF tenha sido um importante avancgo
no tratamento do melanoma, o desenvolvimento de resisténcias continua a ser uma
limitacdo a sua utilizacdo na terapéutica (29, 45).

A resisténcia ao tratamento pode ser intrinseca, em que os doentes ndo
respondem a terapia desde o inicio, ou adquirida, em que os doentes respondem
inicialmente a terapéutica mas durante o tratamento observam regressdo nos resultados.
Embora a resisténcia intrinseca aos inibidores de BRAF seja rara e ocorra em menos de
10% dos pacientes com melanoma BRAFV600E, a resisténcia adquirida é quase universal,
sendo que embora a maioria dos doentes alcance alguma redugdo no tamanho do tumor,
aproximadamente 90% demonstram a regressao da doenga nos 12 meses apds o inicio
do tratamento (46)(47).

Assim, embora quase todos os doentes tenham alguma regressao inicial do tumor
com o tratamento de inibidores BRAF e uma rapida melhoria nos sintomas, grande parte
desenvolve resisténcia durante o primeiro ano da terapéutica, sendo o controlo da
doenca raro além dos 2 anos (46).

A resisténcia aos inibidores de MEK é igualmente documentada em ensaios
clinicos, sendo que aproximadamente 70% dos doentes com melanoma metastatico com
mutacdo BRAF tiveram progressdao da doenca dentro de um ano apds o inicio da
monoterapia com Trametinibe (46).

O facto de mais de 80% dos doentes que apresentam falha na terapéutica com os
inibidores BRAF ndo responderem igualmente aos inibidores MEK, sugere a hipdtese de
mecanismos de resisténcia cruzada ou o rapido surgimento de mecanismos de resisténcia
adicionais provenientes de mudancas bruscas entre estas classes de farmacos (48).

Estudos tém vindo a ser realizados para explicar quais 0os mecanismos
responsaveis por esta resisténcia, observando-se que a reativacdo da via MAPK ocorre

entre 70%-80% dos melanomas que regrediram no tratamento (47)(49).
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Algumas variantes genéticas no gene BRAF mutado, verificadas entre 8% e 30%
dos casos de resisténcia, diminuem a afinidade pelos inibidores BRAF, desencadeando
consequentemente a ativacdo de ERK, mesmo na presenca de iBRAF ou iMEK (50,51).

Foi também demonstrado que as células cancerigenas podem ativar qualquer
uma das 3 isoformas de BRAF, contribuindo para a ativagao da via de sinalizacdo MAPK
(47,52).

MutagBes que ativam MEK1 e MEK2 (Proteinas envolvida na via de sinalizacdo
MAPK) de modo independente de BRAF, verificadas em 7% dos melanomas resistentes a
iBRAF ou a reativacdo de PI3K (Fosfatidilinositol 3-cinase), podem igualmente conferir

resisténcia adquirida a terapéutica (47).

1.2.2.4 Combinagado terapéutica de inibidores BRAF e MEK

Dados sugeriram que alguma da resisténcia associada a inibicdo do BRAF pode ser
atenuada através da conjugacdo com um inibidor de MEK, atrasando o inicio da
resisténcia ao tratamento e aumentando a morte celular, garantindo uma maior eficacia
terapéutica comparativamente a monoterapia com iBRAF (42,53,54).

Foram aprovadas pela FDA e EMA 3 combinacgdes terapéuticas com iBRAF e iIMEK
para o melanoma metastatico com as mutacdes BRAFV600E e BRAFV600K: Dabrafenib e
Trametinib (aprovada pela FDA 2013 e EMA em 2014); Vemurafenib e Cobimetinib
(aprovada pela FDA e EMA em 2015); Encorafenib e Binimetinib (aprovada pela FDA e
EMA em 2018) (55,56).

Num estudo realizado em linhas celulares de melanoma, verificou-se que o
tratamento prolongado com Vemurafenib (inibidor de BRAF) levou a recuperacdo da
sinalizacdo de ERK e consequente reativacdo da via MAPK. No entanto, com a adicdo de
um inibidor da MEK houve um decréscimo significativo no crescimento do melanoma e

um aumento de PFS (Sobrevivéncia livre de progressao) (52).
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1.2.3 Imunoterapia

Além da resisténcia a terapéutica, as células do melanoma tém a capacidade de
escapar a resposta imunitdria, sendo necessario investir em terapéuticas que ativem o
sistema imunitario para induzir a morte das células cancerigenas (57).

A resposta imunitaria é essencial no tratamento de qualquer tipo de cancro, pelo
gue deficiéncias no sistema imunitario estdo associadas a uma maior incidéncia da
doenca (58).

A aplicacdo de imunoterapia baseia-se na estimulacdo ou supressdo do sistema
imunitario de modo a favorecer a eliminacdo de células cancerigenas e consequente
regressdo do tamanho do tumor. As abordagens a este tratamento consistem na inibicdo
de CTLA-4 (Antigénio 4 associado ao linfocito T citotéxico) e PD-1 (Recetor de morte

programada 1) expressas pelos linfécitos (58).

1.2.3.1 Inibidores do Antigene de linfécito T-citotdxico-4 (CTLA-4)

O antigene linfécito T-citotdxico-4 (CTLA-4) é uma glicoproteina expressa nas
células T que através da ligacdo ao CD80/86 em células apresentadoras de antigenes,
diminui a expressao das células T impedindo o surgimento de uma resposta imunitaria
(59,60).

O Ipilimumab, aprovado em 2011 pela FDA e EMA, é um anticorpo monoclonal
gue atua no blogueio dessa expressao. Através da ligacdo a CTLA-4, inibe a sua atividade
promovendo a ativacdo e proliferacdo das células T e consequente eliminagdo das células
cancerigenas(38,58,59,61). Este anticorpo foi aprovado para o tratamento do melanoma
metastatico em adultos e criancas com idade superior a 12 anos e como terapéutica

adjuvante para o melanoma em estadio 11 (38, 59).

1.2.3.2 Inibidores de PD-1

O recetor de morte programada PD-1 é responsavel pela regulacdo do sistema
imunoldgico e é expresso e ativado nas células T (62). Este, através da sua ligacdo ao

ligando do PD-1 (PD-L1) presente nas células cancerigenas, impede o surgimento de uma
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resposta imunitaria antitumoral. Deste modo, inibidores de PD-1 vdo atuar no bloqueio
da interacdo entre PD-1 e PD-L1, despertando a funcdo citotdxica das células T e
causando uma resposta do sistema imunitario (58).

Os anticorpos monoclonais Nivolumab, aprovado pela FDA e EMA em 2015 e o
Pembrolizumab, aprovado pela FDA em 2014 e pela EMA em 2015, sao exemplos desses
inibidores de PD-1 e sdo utilizados para o tratamento do melanoma metastatico (62-65).

A FDA e EMA aprovaram em 2018, a combinacdo de Nivolumab (anti-PD-1) e
Ipilimumab (anti CTLA-4) como terapéutica de primeira linha no melanoma avancado

BRAF-negativo (42,63).

1.2.4 Administragdo de citocinas

1.2.4.1 Interleucina 2 (IL-2)

A Interleucina 2 (IL-2) foi aprovada pela FDA em 1998, e pela EMA em 2002, para
o tratamento do melanoma metastatico (22). Esta € uma glicoproteina que estimula a
proliferacdo e atividade das células T citotoxicas e T reguladoras, causando assim uma
resposta antitumoral (22,40,66).

A sua administracdo é recomendada como terapéutica de primeira linha no
melanoma em estadio IV independente da existéncia de mutacdo BRAF e como

terapéutica de segunda linha em doentes com a mutacgdo (67).

1.2.4.2 Interferdo-alfa (IFN-a)

Interferdo-alfa (IFN-a) é uma proteina antriproliferativa, antiangiogénica e pro-
apoptotica. Esta promove uma mudanca na célula T Helper, aumentando a citotoxicidade
contra as células tumorais (68).

IFN-a atua melhorando a resposta das células dendriticas ao tumor e regulando a
apresentacdo dos antigénios as células T, contribuindo assim para a imunidade
antitumoral (69-71). Foi aprovado pela FDA em 1995 e pela EMA em 2000 como

terapéutica adjuvante em doentes com melanoma tratados cirurgicamente (42,72,73).
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1.2.5 Terapia viral oncolitica

1.2.5.1 Talimogene laherparepvec (T-VEC)

O virus de herpes modificado (T-VEC) é um dos agentes mais recentemente
aprovado pela FDA e EMA (2015) para o tratamento do melanoma metastatico. O
Talimogene laherparepvec (T-VEC) é um virus oncolitico pertencente a classe do virus
herpes simplex do tipo | (VHS-1), injetado diretamente nas metdstases cutaneas que
conduz ao aumento da apresentacdo dos antigénios aos macrofagos, destruindo
seletivamente as células malignas e exercendo efeitos minimos nas células normais (72).

Deste modo, o objetivo deste virus é induzir o reconhecimento das células T do

tumor infetado e desencadear uma resposta do sistema imunitario (73,74).
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1.3 Antidiabéticos orais no tratamento do melanoma

A Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma patologia mundial crescente, afetando
milhdes de pessoas em todo o mundo (75).

Devido a sua eficacia comprovada, e alto nivel de tolerancia, a Metformina é o
farmaco de 12 linha no tratamento da DM2, sendo desde a sua aprovagao em 1958 pela
EMA e 1990 pela FDA o farmaco mais prescrito para esta patologia (38, 76).

Evidéncias emergentes de estudos retrospetivos a doentes diabéticos e estudos
pré-clinicos usando células cancerigenas, demonstraram que os antidiabéticos orais,
Metformina e Fenformina (Biguanidas), além da sua acdo na reducdo da producdo
hepatica de glucose também possuem atividade antitumoral (77).

Além disso, estudos retrospetivos realizados em doentes diabéticos tratados com
Metformina, demonstraram a reducdo de incidéncia de cancro face a terapéutica com

outro antidiabético (78).

1.3.1 Mecanismo de a¢do da Metformina

Estudos in vivo demonstraram a eficacia da Metformina na inducdo de efeitos
antitumorais nas células cancerigenas por 2 mecanismos: o efeito direto e o efeito

indireto da sua acdo (79).
Efeito indireto

Em doentes diabéticos, a Metformina inibe a gluconeogénese no figado e
aumenta a captacdo de glucose nas células do musculo-esquelético, diminuindo assim os
niveis de glucose e insulina em circulagdo. Uma vez que a insulina atua como fator de
crescimento nas células cancerigenas, esta diminuicdo conduz a inibicdo do crescimento

tumoral (80).
Efeito direto

Os efeitos diretos da Metformina podem ser obtidos por via dependente ou

independente da AMPK (proteina cinase ativada por AMP) (81,82).
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Geralmente, a Metformina provoca a inibicdo do complexo 1 da rapamicina
(mTORC1), que é um complexo proteico composto por cinco proteinas frequentemente
ativado nas células cancerigenas. mTORC1 é essencial para o crescimento celular uma
vez que atua na regulacdo da sintese proteica (81,82).

A Metformina atua principalmente na mitocondria, onde inibe o complexo | da
cadeia respiratéria mitocondrial, interrompendo a produgdo de ATP (Adenosina
Trifosfato) na célula e induzindo a ativacdo de AMPK (83). Quando ocorre a ativacdo de
AMPK ¢é inibida a expressdao de mTOR, através da ativacdo TSC1 e TSC2 (Proteinas 1 e 2
de Esclerose Tuberosa), que induzem a desregulacdo da sintese proteica, inibindo assim
a proliferacdo celular das células cancerigenas. AMPK pode ainda inibir RAPTOR (Proteina
reguladora associada a mTOR), um regulador positivo de mTOR (84).

AMPK pode também fosforilar diretamente p53 (Gene supressor de tumor),
aumentando a expressdao de p21 (Proteina reguladora do ciclo celular) e induzindo a
paragem do ciclo celular (85). A inibicdo do fator EF2 (Fator de elongacdo 2) pela AMPK
também contribui para a diminuicdo da sintese proteica (86).

Além deste mecanismo, a Metformina pode inibir o complexo mTORC1 por
efeitos independentes da AMPK (87). Assim, a Metformina pode inibir diretamente o
Ragulator (Regulador da sinalizacdo celular), a proteina GTPase (Guanosina trifosfatase )
e RAG (Gene ativador de recombinacdo), levando a inibicdo de mTORC1 (88).

A inibicdo de mTORC1 conduz assim a ativacdo de mecanismos que levam a
autofagia e apoptose celular (88).

Na Figura 1.7 encontram-se representados os mecanismos de acdo direta e

indireta da Metformina nas células cancerigenas (77).
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Figura 1.7 - Mecanismos de a¢do direta e indireta da metformina nas células cancerigenas. (p53: proteina
supressora de tumor; p21: proteina reguladora do ciclo celular; EF2: fator de elongacdo da transcrigcdo;
TSC1/2: genes supressores de tumor; RHEB: proteina de ligacdo GTP; RAG: gene ativador recombinante;
GTPase: enzimas que se ligam a GTP; Ragulator: regulador da sinalizagdo lisossomica; REDD1: regulador
negativo mTOR). Adaptado de (76).

Estes dados sugerem assim que a Metformina além da sua aplicacdo terapéutica

na DM2 (Diabetes mellitus tipo 2), podera também atuar no melanoma (78,89-91).
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1.4 Mecanismo de ac¢do das Tiazolidinedionas

As Tiazolidinedionas (TZDs) sdo uma classe de antidiabéticos orais que melhoram
o controlo glicémico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (92).

Dentro desta classe encontram-se a Troglitazona, Rosiglitazona, Pioglitazona e
Ciglitazona. Atualmente, a Unica TZD aprovada para o tratamento de DM2 pela FDA e
EMA é a Pioglitazona, sendo que as restantes foram revogadas devido aos seus efeitos
hepatotdxicos e cardiovasculares (93-96).

As TZDs sdo agonistas especificos de PPARy, membro da familia dos PPARs
(Peroxisome proliferator-activated receptor), que sdo fatores de transcricdo,
pertencentes a familia dos recetores nucleares. Estes apresentam um padrdo distinto de
distribuicdo e sdo expressos em varios tecidos, incluindo as células melanociticas, tanto
nos tumores benignos como malignos, e compreendem trés subtipos com funcdes
distintas: PPARa, PPARy e PPAR B/ 6 (97-103).

PPARa é maioritariamente expresso no figado, coracdo, musculo-esquelético,
rins, e estd implicado na regulacdo dos genes envolvidos na oxidag¢do de acidos gordos e
metabolismo de lipoproteinas. Este atua na regulacdo da homeostase exercendo uma
importante funcdo no desenvolvimento da barreira cutdnea. PPAR B/ 6 tem expressdo
ubiqua e é o isétopo mais predominante na pele, atuando na regulacao do metabolismo
dos acidos gordos (99). PPARy existe em duas isoformas (PPARy1l e PPARy2), sendo
PPARy1 expresso no figado, tecido adiposo, queratinécitos e células inflamatdrias
incluindo macrofagos, linfécitos e células dendriticas; PPARy2 é expresso principalmente
nos adipdcitos provocando a sensibilizacdo a insulina, aumentando o metabolismo da
glucose e contribuindo para a diferenciacdo dos adipdcitos (100,102,104).

As TZDs apresentam uma elevada afinidade para o recetor PPARy, que induz a
regulacdo positiva de genes especificos que diminuem a resisténcia a insulina,
inflamacdo, angiogénese induzida por VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) e
diferenciacdo dos adipdcitos (105,106).

O efeito antidiabético das TZDs resulta da sensibilizacdo dos tecidos-alvo, como
os adipdcitos, a acdo da insulina (107,108).

Nos adipécitos, quando ha a acdo de uma Tiazolidinediona, o PPARy heterodimiza

com o recetor retinoide X (RXR), dando-se uma alteracdo conformacional no
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heterodimero, promovendo a ligacdo do complexo PPARy-RXR ao elemento de resposta
do proliferador do peroxissoma (PPRE). Este consiste em sequéncias de DNA presentes
em regides reguladoras da expressdo de genes que controlam a proliferacdo,
diferenciacdo, apoptose e angiogénese (109-114). Estes PPREs encontram-se também
em genes envolvidos no metabolismo lipidico. Deste modo, as TZDs aumentam a
expressdo de genes sensiveis a insulina, como os que codificam a lipoproteina lipase (LPL),
a proteina transportadora de acidos gordos (FATP), a proteina de ligacdo dos acidos
gordos aos adipdcitos (aP2), acyl-CoA synthase (ACS), malato desidrogenase (MDH) e o
transportador de glucose GLUT4. Como consequéncia, ocorre o aumento da absorg¢do de

lipidos e a lipogénese, contribuindo para a sensibilizacdo a insulina (Figura 1.8) (115).

"

Captacio da I
glucose

Tiazolidinediona

Lipoproteina
lipase

PPARy-RXR

PPRE Acumulagio
Transcriglo de genes: de lipidos

LPL: FATF; aPZ; acyl co
synthetase; malic
enryme; GLUTA

| Adipdoite
e -

Figura 1.8 — Representacdo esquematica do mecanismo de agdo das TZDs nos adipdcitos:
(PPRE: elemento de resposta a PPARy; RXR —recetor retinoide X). Adaptado de (116).

Além de provocarem esta redugdo da resisténcia a insulina, as TZDs também
auxiliam significativamente na reducdo da producdo de glucose hepatica e no aumento
da utilizacdo periférica da glucose. Estas promovem a absorcdo de acidos gordos e o seu
armazenamento no tecido adiposo, resultando assim na diminuicdo da sua acumulagado

nos tecidos nao-adiposos como o figado, musculo e pancreas (Tabela 1.2) (117).
Tabela 1.2 - A¢do das TZDs no tecido adiposo, musculo-esquelético e figado. Adaptado de (118).

Acgdo das Tiazolidinedionas

Tecido adiposo Musculo-esquelético Figado
N Captagdo da glucose = 1 Captagdo da glucose { Gliconeogénese
NCaptagéo de dcidos gordos = MNGlicdlise J Glicogendlise
MLipogénese = M Oxidagdo da glucose N Captagdo da glucose
NOxidagdo da glucose = 1 Glicogénese N Lipogénese
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1.5 Tiazolidinedionas no melanoma

Estudos demonstraram que a ativacdo de PPARy exerce efeitos na regulacdo da
diferenciacdo, inibicdo da proliferacdo celular, e inducdo da apoptose numa variedade de
células cancerigenas (97,119-121). Além disso, os ligandos de PPARy sdo potentes
inibidores da angiogénese do tumor, o processo que conduz a formacdo de novos vasos
sanguineos, que constituem um pré-requisito para o crescimento, invasdo e metdastase
do tumor (122-125).

Deste modo, além do tratamento para a Diabetes mellitus tipo 2, as TZDs,
agonistas dos recetores PPARy, poderdo constituir uma opc¢do terapéutica para o
tratamento do melanoma. Esta classe de farmacos tem vindo assim a ser estudada devido
ao seu potencial papel como agente anticancerigeno, sendo que ja foram demonstrados
in vitro e in vivo promissores efeitos citostaticos contra as células cancerigenas
(119,126,127).

Apesar dos mecanismos associados a agao das TZDs no melanoma ainda nao
estarem bem esclarecidos, visdes emergentes sugerem que alguns efeitos antitumorais
sdo total ou parcialmente dependentes de PPARy, enquanto outros sdo independentes
da sua ativacdo (128).

A Figura 1.9 ilustra as vias influenciadas pela ativagdao de PPARy por TZDs,
resultando na regulagdo negativa da migracdo, proliferacdo, inflamacdo, invasdo e na

regulacdo positiva da apoptose (129).
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Figura 1.9 - Efeito das TZDs na apoptose, migragao, invasao, proliferagao celular e inflamacao.
Bax e p53 reagem de maneira semelhante, tal como p27 e p21; ciclina E representa ciclina D1,
ciclina B1, CDK2 e CDK4. (EGF: recetor do fator de crescimento epitelial; PPRE: elemento
responsivo ao PPARYy; E-cad: S-catenin, Cytok: citocinas). Adaptado de (130).

Quando se da a agao da TZD sobre a célula é promovida a ligagdo do complexo
PPARy-RXR ao respetivo elemento de resposta (PPRE), iniciando-se a transcricdo de
determinados genes. A ativacdo da transcricdo pode resultar na diminuicdo da
proliferacdo, migracdo, inflamacdo e aumento da diferenciacdo e apoptose. Os efeitos
inflamatorios sdo geralmente mediados pela transrepressao de genes implicados nas vias
pro-inflamatdrias (129).

As TZDs podem aumentar os niveis de inibidores da cinase dependente das
ciclinas, como p21 e p27, interrompendo assim a progressao do ciclo celular (131).

Deste modo, as Tiazolidinedionas, além de melhorarem a sensibilidade das células
a insulina e estimularem a diferenciacdo de adipdcitos na DM2, também regulam
importantes funcdes celulares da pele, incluindo a proliferacdo e diferenciacdo celular,
bem como a resposta inflamatéria, através da diminuicdo da producdo de citocinas (92).
Estas funcdes sugerem assim que as TZDs podem constituir possiveis op¢des terapéuticas
numa ampla variedade de doencas de pele, incluindo ndo sé o melanoma cutaneo mas

também doencas inflamatdrias como a psoriase e a dermatite atdpica(92).
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2. Objetivos

Esta monografia tem como objetivo a elaboracdo de uma revisdo sistematica
acerca da potencial utilizacdo de farmacos antidiabéticos orais no tratamento do
melanoma, evidenciando a possivel aplicagao das Tiazolidinedionas nesta patologia, o seu
mecanismo de acdo, vias envolvidas e resultados terapéuticos observados, visando

identificar novas perspetivas de tratamento.

3. Métodos

Esta revisdo sistematica trata-se de uma investigacdo cientifica, constituida por
uma sintese de estudos relevantes publicados como resposta a uma questdo de
investigacdo. Para que seja possivel uma avaliagdo rigorosa e imparcial da literatura, esta

segue uma metodologia especifica.

3.1 Formulagdo da questdo de investiga¢do

A formulacdo da questdo de investigacdo é o primeiro passo no desenvolvimento
de uma revisdo sistematica. Foi utilizada a metodologia PICO de modo a estruturar a

questdo e definir explicitamente a orientacdo da revisdo (Tabela 3.1).

Tabela 3.1- Estruturagdo da questdo de investigacdo através da aplicagdo da metodologia PICO.

P Population Linhas celulares de melanoma humano e de ratinho;
pacientes.

| Intervention Tratamento com antidiabéticos orais (Tiazolidinedionas).

C Comparasion Eficacia relativamente a terapéutica atual do melanoma;

comparacao com os controlos ndo tratados (células).
9) Outcome Sucesso  no  tratamento do melanoma; acgdo

anticancerigena.

A questdo principal desta revisdo sistematica foi: “Qual a eficacia da aplicacdo das
Tiazolidinedionas na terapéutica do melanoma e quais 0s mecanismos de acdo

implicados?”
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3.2 Elaboragdo do protocolo de investigacao

3.2.1 Defini¢dao dos termos de pesquisa e bases de dados

Para a selecdo dos artigos cientificos as fontes de informacdo utilizadas foram o
PubMed/Medline, Cochrane Library, Web of Science, B-on (Biblioteca do conhecimento
online) e Scielo (Tabela 3.1). Como fonte para os ensaios clinicos recorreu-se a base de
dados ClinicalTrials.gov. Foi considerada ainda a grey literature obtida a partir da consulta
dos repositérios cientificos RCAAP (Repositorio Cientifico de Acesso Aberto em Portugal)
e Open Grey. A grey literature considera relatérios técnicos ou de pesquisa, artigos de
conferéncias, teses e dissertacdes académicas, ensaios clinicos em progresso e algumas
publicacdes oficiais.

Os termos de pesquisa utilizados foram melanoma AND thiazolidinediones;
melanoma AND rosiglitazone; melanoma AND pioglitazone, melanoma AND troglitazone
e melanoma AND ciglitazone.

Tabela 3.2 - Bases de dados utilizadas na sele¢do dos estudos.

Bases de dados Link/Website Tipo de dados

Artigos cientificos
Artigos de revisao
Artigos de investigacdo em
biomedicina
Artigos de investigacdo em
medicina e outras especialidades
de saude
Artigos cientificos
Artigos de revisdo

Web of Science www.webofknowledge.com

PubMed/Medline  www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed

Cochrane Library www.cochranelibrary.com

B-on (Bilioteca do

conhecimento www.b-on.pt

online) Portais
Catélogos

Scielo www.scielo.org Artigos cientificos
Clinical trials ClinicalTrials.gov Ensaios clinicos

RCAAP Informacao cientifica ndo
(Repositério www.rcaap.pt publicada em revistas cientificas
Cientifico de

Acesso Aberto em
Portugal)
Relatorios técnicos ou de pesquisa

Open Grey WwWw.opengrey.eu Dissertagdes

Artigos de conferéncias
Ensaios clinicos em progresso
Publica¢des oficiais
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3.2.2 Critérios de inclusdo e exclusdo

Foram considerados os estudos publicados a partir de 2002 publicados em Inglés
e Portugués, realizados em humanos e animais, incluindo os trabalhos realizados em
culturas celulares. Foram excluidos estudos de revisdo e artigos originais cujo acesso
completo a sua leitura ndo fosse permitido. Foram igualmente excluidos artigos que, apds
a leitura do seu resumo, se tenham revelado irrelevantes para o tema da atual revisdo,

devido a ndo inclusao dos termos de pesquisa.

3.2.3 Pesquisa da literatura

A pesquisa da literatura foi realizada entre 10 e 14 de agosto de 2019, nas bases
de dados selecionadas, utilizando os termos de pesquisa em Inglés e Portugués.

3.2.4 Selegdo dos Estudos

Apds a realizacdo da pesquisa os estudos com relevancia para a revisdo

pretendida foram selecionados através da execuc¢do das seguintes etapas:

/ 1. Remocdo dos duplicados; \

2. Avaliacdo dos titulos e resumos, e posterior remogdo dos documentos

irrelevantes;

3. Obtencdo dos textos integrais de todos os artigos potencialmente
relevantes;

4. Avaliagdo da presenca dos critérios de inclusdo nos artigos selecionados;

5. Organizagdo dos estudos selecionados num programa de gestao de

\ referéncias.
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3.2.5 Extracdo e sintese dos dados

Apds a identificacdo de todos os estudos relevantes os dados foram reunidos e
tratados. Realizou-se a andlise descritiva de cada estudo, evidenciando informacdo
detalhada como o ano de publicacdo, autor, dimensdo e tipo de amostra, os métodos
utilizados e os resultados obtidos. Na Figura 3.1 encontra-se esquematizado o processo
da metodologia.

P e e e e e e e e T e el e e e e e e e e e T T T R

| Questdo de investigacdo: Qual a eficicia da aplicagdo de Tiazolidinedionas na terapéutica do
1
1 melanoma e quais os mecanismos de agdo implicados?

7 Metodologia: \

{Bases de dados: PubMed/Medline; Cochrane Library; Web of Science; B-on (Biblioteca do conhecimento ‘
online); Scielo; Clinicaltrials; RCAAP (Repositdrio Cientifico de Acesso Aberto em Portugal); Open Grey

Termos de pesquisa: melanoma AND thiazolidinediones; melanoma AND rosiglitazone; melanoma AND I
pioglitazone, melanoma AND troglitazone; melanoma AND ciglitazone. I

Critérios de inclusdo:

I e  Estudos publicados a partir de 2002 em Inglés e Portugués; I
e  Estudos realizados em humanos e animais, incluindo os trabalhos realizados em culturas I

I celulares;
I e  Artigos originais cujo acesso completo a sua leitura fosse permitido. I
Critérios de exclus3o: ,

\ e Artigos de revisdo;
\ e Artigos que, apds a leitura do seu resumo, se tenham revelado irrelevantes. /

———|. — — —

Pesquisa e sele¢do dos Estudos

Aplicagdo dos critérios de inclusdo/exclusdo

Recolha de informagdo em tabelas com:

e Ano de publicacdo

e Autor

e Dimensdo e tipo de amostra
e  Meétodos utilizados

e Resultados obtidos

Figura 3.1 — Resumo do processo da metodologia.
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4. Resultados

Da pesquisa efetuada obteve-se um total de 112 resultados em Inglés, em todas
as bases de dados consultadas, ndo tendo sido obtidas quaisquer publicacdes em

Portugués (Tabela 4.1).

Tabela 4.1- Estudos encontrados nas bases de dados selecionadas.

Base de dados N2 de estudos encontrados
Web of Science 58
PubMed/Medline 46
Cochrane Library
B-on
Clinical trials
Scielo
RCAAP
Open Grey

O O O Fr W Wum

Total =112

4.1 Selecdo dos estudos

De entre os estudos obtidos, alguns apresentavam-se em duplicado nas

diferentes bases de dados. Na Tabela 4.2 encontram-se detalhados os resultados

sobrepostos.
Tabela 4.2- Nimero de estudos sobrepostos em cada base de dados.
Web of PubMed/ Cochrane B-on Clinical
Science MedLine Library trials

Web of Science 58 35 2 1 0
PubMed/MedLine 35 46 2 1 0
Cochrane Library 2 2 5 0 1
B-on 1 1 0 3 0
Clinical trials 0 0 1 0 1
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Apos remocado de 39 artigos que estavam em duplicado nas diferentes bases de
dados, a aplicagdo dos critérios de exclusdo levou a eliminacdo de 49 publicacdes, de
entre as quais, 11 tratavam-se de artigos de revisao, 34 foram excluidos por serem temas
irrelevantes para a tematica, 3 ndo foi possivel o seu acesso na integra, e 1 por ser um

ensaio clinico ainda sem resultados (Figura 4.1).

Publicagdes identificadas nas fontes de pesquisa selecionadas

(n=112)

Remocdo dos duplicados (n=39)

'

Exclusdo de artigos de revisdo (n=11)

Identificagao das
publicagOes

Eliminagdo de artigos irrelevantes (n=34)

Remocdo de artigos incompletos (n=3)

Exclusdo de ensaio clinico inconclusivo (n=1)

Aplicacao dos critérios
de exclusio

Publicagées incluidas na
revisdo sistematica (n=24)

Resultados

Figura 4.1 - Diagrama do processo de selegao das publicagdes.

4.1.1 Artigos irrelevantes

No processo de aplicacdo dos critérios de exclusdo, foram removidos da amostra
34 estudos considerados irrelevantes para a revisdo em curso, maioritariamente devido
a ndo utilizacdo de TZDs, mas sim derivados ou outros farmacos (132—-144), e ao facto de
ndo serem estudos realizados em melanoma (145-156), ou ambos os casos (157-164).
Na Tabela 4.3 encontram-se detalhadas as publicacGes e as respetivas justificacGes
inerentes a sua exclusdo e consequente denominacdo como artigos irrelevantes a

tematica.
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Tabela 4.3 - Caracteristicas e justificagGes dos artigos irrelevantes a tematica.

Titulo

Revista Autor

Referéncia

Justificagdo

Metronomic Antiangiogenic
Therapy with Capecitabine and
Celecoxib in Advanced Tumor
Patients — Results of a Phase Il
Study

Synthesis of O-prenylated and O-
geranylated derivatives of 5-
benzylidene2,4-thiazolidinediones
and evaluation of their free radical
scavenging activity as well as effect
on some phase Il
antioxidant/detoxifying enzym
Discovery and Optimization of N-(4-
(3-Aminophenyl)thiazol-2-
yl)acetamide as a Novel Scaffold
Active against Sensitive and
Resistant Cancer Cells
Anti-melanogenic effect of (2)-5-
(2,4-dihydroxybenzylidene)
thiazolidine-2,4-dione, a novel
tyrosinase inhibitor

Synthesis of 5-(4-(1H-
phenanthro[9,10-d]imidazol-2-
yl)benzylidene)thiazolidine-2,4-

dione as promising DNA and serum
albumin-binding agents and
evaluation of antitumor activity
Synthesis and biological activities of
some new thiazolidine derivatives
containing pyrazole ring system

5-Arylidene(chromenyl-methylene)-
thiazolidinediones: Potential New
Agents against Mutant
Oncoproteins K-Ras, N-Ras and B-
Raf in Colorectal Cancer and
Melanoma
Structural modifications of (Z)-3-(2-
aminoethyl)- 5-(4-
ethoxybenzylidene)thiazolidine-2,4-
dione that improve selectivity for
inhibiting the proliferation of
melanoma cells containing active
ERK signaling

(ano)
Oncology
Research and
Treatment

(2007)

Bioorganic & Hossain et al.
Medicinal

Chemistry Letters

(2007)

Journal of Millet et al.
Medicinal

Chemistry

(2016)
Archives of Hee Kim et al.
Pharmacal

Research
(2013)
European Journal

of Medicinal
Chemistry

Singh et al.

(2019)
Journal of Nishida et al.
Heterocyclic

Chemistry
(2012)

Medicina
Nastasa et al.
(2019)

Organic & Junge et al.
Biomolecular

Chemistry

(2013)

Steinbild et al.

(157)

(132)

(133)

(137)

(138)

(139)

(165)

(140)

Incide na utilizagdo
de farmacos na
terapéutica de
varios tipos de

cancro, nao
referenciando o
melanoma.

Estudam a sintese
de novas moléculas

derivadas de TZDs.

Estuda as
modificagGes
estruturais em
moléculas
derivadas das TZDs
e a sua aplicagdo no
melanoma.
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Tabela 4.3 - Caracteristicas e justificagdes dos artigos irrelevantes a tematica (continuagao).

Titulo

Revista

(ano)

Referéncia

Justificacdo

IL-24 Induces Apoptosis of Chronic
Lymphocytic Leukemia B Cells
Engaged into the Cell Cycle through
Dephosphorylation of STAT3 and
Stabilization of p53 Expression
Na+/H+ Exchangers and RhoA
Regulate Acidic Extracellular pH-
Induced Lysosome Trafficking in
Prostate Cancer Cells

Thiazolidinediones Induce Rab7—
RILP-MAPK Dependent
Juxtanuclear Lysosome Aggregation
and Reduce Tumor Cell Invasion
The investigation of Mitogen-
Activated Protein kinase
Phosphatase-1 as a potential
pharmacological target in non-small
cell lung carcinomas, assisted by
non-invasive molecular imaging
Inverse association of PPARy
agonists use and high grade glioma
development

Miscellaneous

Differentially regulated microRNAs
during human sebaceous
lipogenesis

Peroxisome proliferator-activated
receptor y ligands inhibit VEGF-
mediated vasculogenic mimicry of
prostate cancer through the AKT
signaling pathway
Aldo-keto reductase 1C3 is
overexpressed in skin squamous
cell carcinoma (SCC) and affects
SCC growth via prostaglandin
metabolism
Ciglitazone, an agonist of

peroxisome proliferator-activated

receptor y, exerts potentiated
cytostatic/cytotoxic effects

against tumor cells when combined

with lovastatin

The Journal of
Immunology

(2008)
Traffic

(2009)

Traffic
(2010)
BMC Cancer

(2010)

Journal of
Neuro-
Oncology
(2010)
Macular
Edema
(2010)
Journal of
Dermatologica
| Science
(2013)
Molecular
Medicine
Reports

(2014)
Experimental
Dermatology

(2014)
Internation
Journal of

Oncology

(2007)

Sainz-Perez et al.

Steffan et al.

Steffan et al.

Tai et al.

Grommes et al.

Creuzot-Garcher
etal.

Schneider et al.

Qin et al.

Mantel et al.

Mroéwka et al.

(158)

(156)

(145)

(146)

(149)

(150)

(151)

(152)

(153)

(154)

Incide na agdo de IL-
24 na leucemia
Linfocitica crénica e
a expressdo de p53
no cancro.
Trata o impacto da
regulacdo do pH na
secrecdo da

protéase e
regulacdo da
exocitose dos
lisossomas nas
células cancerigenas
da prostata.

Incidem na agdo
terapéutica das
TZDs noutras
patologias, ndo
referenciando a sua
aplicagdo no

melanoma.
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Tabela 4.3 - Caracteristicas e justificagdes dos artigos irrelevantes a tematica (continuagao).

Titulo Revista Autor Referéncia Justificacdo
(ano)

PPARy-dependent pathway in the Biochimica et Zhao et al. Incide na agdo
growth-inhibitory effects of K562  Biophysica Acta terapéutica das
cells (155) TZDs noutras
by carotenoids in combination (2014) patologias, ndo
with rosiglitazone referenciando a sua
aplicacdao no
melanoma.
Metformin inhibits melanoma Cell Death & Tomic et al.
development through autophagy Disease
and apoptosis mechanisms (141)
(2011)
Fenofibrate suppresses Chemico- Huang et al.
melanogenesis in B16-F10 Biological
melanoma cells via activation of Inieraeiieng (142)
the p38 mitogen-activated protein
} (2013)
kinase pathway
E2F1 inhibition mediates cell death Cell Death & Rouaud et al.
of metastatic melanoma Disease (143) Incidem na ac3o
(2018) terapéutica de
Cloxiquine, a traditional Cell Death & Zhang et al. (144) outros farmacos nas
antituberculosis agent, suppresses Disease células cancerigenas
the growth and metastasis of ~
do melanoma, ndo
melanoma cells through activation (2019)
of PPARy referenciando a
A Potent Tyrosinase Inhibitor, (E)- Molecules Kim et al. (134) utilizagdo das TZDs.
3-(2,4-Dihydroxyphenyl)-1-
(thiophen-2-yl)prop2-en-1-one, (2018)
with Anti-Melanogenesis
Properties in a-MSH and IBMX-
Induced B16F10 Melanoma
Compounds Triggering ER Stress Cancer Cell (135)
Exert AntiMelanoma Effects and Cerezo et al.
Overcome BRAF Inhibitor (2016)
Resistance
Novel benzenesulfonylureas Bioorganic & Kharbanda et al. Trata a sintese de
containing thiophenylpyrazoline Medicinal benzenossulfonilure
moiety as potential antidiabetic Chemistry (160) jas e asua
and anticancer agentes Letters aplicabilidade como
antidiabético e
(2014) anticancerigeno.
Epidermal PPARy influences Oncotarget Konger et al. Trata a agdo das
subcutaneous tumor growth and (156) TZDs na expressao
acts through TNF-a to regulate (2017) de TNF-alfa e
contact hypersensitivity and the imunosupressao.
acute photoresponse
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Tabela 4.3 - Caracteristicas e justificagdes dos artigos irrelevantes a tematica (continuagao).

Titulo

Referéncia

Revista

Justificagdo

The inhibitory effect of a
synthetic compound, (Z)-5-
(2,4-dihydroxybenzylidene)

thiazolidine-2,4-dione
(MHY498), on nitric oxide-
induced melanogenesis
Immunotherapy with PI3K
Inhibitor and Toll-Like Receptor
Agonist Induces IFN- +IL-17+
Polyfunctional T Cells That
Mediate Rejection of Murine
Tumors
Severe pulmonary metastasis in
obese and diabetic mice

The a-melanocyte stimulating
hormone/ peroxisome
proliferator activated receptory
pathway down-regulates
proliferation in melanoma cell
lines

Clinical Trial to Evaluate the
Efficacy of a Dyslipidemic
Therapy in Mexican Population

Peroxisome proliferator-
activated receptors in
squamous cell carcinoma
and its precursors

Rosiglitazone may reduce
non-melanoma skin
cancer risk in Taiwanese

(ano)
Bioorganic &
Medicinal Chemistry
Letters

(2013)

Cancer Research

(2012)

International Journal
of Cancer

(2006)

Journal of
Experimental & Clinical
Cancer Research

(2017)

U.S National Library of
Medicine

(2018)

Journal of
Cutaneous
Pathology

(2005)
BMC Cancer

(2015)

4.1.2 Artigos de revisao

No processo de selegdo dos artigos excluiram-se 11 publicagbes por se tratarem de

artigos de revisdo, independentemente da analise da sua relevancia para a tematica

Kim et al.

Marshall et al.

Mori et al.

Flori et al.

Valdez et al.

Nijsten et al.

Tseng et al.

(161)

(162)

(163)

(136)

(164)

(147)

(148)

Trata a sintese de
um novo composto
e asuaacgaona
sintese de melanina.

Trata a inibicdo de
P13k e dos ligantes
do recetor Toll-like
(TLR) na supressdo
tumoral.

Estuda o impacto da
diabetes e
obesidade no
surgimento de
metastases
pulmonares.
Trata novas vias
terapéuticas no
melanoma, relativas
ainibicdo ou
estimulagdo de
enzimas e
hormonas.
Ensaio clinico que
aborda a
terapéutica
dislipidémica nas
células
anticancerigenas.

Trata a ativagdo de
PPAR no carcinoma
das células
escamosas.

Trata a agdo da
rosiglitazona na
reducdo do risco de
incidéncia de cancro
de pele ndo-
melanoma.

(descrita em 4.1.1). As suas caracteristicas encontram-se detalhadas na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 - Caracteristicas dos estudos de revisdo excluidos da revisdo sistematica.

Revista Referéncia

(ano)

Thiazolidinediones in dermatology International Journal of Boyd
Dermatology (98)
(2007)
Systems Biology: A Therapeutic Target Cancer Microenvironment Reichle et al. (166)
for Tumor Therapy (2008)
Peroxisome Proliferator-Activated American Journal of Clinical Sertznig et al. (167)
Receptors (PPARs) and the Human Dermatology
Skin (2008)
Peroxisome Proliferator-Activating Journal of Investigative Schadendorf et al. (168)
Receptors: A New Way to Treat Dermatology
Melanoma? (2009)
Targeting the Tumor Stroma with Anti-Cancer Agents in Medicinal Bundscherer et al.
Peroxisome Proliferator Activated Chemistry (169)
Receptor (PPAR) Agonists (2009)
Akt enzyme: new therapeutic target Orvosi Hetilap Aron et al. (170)
in cancer and diabetes? (2009)
Pioglitazone and Cancer: Angel or Current Pharmaceutical Design Kostapanos et al. (1712)
Demon? (2013)
Chemotherapy and Chemoprevention BioMed Research International Fréhlich et al. (130)
by Thiazolidinediones (2015)
Peroxisome proliferator-activated Archives of Dermatological Gupta et al.
receptors (PPARs) and PPAR agonists: Research (172)
the “future’ in dermatology (2015)
therapeutics?
Thiazolidine-2,4-dione derivatives: Bioorganic & Medicinal Chemistry Chadha et al.
Programmed chemical weapons for (2015) (173)
key protein targets of various
pathological conditions
The Janus face of rosiglitazone Oncotarget Piche et al. (174)
(2018)

4.1.3 Caracteristicas dos estudos incluidos

Apos a aplicacdo dos critérios de exclusdo, obteve-se um total de 24 publicacdes
a incluir na revisdo sistematica. Na Tabela 4.5 encontram-se detalhadas as suas

caracteristicas e o objetivo principal de cada estudo, ordenados por ano de publicagdo.
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Tabela 4.5 - Caracteristicas dos estudos selecionados.

Referéncia

Autores Objetivo

Revista (Ano)

Titulo

Agonists of Peroxisome
Proliferator-Activated

Journal of
Experimental &

Maossner et al.

Estudar o papel dos agonistas
de PPARy no controlo do

Receptor y Inhibit Cell Growth  Clinical Research crescimento do melanoma (175)
in Malignant Melanoma (2002) maligno.
The effect of PPARYy ligands Melanoma Placha et al. Estudar a expressdo de PPARy
on the proliferation and Research nas células de melanoma
apoptosis of human (2003) humano e a sua ac¢do na (176)
melanoma cells proliferacdo e apoptose.
Expression and function of British Journal of Kang et al. Estudar a expressao dos
peroxisome proliferator- Dermatology PPARs nos melandcitos
activated receptors in human (2003) humanos e os efeitos dos (177)
melanocytes seus ativadores na
proliferacdo e pigmentacao.
Pioglitazone and Rofecoxib American Cancer Reichle et al. Avaliar a eficacia da
Combined with Angiostatically Society terapéutica combinada da
Scheduled Trofosfamide in Pioglitazona com Rofecoxib e
the Treatment of Far- (2004) Trofosfamida no tratamento (178)
Advanced Melanoma and Soft do melanoma avancado.
Tissue Sarcoma
PPARYy ligands anda amino Cancer Letters Nufez et al. Investigar os efeitos dos
acid deprivation promote ligandos de PPARYy e da
apoptosis of melanoma, (2005) privagdo de aminoacidos no (179)
prostate, and breast cancer melanoma.
Growth Inhibition and Medical Oncology Lietal Investigar o efeito e
Differentiation Induced by mecanismos da Rosiglitazona
Peroxisome Proliferator (2006) na inibicdo do crescimento e
Activated Receptor Gamma diferenciacdo nas células (180)
Ligand Rosiglitazone in cancerigenas do melanoma.
Human Melanoma Cell Line
A375
Anti-proliferative effect of Anti-cancer Drugs  Freudlsperger et  Estudar o papel dos agonistas
peroxisome proliferator- al. de PPARy no controlo do
activated receptor y agonists (2006) crescimento do melanoma (181)
on human malignant maligno.
melanoma cells in vitro
PPAR-gamma agonist, Experimental Lee et al. Estudar a agdo da Ciglitazona
ciglitazone, increases Dermatology na pigmenta¢do e migragao
pigmentation and migration dos melanécitos humanos. (182)
of human melanocytes (2006)
The Proteasome Inhibitor Anticancer Freudlsperger et Estudar o efeito combinado
Bortezomib Augments Anti- Research al. da Rosiglitazona e Bortezomib
Proliferative Effects of na proliferagdo e apoptose
Mistletoe Lectin-l and the (2007) das células do melanoma (183)
PPAR- y Agonist Rosiglitazone humano.
in Human Melanoma Cells
Targeted combined anti- Melanoma Reichle et al. Estudar o efeito da
inflammatory and angiostatic Research terapéutica com Pioglitazona,
therapy in advanced Rofecoxib e Trofosfamida no (184)
melanoma: a randomized (2007) melanoma avangado.
phase Il trial
PPAR a/y Expression and Pharmaceutical Eastham et al. Investigar a expressdo de
Activity in Mouse and Human Research PPARa e PPARy e a
Melanocytes and Melanoma proliferagdo nas células do (185)
Cells (2007) melanoma e melandcitos

humanos e de rato.
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Tabela 4.5 - Caracteristicas dos estudos selecionados (continuagdo).

Titulo
PPAR y regulates MITF and
B-catenin expression and
promotes a differentiated
phenotype in mouse
melanoma S91

PPAR y agonists attenuate
proliferation and modulate
Wnt/ B-catenin signalling in

melanoma cells

Retinoid and
thiazolidinedione therapies
in melanoma: an analysis of
differential response based

on nuclear hormone
receptor expression
Enhanced effects of PPAR y
ligands and RXR selective
retinoids in combination to
inhibit migration and
invasiveness in cancer cells

In Vitro and In Vivo Anti-
Melanoma Effects of
Ciglitazone

Experience of malignancies
with oral glucose-lowering
drugs in the randomised
controlled ADOPT (A
Diabetes Outcome
Progression Trial) and
RECORD (Rosiglitazone
Evaluated for
Cardiovascular Outcomes
and Regulation of
Glycaemia in Diabetes)
clinical trials
Mistletoe Lectin-l Augments
Antiproliferative Effects of
the PPAR y Agonist
Rosiglitazone on Human
Malignant Melanoma Cells

Ciglitazone negatively
regulates CXCL1 signaling
through MITF to suppress

melanoma growth

Cohort Study of
Pioglitazone and Cancer
Inicidence in Patients with
Diabetes

Revista (Ano)
Pigment Cell &
Melanoma
Research

(2008)

The International

Journal of
Biochemistry &
Cell Biology

(2008)

Molecular Cancer

(2009)

Oncology Reports

2008

Journal of
Investigative
Dermatology

(2009)
Diabetologia

(2009)

Phytotherapy
Research

(2009)
Cell Death and
Differentiation

(2011)

Diabetes Care

(2011)

Autores

Grabacka et al.

Smith et al.

Klopper et al.

Papi et al.

Botton et al.

Home et al.

Freudlsperger
etal.

Botton et al.

Ferrara et al.

Objetivo
Estudar o efeito da ativagdo
de PPARy pelas TZDs na
expressdo de MITF e B-
catenina, e o impacto destas
proteinas nos diferentes
fendtipos.
Investigar o papel dos
agonistas de PPARy na
modulagdo de Wnt/ B-
catenina e proliferacdo das
células do melanoma.

Investigar os efeitos da
terapéutica de

Tiazolidinedionas e Retindides

no melanoma.

Investigar os efeitos

antitumorais da combinacdo

terapéutica de agonistas de
PPAR y com Retinoides nas
células de gioblastoma e
melanoma.
Investigar os efeitos da
Ciglitazona no melanoma.

Comparar a ocorréncia de
neoplasias em doentes
diabéticos tratados com

Rosiglitazona, Metformina e

Sulfonilureias.

Avaliacdo do efeito
antiproliferativo da

combinagdo da Rosiglitazona
com ML-I nas células malignas

de melanoma humano.

Investigar a agdo da

Ciglitazona na regulacdo de
CXCL1 e MITF e consequente

inibicdo do crescimento do
melanoma.

Investigar se o tratamento
com Pioglitazona esta
associado ao risco de

desenvolvimento de cancro,

incluindo o melanoma.

Referéncia

(186)

(187)

(188)

(189)

(190)

(191)

(192)

(193)

(194)
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Tabela 4.5 - Caracteristicas dos estudos selecionados (continuagdo).

Titulo
Proteome Analysis
Identified the PPAR y Ligand
15d-PGJ2 as a Novel Drug

Inhibiting Melanoma
Progression and Interfering

with Tumor-Stroma

Interaction

Pioglitazone Use and Risk of
Bladder Cancer and Other
Common Cancers in
Persons with Diabetes

Inhibition of age-related
therapy resistance in
melanoma by rosiglitazone-
mediated induction of
Klotho

Induction of paracrine
signaling in metastatic
melanoma cells by PPAR y
agonist rosiglitazone
activates stromal cells and
enhances tumor growth

4.1.4 Distribuicdo temporal das publicagdes

Revista (Ano) Autores

Plos One

(2012)

American Medical Lewis et al.
Association
(2015)
American Behera et al.

Association for
Cancer Research

(2017)

American Piche et al.
Association for

Cancer Research

(2018)

Paulitschke et al.

Objetivo
Investigar a expressdo de
PPARYy e a sua ativagdo por
15d-PGJ2 na progressdo do
melanoma e interferéncia na
agdo com o estroma.

Estudar se o uso de
Pioglitazona em doentes
diabéticos estd relacionado
com o risco de desenvolver
melanoma e outros tipos de
cancro.

Estudar a agdo da
Rosiglitazona na proteina
Klotho e a sua aplicagdo na
terapéutica do melanoma em
ratinhos idosos.

Estudar a agdo da
Rosiglitazona na ativagdo das
células do estroma e na
proliferacdo celular do
melanoma.

Referéncia

(195)

(196)

(197)

(198)

Dos 24 artigos incluidos, 15 foram publicados entre os anos de 2006 e 2011

(62,5%), e dos 11 artigos de revisdo obtidos, 6 foram publicados entre os anos de 2008 e

2013 (54,5%).

A sobreposicdo das suas distribuicGes temporais (Figura 4.2) destaca o ano de

2009 como o de maior numero de publicacBes relativas a temdtica, tanto de artigos

originais (n=5) como de artigos de revisdao (n=3). No entanto, desde 2012 que apenas &

publicado 1 artigo original por ano, facto igualmente verificado desde 2015 para os

artigos de revisao.
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Figura 4.2 - Distribuicao temporal das publicagGes incluidas e de revisdo.

4.2 Tipo de amostra utilizada

Nos varios estudos analisados, foram utilizadas varios tipos de amostras: células
e linhas celulares humanas, células e linhas celulares de ratinho, culturas celulares
injetados em ratinhos, e doentes incluidos em estudos de coorte para avaliacdo da

terapéutica.

4.2.1 Células e linhas celulares humanas

Dos 17 estudos realizados em linhas celulares humanas de melanoma (Tabela
4.6), 17,5% incidem na analise da a¢do das TZDS na expressao de PPARy, (176,180,190),
82,4% na proliferagdo celular (175-177,179-181,183,185-187,189,190,192,193), 17,7%
na paragem do ciclo celular (175,180,186), 23,5% na inducdo da apoptose
(176,179,181,183), 29,4% na expressdo de proteinas (180,182,186,187,193) e 11,8% na
inducdo da pigmentagdo dos melandcitos (177,182). Além da utilizacdo de células de
melanoma, células humanas de outros tipos de cancro (préstata, mama) também foram
analisadas e sujeitas aos estudos (179) sustentando as teorias que fundamentam a
possivel aplicacdo desta classe de fadrmacos em variadas neoplasias.

Como controlo dos varios estudos, foram utilizadas células de melanoma (da
mesma linha celular) ndo expostas a TZDs e tratadas com sulfoxido de dimetilo (DMSO)

ou etanol, ou outros veiculos utilizados para a dissolugado do(s) farmaco(s).
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Na Tabela 4.6 encontram-se discriminados os estudos que utilizaram como

amostra células de melanoma humano e o seu objeto de avaliacdo, ordenados por ano

de publicacgao.

Tabela 4.6 - Células e linhas celulares humanas usadas nos estudos analisados.

Células de melanoma O que avalia Referéncia
MM-358, MM-201, Expressdo de PPARy; proliferacdo celular; paragem do ciclo (175)
MM-254, KAl
celular.
WM35, A375 Expressdo de PPARy; proliferagdo celular; indugdo da
apoptose. (176)
Expressdo dos PPARs; proliferagdo celular; pigmentacdo dos
Melandcitos h .
elanocitos humanos melandcitos. (177)
A375 Proliferacdo celular; inducdo da apoptose. (179)
Expressdo de PPARYy; proliferacdo celular; diferenciagao
A375
celular; paragem do ciclo celular; expressdao de p53 e BCI-2. (180)
UISO-Mel6, G361, Expressdo de PPARy; proliferagdo celular; indugdo da (181)
LMV3, MeWo, Lox e apoptose
FemX-1 poprose.
Melandcitos humanos Pigmentacdo e migracdo dos melandcitos; atividade da
tirosinase e de MITF. (182)
MV3, FemX-1, G361 Proliferacdo celular; inducdo da apoptose. (183)
SK-mel28, A375 Expressdo de PPARy; proliferagdo celular. (185)
Melandcitos humanos:
HEMn-LP
Expressdo de PPARy; proliferacdo celular; paragem do ciclo
Melandcitos h
elanocitos humanos celular; atividade de MITF e tirosinase. (186)
MM96L, A2058, HT144, | Expressdo de PPARy; proliferacdo celular; bloqueio Wnt3A/B- (187)
D32
3 catenina; expressdao de MITF.
G361 Proliferacdo celular. (189)
WM35, 501mel, A375, Expressdo de PPARy; proliferacdo celular. (190)
melandcitos humanos
MV3, G361, FemX-1 Proliferacdo celular (192)
A375, SK-Mel-28, Proliferacdo celular; expressdo de CXCL1; expressdao de MITF. (193)
MeWo,
melandcitos humanos
M24met, 1205Lu, A375, Expressdao de PPARy (195)
Mel Juso
A375, SKmel28, 1205Lu,
WM115, WM35, ~
WM793, melandcitos Expressdao de PPARy (198)
humanos, M13
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4.2.2 Células e linhas celulares de ratinho

Além de linhas celulares de melanoma humano, também foram utilizadas linhas
celulares de melanoma e melandcitos de ratinho. As células de controlo sdo igualmente

tratadas com sulféxido de dimetilo (DMSO) e ndo expostas a TZDs (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 - Células e linhas celulares de ratinho usadas nos estudos analisados.

Células de melanoma O que avalia Referéncia
B16 e melan-a Expressdo de PPARy e proliferacgdo celular. (185)

Expressdo de PPARy; paragem do ciclo celular; atividade
S91 e B16F10

de MITF e tirosinase. (186)

4.2.3 Culturas celulares em modelos de ratinho

Dois dos estudos incluidos analisam a expressdao de PPARy e a proliferacao celular
de culturas de células de melanoma humano injetadas em modelos de rato, quando
sujeitas a acdo das TZDs (188)(190). O estudo realizado por Behera et al. (2017) incide na

analise de células resistentes de melanoma de ratinho, injetadas noutros ratinhos (Tabela

4.8)(197).
Tabela 4.8 — Culturas celulares usados nos estudos analisados.
Células de melanoma O que avalia Referéncia
A375 Expressdo de PPARy e proliferacdo celular. (188)
M14
A375 Proliferagdo celular. (190)
Yumm1.7 Proliferacdo celular e expressdo da proteina Klotho. (197)

4.2.4 Estudos de Coorte

Cinco dos estudos analisados tratam-se de estudos de coorte realizados a doentes
com melanoma aos quais foi instituida uma nova terapéutica (178)(184) e doentes
diabéticos tratados com TZDs aos quais foi avaliado o risco de incidéncia de neoplasias,

incluindo o melanoma (Tabela 4.9) (191) (194) (196).
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Tabela 4.9 - Estudos de coorte analisados na revisdo sistematica.

Amostra O que avalia Métodos utilizados Referéncia
19 doentes com Administragdo didria de 45 mg de Pioglitazona + 25
melanoma em mg de Rofecoxib durante 14 dias e a partir do 152 (178)
estado IV dia combinagdo com 50 mg 3x/dia de Trofosfamida.
76 doentes com Resultados a nova Comparacdo de resultados terapéuticos:
melanoma em terapéutica. Brago A — 50 mg Trofosfamida 3x/dia (184)
estado IV Braco B — 50 mg Trofosfamida + 60 mg Pioglitazona
+ 25mg Rofecoxib 1x/dia
Doentes tratados Ocorréncia de Recolha de todos os efeitos adversos ocorridos.
com Metformina, neoplasias. (191)
Rosiglitazona e
Glibenclamida
252467 doentes Recolha de todas as caracteristicas dos doentes,
diabéticos tratados medicagdo prescrita e neoplasias ocorridas. (194)
com Pioglitazona Risco de
193099 doentes desenvolvimento de Recolha de todas as caracteristicas dos doentes,
diabéticos, 34181 cancro associado ao medicacdo instituida, duracdo da terapéutica,
tratados com tratamento com tempo de exposicao a terapéutica com (196)
Pioglitazona e Pioglitazona. Pioglitazona.
158918 nunca
expostos a TZD

4.2.5 Linhas celulares mais utilizadas

Entre os artigos selecionados, verificam-se algumas linhas celulares utilizadas

mais frequentemente em relagdo a outras.

Na Tabela 4.10, encontram-se discriminadas as linhas celulares utilizadas nas

varias publicacBes, por ordem alfabética.

Tabela 4.10 — Linhas celulares utilizadas e respetiva publicagao.

Linhas celulares

A375
A2058
B16
B16F10
D32
FemX-1
G361
HT144
KAII
Lox
M13
M14
M24met
Melanécitos humanos
Melandcitos de rato: melan-a
Mel Juso
MeWo
MM96L
MM-201

Estudos (Referéncia)

(176)(180)(179)(190)(193)(195)(198) (188)
(187)
(185)
(186)
(187)
(181)(183)(192)
(181)(183)(189)(192)
(187)
(175)
(181)
(198)
(188)
(195)
(177) (182)(186)(190)(193)(198) (185)
(185)
(195)
(181)(193)
(187)
(175)
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Tabela 4.10 — Linhas celulares utilizadas e respetiva publicagdo (continuagdo).

Linhas celulares Estudos (Referéncia)
MM-254 (175)
MM358 (175)

MV3 (181)(183)(192)
SK-mel28 (185) (193)(198)
S91 (186)
UISO-Mel6 (181)
WM35 (176)(190)(198)
WM115 (198)
WM793 (198)
Yumm 1.7 (197)
501 mel (190)
1205Lu (195)(198)

A Figura 4.3 representa a sua frequéncia de utilizacdo, onde se verifica que as

células mais repetidamente utilizadas foram A375, melandcitos humanos e G361

utilizadas em 8, 7 e 4 artigos, respetivamente.

Numero de utilizagées
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Linhas celulares utilizadas

Melanécitos humanos | I

Melandcitos de rato: melan-a By

Figura 4.3 - Frequéncia de utilizagdo das linhas celulares analisadas.
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4.3 Expressao de PPARy

Sendo as TZDs agonistas do recetor PPARy, a avaliacdo dos seus niveis de
expressdo nas diferentes linhas celulares foi um ponto fundamental nalguns destes
estudos. Deste modo, foi analisada a expressdao de PPARy em 12 dos artigos incluidos,
tanto em linhas celulares de melanoma e melandcitos humanos, como de ratinho (Tabela
4.11).

Os métodos de detecdo e quantificacdo desta expressao foram essencialmente a
realizagdao de testes imuno-histoquimicos com anticorpos anti-PPARy, Western blot, e RT-
PCR (Tabela 4.11).

Com excecdo da linha celular A2058 (187), verificou-se expressdo de PPARy,
independente do tratamento com TZD, tanto nos melandcitos humanos benignos como
malignos, em todas as linhas celulares de melanoma humano estudadas, e nas linhas
celulares de melanoma e melandcitos de rato. Em 2 dos 3 estudos em que foi analisada
a influéncia da exposicdo a TZDs na expressdo de PPARYy, verificou-se o seu aumento de
modo dependente da dose(180) (190), enquanto que no estudo de Placha et al (2003),

essa expressao se mostrou independente do tratamento com Ciglitazona (176).

Tabela 4.11 — Resultados relativos a analise da expressdao de PPARy nas células do melanoma

Amostra Linhas Método Resultados Referéncia
celulares
Melandcitos benignos, MM-258,MM- Imuno-
malignos e linhas 201,MM-254, histoquimica Expressdo de PPARy em todas as (175)
celulares de KAII linhas celulares e melandcitos.
melanoma
Linhas celulares de WM35 RT-PCR, Expressdo de PPARy
melanoma humano A375 Western blot independente do tratamento (176)
com Ciglitazona.
RT-PCR; Aumento da expressdo de PPARy
Linha celular de A375 Western blot; nas células tratadas com (180)
melanoma humano Imuno- Rosiglitazona de modo dose
histoguimica dependente.
UISO-Mels,
Linhas celulares de G361, Imuno- Expressdo de PPARy em todas as (181)
melanoma humano MV3, MeWo, histoquimica; linhas celulares.
Lox Western blot
FemX-1
Linhas celulares de SK-mel28, A375 RT-PCR, Expressdo de PPARy em ambas (185)
melanoma humano Western blot linhas celulares.
Linhas celulares de B16 RT-PCR, Expressdo de PPARy. (185)
melanoma de rato Western blot
Melandcitos de rato Melan-a RT-PCR, Expressdo de PPARy. (185)
Western blot
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Tabela 4.11 - Resultados relativos a analise da expressdo de PPARy nas células do melanoma
(continuacédo).

Amostra Linhas Método Resultados Referéncia
celulares
Células de melanoma S91; B16F10 RT-PCR, Expressdo de PPARy em ambas (186)
de rato Western blot linhas celulares.
Linhas celulares de MM96L, A2058, RT-PCR, Expressdo de PPARy em todas as
melanoma humano HT144, D32 Western blot linhas celulares, exceto em (187)
A2058.
Linhas celulares de Aumento da expressdo de PPARy
melanoma humano A375 Western blot de modo dose-dependente da (190)
Ciglitazona e Pioglitazona.
Linhas celulares de M24met, Expressdo de PPARy em todas as
melanoma humano 1205Lu, A375, Western blot linhas celulares. (195)
Melluso
Linhas celulares de Maior expressdo de PPARy em
melanoma humano e A375, SKmel28, Western blot A375, SKmel28 e 1205Lu
melandcitos humanos 1205Lu, (tumores metastaticos), seguidos (198)
normais WM115, de WM793, WM115, M13,
WM35, WM793 melandcitos humanos normais e
WM35.

4.4 Rosiglitazona no melanoma

4.4.1 Acdo anticancerigena: Efeitos antiproliferativos

Verificaram-se efeitos de inibicdo da proliferacdo em todos os estudos em que foi
avaliada a exposicdo da Rosiglitazona nas linhas celulares de melanoma, sendo que esses
efeitos aumentaram com a concentracdo de TZD e o seu tempo de exposicdo (Tabela

4.12) (174,179, 180, 186).

Tabela 4.12 - Resultados da agdo da Rosiglitazona na proliferagdo.

Linhas Concentragoes Duragao do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
0,1 uM Inibicdo da proliferagdo entre 0% e
25%, em todas as linhas celulares.
MM-201 1uM Inibicdo da proliferagdo entre 0% e
MM-254 25%, em todas as linhas celulares. (175)
MM-358 10 uM 96h Inibigdo da proliferagdo entre 20% e
KAIl 50%, em todas as linhas celulares.
20 uM Inibicdo da proliferagao entre 80% e
85%, em todas as linhas celulares.
50 uM Inibigdo da proliferagdo entre 85% e
90%, em todas as linhas celulares.
6,0 uM Reducdo de 42,7% da proliferagdo.
A375 30 uM 72h Reducdo de 60,2% da proliferacio. (180)
150 uM Reducdo de 81,3% da proliferagdo.
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Linhas Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
Inibigdo de 5%-10% da proliferagdo em
UISO-Mel6 0,3 uM todas as linhas celulares.
G361
MV3 3 uM Inibigdo da proliferagdo até 20% em
MeWo todas as linhas celulares. (181)
Lox 30 uM 48 h Inibicdo da proliferacdo até 30% em
FemX-1 todas as linhas celulares.
300 pM Inibicdo da proliferagdo até 40% em
todas as linhas celulares.
MM96L 5 uM 0 - 7 dias Reducdo da proliferacdo, de modo (187)
tempo-dependente.

4.4.2 Agao anticancerigena: Indugdo da apoptose

Duas linhas celulares de melanoma humano (MV3 e A375) foram expostas a
Rosiglitazona de modo a testar os seus efeitos apoptéticos (181,190). Nas células A375
verificou-se um decréscimo de 15% no nimero de células vidveis, quando a concentracao
de Rosiglitazona foi maxima e a duracdo do tratamento de 24h. Em MV3, a Rosiglitazona

ndo exerceu inducdo da apoptose (Tabela 4.13).

Tabela 4.13 - Resultados da acdo da Rosiglitazona na indugdo da apoptose.

Linhas Maxima Duragdo do Resultados Referéncia
celulares concentragao tratamento
utilizada
MV3 0,1 uM 48h Ndo se verifica aumento das células
apoptoticas. (181)
A375 10 uM 24h Redug¢do de 15% no numero de células
viaveis. (190)

4.4.3 Acdo anticancerigena: Paragem do Ciclo celular

A linha celular de melanoma humano A375, exposta a diferentes concentragdes
de Rosiglitazona durante o mesmo periodo de tempo (72h), demostrou que esta induz a
paragem do ciclo celular de modo dose-dependente (180). Isto é, existe uma acumulacdo
de células na fase G1 do ciclo celular e consequente diminuicdo do seu ndmero na fase S
(fase de replicacdo), impedindo a proliferacdo das células cancerigenas, sendo esta agdo

intensificada com o aumento da dose de Rosiglitazona (Tabela 4.14).
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Tabela 4.14 - Resultados da a¢do da Rosiglitazona na paragem do ciclo celular.

Linha Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celular utilizadas tratamento
12 uM Acumulagdo de 79,9% das células na fase
G1 e 4,5% na fase S do ciclo celular.
60 uM Acumulagdo de 83,9% das células na fase
72h G1 e 4,6% na fase S do ciclo celular. (180)
A375 300 uM Acumulacdo de 87,6% das células na fase

G1 e 3,9% na fase S do ciclo celular.

4.5 Troglitazona no melanoma

4.5.1 Agao anticancerigena: Efeitos antiproliferativos
A exposicao de linhas celulares de melanoma e melandcitos humanos e de

ratinhos a Troglitazona demonstraram uma inibicdo da proliferacdo celular, sendo estes

efeitos antiproliferativos intensificados de modo dose e tempo dependente (Tabela

4.15).
Tabela 4.15 - Resultados da a¢do da Troglitazona na proliferagdo.
Linhas Concentragbes | Duragao do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
0,1 uM Inibicdo da proliferagdo entre 20%-25%,
em todas as linhas celulares.
1uM Inibicdo da proliferagdo entre 25%-30%,
MM-201 em todas as linhas celulares.
MM-254 10 uM Inibigdo da proliferagdo entre 30%-35%,
MM-358 96h em todas as linhas celulares. (175)
KAl 20 pM Inibicdo da proliferacdo entre 50%-60%,
em todas as linhas celulares.
50 uM Inibicdo da proliferagado entre 80%-90%,
em todas as linhas celulares.
0,3 uM Inibicdo de 10%-20% da proliferagdo em
todas as linhas celulares, sendo mais
UISO- significativa em FemX-1 (30%) e MeWo
Mel6 (20%)
G361 3 uM Inibicdo da proliferacdo até 30% em todas
MV3 48h as linhas celulares. (181)
MeWo 30 uM Inibicdo da proliferacdo até 40% em todas
Lox as linhas celulares.
FemX-1 300 pM Inibicdo da proliferacdo até 80% em todas
as linhas celulares.
Inibicdo de 25% em A375 e 10% em HEMn-
1uM LP e B16.
B16
HEMn-LP 5 uM 48h Inibicdo de 30% em A375 e 20% em HEMn- (185)
A375 LP e B16.
10 uM Inibicdo de 40% em A375 e 30% em HEMn-
LP e B16.
Inibigdo da proliferagdo de modo tempo- (187)
MM96L 10 uM 0 -7 dias dependente, atingindo os 40% ao 7° dia de
incubacao.
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4.5.2 Acdo anticancerigena: Indugao da apoptose

A exposicdo da linha celular de melanoma humano A375 a Troglitazona
demonstrou uma reducdo do nimero de células vidveis em 60% (190). Esta reducdo pode

ser indicativa de efeitos apoptéticos induzidos pela Troglitazona (Tabela 4.16).

Tabela 4.16 - Resultados da a¢do da Troglitazona na indugdo da apoptose.

Linhas Concentragoes Duragao do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
Reducdo de 60% no numero (190)
A375 10 uM 24h de células viaveis.

4.5.3 Acdo anticancerigena: Paragem do ciclo celular

Na linha celular de melanoma humano MM-201, apds a exposicdo de 3 dias a 50
UM de Troglitazona, verificou-se uma acumulagdo de aproximadamente 80% das células
na fase G1 do ciclo celular, revelando uma paragem do ciclo celular e consequente

inibicdo da replicacdo das células cancerigenas (Tabela 4.17) (175).

Tabela 4.17 - Resultados da agdo da Troglitazona na paragem do ciclo celular.

Linhas Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas Tratamento

(6h) Acumulagdo de 40% de
células na fase G1.
(24h) Acumulagdo de 50% de (175)

MM-201 50 uM 6 h—72h células na fase G1.
(48h) Acumulagdo de 60% de
células na fase G1.
(72h) Acumulagdo de 80% de
células na fase G1.

4.6 Ciglitazona no melanoma

4.6.1 Acdo anticancerigena: Efeitos antiproliferativos

Nas linhas celulares de melanoma humano WM35 e A375 expostas a variadas
concentracdes de Ciglitazona (5 pM - 15 uM) observou-se um aumento nos efeitos
antiproliferativos a doses mais altas e durante um maior tempo de exposicdo, sendo que

a concentracdo de 5 uM ndo foram revelados efeitos antiproliferativos (176). Outro
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estudo complementou ainda que a privacdao de aminoacidos especificos como a tirosina
e a fenilalanina intensificam os efeitos antiproliferativos da Ciglitazona, podendo inibir
até 90% da proliferacdo celular de modo dose-dependente (179).

A inibicdo da proliferacdo pela Ciglitazona de modo dose dependente a mais de 5
uM foi igualmente verificada nas linhas celulares UISO-Mel6, G361, MV3, MeWo, Lox,
FemX-1, WM35, 501-mel e A375 (176,181,190).

Nos melandcitos humanos expostos a concentragdes de Ciglitazona entre 0,1 uM
— 10 uM entre 60 e 96h nao foram verificados efeitos antiproliferativos (190,193), no
entanto, quando estes sdo expostos a concentragdes superiores (50 uM) durante um
maior periodo de tempo (6 dias) é verificada a redugdo da proliferacdo celular (177).

As células de melanoma e melandcitos de ratinho expostas a Ciglitazona
demonstraram igualmente efeitos antiproliferativos de modo dose dependente (Tabela

4.18) (185).
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Tabela 4.18 — Resultados da ag¢do da Ciglitazona na proliferagdo.

Linhas Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
5uM 24h N&o ha inibicdo da proliferacao.
10 UM =15 uM Inibicdo da proliferacdo entre 10%-20%.
5uM 48h N&o ha inibicdo da proliferacdo.
10 pM — 15 pM Inibicdo da proliferacdo em 55%. (176)
WM35 5 uM Inibicdo de 70% da proliferagdo em
A375 A375 e sem agao em WM35.
10 UM =15 uM 72h Inibigdo da proliferacdo entre 70%-80%,
em ambas as linhas celulares.
Melandcitos 50 uM 144h Inibicdo de 37% da proliferacdo. (177)
humanos
Inibicdo de 20%-25% da proliferacao
0,3 uM em todas as linhas celulares, sendo
UISO-Mel6 mais significativa em FemX-1 (35%) e
G361 MeWo (40%)
MV3 3uM Inibigdo da proliferagdo até 40% em
MeWo 48h todas as linhas celulares. (181)
Lox 30 uM Inibicdo da proliferacdo até 50% em
FemX-1 todas as linhas celulares.
300 uM Inibicdo da proliferacdo até 90% em
todas as linhas celulares.
Células de 1uM Sem inibi¢gdo em B16.
melanoma Inibicdo de 15% em melan-a.
de rato: B16 5uM Inibigdo de 10% em B16.
Células de 48h Inibicdo de 25% em melan-a. (185)
melandcitos 10 uM Inibicdo de 20% em B16.
de rato: Inibicdo de 30% em melan-a.
melan-a
Células de 0,1 uM Inibicdo da proliferacdo quase nula.
melanoma 1uM Inibicdo de 30% da proliferacdo em
humano: 60h A375. (190)
WM35, 501 10 UM Inibicdo de 40 % da proliferagdo em
mel, A375 WM35 e 60% em 501 mel.
Melandcitos 0,1 uM —10 uM 60h N&o ha inibigcdo da proliferacdo. (190)
humanos
Melandcitos 10 uM 96h N&o ha inibicdo da proliferacdo. (193)
humanos
50 uM de 24h Inibicdo de 90% da proliferagdo celular.
A375 Ciglitazona
+ (179)
Privacdo de
tirosina e
fenilalanina

4.6.2 Acdo anticancerigena: Inducdo da apoptose

A exposicao da linha celular de melanoma A375 a concentragdes de Ciglitazona
entre 0,1 uM — 10 uM, durante 24 horas de tratamento, revelou um decréscimo no
numero de células vidveis, de modo dose dependente (190). Paralelamente a esta
reducdo da viabilidade celular, observaram-se alteracdes morfoldégicas nas células,
indicativas da sua progressdo para a apoptose (190). Relativamente ao tempo de
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exposicao, ndo ha comparacao da sua influéncia nos efeitos apoptodticos induzidos pela

Ciglitazona (Tabela 4.19).

Outro estudo realizado na linha celular de melanoma humano A375, demonstrou

que a Ciglitazona, em conjunto com a privacdao de aminodcidos especificos como a

tirosina e fenilalanina, contribui para a inducdo da apoptose, reduzindo o nimero de

células viaveis face ao tratamento exclusivo com Ciglitazona e sem esta restricao

alimentar (Tabela 4.19) (179).

Tabela 4.19 - Resultados da agdo da Ciglitazona na indugdo da apoptose.

Linhas Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
A375 10 uM AlteragGes morfologicas nas células.
(176)
24h Decréscimo no numero de células
A375 0,1 uM —10 uM viaveis de modo dose-dependente, (190)
atingindo os 63% aos 10 uM.
50 uM Reduz moderadamente as células
viaveis.
A375 50 uM Ciglitazona 48h
+ Reducdo de 80% das células viaveis. (179)
Privacdo de tirosina
e fenilalanina

4.6.3 Acdo anticancerigena: Paragem do ciclo celular

A linha celular de melanoma humano A375 exposta a concentracdes de

Ciglitazona entre 0,1 uM — 10 uM durante 24h, revelou um aumento da acumulagao de

células na fase GO/G1 e decréscimo na fase S, indicativo de paragem da fase replicativa e

consequente paragem do ciclo celular. Este efeito é intensificado de modo dependente

da dose (Tabela 4.20) (190).

Tabela 4.20 - Resultados da agdo da Ciglitazona na paragem do ciclo celular.

Linha Concentragbes | Duragdo do
celular utilizadas Tratamento Resultados Referéncia
utilizada
Aumento da acumulagdo de células na fase
GO/G1 e decréscimo na fase S, de modo
A375 0,1 uM —10 uM 24h dependente da dose. Aumento de 38% das (190)
células na fase GO/G1 quando tratadas com
10 uM de ciglitazona.
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4.7 Pioglitazona no melanoma

4.7.1 Acdo anticancerigena: Efeitos antiproliferativos

Linhas celulares de melanoma humano UISO-Mel6, G361, MV3, MeWo, Lox e
FemX-1 foram expostas a concentracdes de Pioglitazona entre 0,3 uM — 300 uM,

revelando inibicdo da proliferacdo celular de modo dependente da dose em todas as

linhas celulares (Tabela 4.21) (181).

Tabela 4.21 - Resultados da agdo da Pioglitazona na proliferagdo celular.

Linhas Concentragées | Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
Inibicdo de 5% da proliferagdo, em
UISO-Mel6 0,3 uM todas as linhas celulares.
G361 3uM Inibicdo da proliferagdo até 10%, em
MV3 todas as linhas celulares.
MeWo 30 uM 48h Inibicdo da proliferacdo até 20% em (181)
Lox todas as linhas celulares.
FemX-1 300 uM Inibicdo da proliferagao até 30% em
todas as linhas celulares.

4.7.2 Agao anticancerigena: Indug¢do da apoptose

A exposicdo da linha celular de melanoma humano A375 a concentragdes entre

0,1 UM —10 uM de Pioglitazona demonstrou um decréscimo no nimero de células viaveis

de modo dose dependente (190).

Tabela 4.22 - Resultados da a¢do da Pioglitazona na indu¢do da apoptose.

Linhas Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
A375 0,1 uM =10 uM 24h Reducdo de 30% no nimero de (190)
células viaveis.

4.8 Ativacdo e/ou expressdo de proteinas

Além das acBes antiproliferativas, apoptdticas e indutivas da paragem do ciclo
celular, as TZDs também atuam na expressdo de algumas proteinas essenciais na

viabilidade celular (Tabela 4.23).
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A Rosiglitazona e Ciglitazona demonstraram aumentar a atividade da Tirosinase
de modo dependente da dose tanto na linha celular de melanoma A375 como nos
melandcitos humanos(179,185). Nestes ultimos, o aumento de expressado é intensificado
guando se combina Ciglitazona com Isotretinoina (retindide) (186).

A Ciglitazona demonstrou aumentar a expressdo de MITF (microphtalmia-
associated transcription factor) de modo dependente da dose em melandcitos humanos,
no entanto, na linha celular S91 esse aumento verificou-se apenas apds 4h de exposicdo
ao farmaco, verificando posteriormente um declinio na sua expressao as 48h (186). Pelo
contrario, a agao da Ciglitazona na linha celular de melanoma SK-Mel e em A375, e a agao
de Troglitazona nas células MM96L resultaram na diminuicdo da expressdo de MITF de
modo dose dependente (182) (187) (193).

Nas células A375, a exposicdo a Rosiglitazona resultou ainda num aumento da
expressdo de p53 (Gene supressor de tumor) e inibicdo da expressdo de BCI-2 (Proteina
anticancerigena) de modo proporcional ao aumento da dose (180).

Apds tratamento com Rosiglitazona da linha celular Yumm1.7 de ratinho
resistentes a PLX4720, injetadas em ratinho de maior idade, verificou-se um aumento da
expressdo da proteina Klotho, em contraste com a sua agdo nessa mesma linha celular

injetada em rato jovem, em que a expressao de Klotho foi diminuida.
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Tabela 4.23 - Resultados da agdo das TZDs na expressdo de proteinas e enzimas.

Amostra TZD Concentragdo | Duragdo do Resultados Referéncia
utilizada tratamento
Linha celular Aumento da atividade de
de melanoma Rosiglitazona 0,4 UM 72h Tirosinase em cerca de (180)
humano A375 70%.
Linha celular Aumento da expressdo
de melanoma Rosiglitazona 2 UM =10 uM 72h de p53. (180)
humano A375
Linha celular Decréscimo na expressao
de melanoma Rosiglitazona 2 UM =50 uM 72h de Bcl-2 de modo (180)
humano A375 dependente da dose
Melandcitos Aumento da atividade da
humanos Ciglitazona 0,1 uM - 50 uM 120h Tirosinase de modo dose- (182)
dependente.
Melandcitos Ciglitazona 50 uM 120h Aumento da expressao (182)
humanos de MITF.
Aumento da atividade da
Ciglitazona 25 uM 72h Tirosinase. (186)
Melandcitos
humanos Ciglitazona 25 uM Elevado aumento da
+ + 72h ativacdo da Tirosinase. (186)
Isotretinoina 1uM
Isotretinoina 1uM 72h Ndo interfere na (186)
atividade da Tirosinase.
Linha celular Aumento da expressao
de melanoma: Ciglitazona 25 uM 48h de MITF apés 4h de (186)
S91 tratamento e posterior
decréscimo até as 48h.
Linha celular
de melanoma Troglitazona 10 uM 96h Redugdo da expressdo de (187)
humano: MITF.
MM96L
Linha celular
de melanoma Rosiglitazona 5 uM 96h N&o provoca alteragdo na (187)
humano: expressao de MITF.
MM96L
Linhas
celulares de Ciglitazona 10 uM 24h Redugdo na expressdo de (193)
melanoma: MITF, de modo dose-
A375 e SK- dependente.
Mel-28
Yumm1.7
resistentes a Rosiglitazona 10 dias Expressdo de Klotho (197)
PLX4720 em 0,02mg/Kg a diminuida.
ratinho jovem cada 2 dias e
Yumm1.7 depois
resistentes a 10mg/Kg 15 dias Expressdo de Klotho (197)
PLX4720 em Rosiglitazona aumentada.
ratinho

envelhecido
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4.9 Inducdo da Pigmentagao

Tanto nos melandcitos humanos como na linha celular de melanoma A375, a acado
das TZDs Ciglitazona e Rosiglitazona resultaram no aumento do teor de melanina de
modo dose dependente (179, 181). A Troglitazona nos melandcitos humanos provocou
um ligeiro aumento no teor de melanina apenas quando foram utilizadas as

concentragdes mais elevadas (Tabela 4.24) (182).

Tabela 4.24 - Resultados da agdo das TZDs na indugdo da pigmentagado.

Amostra TZD utilizada | Concentragoes Duragdo Resultados Referéncia
Linha celular Aumento do teor de
de melanoma Rosiglitazona 1,0 uM 72h melanina em 50,92 %. (180)
humano A375
Aumento do teor de
Melandcitos Ciglitazona 0,1 uM - 50 uM 120h melanina de modo dose- (182)
humanos dependente.
Apenas a concentragao
Melandcitos Troglitazona 0,1 uM - 50 uM 120h mais alta provocou um (182)
humanos ligeiro aumento no teor
de melanina.

4.10 Combinagdo terapéutica com outros farmacos

Além da acdo terapéutica das TZDs em monoterapia, algumas das publica¢des
analisadas também incluem combinag¢des terapéuticas com outros farmacos que podem
potenciar os efeitos antiproliferativos, apoptéticos e indutores da paragem do ciclo

célular das TZDs (183,186,188,189,192,197).

4.10.1 Acao na proliferagao

Foram referidas 7 combinagdes terapéuticas com TZDs cuja acdo exerce efeitos
antiproliferativos nas células cancerigenas, 4 delas com a Rosiglitazona e 3 com a
Ciglitazona (183,186,188,189,192,197).

A combinacdo terapéutica Rosiglitazona + Bortezomib (antineopldsico) estudada

nas linhas celulares de melanoma humano MV3, G361 e FemX-1 demonstrou valores de
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inibicdo da proliferacdo superiores aos obtidos com ambos os farmacos em monoterapia

(Tabela 4.25) (183).

Tabela 4.25 - Resultados da combinagao terapéutica Rosiglitazona + Bortezomib na proliferagdo celular.

Linhas Concentragdes  Duragao do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
Inibicdo da
Farmaco Bortezomib 0,01 pg/ml proliferacdo entre
27%-39%, em todas
as linhas celulares.
MV3 Inibicdo da
G361 0,01 pg/ml 48h proliferacdo entre (183)
TZD Rosiglitazona FemX-1 1%-11%, em todas
as linhas celulares.
0,01 pg/ml Inibicdo da
72D Rosiglitazona + proliferagdo entre
+ + 0,01 pg/ml 63%-71%, em todas
Farmaco Bortezomib as linhas celulares.

Nas mesmas linhas celulares, a combinacdo terapéutica Rosiglitazona + ML-/

(Mistletoe Lectin-I), conjugado biolégico de uma enzima e lectina, exerce igualmente

amplos efeitos antiproliferativos, face ao tratamento em monoterapia (Tabela 4.26)

(192).

Tabela 4.26 - Resultados da combinagdo terapéutica Rosiglitazona + ML-I na proliferagao celular.

Linhas Concentragoes Duragao do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
Inibicdo da
ML-I (Mistletoe proliferagdo entre
Farmaco Lectin-I) 0,1 ug/mL 9%-32%.
Inibicdo da
TZD Rosiglitazona 0,1 ug/mL proliferacdo entre
MV3 48h 2%-9%. (192)
G361
- FemX-1 I
TZD Rosiglitazona 0,1 ug/mL Inibicdo da
+ + + proliferagdo entre
Farmaco | ML-l (Mistletoe 0,1 ug/mL 51%-79%.
Lectin-I)

A combinacdo terapéutica Rosiglitazona + LGD1069 (antineopldsico), estudada na

linha celular A375, demonstrou ser eficaz na inibicdo da proliferacdo celular, obtendo-se

uma redugdo de cerca de 85% dos efeitos proliferativos face aos 50% e 20% conseguidos

com Rosiglitazona e LGD1069 em monoterapia, respetivamente (Tabela 4.27) (188).
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Tabela 4.27- Resultados da combinagdo terapéutica Rosiglitazona + LGD1069 na proliferagao celular.

Linhas Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento

Redugdo de 20%

Fdrmaco LGD1069 1uM da proliferagdo.

Redugdo de 50%

TZD Rosiglitazona A375 1uM 9 dias da proliferacédo

celular. (188)
Rosiglitazona 1uM Reducdo de 85%
72D + + da proliferacao
+ LGD1069 1uM celular.

Fdrmaco

Nas linhas celulares Yumm1.7 resistentes a PLX4720 injetadas em ratinho
envelhecido, a combinacdo terapéutica Rosiglitazona + PLX4720 (inibidor BRAF) resultou
na maior inibicdo da proliferacdo celular e consequente reducdo do crescimento do
tumor, comparativamente a monoterapia com Rosiglitazona (Tabela 4.28) (197). A
combinacdo terapéutica num ratinho jovem resultou igualmente na reducdo do

crescimento do tumor (Tabela 4.29).

Tabela 4.28- Resultados da combinagdo terapéutica Rosiglitazona + PLX4720 na proliferagdo celular em
ratinho envelhecido.

Linhas celulares Duragdo do Resultados Referéncia
tratamento
Fdrmaco N3o interfere no
PLX4720 crescimento do tumor.
7ZD L Yumm1.7 resistentes a Reduz o crescimento
Rosiglitazona | p 44770 em ratinho 15 dias do tumor. (197)
TZD Rosiglitazona envelhecido Reduz o crescimento
+ + do tumor.

Fdrmaco PLX4720

Tabela 4.29 - Resultados da combinagdo terapéutica Rosiglitazona + PLX4720 na proliferagao celular em
ratinho jovem.

Linhas celulares Duragdo do Resultados Referéncia
tratamento

Redugdo no crescimento
Fdrmaco PLX4720 do tumor.
(antineoplasico)

Yumm1.7 resistentes Aumento do crescimento
TZD Rosiglitazona a PLX4720 em ratinho 10 dias do tumor. (197)
jovem
TZD Rosiglitazona Elevada redugdo no
+ + crescimento do tumor.

Fdrmaco PLX4720
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A combinacdo terapéutica Ciglitazona + Isotretinoina (retindide) demonstrou

inibir eficazmente a proliferacdo de modo tempo-dependente, comparativamente a

monoterapia com ambos os farmacos (Tabela 4.30) (186).

Tabela 4.30 - Resultados da combinagdo terapéutica Ciglitazona + Isotretinoina (retindide) na
proliferagdo celular.

Linha Concentragdes | Duragao do Resultados Referéncia
celular utilizadas tratamento
Inibicdo da
1uM proliferacdo celular
Fdrmaco Isotretinoina em até 8 vezes, de
modo tempo
dependente.
Inibicdo da
S91 de 25 uM proliferacdo celular
72D Ciglitazona melanoma Oh-72h em até 3 vezes, de (186)
de ratinho modo tempo
dependente.
25 uM de Inibicdo da
12D Ciglitazona Ciglitazona proliferagdo até 13
+ + + vezes menos, de
Fdrmaco | Isotretinoina 1uMde modo tempo-
Isotretinoina dependente.

Na linha celular G361 de melanoma humano, a combinacdo terapéutica

Ciglitazona + IIF (6-OH-11-O-hydroxyphenantrene), um hidroxifenantreno, resultou numa

elevada inibigao da proliferacdo face ao tratamento em monoterapia (Tabela 4.31)(189).

Tabela 4.31 - Resultados da combinacdo terapéutica Ciglitazona + IIF na proliferagdo celular.

Linhas Concentragoes Duragdo do Resultados Referéncia
celulares utilizadas tratamento
Fdrmaco 30 uM Inibigdo de 50%
IIF da proliferagao.
72D Ciglitazona 30 uM ) Inibicdo de 20%
G361 6 dias da proliferaciio. (189)
proliferacdo
72D Ciglitazona 30 uM de Inibicdo de 70%
+ + Ciglitazona + 30 da proliferagdo.
Fdrmaco IIF uM de IIF

4.10.2 Agao na paragem do ciclo celular

A combinacdo terapéutica Ciglitazona + Isotretinoina além dos seus efeitos
antiproliferativos, revelou também efeitos na inducdo da paragem do ciclo celular. Esta
combinacdo testada em linhas celulares S91 de melanoma de rato resultou na
acumulacdo de células na fase GO/G1 do ciclo celular e consequente decréscimo na fase

S (Tabela 4.32) (186).
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Tabela 4.32 - Resultados da combinacgao Ciglitazona + Isotretinoina na paragem do ciclo celular.

Linha Duragdo do Resultados Referéncia
celular tratamento
Fdrmaco |sotretinoina N3do analisados.
TZD Ciglitazona . N&o analisados.
591 de Até 72h (186)
melanoma
TZD Ciglitazona de ratinho Aumento da acumulagdo de células
+ + na fase GO/G1 e decréscimo das
Fdrmaco Isotretinoina células na fase S.

4.11 Estudo in vivo

Foi realizado um estudo in vivo cujo objetivo era analisar os efeitos
antineoplasicos do tratamento com Ciglitazona num grupo de ratinhos injetados com
células de melanoma humano A375 (190). Estes foram sujeitos a 50mg/kg de Ciglitazona
por dia durante 2 semanas, tendo-se observado no final deste periodo que os ratinhos
ndo desenvolveram tumores ou desenvolveram apenas tumores de pequenas
dimensoes, face aos ratinhos injetados com células de melanoma humano ndo tratados

com esta TZD, que desenvolveram tumores de elevadas dimens&es (190).

4.12 Avaliagdo da resposta a novas terapéuticas

Dois dos estudos incluidos analisam a resposta a novas terapéuticas
implementadas em doentes com melanoma em estado IV (Tabela 4.33) (177,183).

O estudo de Reichle et al. (2004) consistiu na administracao diaria de Pioglitazona
com Rofecoxib (AINE) e Trofosfamida (antineoplasico), verificando-se uma estabilizacdo
da doenga metastatica em 11% dos doentes e remissdo completa da patologia num
doente (178).

O estudo de Reichle et al. (2007) consistiu na analise de duas terapéuticas, em
gue a primeira baseava-se apenas no antineoplasico Trofosfamida e a segunda consistia
na combinacdo deste farmaco com Pioglitazona e Rofecoxib, tendo-se registado maiores

valores de sobrevivéncia livre de progressdo da doenca nesta Ultima terapéutica (184).
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Tabela 4.33 - Resultados de estudos de avaliagdo de resposta a terapéutica combinada com TZDs.

Amostra

Método

Resultados

Referéncia

19 doentes com
melanoma em

Administracdo diaria de 45 mg de
Pioglitazona + 25 mg de Rofecoxib

Estabilizacdo da doenca
durante mais de 6 meses em

estado IV durante 14 dias e a partir do 152 dia 11% dos doentes e remissao (178)
combinagdo com 50 mg 3x/dia de completa num doente.
Trofosfamida.
76 doentes com Andlise de 2 terapéuticas: A sobrevivéncia livre de
melanoma em Terapéutica A — 50 mg Trofosfamida progressdo da doenca é (184)

estado IV

3x/dia
Terapéutica B — 50 mg Trofosfamida +
60 mg Pioglitazona + 25mg Rofecoxib
1x/dia

superior na terapéutica B.

4.13 Risco de desenvolvimento de cancro associado a
utilizacdo de TZDs

De modo a avaliar o efeito da terapéutica com alguns antidiabéticos orais na

incidéncia de varios tipos de neoplasias, incluindo o melanoma, foram realizados estudos

com 3 coortes de doentes diabéticos (190,193,195). Em dois dos estudos os doentes

receberam tratamento com Pioglitazona em monoterapia e noutro receberam

Metformina, Rosiglitazona ou Glibenclamida. Neste ultimo, verificou-se que a utilizacdo

terapéutica de Metformina ndo apresentou vantagens na prevencdo das neoplasias face

ao tratamento com Rosiglitazona, uma vez que a diferenca na incidéncia de cancro entre

os doentes expostos aos dois farmacos ndo foi significativa(190,193,195). Relativamente

ao risco associado ao tratamento com Pioglitazona, ndo foi possivel estabelecer uma

associacdo direta entre a sua exposicdo e o desenvolvimento do melanoma (Tabela 4.34)

(196).
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Tabela 4.34 - Resultados de estudos de avaliagdo do risco de desenvolvimento de cancro associado a

Antidiabéticos orais.

Referéncia

Amostra

Objetivo

Duragao
da
avaliacao

Resultados

39 000 pessoas com
diabetes mellitus
tipo 2 tratadas com
Metformina,
Rosiglitazona ou
Glibenclamida, em

Avaliar a incidéncia
de ocorréncia de
neoplasias
associadas aos
diferentes
tratamentos.

6 anos

A utilizagdo terapéutica da Metformina
ndo apresenta nenhuma vantagem na
prevencao do risco de neoplasias, face a
Rosiglitazona. No entanto, a
Glibenclamida podera ter uma menor
acao nesta prevencgao.

(191)

monoterapia
252467 doentes
diabéticos tratadas
com Pioglitazona

Avaliar a incidéncia
de neoplasias
associadas ao

tratamento com
Pioglitazona.

8 anos

Né&o foi estabelecida uma associagdo
entre o uso de Pioglitazona e o risco de
incidéncia de cancro.

Néo foi estabelecida uma associagdo

(194)

34181 doentes
diabéticos tratados
com Pioglitazona e

158918 doentes

diabéticos nunca

Avaliar a incidéncia
de neoplasias
associadas ao

tratamento com
Pioglitazona.

8 anos

entre o uso de Pioglitazona e o risco de
desenvolvimento de cancro, incluindo o
melanoma.

(196)

expostos a esta TZD
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5. Discussao

Apesar de existirem terapéuticas direcionadas as mutacles especificas no
melanoma, a resisténcia adquirida pelos doentes ao tratamento constitui uma barreira
ao sucesso dos tratamentos (29). Nesta revisao sistematica foram analisadas publicacdes
que avaliam a utilizacdo das Tiazolidinedionas (TZDs) no melanoma, numa tentativa de
sustentar a sua potencial aplicabilidade na terapéutica desta patologia.

As publicacdes acerca desta tematica tiveram o seu auge no ano de 2009,
sugerindo que este tenha sido um ano de maior interesse na investigacdo da aplicacdo
terapéutica das TZDs no melanoma.

Nesta revisdo sistematica, existem linhas celulares mais frequentemente
utilizadas comparativamente a outras, nomeadamente A375, G361 e Sk-mel28,
identificadas em mais de um artigo selecionado. Este facto pode dever-se a que estas
células sdo as que transmitem com maior precisdao o perfil de transcricdo cancerigeno,
sendo porisso de maior interesse na investigacdo antitumoral (199). Deste modo, surgem

como as linhas mais repetidas entre as publicagdes.

5.1 Agao antiproliferativa das TZDs

Células UISO-Mel6, G361, MV3, MeWo, Lox e FemX-1, foram expostas a mesma
gama de concentracdes (0,3 uM — 300 uM) de Troglitazona, Ciglitazona, Rosiglitazona e
Pioglitazona, durante o mesmo tempo de incubacdo (48h) (181). Verificou-se que os
efeitos antiproliferativos nestas células sdo intensificados com o aumento da dose,
obtendo-se para todas as TZDs, maior inibicdo no crescimento do tumor a concentracado
de 300 uM. A TZD com maiores efeitos antiproliferativos nestas células é a Ciglitazona
com 90% de inibicdo da proliferacdo, seguida da Troglitazona com 80% da inibigao,
Rosiglitazona com 40% e Pioglitazona com 30%.

Nas células MM-201, MM-254, MM-358 e KAIl foram testadas a Rosiglitazona e
Troglitazona a concentragdes entre 0,1uM e 50 uM, verificando-se a maior inibicdo da
proliferagdo (90%) com 50 uM de Rosiglitazona face aos 75% obtidos com a mesma dose

de Troglitazona, a iguais tempos de incubacdo (96h) (175). Este dado sugere que a
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Rosiglitazona inibe mais eficazmente a proliferacdo nestas linhas celulares, evidéncia
comprovada pelo facto de ter sido descrita como o o agonista mais potente de PPARy,
(200) sendo consequentemente a TZD com maior a¢do antiproliferativa (175).

As células A375 e WM35 foram expostas a concentracdes de Ciglitazona entre 5
UM e 15 uM, observando-se os seus efeitos antiproliferativos as 24h, 48h e 72h de
tratamento (176). Verificou-se a ocorréncia de ac¢do inibitéria da proliferacdo de modo
dependente da dose a concentracdes superiores a 5 uM de Ciglitazona, atingindo a
inibicdo maxima as 72h de tratamento (inibicdo de 80% da proliferagdao) (176). Estes
dados vao de encontro aos resultados observados no estudo in vivo. Este foi realizado
com células de melanoma humano A375 injetadas em ratinhos onde o efeito
antiproliferativo da Ciglitazona foi demonstrado, verificando-se a diminuicdo do
crescimento do tumor face aos ratinhos ndo tratados com esta TZD, cujos tumores
desenvolvidos tinham elevadas dimens&es (190). Relativamente aos resultados obtidos
no estudo in vivo, uma vez que a Ciglitazona foi a Unica TZD utilizada, ndo é possivel a
comparacao dos seus efeitos com outras TZDs.

Nos melandcitos humanos, ndo foi verificada inibicdo da proliferacdo quando
estes foram sujeitos a concentragdes entre 0,1 uM — 10 uM de Ciglitazona entre 60h e
96h, tendo sido necessario 50 uM de Ciglitazona durante um periodo de incubacdo de
144h para a observacdo desse efeito (177,190,193). Estes dados, além de sugerirem que
a Ciglitazona necessita de doses superiores para exercer a sua acao antiproliferativa nesta
linha celular, pode indicar que as doses e tempo de exposicdo necessarios para a inibigcdo
do crescimento celular nos melandcitos sejam superiores as necessarias nas linhas
celulares de melanoma humano. Complementando com este facto, estudos anteriores
efetuados a doentes diabéticos tratados com esta TZD, ndo demonstraram alteracées na
pigmentacdo da pele, sugerindo que esta classe de farmacos apesar de inibir o
crescimento tumoral das células de melanoma, poderd ndo exercer um grande impacto
no funcionamento normal dos melandcitos (201).

A linha celular MM96L, apds exposicdo a Rosiglitazona (5 uM) e Troglitazona (10
uUM) durante igual tempo de tratamento (7 dias), demonstrou maiores efeitos
antiproliferativos nas células tratadas com Troglitazona, sugerindo que nesta linha celular
a maior concentracdo de TZD é benéfica na potenciacdo dos efeitos antiproliferativos

(187).
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5.2 Agao apoptotica das TZDs

Foram analisados os efeitos apoptdticos de todas as TZDs nas células A375 e MV3.
Observou-se que nas células A375, todas as TZDs exercem acdo apoptdtica, de modo
dose dependente (179,193). No entanto, apesar das concentragdes utilizadas terem sido
as mesmas (entre 0,1 uM e 10 uM, durante 24h), os resultados obtidos diferem entre si,
sendo mais intensos nas células tratadas com Ciglitazona e Troglitazona. Ou seja, estes
resultados apoptoticos, medidos através da reducdo do nimero de células cancerigenas
vidveis, acompanhadas pelas respetivas alteracdes morfoldgicas, atingiram o valor
maximo de 63% e 60% (Ciglitazona e Troglitazona, respetivamente), seguido de 30% com
Pioglitazona e 15% com Rosiglitazona.

Nas células MV3, foi analisada a acdo de 0,1 uM de Rosiglitazona (48h) no numero
de células apoptdticas (181). Tal como nas células A375, esta concentracdo ndo levou a
apoptose nesta linha celular, apesar dos diferentes tempos de incubacdo (24h em A375),
sugerindo que a utilizacdo de doses mais elevadas poderd exercer maiores efeitos

comparativamente ao aumento do tempo de exposicdo.

5.3 Agao das TZDs no ciclo celular

Na linha celular de melanoma A375, foi analisada a acdo da Rosiglitazona e
Ciglitazona, obtendo-se em ambos os casos uma inducdo da paragem do ciclo celular de
modo dependente da dose (180,190). Comparando os resultados obtidos com ambas
TZDs na mesma linha celular (A375), a doses semelhantes, verifica-se um maior efeito na
acao da Rosiglitazona, em que 72h de exposicdo a 12 uM, provocou um aumento de
79,9% na acumulacdo de células na fase G1, face aos 38% obtidos pelos 10 UM de
Ciglitazona, apods incubacdo de 24h. Esta diferenca pode ser atribuida aos diferentes
tempos de exposicdo, sugerindo que um tratamento mais prolongado tenha um maior
impacto na apoptose celular.

Nas células MM-201, foi analisada a acdo de 50 uM de Troglitazona durante 6h,
24h, 48h e 72h de tratamento, verificando-se um valor maximo de aumento na
acumulacdo de células na fase G1 de modo tempo-dependente, as 72h do tratamento
(175). Este maior efeito indutor da paragem do ciclo celular da Rosiglitazona a doses mais
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baixas, face a Troglitazona, esta de acordo com o facto da Rosiglitazona ser um agonista

mais potente de PPARy (202).

5.4 Acdo das TZDs na ativacdo e/ou expressdo de proteinas

A expressdo e ativagdo de algumas proteinas/enzimas estd estreitamente
relacionada com a ativacdo de algumas vias importantes na manutencdo dos processos
cancerigenos (203). Nesta revisdo sistematica, 25% dos estudos incluidos analisam a acdo

das TZDs nesta regulagao.

5.4.1 Expressao de MITF e atividade da Tirosinase

MITF (microphtalmia-associated transcription factor), um fator de transcricdo
especifico para melandcitos, é responsavel pela regulacdo da transcricdo dos genes
envolvidos na sintese de melanina, como a Tirosinase, sendo indispensavel na
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia dos melandcitos (204).

As células MM96L expostas a 5 UM de Rosiglitazona durante um periodo de
incubacdo de 96h, ndo demonstraram qualquer alteracdo na expressao de MITF. No
entanto, as mesmas células quando expostas ao dobro da concentracdo de Troglitazona
durante o mesmo periodo de incubacado, sofrem uma diminui¢cdo na sua expressao (187).
Esta diferenca sugere que uma maior concentracdo de TZD podera exercer maior efeito
na expressdo de MITF.

Em células S91 expostas a Ciglitazona (25 uM) verificou-se um aumento da
expressdo de MITF apds 4h de tratamento, observando-se posteriormente um
decréscimo até as 48h (186). A exposicdo de células A375 e Sk-mel28 a Ciglitazona
durante 24h, resultou igualmente na diminuicdo da expressdo de MITF (193), sugerindo
gue a exposicdo prolongada de Troglitazona e Ciglitazona nas diferentes linhas celulares
conduzem a uma diminuicdo dos niveis de expressao de MITF.

MITF, além de regular uma variedade de genes envolvidos na pigmentacdo, atua
como regulador do desenvolvimento dos melandcitos e percursor do melanoma, através
da ativacdo da expressdo de genes antiapoptoticos como BCL2A1, BCL2 e BIRC7 (205),
sendo a sua expressao aumentada um fator de risco a sobrevivéncia do doente (205,206).
Deste modo, a reducdo na expressdo de MITF obtida pelo maior tempo de exposicdo a

Troglitazona e Ciglitazona (96h e 24h) (187,193), e o aumento da dose de TZD utilizada,
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como demonstrado por Smith et. al (2009) (187), poderdo contribuir para o sucesso do
tratamento.

A Tirosinase é a enzima responsavel pela hidroxilacdo da tirosina no primeiro
passo de sintese de melanina, sendo encontrada nos melandcitos e exercendo uma
funcdo indispensavel na melanogénese (208). Estudos in vivo comprovaram que apesar
da principal funcdo da melanina ser a protecdo contra a radiacdo UV, esta também regula
a homeostase da epiderme e o comportamento do melanoma. Isto é, apesar de conferir
protecdo UV aos melandcitos, acelera o tempo de progressdo do melanoma, por
mecanismos ainda em avaliacdo (209).

Verificou-se que tanto na linha celular de melanoma A375 como nos melandcitos
humanos, a Rosiglitazona e Ciglitazona atuam de modo dose dependente no aumento da
atividade da Tirosinase, respetivamente (179,181). Este aumento na atividade da
Tirosinase nos melandécitos humanos, vai de encontro ao aumento da expressdo de MITF
verificada nos melandcitos quando sujeitos a mesma TZD (182), uma vez que MITF
modula a atividade desta enzima (204).

Deste modo, esta enzima Tirosinase podera ser considerada uma enzima alvo
para a ativacdo de farmacos anticancerigenos, através da acdo no decréscimo da sua
expressdo, consequente reducdo na sintese de melanina e contribuicdo para a eficacia

terapéutica (210).

5.4.2 Expressao de p53 e Bcl-2

O gene supressor de tumor p53, atua na regulacdo da progressdo do ciclo celular
e expressao de varias proteinas, sendo a paragem do ciclo celular e ainducdo da apoptose
as suas principais acdes no processo cancerigeno (210,211). Este estd envolvido em
diferentes pontos de controlo do metabolismo e sinalizagdo celular, podendo regular
proteinas e enzimas importantes na resposta celular ao cancro como Bcl-2, proteinas
antiapoptoticas reguladoras da permeabilidade da membrana mitocondrial (212, 213).

Nos estudos incluidos, verificou-se que o nivel de expressdo de p53 aumentou
72h apds o tratamento com Rosiglitazona na linha celular de melanoma A375, Unica em
gue este parametro foi analisado (180). A mesma linha celular foi exposta a Rosiglitazona

sob as mesmas condicdes de tempo e concentracdo, verificando-se a reducdo
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significativa da expressdo da proteina Bcl-2 (180). Estes factos concordantes revelam que
a Rosiglitazona atua em A375 de forma indutora da apoptose, através da inducdo do gene
supressor de tumor p53 e repressao da proteina antiapoptdtica Bel-2, contribuindo para

0 sucesso terapéutico das TZDs no melanoma (215).

5.4.3 Expressao de Klotho

Klotho é uma proteina relacionada com a idade, estando os seus niveis de
expressdo diminuidos ao longo da vida, e sendo por isso considerada uma proteina
supressora do envelhecimento (197). Esta expressa-se principalmente nos rins e cérebro,
e uma mutacdo no seu gene pode causar fendtipos extensos de envelhecimento (216).
No estudo de Behera et al (2017), foi analisada a expressdo desta proteina em ratinhos
jovens resistentes a PLX4720 (Vemurafenib) expostos a Rosiglitazona e em ratinhos de
maior idade, igualmente resistentes a PLX4720 (Vemurafenib), sob as mesmas condicdes
de tratamento (197). Observou-se que nos ratinhos mais velhos a expressdo da proteina
Klotho aumentou com a exposicdo a esta TZD, enquanto nos ratinhos jovens houve um
decréscimo na sua expressao. Estes dados, permitem inferir que a Rosiglitazona podera
ser fundamental na terapéutica direcionada do melanoma em doentes idosos, atuando

no combate a maior incidéncia desta doenca nas populagdes mais envelhecidas.

5.4.5 TZDs como indutoras da pigmentagdo

Verificou-se que nas células A375 expostas a 1,0 uM de Rosiglitazona durante 72h,
o teor de melanina aumentou em 50,92% (180). Nos melandcitos humanos incubados
com iguais concentracbes de Ciglitazona e Troglitazona (0,1 uM - 50 uM) durante igual
tempo de tratamento, foi também observada maior inducdo da pigmentacdo. No
entanto, no tratamento com Troglitazona apenas a concentracdo mais elevada de
farmaco (50 uM) provocou um ligeiro aumento no teor de melanina (10%)(182). Deste
modo, observa-se que entre as duas TZDs utilizadas, a Ciglitazona podera apresentar um
maior efeito na inducdo da pigmentacao.

Este aumento da pigmentacdo é concordante com o efeito anteriormente

observado da Rosiglitazona e Ciglitazona no aumento da expressdo da Tirosinase, uma
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vez que esta € a enzima responsavel pela hidroxilagdo da tirosina e consequente sintese

de melanina (209).

5.6 Expressao de PPARy

Apesar dos mecanismos de ativagdo das Tiazolidinedionas ainda ndo estarem
esclarecidos e haverem evidéncias que sustentam a dualidade da sua ativacdo através de
mecanismos dependentes ou independentes da ativacdo de PPARy, sendo as TZDs
agonistas deste recetor, a avaliacdo dos seus niveis de expressdao nas diferentes linhas
celulares é um ponto fundamental na aplicacdo desta terapéutica (128).

Em 41,7% dos estudos incluidos, foi avaliada a expressdao de PPARy em 25 linhas
celulares de melanoma, tanto de origem humana como de ratinho
(175,176,180,181,185-187,190,195,198). Verificou-se que todas as linhas celulares
analisadas apresentavam expressao de PPARy, independentemente da exposicdo a TZD,
com excecdo de A2058. De entre as linhas celulares analisadas, WM35 e A375 foram
colocadas sob incubacdo com TZDs e avaliada a expressdo de PPARy (176), ndo
demonstrando alteragdes na expressdo de PPARy quando expostas a acdo da Ciglitazona
(176). No entanto, quando as células A375 foram expostas a Rosiglitazona no estudo de
Liu et al. (2006), e a Ciglitazona e Pioglitazona no estudo de Botton et al. (2009), verificou-
se um aumento na expressdao de PPARy de modo dose-dependente (180,190). Estes
dados vdo de encontro a dualidade de ativagdo das Tiazolidinedionas, sendo que parecem
atuar por mecanismos dependentes e independentes da ativacdo de PPARy, podendo

interferir ou ndo no aumento da sua expressao (128).

5.7 Combinacgdes terapéuticas

Nas células MV3, G361 e FemX-1, a combinacdo de 0,01 pg/mL de Bortezomib
(antineoplasico) ou 0,1 ug/mL de ML-I (Mistletoe Lectin-1) (183,192), com a Rosiglitazona
(0,01 pg/mL e 0,1 pg/mL, respetivamente), resultou na intensificacdo dos seus efeitos
antiproliferativos face a aplicacdo dos farmacos em monoterapia (inibicdo da proliferacdo

39% Bortezomib vs 71% Bortezomib + Rosiglitazona; 32% ML-1 vs 79% ML-1 +
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Rosiglitazona). Apesar das concentracdes utilizadas ndo terem sido iguais, os resultados
na inibicdo da proliferacdo sdo semelhantes, sugerindo que a combinac¢do terapéutica de
Rosiglitazona com Bortezomib podera ser mais vantajosa, uma vez que sdo necessarias
menores doses de ambos os farmacos para a obtengao desse efeito.

A combinacgdo terapéutica de LGD1069 (antineopldsico) com Rosiglitazona, nas
célula A375 injetadas num modelo de ratinho demonstrou uma inibicdo de 85% da
proliferacdo celular, face aos 50% obtidos pela acdo em monoterapia da Rosiglitazona,
comprovando assim a inibicdo do crescimento e diferenciacdo num modelo in vivo (188).

A combinacdo terapéutica Rosiglitazona + PLX4720 testada em células Yumm1.7,
injetadas em ratinhos envelhecidos resistentes a Vemurafenib e em ratinhos jovens sob
as mesmas condi¢cles, demonstrou contribuir eficazmente em ambos os casos para a
reducdo do crescimento do tumor, face a monoterapia. No entanto, no ambiente jovem,
o tratamento exclusivo com Rosiglitazona provocou o aumento do crescimento do tumor,
facto ndo observado na monoterapia com esta TZD nos ratinhos mais velhos (197). Estes
dados sugerem que a Rosiglitazona necessita de um ambiente envelhecido para exercer
os seus efeitos antiproliferativos, quando aplicada em monoterapia.

A combinacdo de Isotretinoina (retindide) ou IIF (hidrocarboneto aromatico) com
Ciglitazona, nas células S91 e G361, respetivamente, resultaram num maior efeito na
inibicdo da proliferacdo celular, face ao tratamento em monoterapia (186,189). No
entanto, a combinacdo deste retindide com a Ciglitazona em células S91, além de
demonstrar maior inibicdo da proliferacdo face a monoterapia, também resulta no
aumento da acumulacdo de células na fase GO do ciclo celular, impedindo a replicagdo
do tumor. Deste modo, esta combinacdo terapéutica parece ser a mais vantajosa em
todas as combinagdes observadas, uma vez que potencia os efeitos anticancerigenos da
Ciglitazona através de duas ac¢les, a inibicdo da proliferacdo celular e a paragem do ciclo
celular.

No estudo de Nufiez et al. (2005) observou-se que uma dieta restrita de
determinados aminoacidos como a tirosina e fenilalanina, em concomitédncia com a
Ciglitazona, aumenta os efeitos antiproliferativos e apoptéticos desta TZD nas células
A375 (217). No entanto, ndo é possivel inferir acerca da extensdo desta conclusdo para

as restantes TZDs e linhas celulares, uma vez que ndo foram analisadas.
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O estudo de Reiche et al. (2004) e (2007) realizados em doentes com melanoma
em estadio IV, comprovou o beneficio terapéutico da combinacdo de Pioglitazona com
Trofosfamida (antineoplasico) e Rofecoxib (AINEs) na estabilizacdo do estado mais grave
da doenca, conduzindo a remissdao completa do tumor (178,184). Estes dados sugerem
gue a quimioterapia administrada simultaneamente com inibidores da COX-2 (Rofecoxib)
e agonistas de PPARy poderd aumentar o sucesso da terapéutica a longo prazo em
doentes com melanoma em estado IV.

Evidéncias anteriores de que a Pioglitazona poderia estar associada ao aumento
da incidéncia de cancro da bexiga e de outro tipo de neoplasias (218), suscitou o estudo
de Lewis et al (2015) onde foi demonstrado que em doentes com DM2 expostos a
Pioglitazona durante longos periodos de tempo, ndo apresentavam risco de
desenvolvimento do melanoma (196). No entanto, verificou-se um aumento da
incidéncia de cancro da préstata e pancreas associado a esta TZD que, apesar de ainda
necessitar de mais investigacdes, podera indicar a preferivel substituicdo de Pioglitazona

por outra Tiazolidinediona.
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6. Conclusdo

Os resultados obtidos nesta revisdo sistemdtica permitem sustentar a
possibilidade da aplicacdo terapéutica das Tiazolidinedionas (TZDs) no melanoma.

Através deste trabalho conclui-se que:

e Todos os artigos analisados foram publicados entre os anos de 2002 e 2018,
tendo-se verificado um pico de publicagdes no ano de 2009.

e Dos 24 estudos incluidos, 79,2% desenvolvem o estudo em culturas celulares,
sendo as células mais usadas, as linhas celulares A375 e G361, e melandcitos
humanos; os restantes correspondem a 5 estudos clinicos.

e Os principais efeitos das TZDs sobre as células cancerigenas do melanoma
incidem sobre a inibicdo da proliferacdo celular, a paragem do ciclo celular,
impedindo a replicacdo cancerigena, e a inducdo da apoptose.

e AsTZDs parecem contribuir para a atividade antitumoral através da regulacdo
da ativacdo e/ou expressdo de proteinas como a tirosinase, MITF, Bcl-2,
Klotho e o gene supressor de tumores p53.

e O uso da Rosiglitazona resulta no aumento da proteina Klotho, que apresenta
niveis reduzidos no envelhecimento, surgindo como uma estratégia
terapéutica nos doentes idosos que desenvolvem resisténcia a Vemurafenib.

e (Combinacdes terapéuticas como a associacdo de antineopldsicos,
Isotretinoina e hidrocarbonetos aromaticos as TZDs, ou a complementaridade
de tratamento farmacoldgico com uma dieta restrita em aminoacidos
especificos (fenilalanina e tirosina), podem potenciar os efeitos
anticancerigenos das TZDs.

e A administracdo conjunta de inibidores da COX-2, como o Rofecoxib, com as
TZDs pode aumentar o sucesso da terapéutica a longo prazo em doentes com

melanoma em estado IV, o estado mais grave da doenca.
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