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Resumo

As células de um organismo multicelular podem deixar de realizar seu metabolismo normal e se comportar de maneira
desordenada, originando tumores e, posteriormente, se desenvolver para um cancer. Otto Warburg identificou que células
tumorais apresentavam preferéncia pela via glicolitica em detrimento da fosforilagdo oxidativa (efeito Warburg). Ndo realizando
esta via metabdlica, a apoptose pode ndo ocorrer e as células se multiplicarem sem controle. Uma alternativa para essa situagdo
vem sendo proposta com mais intensidade desde o inicio deste século, é o uso do acido dicloroacético (DCA) como
quimioterapico mais eficiente e menos invasivo para as células sadias. Este composto restabelece o controle do complexo
piruvato desidrogenase (PDC) que participa do processo apoptdtico em células normais. O tratamento de diversos tipos de
cancer pode ser viabilizado pelo DCA, uma vez que estudos que propdem a administra¢do oral dessa substancia.
Palavras-chave:Acetil Coenzima A. Apoptose. Efeito Warburg. Glicélise aerdbica. Metabolismo energético.

Abstract

Cells of a multicellular organism can no longer perform their normal metabolism and behave disorderly, causing tumors and
later develop into a cancer. Otto Warburg identified that tumor cells had a preference for glicolytic pathway to the detriment
of oxidative phosphorylation (Warburg effect). Not performing this metabolic pathway, apoptosis may not occur and the
cells multiply without control. An alternativefor this situation is being proposed with more intensity since the beginning of
this century, is the use of dichloroacetic acid (DCA) as more efficient chemotherapy and less invasive to the healthy cells.
This re-establishes control of pyruvate dehydrogenase complex (PDC) that participates in the apoptotic process in normal
cells. The treatment of various types of cancer can be made viable by DCA and already there are studies that suggest the oral

administration of that substance.
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INTRODUCAO

O cancer é uma doenga de alteragGes genéticas
que afeta uma em cada trés pessoas e, no momento,
uma em cada quatro delas morrerd. As células
cancerigenas (ou neoplasicas) diferem das células
normais, basicamente, por ndo terem o controle sobre
sua divisdo mitdtica e desencadear outras
caracteristicas que auxiliam seu desenvolvimento
(PURVES et al., 2002). Uma forma de controle da
populagdo celular no individuo é a morte celular
programada, ou simplesmente, apoptose, que nestas
células estad reduzida ou inibida. Pesquisas sobre
apoptose revelam que ha relagdo entre atividade
metabdlica das mitocondriais e o reestabelecimento da
via apoptdtica nestas células. Uma intervengao na via
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apoptotica da célula neoplasica, teoricamente, poderia
reverter esta caracteristica e controlar a populagdo
celular (BERENDZEN, 2006).

Os trabalhos relacionados com o tratamento de
células neoplasicas pelo acido dicloroacético ndo sao
muito recentes, sendo que na ultima década, houve um
rapido crescimento de publicagdes. Com base em um
dos portais de divulgagdo cientifica, o Science Direct,
um levantamento realizado em 30 de abril de 2010
revelou que de 1994 até o fim do século XX, havia 117
ocorréncias para o verbete "dichloroacetate"
(dicloroacetato), sendo 19 delas relacionadas
diretamente com o complexo enzimatico da piruvato
desidrogenase no combate ao cancer. Muitas dessas
publicagées também foram encontradas no portal do
NCBI, com 113 ocorréncias para o mesmo verbete, sendo
22 delas relacionadas diretamente com o tratamento
do cancer. Entre os anos de 2000 e 2009, o niumero de
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publicagBes contendo estes verbetes apresentou um
crescimento significativo registrando 874 publicagdes
até a data da realizagdo desta pesquisa (Tabela 1).
Entretanto, no site na SciELO, a busca por artigos com
as palavras-chaves "Dichloroacetate” e "Pyruvate
Dehydrogenase" ndo forneceu publicagdo alguma, nem
mesmo quando procurados em portugués.

Tabela 1 - Levantamento das publicagdes sobre o acido
dicloroacético relacionadas com a atuagao no complexo
piruvato desidrogenase realizado em 30 de abril de
2010.

Ano Ocorréncia N2 de Publicagbes Validas
1995 19 3 vélidas - (3 jornais)
1996 22 5 validas — (3 periddico, 2 jornais)
1997 26 5 validas - (3 periddico, 2 jornais)
1998 20 2 vélidas — (2 periddico)
1999 17 1 v’él_ida -1 periédlco) _ .
(Inicio das publicagdes relacionando ao cancer)
2000 - 2009 874 >100 validas*
TOTAL 991 19 vélidas entre 1994 e 1999

* Nota: O n2 de publicagdes vélidas no periodo entre 2000 e 2009
supera o valor de 100 publicagdes e por este o motivo foi indicado
o valor estimado.

Fonte: Portal Science Direct (www.sciencedirect.com).

O objetivo desta revisdo é estudar a agdo do acido
dicloroacético sobre o complexo enzimatico da piruvato
desidrogenase em células neopldsicas, descrever o
complexo da piruvato desidrogenase quanto a sua
forma estrutural, funcdo e modos de regulagdo e
relacionar o mecanismo de a¢do (e as vantagens) do
uso do 4acido dicloroacético em células neoplasicas
como possivel tratamento quimioterapico.

Metabolismo Energético Celular

Alguns organismos, incluindo os seres humanos,
utilizam o oxigénio como comburente para as reagdes
de catdlise na obten¢do de energia. Trata-se de uma
molécula extremamente reativa, que pode interagir com
a maioria dos constituintes citoplasmaticos e se tornar
toxico para organismos que ndo conseguem neutraliza-
lo. No entanto, tal reatividade pode fornecer energia
guimica oxidando completamente moléculas organicas
até CO, e H,0 como produtos finais, processo
denominado respiragdo celular. Em eucariotos, esta
reagdo ocorre em uma organela conhecida como
mitocondria e o processo é denominado, fosforilagdao
oxidativa (ALBERTS et al., 2004).

A mitocondria é uma organela, presente na
maioria dos organismos eucariotos, é limitada por duas
membranas altamente especializadas e possui
caracteristicas vitais para seu metabolismo. A
membrana externa é permedvel as moléculas de até 5,0
kDa (quilodaltons), e a membrana interna é dobrada
em inUmeras cristas aumentando assim sua area
superficial que sdo chamadas de cristas mitocondriais.
A membrana interna é a mais rica em proteinas como,

por exemplo, enzimas e proteinas que constituem a
cadeia transportadora de elétrons, proteinas da ATP-
sintase e proteinas que fazem parte do sistema de
transporte ativo. Cada membrana possui caracteristicas
proprias determinadas pelos seus constituintes
lipoprotéicos. O espago interno é chamado de matriz
mitocondrial onde estdo contidos filamentos de DNA,
RNA, ribossomos, enzimas, proteinas, dgua, dentre
outros. Entre as membranas, ha o espago intermembrana
gue auxilia no armazenamento de prdtons para a
fosforilagdo oxidativa pela ATP-sintase (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2005).

Os produtos finais da glicélise (ou via E.M.P. -
Embden-Meyerhof-Parnas) - composta por dez etapas -
sdo dois mols de NADH + H* (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo reduzido), dois mols de ATP (em realidade
sdo quatro mols, muito embora dois mols sejam
utilizados para fosforilar inicialmente a glicose) e dois
mols de piruvato. Ao final desta via, o piruvato pode ser
fermentado até etanol, lactato ou pode sofrer uma
descarboxilagdo e produzir acetil coenzima-A (acetil-
CoA) que participara do Ciclo de Krebs-Sant Giorgio-
Johnson (ou apenas ciclo de Krebs), sendo
completamente oxidado (BERG, 2008).

Esta descarboxilagdo do piruvato e sua
transformacgdo em acetil-CoA ocorrem na mitocondria
pela agcdo de um conjunto de enzimas denominado
complexo enzimatico da piruvato desidrogenase (PDC -
Pyruvate Dehydrogenase Complex), localizado na matriz
mitocondrial dos eucariotos e no citosol dos
procariotos (LEHNINGER; NELSON; FOX, 2003). Berendzen
e colaboradores (2006) sugerem que sua localizagdo
estd no espago intermembrana e ndo na matriz das
mitocondrias. Este complexo consiste em trés enzimas
distintas denominadas de piruvato descarboxilase (E1),
diidrolipoil transacetilase (E2) e diidrolipoil
desidrogenase (E3), e cinco coenzimas - tiamina
pirofosfato (TPP - Thiamine PyroPhosphate) para E1,
lipoato (grupo lipoil) e CoA-SH para E2, FAD (Flavina
Adenina Dinucleotideo) e NAD+ (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo) para E3 (LEHNINGER; NELSON; FOX, 2003).

A subunidade E1 (piruvato descarboxilase)
contém massa molecular de 154 KDa e tem dois sitios
cataliticos, cada um apresentando TPP (tiamina
pirofosfato) e ion magnésio (Mg2+) como cofatores,
formando cada um, umainterface entre as subunidades
a e B. A enzima E1 tem quatro subunidades, duas
subunidades a e duas  com aparente peso molecular
de 41 kDa e 36 kDa, respectivamente, é, portanto, um
hetrotetramero; seus homdlogos foram pareados e
identificados por cristalografia (CISZAK, 2003). O gene
para a subunidade Ela estd localizado no cromossomo
X e todas as outras subunidades do complexo, nos
cromossomos somaticos (BERENDZEN et al., 2006).

Esta subunidade catalisa a descarboxilagdo do
piruvato acoplado ao redutor de acetilagdo do grupo
lipoil, este por sua vez, estd ligado a E2. A taxa de
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acetilagdo redutiva do grupo lipoil foi medida com
misturas de atenuagdo quimica rapida, utilizando
piruvato 2-14C como substrato. Essa taxa é comparavel
a velocidade da reagdo global, o que sugere que
hidroquinonas acetiladas representam o passo
limitante na reagdo global (SEYDA, 2001).

Diidrolipoil transacetilase (E2) é o componente
central do PDC na conversdo do piruvato a acetil-CoA.
O dominio globular externo de E2 consiste de dois
grupos lipoil (L1 e L2) e um pequeno dominio de liga¢do
de E1, ligados por alanina e prolina, ricos nas regides
de dobradica que s3do de 20-30 residuos de
comprimento. Cada trimero de E2 possui trés canais de
sitio ativo localizados nas trés interfaces de E2. Estes
canais vao desde a superficie externa (entrada do grupo
lipoil) até o interior do dodecaedro (entrada da CoA-
SH) e servem como canais através dos quais grupos
acetil podem passar (YU, 2008).

A E3 (diidrolipoil desidrogenase) consiste em
duas subunidades idénticas com dois sitios ativos
localizados em sua interface. Cada monémero é
composto por quatro dominios: o dominio FAD-ligante,
o dominio NAD-ligante, o dominio central e o dominio
de interface. Os sitios cataliticos envolvem alguns
residuos no dominio de interface (isto poderia explicar
porque uma associagdo em dimeros é necessaria para
a atividade da proteina) e consiste no anel de
isoaloxazina do FAD, uma ponte dissulfeto redox-ativo
em um mondmero e um residuo de histidina no outro
mondmero (FAURE; BOURGUIGNON, 2000).

Um dos produtos resultantes da agdo do PDC, a
acetil-CoA, é um tioéster, com um atomo de enxofre
substituindo o de oxigénio de um éster carboxilico
normal (grupo -SH na molécula da CoA). Essa diferenca
é importante, pois os tiosésteres sdo compostos de "alta
energia" e quando hidrolisados esta energia é liberada.
Para este composto a quantidade de energia que é
liberada equivale a 8,0 kcal (reagdo exergonica: ?G2'= -
33,4 kJ mol-1 = -8,0 kcal mol-1) possibilitando assim
outras reagdes. As subunidades E2 e E3 catalisam
reagOes do acido lipdico, um composto que tem um grupo
dissulfeto na forma oxidada podendo evoluir para dois
grupos sulfidrila em sua forma reduzida. Esta substancia
pode agir como um agente oxidante, formando uma
ligacdo tioéster com o grupo acetila antes de ser
transferido a CoA-SH, ou participar de duas reagdes
simultaneamente, uma reagdo de redox e a
transesterificagdo de um grupo de acetila (CAMPBELL,
2000). A reacdo global é descrita da seguinte forma:

Piruvato + CoA-SH + NAD*— Acetil-CoA + CO2 + NADH + H*
(“G2'=-33,4 kl mol* =-8,0 kcal mol?)

Em resumo, a piruvato descarboxilase E1
catalisa, juntamente com a coenzima TPP e ions Mg*, a
descarboxilagdo da piruvato. A unido covalente da TPP
a unidade resultante, o hidroxietil, forma o hidroxietil-
TPP.

O lipoato estd unido a diidrolipoil transacetilase
(E2) por uma ligagdo amida, um grupo €-amino da cadeia
lateral composta por lisina, formando a lipolisina. Esta
substancia é parcialmente reduzido pela hidroxietil e
uma hidroxila é oxidada, formando a acetila. A E,
promove a transferéncia da acetila para a coenzima A,
produzindo a acetil-CoA e o lipoato se torna totalmente
reduzido.

O FAD oxidado, presente na E3, promove a
oxidagdo do lipoato, permitindo que a E2 volte ao estado
oxidado para iniciar novamente a reag¢do. O FADH,, por
sua vez, é oxidado e NAD* é reduzido, permitindo assim
que a fungdo do complexo enzimatico restabeleca suas
atividades metabdlicas, o NAD reduzido sera utilizado
na cadeia respiratoria para a produgdo de ATP (SEYDA,
2001).

A rdapida regulagdo do PDC é realizada, em sua
maior parte, pela fosforilagdo reversivel da subunidade
Ela mediada pela familia da piruvato desidrogenase
cinase (PDK, Pyruvate Dehydrogenase Kinase) e pela
piruvato desidrogenase fosfatase (PDP, Pyruvate
Dehydrogenase Phosphatase) (BERENDZEN et al. 2006).
Bioquimicamente, a regulagdo mais importante ocorre
pela fosforilagdo de trés residuos de serina (Ser264;
Ser271; Ser203) localizados na subunidade E13,
catalisada pela PDK. A desfosforilagdo é catalisada pela
PDP (KLYUYEVA; TUGANOVA; POPOV, 2007). O PDC é
fortemente inibido através de mecanismos alostéricos
pela presenca de ATP, acetil-CoA e NADH+H*. Outro
mecanismo de inibicdo deste complexo é pela
fosforilagdo reversivel de um residuo especifico de
serina em uma das subunidades de E1 pela PDK (KATO,
etal.).

Vdrias copias do complexo enzimatico PDC sdo
distribuidas dentro de cada mitocondria, embora a
distribuicdo celular e propriedade cinética individual
das quatro PDK conhecidas e das duas PDP conhecidas
em seres humanos possam contribuir para a regulagado
tecido-especifica do complexo. A isoforma PDK2 é
expressa abundantemente em tecidos e é muito sensivel
a ativacdo ou inativagdo pela regulagdo molecular
enddgena ou exdgena, tal como o dicloroacetato (DCA).
Esta droga experimental é um agente altamente eficaz
na redugdo de lactato em organismos sadios, bem como
em uma série de causas congénitas e adquiridas de
acidose lactica em virtude da sua capacidade de inibir
a PDK, mantendo assim o PDC na sua forma ndo
fosforilada cataliticamente ativa (GLUSHAKOVA et al.,
2009).

Estudo recente mostrou que a atividade da PDK
em linhagens celulares cancerigenas pode ser regulada
pelo dicloroacetato (ou DCA dichloroacetate). Esta
substancia pode se ligar a PDK e inibir de forma atenuada
a atividade da E1. O aumento da atividade desta
subunidade enzimatica modifica o metabolismo da
glicose e diminui o potencial de membrana mitocondrial
(ou MMP - mitochondrial membrane potential)
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hiperpolazando-a, o que abre os poros de transi¢cdo
mitocondrial (MTPs). Isto permite a translocagdo de
espécies reativas de oxigénio e citocromo c da
mitocéndria para o citoplasma, posteriormente
induzindo apoptose através da ativacdo de caspases
(WONG, 2008).

Caracteristicas Gerais do Cancer

Até entdo, existem seis alteragBes essenciais
conhecidas na fisiologia da célula que, coletivamente,
definem sua transformagdo para um estado maligno: 1)
a auto-suficiéncia em sinais de crescimento, 2)
insensibilidade aos sinais inibitdorios do crescimento,
3) potencial de replicagdo sem limites, 4) angiogénese
sustentada, 5) invasdo tecidual e metastase, e 6) desvio
da morte celular programada (apoptose). A resisténcia
das células cancerosas ao tratamento é muitas vezes
associado com as falhas no seu programa apoptotico.
MitocOndrias sdo alternativas promissoras para tal
abordagem. Agentes que atuam na supressao da
respiragdo celular ou que desestruturem a fosforilagao
oxidativa tém sido demonstrados como desencadea-
dores da morte celular (GOGVADZE et al., 2008).

A maioria dos tipos de cancer depende de
maneira desproporcional da energia gerada na via
glicolitica, mesmo na presenc¢a adequada de oxigénio,
mencionado anteriormente como efeito “Warburg”.
Farmacologicamente, a reversdo desse efeito tem sido
demonstrada para promover a apoptose seletiva de
células cancerosas, presumivelmente, estimulando a
ativacdo da cadeia respiratéria e a produgdo de
espécies reativas a oxigénio que, por sua vez, induz uma
série de caspases-mediadas da principal reagdo de
morte celular (GLUSHAKOVA et al., 2009).

As caspases sdo um grupo de proteases baseadas
em cisteina, enzimas com um residuo de cisteina capazes
de clivar outras proteinas depois de um residuo de acido
aspartico, uma especifidade incomum entre proteases.
O nome “caspase” é derivado dessa fungdo molecular
caracteristica:cysteine-aspartic-acid-proteases. Caspases
sdo enzimas essenciais na apoptose celular. Falhas na
apoptose sdo uma das contribuigcdes principais para o
desenvolvimento de tumores e doengas auto-imunes;
somando-se isto a apoptose indesejada que ocorre na
isqgquemia ou mal de Alzheimer, despertou-se
rapidamente o interesse nas caspases como alvos
terapéuticos desde que foram descobertas em meados
da década de 90 (MCFATE et al., 2008).

No processo de obtengdo de energia pela
fosforilagdo oxidativa alteragdes podem ocorrer como
observado em células neopldsicas. Nestas células, a
conversdo de glicose em lactato pode ocorrer mesmo
na presenca de oxigénio, este fenébmeno é conhecido
como “efeito Warburg” (BONNET et al., 2007). Otto
Warburg fez a surpreendente descoberta que as células
tumorais, ao contrario das células normais, utilizam a
glicdlise em vez da fosforilagdo oxidativa mitocondrial
para oxidar glicose, mesmo em condi¢Ges aerdbicas.

Ele propOs que defeitos no metabolismo energético,
especialmente na mitocondria, podem ser a raiz do
cancer (SHAW, 2006).

A hipdtese metabdlica do cancer foi recentemente
reacendida. Gatenby e Gillies (2004) propuseram
recentemente que células neoplasicas, inicialmente,
utilizam a glicdlise para produgdo de energia devido a
ocorréncia de um microambiente hipdxico. No entanto,
esta adaptagdo metabdlica precoce parece oferecer uma
vantagem proliferativa, suprimindo a apoptose. Além
disso, os resultados da glicdlise (isto é, produgdo de
lactato e possivel acidose) contribuem para a
degradacdo da matriz extracelular, facilitam a
mobilidade das células e aumentam o potencial
metastasico. Portanto, embora os tumores se tornem
eventualmente vascularizados e aumentem os niveis de
0,, o fendtipo glicolitico persiste, resultando no efeito
Warburg. Vias apoptdticas e metabdlicas que
convergem nas mitocondrias ndo sdo independentes e
levam a crer que o fendtipo glicolitico é de fato
associado a um estado de resisténcia a apoptose.

Pesquisas sugerem que ha um fator de hipdxia-
induzida (HIF) e a ativagdo desse fator é uma
conseqliéncia comum de uma variada rede de tipos
comuns de tumores humanos. O HIF estimula a
expressdo da enzima glicolitica e diminui a fosforilagao
oxidativa mitocondrial em células tumorais, isso ocorre
mesmo sob condigdes aerdbicas (Brahimi-Horn, 2007).
Recentemente, estudos vém mostrando que varios
oncogenes e mutagdes nos supressores de tumor podem
ativar diretamente o HIF e outros componentes do
metabolismo glicolitico em hipdxia (CUEZVA, 2009).
Além disso, recentes esforgos também tém conectado o
regulador metabdlico, AMP-proteina cinase (AMPK) em
varios supressores tumorais humanos (SHAW, 2006).

Coincidindo com estes achados, a visualizagdo
de uma grande variedade de tipos de tumores humanos
revelaram que o metabolismo da glicose é
funcionalmente modificado em uma grande variedade
de tipos de cancer humano (GAMBHIR, 2002).

Segundo Berendzen e colaboradores (2006), a
inibicdo da atividade do PDC impede a oxidagdo
mitocondrial do piruvato e promove sua redugdo
citoplasmatica a lactato. A diminuigdo do fluxo através
do PDC também reduz a disponibilidade da acetil-CoA
ao ciclo de Krebs. Por sua vez, a redugdo de ambos os
ciclos diminui a geragdo dos equivalentes redutores
NADH + H* e FADH, que doam elétrons a cadeia
respiratdria para a redugdo do oxigénio molecular em
agua pelo citocromo c oxidase (complexo IV) e a sintese
de ATP a partir do ADP e fosfato inorganico pela ATP-
sintase (complexo V). Assim, defeitos no PDC podem dar
origem a acidose latica e a falha na producgdo
energética celular.

Estes pesquisadores complementam argumen-
tando que o DCA aumenta a atividade do PDC por dois
mecanismos estabelecidos. O primeiro, e o mais
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investigado, é pela inibicdo da atividade dos PDKs,
mantendo assim, o PDC em estado desfosforilado,
cataliticamente ativo. O PDK2 é mais sensivel a inibigdo
por DCA do que a isoforma tecido-especifico do PDK3. O
DCA atravessa facilmente a barreira hemato-encefélica
e, aparentemente, entra nas células através do sistema
de transporte que também facilita a absorgdo através
da membrana plasmatica do piruvato, lactato,
acetoacetato e B-hidroxibutirato. O DCA pode entrar na
mitocondria pelo sistema transportador piruvato
dessas organelas.

O segundo mecanismo pelo qual o DCA ativa o
PDC é pela estabilizagdo da enzima que regula sua taxa
de degradagdo. Estudos em cultura de fibroblastos com
poucos pacientes com deficiénciaem E1a sugerem que
estas mutagdes que diminuem a estabilidade protéica
mostram o aumento residual da atividade do PDC em
incubagdo in vitro em poucos dias com DCA, enquanto
mutagdes que diminuem a atividade catalitica ndo sdo
afetadas pela exposicdo a droga. Foi especulado que
este efeito seletivo pelo DCA reflete em mudangas no
estado de fosforilagdo de Ela pela atividade
proteolitica ou em conformidade e semelhanga com
outras subunidades do complexo. Ndo obstante, estes
dados indicam que o intrigante DCA pode exercer uma
dupla agdo sobre a atividade residual PDC, dependendo
da natureza da mutagdo no gene da subunidade E10

O acido dicloroacético inibe a PDK, desloca o
metabolismo da via glicolitica para a fosforilagdo
oxidativa, diminui o potencial de membrana (“°m) e ativa
os canais de voltagem em todo tumor, mas ndo nas
células normais. O DCA acaba promovendo a indugdo
da apoptose celular, diminuindo o crescimento de
células neoplasicas. (WAHR, 1994).

Bonnet e colaboradores (2007) afirmam que as
mitocondrias de células tumorais apresentam alto
potencial de membrana e baixo nivel e expressdo do
canal de potdssio quando comparadas com células
normais. Esta situagdo contribui para uma resisténcia
dessas células a apoptose. Com a aplicagdo do acido
dicloroacético, as mudangas no metabolismo energético
promoveram a diminuicdo deste potencial de
membrana, aumentaram os niveis de peréxido de
hidrogénio e a atividade dos canais de potassio,
induzindo assim a apoptose e redugdo do tumor. O
interessante é que as células normais ndo foram
afetadas e aparentemente ndo apresentaram toxicidade.

Berendzen e colaboradores (2006) publicaram
artigo sobre o tratamento com uso oral do
dicloroacetato (DCA) em criangas com acidose latica
congénita causada por mutag¢do no complexo da
piruvato desidrogenase (PDC). Os casos de cancer foram
registrados em 46 pacientes analisados através do
diagnéstico, preservagdo clinica e resposta ao DCA. O
DCA diminuiu a concentragdo de lactato no sangue e no
fluido cérebro-espinal e foi, geralmente, bem tolerado.

Ele pode ser, particularmente, efetivo em criangas com
deficiéncia em PDC por estimulagdo residual da
atividade enzimatica e, conseqlientemente, do
metabolismo energético celular.

A ativagcdo do PDC pelo DCA aumenta a oxidagdo
da glicose em fungdo da entrada de acetil-CoA no ciclo
de Krebs, restabelecendo a fungdo normal da cadeia
respiratdria. Isso aumenta a producgdo de superdxido
(0,-) que, na presenga de MnSOD (manganés superdxido
dismutase), retorna aos niveis mais estaveis. O aumento
sustentado da produgdo de ROS (Espécie de oxigénio
reativo) pode danificar o complexo redox inibindo o
efluxo de H*e o decréscimo da Aym (Potencial de
Membrana). A abertura do poro de transigdo
mitocondrial Aym-sensivel (MTP) permite o efluxo de
citocromo c e o fator de indugdo de apoptose (AIF).
Ambos, citocromo c e O,-% abrem os canais de potdssio
K* redox-sensiveis na membrana plasmatica e
hiperpolariza a célula, inibindo a entrada de Ca**
voltagem-dependente. A diminuigdo da [Ca***]i suprime
uma ativagdo tonica dos NFAT (Fator Nuclear de
ativagdo dos linfocitose T), resultando em seu
afastamento do nucleo, aumentando a expressdo dos
canais voltagem-dependentes Kv1.5. O aumento do
efluxo de K*da célula diminui a inibigdo tonica da [K*]i
em caspases, aumentando ainda mais a apoptose. A
seletividade de DCA é baseada em sua capacidade de
direcionar o Unico perfil metabdlico que caracteriza a
maioria dos tumores, e sua eficacia é explicada pelo
seu mecanismo duplo de indug¢do de apoptose, tanto
pela despolarizagdo mitocondrial (via proximal) quanto
pela ativagdo e regulagdo dos canais voltagem-
dependentes Kv1.5 (via distal) (BONNET et al., 2007).

Recentemente, pesquisas tém demonstrado que
o metabolismo peculiar da célula cancerosa permite
tragar uma meta e desenvolver estratégias que possam
impedir a progressdo da doencga. Neste sentido, varias
pequenas moléculas estdo sendo testadas, isoladamente
ou em quimioterapia combinada, como fatores de
interferéncia nas vias metabdlicas especificas de
diversos tipos de cancer.

Os trabalhos relacionados com o tratamento de
células neoplasicas pelo acido dicloroacético ndo sao
muito recentes, mas na ultima década, houve um rapido
crescimento nas publicagdes. Com base em um dos
portais de divulgagdo cientifica, o Science Direct, um
levantamento realizado em 30 de abril de 2010 revelou
que de 1994 até o fim do século XX haviam 117
ocorréncias para o verbete "dichloroacetate"
(dicloroacetato), sendo 19 delas relacionadas direta-
mente com o complexo enzimatico da piruvato
desidrogenase.

O uso do DCA ndo serve apenas para o
tratamento do cancer, mas também para corrigir defeitos
metabdlicos envolvendo a atividade do PDC. A acidose
latica, por exemplo, pode ser revertida com a aplicagao
do DCA nos pacientes em tratamento desta patologia
(BERENDZEN et al., 2006). Especula-se que doengas como
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a Sindrome MERRF (SPANEMBERG, 2001), doenga
mitocondrial que junto com as outras citopatias
mitocondriais constituem um grupo de doengas de
expressao clinica heterogénea decorrente de alteragées
do metabolismo energético celular, e doengas
relacionadas com o metabolismo do piruvato e sua
formagdo em acetil-CoA, podendo ser tratadas com a
administra¢do do DCA no PDC.

Acdo do DCA

O acido dicloroacético (DCA) pode contaminar
ambientes aquaticos, sendo muito tdxico para animais
de vida marinha e lacustre. Sua férmula quimica é
CI2CHCOOH, sua massa molar é de 128.94 g/mol, é
soltivel em dgua a 20° C, seu ponto de fusdo é a-4°Ce
seu ponto de ebulicdo é de 1922C. Sua densidade é em
torno de 1.57 g/cm3 (a 20 °C) e dissolvido em 4gua na
mesma temperatura a concentragdo de 129 g/L, seu pH
é de 1,2. E uma substancia ndo é inflamavel e
relativamente corrosiva em contato direto com a pele.

De acordo com o GSH (Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals),
Sistema Harmonizado Globalmente para a Classificagdo
e Rotulagem de Produtos Quimicos, o DCA pode provocar
gueimaduras na pele e lesGes oculares graves se
administrados sem os equipamentos de protecdo
individual (EPI). Em caso de ingestdo é recomendavel
enxaguar a boca e ndo provocar o vomito. E em casos de
contacto com os olhos, enxaguar cuidadosamente com
dguadurante varios minutos. Se usar lentes de contacto,
retira-las, se tal for possivel, e continuar a enxaguar.
Por ser um contaminante, recomenda-se que seja evitada
a libertagdo desse produto para o ambiente.

Contudo, nos trabalhos realizados com o uso do
DCA in vivo ou in vitro, este produto é administrado com
diluigdes entre 0,1uM a 100uM, reduzindo os riscos de
contaminagdo e danos as células. Tratamentos de
patologias relacionadas ao metabolismo das
mitocondrias sdo realizados a cerca de 50 anos, mas
apenas na Ultima década, as pesquisas foram
direcionadas a compreensdo do mecanismo da
apoptose (ou a falta dela) em células neoplasicas e as
possiveis intervengGes desse quadro com o uso do acido
dicloacético.

Trabalhos mais significativos

Han e colaboradores (2008) publicaram um
trabalho no qual fizeram uma comparagdo entre dois
métodos para o tratamento de deficiéncia no complexo
da piruvato desidrogenase (PDC) em fibroblastos
utilizando um vetor viral auto complementar
adenoassociado (scAAV) e o dicloroacetato (DCA).
Pacientes com deficiéncia na Ela foram tratados
combinando estes dois métodos. Parte da amostra
apresentou resultados favoraveis no restabelecimento
da atividade enzimdtica da subunidade E1qQ, e quando
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associado com o DCA, o resultado se mostrou mais
satisfatério. Expostos ao DCA numa concentragdo de
5,0 mM por 24 h, a atividade residual do PDC aumentou
tanto no grupo controle (uma média de 37% de aumento)
e em todas as linhagens celulares com deficiéncia no
PDC (média de 44% de aumento). Quando as células
foram acompanhadas por subsequente administra¢do
de DCA, a mudanga na atividade do PDC foi, de maneira
geral, positiva, se comparada aos efeitos produzidos
com qualquer um dos dois meios, o gene vetor ou a
droga sozinha. Algumas células demonstraram um
aumento de 80 a 91% na atividade do PDC quando
comparadas aquelas apds o tratamento combinado de
um vetor tipo sorolégico scAAV e o DCA.

Klyuyeva e colaboradores (2007) publicaram um
artigo que identificava os residuos de aminoacidos na
PDK2 responsaveis pela identificagdo do DCA usando
primers de oligonucleotideos como vetores. Estudos
recentes conduzidos por Knoechel e seu grupo de
pesquisa identificaram um sitio de ligagdo de DCA entre
as quatro hélices do dominio PDK2 R. Foi a partir dessas
informag&es que a pesquisa de Klyuyeva fundamentou
a analise fisioldgica sobre a identificagdo da piruvato
DCA-ligante e estabeleceu o mecanismo responsavel
pelo reconhecimento do DCA pela PDHK2. Com esta
finalidade, estes pesquisadores removeram uma
unidade de alanina por mutagénese da proteina PDK2
de ratos referente a regido DCA-ligante, fazendo a
posterior identificagdo por cromatografia. Os efeitos
do DCA na atividade enzimatica das proteinas de PDK2
mutantes foram testados numa grande variagdo de
concentragdes do DCA, entre 0.1 uM a 100 uM. Os
autores conseguiram demonstrar a atividade enzimdtica
da PDK2, sendo que em mais duas variantes mutantes
constataram um decréscimo de sua atividade em fungao
do aumento na concentragdo da DCA. Saber o local onde
o DCA se liga a PDK é importante ja que este complexo
regula a atividade da PDC que por sua vez, reestabelece
a via apoptética normal da célula.

Kato et al. (2007) relacionaram a inibi¢do da
PDK utilizando o DCA. Inativa¢des seletivas nas
isoformas de PDK por inibidores especificos como o
DCA tém sido demonstradas pela alteragdo nos canais
de potassio, reestabelecendo a apoptose em células
cancerosas e inibindo o desenvolvimento do cancer. Em
uma concentragdo ideal, o DCA presente no meio se liga
ao dominio da hélice N-terminal do PDK promovendo
uma mudanga conformacional na PDK e a inativagdo
da atividade cinética da PDK. Essa mudanga
conformacional pode ser explicada pelo movimento do
residuo de Histidina 149 que promove o desenrolar da
estrutura helicoidal em um pequeno segmento entre os
residuos 148 de Arginina e 151 de Asparagina. Estes
pesquisadores afirmam que, de acordo com o modelo
utilizado de DCA-ligante, o residuo 114 de Arginina e
115 de Histidina em PDK2 (que corresponde aos
residuos 148 de Arginina e 149 de Histidina no PDK1),
sdo cruciais na interagdo do PDK2 com o DCA.
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Estudos com diversas linhagens e tipos celulares
com alteragdes neopldsicas, basicamente,
apresentaram um comportamento similar: 1)
substituicdo da fosforilagdo oxidativa pela
fermentagdo aerdbica (efeito Warburg) como via
metabdlica preferencial na obtengdo de energia (mesmo
na presenga de oxigénio), 2) diminui¢cdo na atividade
do complexo piruvato desidrogenase, o PDC e 3) desvio
da via apoptética (Heiden, 2009). Em uma pesquisa com
células neoplasicas endometriais, Wong (2008)
identificou que o uso do acido dicloroacético (DCA) pode
promover a morte celular programada por duas vias
principais: uma que é regulada pela atividade
mitocondrial (na regulagdo da atividade do complexo
piruvato desidrogenase, o PDC, e da piruvato
desidrogenase cinase, a PDK, que regula o PDC) e a outra,
determinada pela abertura do canal de ions potdssio
na membrana plasmatica acoplada ao que ele chamou
de via NFAT-Kv1.5 (nuclear fator of activated T
lymphocytes ligado ao canal de potdssio voltagem-
dependente Kv1.5). Na via regulada pela atividade
mitocondrial, o DCA se liga ao PDK, diminuindo sua
acdo sobre o PDC. Esse aumento na atividade metabdlica
do PDC reestabelece o uso da glicose pela fosforilagao
oxidativa, reduzindo o efeito Warburg e hiperpo-
larizando a membrana mitocondrial. Isso causa uma
translocagdo de espécies reativas de oxigénio como o
H202 (chamados de ROS - reactive oxygen species) e
citocromo ¢ da mitocondria para o citoplasma celular,
induzindo assim a apoptose pela ativagdo das caspases
(WANG, 2001).

As informag¢des sobre a relagdo da
hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial na morte
celular programada também foi identificada nos
trabalhos de Bonnet et al. (2007) que propuseram que a
eliminagdo de ions potassio pela dilatagdo dos canais
de potdssio voltagem-dependente Kv1.5 hiperpola-
rizando a célula, evita a entrada de Ca%* na célula. Essa
diminui¢do intracelular dos niveis de Ca*inibe a
ativagdo do NFAT que promove o aumento da expressao
de Kv1.5, criando um ciclo de feedback positivo (niveis
baixos de ions potassio intracelular / despolarizam a
membrana plasmatica / entra menos nimero de ions
Ca? na célula / promovem diminuigdo do [Ca?]
intracelular/ desencadeando, entdo, a inativagdo do
NFAT / que resulta no aumento da expressdo de canais
Kv1.5 / diminuindo, novamente, a concentragdo
intracelular de fons potassio). Esse aumento na
guantidade de canais de potassio voltagem-dependente
faz diminuir a concentragdo intracelular desse ion.
Associado com a liberagdo de citocromo ¢ para o
citoplasma e com o fator apoptose-induzido (AIF,
apoptosis inducing factor), as caspases sdo ativadas,
promovendo a indugdo da apoptose. Em células
neoplasicas, o NFAT atua no nucleo inibindo a expressao
do Kv1.5, mesmo na presenc¢a do AlF. Com a falta de
producdo dos canais de potassio voltagem-dependente,
os niveis desse ion ndo diminuem e ndo ocorre ativagao

das caspases. O DCA atuou em células neoplasicas, sem
toxicidade aparente para as células sadias.

Li et al. (2008) analisaram a evolugdo cinética
do dicloroacetato em humanos baseados em
investigacdo farmacocinética. Esse tipo de pesquisa se
mostra importante para o tratamento de doengas
mitocondriais ou relacionadas as mitocondrias, tendo
em vista que os efeitos do DCA serdo mais eficientes se
o caminho fisiolégico no corpo humano for conhecido,
podendo melhorar sua agdo, reduzir os possiveis efeitos
colaterais e difundir para o maior nimero de pessoas.
Trabalhando com dois modelos de administragdo da
droga, uma por via intravenosa e outro por via oral,
estes pesquisadores identificaram as formas de
absorgdo e rota metabdlica do DCA em humanos. Doses
farmacoldgicas de DCA variaram entre 10 e 50mg/kg ao
dia, aplicados por via intravenosa com intervalos
alternados. Ja por via oral, 2mg do DCA diluido em meio
litro de dgua. Foi observado que o DCA foi absorvido
pelo trato gastrointestinal e apenas 1% do total da dose
foi excretada pela urina. O foco das pesquisas em geral,
tem se voltado para a identificagdo de enzimas
responsaveis pela biotransformag¢do do DCA e o
mecanismo envolvido na inibicdo de seu metabolismo.
Sendo assim, o modelo de metabolismo do DCA
pesquisado por Li e colaboradores, sugere que em doses
baixas, administrado por via oral (em concentragdo
medida em pg/L de d4gua) tem uma menor contribuicdo a
farmacocinética do DCA, contudo, ligado a proteina
sérica, tem uma importante participagdo. Em altas
doses, o DC produz inibigdo de seu préprio metabolismo
resultando numa lenta distribui¢do pelo corpo.

Michelakis (2009) (Pulmonary Hypertension
Program and Vascular Biology Group) desenvolve um
projeto pioneiro no uso terapéutico do acido
dicloroacético em células neoplasicas de figado em ratos
de laboratério. Juntamente com seus colaboradores,
obteve bons resultados na redugdo de tumores de
cobaias e em alguns casos, a eliminagdo total da
neoplasia. Suas pesquisas no uso desse acido na cura
do cancer podem ser consideradas revolucionarias sob
diversos aspectos, mas é justamente no setor financeiro
seu maior impacto. Desde o produtor de farmacos até
guem os comercializa, passando, inclusive, pelo médico
que indica o melhor tratamento e, consequentemente,
os medicamentos que serdo utilizados, todos poderao
ser afetados por essa descoberta.

CONSIDERAGOES FINAIS

Foram encontrados 991 artigos publicados no
periodo de 1995 e 2009 relacionando o dicloacetato e o
complexo piruvato desidrogenase. Nos ultimos anos do
século XX, apenas 104 artigos foram considerados
relevantes para o trabalho e um aumento significativo
no numero de publicagdes foi possivel identificar 874
no periodo de 2000 e 2009. Isso mostra o avango nas
pesquisas que relacionam o acido dicloroacético com
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a atividade do complexo piruvato desidrogenase. Dentre
os 72 artigos selecionados para compor esta revisao,
apenas 36 foram selecionados.

As pesquisas revelam que existe uma
caracteristica comum entre as linhagens de células
neoplasicas quanto ao seu metabolismo energético, o
efeito Warburg que desvia a fosforilagdo oxidativa para
a glicdlise aerdbica, mesmo em meio contendo oxigénio.
A modificagdo do piruvato em acetil-CoA é realizada
pelo PDC que por sua vez, é regulado pela PDK. Sua
participagdo no efeito Warburg é diminuir a atividade
do PDC e desorganizar a cascata de eventos que
precedem a apoptose. O DCA atua na PDK, permitindo
que o PDC realize a modificagdo do piruvato em acetil-
CoA e a fosforilagdo oxidativa se reestabelega.

A apoptose ocorre sob a influéncia de diversos
fatores tais como a liberagdo de citocromo ¢ para o
citoplasma, liberagdo do fator de apoptose-induzido,
niveis diminutos de potdssio intracelular, metabolismo
energético das mitocondrias e das caspases. Em células
neoplasicas este equilibrio é desfeito e estas passam a
“burlar” a apoptose e se mantém indefinidamente.

O DCA, por reestabelecer o metabolismo da
glicose por sua atuagdo no PDK (consequentemente, no
PDC), a via apoptdtica pode ser refeita e a célula
neoplasica realizar a morte programada. Pesquisas
relacionadas ao uso em humanos do DCA indicaram
que, em doses adequadas esta substancia ndo apresenta
toxicidade as células normais. Dessa forma, o uso do
DCA pode ser uma alternativa para o tratamento do
cancer, considerada menos invasiva, de custo reduzido
e de fécil acesso.
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