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RESUMO 

Bonatelli MQA. O MCT1 como alvo terapêutico e mediador de resposta no tratamento de 

melanomas. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de Câncer de Barretos; 2021. 

 
 
INTRODUÇÃO: A dependência de células tumorais pela via glicolítica (efeito Warburg) está 

associada à superexpressão de diferentes proteínas relacionadas ao metabolismo tumoral, 

em especial dos transportadores de monocarboxilatos (MCTs). A elevada expressão dos MCTs 

tem sido descrita em diversos tipos tumorais, associando-se em alguns casos a piores 

prognósticos. Nesse contexto, os MCTs, em especial as isoformas 1 e 4, surgem como alvos 

terapêuticos promissores. Além de alvo terapêutico, o MCT1 foi identificado como o principal 

carreador do 3-bromopiruvato (3-BP), um análogo halogenado do piruvato que possui potente 

ação de inibição da glicólise. O melanoma é o câncer de pele mais agressivo, com 40-60% dos 

casos apresentando a mutação BRAF V600E. Mutações em BRAF tornam as células tumorais 

energeticamente dependentes do efeito Warburg. Nesse contexto, a inibição da expressão de 

MCT1, assim como o tratamento com 3-BP de pacientes com tumores que apresentam um 

aumento da expressão do transportador podem ser estratégias terapêuticas eficazes em 

melanomas. Assim, o objetivo geral desta tese foi avaliar o potencial do MCT1 como alvo 

terapêutico e mediador de resposta ao 3-BP para o tratamento de melanomas. MATERIAL E 

MÉTODOS: Doze linhagens celulares comerciais de melanoma foram caracterizadas quanto 

ao seu perfil mutacional (BRAF, NRAS, KIT e TERT) e perfil metabólico (expressão proteica de 

MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX, juntamente com a quantificação de glicose 

e lactato extracelular). Além disso, foi realizada uma triagem de sensibilidade ao 3-BP. Com 

base no perfil metabólico e na sensibilidade ao 3-BP encontrados, o knockdown (KD) de MCT1 

foi realizado nas linhagens UACC-62 e WM164 com o sistema CRISPR/Cas9. Ensaios funcionais 

utilizando modelos de cultura 2D e 3D (pele artificial) foram realizados para avaliar o efeito do 

KD de MCT1 e tratamento com 3-BP, isoladamente, bem como combinados. Ainda, realizou-

se a caracterização do perfil transcricional de um amplo painel de genes relacionados a 

diferentes vias metabólicas utilizando a plataforma NanoString. Posteriormente, realizou-se o 

silenciamento de MCT4 na linhagem WM164 MCT1 KD por siRNA, assim como a sua 

caracterização funcional. RESULTADOS: As linhagens celulares de melanoma demonstraram 

um perfil metabólico heterogêneo. Linhagens celulares mais sensíveis ao 3-BP apresentaram 



 
 

 
  

expressão de MCT1, enquanto linhagens celulares com maior resistência ao 3-BP 

apresentaram expressão diminuída de MCT1. Para a linhagem UACC-62, o KD de MCT1 

diminuiu significativamente a migração e invasão celular, além do efluxo de lactato e número 

de colônias formadas, enquanto o tratamento com 3-BP diminuiu significativamente a 

viabilidade, proliferação, migração e formação de colônias. Na linhagem WM164, o KD de 

MCT1 diminuiu significativamente a viabilidade e proliferação celular, enquanto o tratamento 

com 3-BP diminuiu significativamente a viabilidade celular, proliferação, invasão e formação 

de colônias. Inesperadamente, o KD de MCT1 aumentou significativamente a invasão celular 

e o número de colônias formadas pela linhagem WM164. A combinação do KD de MCT1 e 

exposição ao 3-BP demonstrou que o efeito do 3-BP nos parâmetros funcionais analisados é 

altamente dependente da presença do MCT1, sendo que o KD do transportador é capaz de 

reverter a ação do 3-BP. A análise da expressão de proteínas relacionadas ao metabolismo na 

linhagem WM164 MCT1 KD demonstrou um aumento da expressão de MCT4 e GLUT1. Ainda, 

o KD de MCT1 aumentou a expressão de genes relacionados à via da glutamina, regulação de 

ácidos graxos, assim como de genes reguladores do metabolismo glicolítico na linhagem 

UACC-62. Em contrapartida, a linhagem WM164 MCT1 KD apresentou diminuição da 

expressão de genes relacionados à sinalização celular, assim como o aumento da expressão 

de MCT4 e genes associados ao processo de transição epitélio-mesênquima (EMT), o que, por 

sua vez, conferiu maior agressividade à linhagem. Por fim, a caracterização funcional do duplo 

silenciamento de MCT1 e MCT4 na linhagem WM164 demonstrou uma diminuição 

significativa de parâmetros não antes observados no silenciamento de MCT1 sozinho, como 

diminuição no efluxo de lactato, migração e invasão celular. CONCLUSÃO: Os resultados 

obtidos suportam a hipótese de que o MCT1 é um promissor alvo terapêutico, bem como 

mediador da resposta ao tratamento com 3-BP em melanomas. Ainda, destaca-se o efeito 

promissor do 3-BP, quando em presença do MCT1 expresso, demonstrando resultados 

importantes na diminuição de diferentes parâmetros de agressividade tumoral. 

 

PALAVRAS-CHAVES: 3-bromopiruvato; efeito Warburg; MCT1; melanoma; reprogramação 

metabólica; transportadores de monocarboxilatos. 



 
 

 
  

ABSTRACT 

Bonatelli MQA. MCT1 as a therapeutic target and response mediator in melanoma treatment. 

Thesis (PhD Degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2021. 

 
 
INTRODUCTION: The dependence of tumor cells on the glycolytic pathway (Warburg effect) 

is associated with the overexpression of different proteins related to tumor metabolism, 

especially monocarboxylate transporters (MCTs). The high expression of MCTs has been 

described in several tumor types, being associated in some cases with worse prognosis. In this 

context, MCTs, especially isoforms 1 and 4, emerge as promising therapeutic targets. In 

addition, MCT1 was identified as the main carrier of 3-bromopyruvate (3-BP), a halogenated 

pyruvate analogue that has a potent glycolysis-inhibiting action. Melanoma is the most 

aggressive skin cancer, with 40-60% of cases having the BRAF V600E mutation. BRAF 

mutations make tumor cells energetically dependent on the Warburg effect. In this context, 

the inhibition of MCT1 expression, as well as the treatment with 3-BP of patients with tumors 

that present an increased expression of MCT1 may be an effective therapeutic strategy in 

melanomas. Thus, the main aim of this thesis was to evaluate the potential of MCT1 as a 

therapeutic target and response mediator to 3-BP for melanoma treatment. MATERIALS AND 

METHODS: Twelve commercial melanoma cell lines were characterized for their mutational 

profile (BRAF, NRAS, KIT and TERT) and metabolic profile (protein expression of MCT1, MCT2, 

MCT4, CD147, CD44, GLUT1 and CAIX, together with the quantification of extracellular glucose 

and lactate). In addition, a 3-BP sensitivity screening was performed. Based on the metabolic 

profile and sensitivity to 3-BP found, the knockdown (KD) of MCT1 was performed in UACC-62 

and WM164 cell lines with a CRISPR/Cas9 system. Functional assays using 2D and 3D culture 

models (artificial skin) were performed to evaluate the effect of MCT1 KD and 3-BP treatment, 

alone, as well as in combination. Furthermore, the transcriptional profile of a broad panel of 

genes related to different metabolic pathways was characterized using the NanoString 

platform. Subsequently, the silencing of MCT4 with siRNA in WM164 MCT1 KD cell line, as well 

as its functional characterization, were performed. RESULTS: Melanoma cell lines 

demonstrated a heterogeneous metabolic profile. Cell lines more sensitive to 3-BP showed 

expression of MCT1, while cell lines resistant to 3-BP showed decreased expression of MCT1. 

For the UACC-62 cell line, MCT1 KD significantly decreased cell migration and invasion, in 



 
 

 
  

addition to lactate efflux and number of colonies formed, while 3-BP treatment significantly 

decreased viability, proliferation, migration and colony formation. In the WM164 cell line, 

MCT1 KD significantly decreased cell viability and proliferation, while 3-BP treatment 

significantly decreased cell viability, proliferation, invasion and colony formation. 

Unexpectedly, MCT1 KD significantly increased cell invasion and the number of colonies 

formed by the WM164 cell line. The combination of MCT1 KD and exposure to 3-BP 

demonstrated that the effect of 3-BP on the functional parameters analyzed is highly 

dependent on the presence of MCT1, and the KD of the transporter is able to reverse the 

action of 3-BP. The analysis of the metabolism-related proteins of WM164 MCT1 KD 

demonstrated an increased expression of MCT4 and GLUT1. Furthermore, MCT1 KD increased 

the expression of genes related to the glutamine pathway, fatty acid regulation, as well as 

glycolytic metabolism regulatory genes in the UACC-62 cell line. In contrast, WM164 MCT1 KD 

showed decreased expression of genes related to cell signaling, as well as increased 

expression of MCT4 and genes associated with the epithelial-mesenchymal transition process, 

which, in turn, presented a more aggressive phenotype. Finally, the functional 

characterization of the dual silencing of MCT1 and MCT4 in the WM164 cell line demonstrated 

a significant decrease in parameters not previously observed in MCT1 silencing alone, such as 

decreased lactate efflux, cell migration and invasion. CONCLUSION: The results obtained 

support the hypothesis that MCT1 is a promising therapeutic target, as well as a mediator of 

response to 3-BP treatment in melanomas. Furthermore, the promising effect of 3-BP is 

highlighted, when in the presence of expressed MCT1, demonstrating important results in the 

reduction of different parameters of tumor aggressiveness. 

 

KEYWORDS: 3-bromopyruvate; MCT1; melanoma; metabolic reprogramming; 

monocarboxylate transporters, Warburg effect. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Metabolismo Tumoral 

Na década de 1920, Otto Warburg descreveu pela primeira vez um dos principais 

mecanismos de adaptação metabólica das células tumorais, fenômeno conhecido como 

“Efeito Warburg” ou glicólise aeróbica1, 2. No efeito Warburg, células malignas reprogramam 

o seu metabolismo para obtenção de energia majoritariamente a partir da via glicolítica, 

mesmo na presença de altas taxas de oxigênio, apresentando um aumento no consumo de 

glicose e consequentemente um aumento na produção de lactato3. Esta reprogramação do 

metabolismo é reconhecida como uma das características fundamentais das células tumorais 

(Hallmarks of Cancer, Figura 1), fornecendo vantagens adaptativas aos tumores, 

principalmente relacionadas a proliferação e sobrevivência4. 

 

Fonte: Hanahan & Weinberg4. 
 
Figura 1. Hallmarks of Cancer. Características tumorais descritas como fundamentais para a promoção do 

fenótipo maligno, dentre elas, a reprogramação do metabolismo energético celular. 

 

Mesmo a glicólise aeróbica apresentando menor eficiência para a produção de ATP (dois 

ATPs por mol de glicose) quando comparada à fosforilação oxidativa (aproximadamente 32 

ATPs por mol de glicose)5, 6, essa adaptação metabólica se faz necessária devido à elevada 

demanda energética das células tumorais, visto que a produção de lactato a partir da glicose 
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é descrita como sendo de 10-100 vezes mais rápida que a oxidação completa da glicose7. 

Ainda, destaca-se a utilização da glicose pelas células tumorais como molécula precursora em 

outras vias de fontes de carbono, participando na síntese de biomoléculas essenciais para a 

proliferação celular. O acúmulo dessa importante porção de carbonos como intermediários 

glicolíticos alimenta as vias anabólicas, produzindo proteínas, lipídios e ácidos nucléicos, 

mantendo, assim, um estado aumentado de proliferação celular, que por sua vez, favorece a 

sobrevivência das células tumorais em relação às células normais5, 8. Como resultado desta 

reprogramação metabólica das células tumorais (Figura 2), o meio extracelular se torna um 

microambiente ácido, principalmente devido à excreção aumentada do lactato acoplado a um 

próton (H+). O microambiente ácido e rico em lactato contribui, entre outros, para o aumento 

da invasão tumoral e da capacidade de metastização, promovido tanto pela destruição das 

células adjacentes normais, através da morte celular induzida pelo fenótipo ácido-resistente, 

quanto pela ativação de metaloproteinases9 e promoção da angiogênese3. Além disso, o 

acúmulo de lactato extracelular acaba por inibir a resposta imunológica contra as células 

tumorais, como a efetuada por linfócitos T citotóxicos, presentes no microambiente 

tumoral10. Outra característica observada em tumores hiperglicolíticos é a resistência a 

terapias antitumorais citotóxicas, como as quimioterapias clássicas, que tem como principal 

alvo a replicação do DNA (agentes alquilantes, platinas, agentes antimitóticos e inibidores de 

topoisomerases), assim como terapias-alvo dirigidas (anticorpos monoclonais e pequenas 

moléculas)11. 

Clinicamente, o efeito Warburg provou ser uma ferramenta útil na detecção de tumores 

hiperglicolíticos, principalmente devido ao uso de exames de imagem como o 18F-FDG PET/CT, 

que consiste de tomografia computadorizada por emissão de pósitrons, associada a um 

análogo da glicose radiomarcado, o 2-fluoro-2-deoxi-D-glicose marcado com flúor-18. Devido 

à alta demanda glicolítica, células tumorais acumulam o análogo da glicose intracelularmente 

em detrimento da maioria das células normais, possibilitando a captação e visualização dos 

tumores. O 18F-FDG PET/CT ainda demonstra diversas aplicações que vão além do diagnóstico, 

como a realização do estadiamento tumoral, com função prognóstica, e predição e 

monitoramento de respostas terapêuticas12, 13. 
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Fonte: Pinheiro et al.14. 
 
Figura 2. Panorama geral do metabolismo glicolítico em células normais e tumorais. (A) Metabolismo glicolítico 

em célula normal. O piruvato produzido pela glicólise é oxidado na mitocôndria na presença de 02. (B) 

Metabolismo glicolítico em célula tumoral. O piruvato produzido durante a glicólise é preferencialmente 

convertido em lactato e excretado, acoplado a um próton, pelo complexo MCTs/CD147. A acidificação do meio 

extracelular acaba por promover um aumento na proliferação celular, angiogênese, capacidade de invasão e 

resistência a fármacos. (ATP, adenosina trifosfato; pHe, pH extracelular; GLUT, transportador de glicose; pHi, pH 

intracelular; MCT, transportador de monocarboxilato; TCA, ciclo do ácido tricarboxílico). 
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Nesse contexto, ressalta-se o papel de diferentes proteínas envolvidas na 

reprogramação metabólica dos tumores, como as proteínas responsáveis pelo transporte da 

glicose e do lactato, assim como aquelas responsáveis pela regulação do pH intracelular15. Um 

dos principais mecanismos de adaptação metabólica tumoral se dá pelo aumento da 

expressão de proteínas envolvidas na via glicolítica, que advém, por sua vez, do 

microambiente com baixas concentrações de oxigênio ao qual estes tumores estão expostos 

e também pela sinalização desregulada de oncoproteínas específicas. Essa regulação positiva 

da via glicolítica é principalmente impulsionada pela ativação de fatores de transcrição, como 

o Fator Induzido por Hipóxia 1 alfa (HIF-1α) e o oncogene MYC, sozinhos ou em cooperação9. 

Em condições de normóxia, o HIF-1α é rapidamente degradado pela ação de prolil hidroxilases 

dependentes de oxigênio (PHDs), responsáveis pela hidroxilação dos resíduos de prolina da 

proteína HIF. Por sua vez, a proteína Von Hippel-Lindau (VHL), uma ubiquitina ligase E3, liga-

se ao HIF-α hidroxilado e atua como um componente de reconhecimento de substrato do 

complexo E3 ubiquitina ligase, levando posteriormente à degradação proteassômica de HIF16. 

Sob hipóxia, a atividade das PHDs é inibida e as subunidades de HIF-α translocam-se para o 

núcleo celular, ligando-se ao Fator Induzido por Hipóxia 1 beta (HIF-1β). O heterodímero HIF-

α:HIF-1β liga-se então aos elementos responsivos à hipóxia (HREs) de seus genes alvo, 

resultando na regulação positiva de sua transcrição, que por sua vez, leva à manutenção do 

fenótipo maligno, estimulando, entre outros, o efeito Warburg16, 17. Já o oncogene MYC 

apresenta sua expressão desregulada em diversos tumores, principalmente devido a ganho 

no número de cópias (amplificação ou translocação cromossômica)18, e desempenha um 

papel essencial na reprogramação metabólica, visto que ativa diretamente a transcrição de 

vários genes relacionados ao metabolismo tumoral, permitindo a rápida geração de 

substratos bioenergéticos e intermediários glicolíticos, favorecendo a proliferação 

descontrolada das células tumorais19. Entretanto, a hipóxia não é o único mecanismo de 

regulação do metabolismo tumoral. Fatores adicionais que exacerbam o crescimento celular 

e desecandeiam o efeito Warburg, incluem a ativação constitutiva de oncogenes (RAF, RAS, 

AKT, MTOR) e a perda de genes supressores tumorais (VHL, PTEN, TP53), visto que os 

oncogenes e genes supressores de tumor também são ativadores críticos, mas não exclusivos, 

de HIF-1α , independente da concentração de 02
9.  Ainda, destaca-se o aumento da atividade 

glicolítica nas células tumorais relacionado à perda da expressão do gene supressor tumoral 
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TP53, que, por sua vez, leva à diminuição da expressão da proteína Reguladora de glicose e 

apoptose induzida por TP53 (TIGAR), responsável pelo bloqueio da degradação da glicose pela 

via glicolítica e seu direcionamento para a via das pentoses-fosfatos. Portanto, a perda da 

expressão de TIGAR, mediada pela inativação de TP53, resulta no aumento do fluxo da glicose 

através da via glicolítica, estimulando o efeito Warburg20. 

Dentre as proteínas alvo da regulação de HIF-1α e do oncogene MYC, destacam-se os 

transportadores de glicose (GLUTs, família gênica SLC2A)21, os transportadores de 

monocarboxilatos (MCTs, família gênica SLC16A), responsáveis pelo transporte do lactato22, 

23, assim como importantes reguladores do pH intracelular, como as anidrases carbônicas 

(CAs, família gênica CA)24, 25. Ainda, ressalta-se o papel de proteínas chaperonas na 

reprogramação metabólica dos tumores, responsáveis pela ancoragem dos MCTs à membrana 

plasmática e estabelecimento de sua função, como as chaperonas CD147 e CD4426, 27. Uma 

vez que promovem o exporte de lactato acoplado ao exporte de um próton, os MCTs, em 

especial as isoformas 1 e 4, contribuem para o fenótipo hiperglicolítico das células tumorais 

ao permitirem que o principal produto do metabolismo energético, o lactato, não acumule 

intracelularmente. Ainda, devido ao seu papel como reguladores de pH, os MCTs contribuem 

também de forma importante para o fenótipo de resistência à acidez apresentado pelas 

células tumorais, desenvolvendo assim um duplo papel na reprogramação metabólica destas 

células28. Finalmente, graças à modelação do microambiente tumoral promovida pelo lactato 

e prótons que vão acumulando extracelularmente, os MCTs contribuem indiretamente para 

os fenômenos de angiogênese, evasão ao sistema imune, invasão e metastização tumoral9, 29 

(Figura 2). A expressão aumentada dos MCTs tem sido descrita em diversos tipos tumorais, 

associando-se em alguns casos a piores prognósticos23. Nesse contexto, estudos pré-clínicos 

com enfoque em modelos de inibição in vitro e in vivo dos MCTs vem ganhando destaque e 

apresentando resultados promissores23. 

Como resultado, os MCTs surgem como potenciais alvos terapêuticos para o tratamento 

de tumores que apresentam o efeito Warburg11 (Figura 3). Atualmente, encontra-se em 

andamento um ensaio clínico de fase I/II, que investiga a utilização de um inibidor específico 

de MCT1, o AZD3965 (AstraZeneca), para tratamento de pacientes com tumores sólidos 

avançados ou linfoma (NCT01791595, www.clinicaltrials.gov). Na primeira fase do estudo, já 

finalizada, os principais objetivos foram descobrir a dose máxima segura do inibidor, 



6 

 
  

potenciais efeitos colaterais e destino da droga no organismo. Até o momento, 43 pacientes 

receberam o medicamento em forma de cápsulas por via oral, uma ou duas vezes ao dia, 

durante um ciclo de 28 dias. De acordo com os resultados descritos, a droga em geral foi bem 

tolerada com náuseas e fadiga sendo os efeitos colaterais mais comuns observados30, 31. 

 

Fonte: Pinheiro et al.14. 
 
Figura 3. Efeitos da inibição da atividade dos MCTs no fenótipo tumoral. A inibição dos MCTs promove o acúmulo 

de lactato intracelular e o posterior restabelecimento da atividade mitocondrial, levando à acidificação do meio 

intracelular e, consequentemente, ao aumento da morte celular e diminuição da angiogênese, capacidade de 

invasão e resistência às terapias. (ATP, adenosina trifosfato; pHe, pH extracelular; GLUT, transportador de 

glicose; pHi, pH intracelular; MCT, transportador de monocarboxilato; TCA, ciclo do ácido tricarboxilíco). 

 

1.2 3-Bromopiruvato 

Com base nos estudos envolvendo a reprogramação metabólica de diferentes tipos 

tumorais, em especial tumores com elevada expressão de MCT1, identificou-se, através do 

sequenciamento de última geração (next generation sequencing), o MCT1 como o principal 

determinante para a sensibilidade de células tumorais ao 3-bromopiruvato (3-BP), um potente 

inibidor da via glicolítica, sendo que o MCT1 está envolvido na captação do 3-BP pelas células 

tumorais, podendo ser utilizado como um potencial biomarcador para a seleção de tumores 

sensíveis ao tratamento com o fármaco32, 33. O 3-BP é um análogo halogenado do piruvato, que 

possui propriedades alquilantes e leva à piruvilação de grupos tiol (SH) nos resíduos de cisteína 

das proteínas e à consequente perda de sua funcionalidade. Sua ação se dá principalmente 
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através da inibição do metabolismo energético das células tumorais, possuindo diferentes 

alvos, tanto da via glicolítica como da via mitocondrial, levando à rápida depleção do ATP e 

morte celular (apoptose e necrose)32, 34. O 3-BP é o principal inibidor da hexoquinase II (HKII), 

proteína responsável pela fosforilação intracelular da glicose35. A HKII é a isoforma 

predominantemente expressa em tumores malignos e, considerando-se que a maioria dos 

tecidos normais expressam muito pouco HKII36, antecipa-se uma janela terapêutica 

suficientemente ampla para inibição de HKII sem efeitos colaterais importantes37. Entretanto, 

embora inicialmente descrito como um inibidor da HKII38, o principal alvo do 3-BP é de fato a 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)39, 40, que apresenta aumento de sua atividade 

em diferentes tipos tumorais, atuando no metabolismo da glicose, e tem sua expressão 

modulada por condições de hipóxia41, 42. Outros alvos foram também descritos para o 3-BP, 

incluindo a piruvato quinase (PK), a lactato desidrogenase (LDH), o retículo endoplasmático e 

os lisossomos38, 43, além da isocitrato desidrogenase (IDH), alfa-cetoglutarato desidrogenase 

(αKGHD), succinato desidrogenase (SDH), histonas deacetilases (HDACs) e glicoproteína-p 

(Figura 4)32. De acordo, o 3-BP elimina as reservas de ATP celular, diminuindo a proliferação 

celular e aumentando a morte celular, diminuindo também a atividade dos transportadores 

de cassetes de ligação de ATP (transportadores ABC) e restaurando a retenção de fármacos 

nas células malignas. Assim, o tratamento com 3-BP leva a uma maior sensibilidade das células 

tumorais a drogas antineoplásicas, tais como a daunorrubicina e a doxorrubicina, inibindo o 

crescimento de tumores in vivo, em monoterapia ou em combinação com outros agentes 

antineoplásicos convencionais44-47. Além disso, a depleção de ATP pelo 3-BP demonstrou 

reverter a resistência de células tumorais de cólon ao tratamento com oxaliplatina e 5-

fluorouracila48. 
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Fonte: Azevedo-Silva et al.32. 
 
Figura 4. Mecanismo de ação e alvos do 3-BP em células tumorais. A captação do 3-BP é mediada pelo complexo 

MCT1/CD147. Uma vez dentro da célula, os principais alvos do 3-BP são a hexoquinase II (HKII) e a gliceraldeído-

3-fosfato desidrogenase (GAPDH). O fármaco ainda exerce sua atividade no complexo I e II da cadeia respiratória 

mitocondrial e, consequentemente na fosforilação oxidativa, (OXPHOS), além de atuar na inibição das proteínas 

isocitrato desidrogenase (IDH), alfa-cetoglutarato desidrogenase (αKGHD), succinato desidrogenage (SDH), 

histonas deacetilases (HDACs) e glicoproteína-p (PGP). 

 

Na sequência de resultados promissores de estudos tanto in vitro quanto in vivo 43, em 

um relato de caso, um paciente jovem apresentando carcinoma hepatocelular fibrolamelar foi 

submetido ao tratamento com 3-BP, sobrevivendo durante um período mais longo do que o 

esperado, com uma melhoria da qualidade de vida49. No entanto, apesar de todos estes 

resultados promissores, o 3-BP ainda não se encontra em ensaios clínicos organizados, 

evidenciando, assim, a importância de novos estudos pré-clínicos para a progressão do 

inibidor para ensaios de fase I/II. 
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1.3 Melanoma 

O melanoma é a forma mais agressiva de câncer de pele, tendo como principal fator de 

risco associado ao seu desenvolvimento a exposição a radiação UV, resultando em progressivo 

acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas50, podendo eventualmente ocorrer em 

mucosas e possuindo uma incidência crescente no Brasil e no mundo51. Segundo a última 

publicação do Global Cancer Observatory (Globocan), estima-se, para o ano de 2020, uma 

incidência mundial de 324.635 novos casos de melanoma cutâneo, com uma mortalidade 

estimada de 57.043 casos52. De acordo com as estimativas brasileiras, publicadas pelo 

Instituto Nacional do Câncer - INCA, para o biênio de 2020/2021, espera-se uma incidência de 

4.200 casos para o sexo masculino e 4.250 casos para o sexo feminino53. 

O manejo de pacientes portadores de melanoma tem mudado devido a uma melhor 

compreensão da heterogeneidade molecular da doença. Em particular, estudos demonstram 

que o BRAF é um dos oncogenes chave na tumorigênese do melanoma, sendo também um 

importante fator para decisões terapêuticas54. Proteínas do tipo RAF são intermediárias na 

cascata de sinalização da via MAPK e afetam a proliferação celular, sendo a mutação BRAF 

V600E encontrada em 40% a 60% dos casos de melanoma cutâneo55. Esta mutação ativa 

proteínas a jusante de BRAF na via MAPK, resultando em proliferação e sobrevivência celular 

mesmo na ausência de fatores de crescimento56. O desenvolvimento de fármacos inibidores 

da via MAPK representa um grande avanço no tratamento do melanoma metastático, sendo 

o vemurafenibe, um inibidor da ação da proteína BRAF com a mutação V600E, uma opção de 

terapia. In vitro, o vemurafenibe inibe a fosforilação de MEK e ERK, atuando na inibição da 

proliferação celular em linhagens de melanoma com a mutação BRAF V600E57. Entretanto, 

devido à sua resistência intrínseca, nem todas as linhagens celulares de melanoma BRAF 

V600E são igualmente sensíveis ao vemurafenibe e, mesmo após uma resposta inicial 

benéfica, na maioria dos casos, esta é temporária58, 59. Apesar de evidências de que a mutação 

BRAF V600E seja preditiva de resposta aos inibidores de BRAF/MEK, a sinalização celular 

envolvida com a via de BRAF/MAPK pode ser mais heterogênea e localmente regulada pelo 

microambiente tumoral. Há também a possibilidade de ativação de outras vias, como a via de 

PI3K/AKT, por ativação de PDGFRB e outros receptores de tirosina quinase, ou reativação da 

via de MAPK, através, por exemplo, de mutações secundárias em NRAS58-61. Ainda não se sabe 

se a resistência terapêutica dos melanomas surge como o resultado de um processo evolutivo 
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do tumor ou da seleção de clones resistentes pré-existentes que já estavam presentes antes 

do início da terapia, caracterizando a heterogeneidade genética tumoral, sendo ambas as 

situações consideradas plausíveis62. Importante, mutações em BRAF tornam as células 

energeticamente dependentes do efeito Warburg63, sendo que esta reprogramação do 

metabolismo energético tem sido apontada como uma possível estratégia para o tratamento 

de melanomas64. De fato, mutações em BRAF inibem o fator de transcrição associado à 

microftmalmia (MITF), e coativador 1α do receptor-γ ativado por proliferador de peroxissoma 

(PGC-1α), inibindo assim a fosforilação oxidativa nas células tumorais, promovendo o efeito 

Warburg65-68. Além disso, a ativação constitutiva do eixo RAF-MAPK aumenta a expressão de 

HIF-1α, contribuindo também para um aumento da glicólise69. 

Recentemente, a imunoterapia revolucionou o campo da oncologia, proporcionando 

níveis de benefícios sem precedentes no tratamento de pacientes acometidos por diferentes 

tipos tumorais, incluindo pacientes com melanoma em estágio avançado70. Ao contrário dos 

tratamentos tradicionais, como a radioterapia e a quimioterapia, a imunoterapia atua 

regulando e ativando o microambiente imunológico, de modo que as células do sistema imune 

possam atacar e eliminar as células tumorais71. Entretanto, ressalta-se que, mesmo com a 

revolução no tratamento de melanomas metastáticos com o advento da imunoterapia 

utilizando inibidores de checkpoint (anti-CTLA4, anti-PD-1 e anti-PD-L1), aproximadamente 

50% dos pacientes não respondem à monoterapia, 40% não respondem à imunoterapia 

combinada e aproximadamente 30% dos pacientes apresentam recidiva após resposta inicial, 

demonstrando uma resistência primária (intrínseca) ou resistência secundária (adquirida) 

quando tratados com as imunoterapias disponíveis72. 
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2 JUSTIFICATIVA 

Atualmente, novas terapias tornam-se necessárias para ultrapassar as limitações das 

terapias disponíveis para o tratamento de melanomas. Neste contexto, o metabolismo 

energético surge como um alvo particularmente interessante, dado o seu crescente interesse 

na última década, assim como a sua relação com uma importante característica genética dos 

melanomas – a mutação V600E em BRAF63. O MCT1 surge como uma proteína a ser 

pesquisada graças ao seu duplo potencial: como alvo terapêutico per se15, assim como o seu 

possível papel como mediador de resposta ao tratamento com 3-BP33. No entanto, estudos in 

vitro que considerem estas potenciais abordagens terapêuticas em melanomas são escassos, 

no caso do MCT1 como alvo terapêutico73, ou poucos, no caso do 3-BP74, 75, deixando 

demasiadas perguntas por responder, limitando a progressão para ensaios clínicos. Assim, 

este projeto propõe-se a realizar estudos in vitro para avaliar o potencial do MCT1 como alvo 

terapêutico, assim como reforçar e melhor explorar o potencial do 3-BP como tratamento de 

melanomas. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 Avaliar o potencial do MCT1 como alvo terapêutico e mediador de resposta ao 3-BP para 

o tratamento de melanomas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Caracterizar o perfil metabólico de linhagens comerciais de melanoma; 

 Realizar um rastreio de sensibilidade ao 3-BP em linhagens comerciais de melanomas e 

associar com o perfil metabólico encontrado, com especial ênfase na expressão de 

MCT1; 

 Associar dados de mutações comuns nos melanomas (BRAF/NRAS/KIT/TERT) com o 

perfil metabólico e a sensibilidade ao 3-BP em linhagens comerciais de melanomas; 

 Avaliar o efeito do Knockdown (KD) de SLC16A1 (MCT1) nos parâmetros de 

agressividade tumoral, em linhagens comerciais de melanoma que apresentem 

expressão de MCT1, em cultura 2D e 3D (pele artificial); 

 Avaliar o efeito do tratamento com 3-BP nos parâmetros de agressividade tumoral, em 

linhagens comerciais de melanoma que apresentem sensibilidade ao 3-BP, em cultura 

2D e 3D (pele artificial); 

 Avaliar o efeito do KD de SLC16A1 na resposta ao 3-BP nos parâmetros de agressividade 

tumoral, em linhagens comerciais de melanoma com MCT1 silenciado, em cultura 2D e 

3D (pele artificial). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Linhagens celulares comerciais de melanoma 

As linhagens celulares comerciais de melanoma 1205Lu, A375, SK-MEL-19, SK-MEL-28, 

SK-MEL-103, SK-MEL-173, UACC-62, WM9, WM35, WM164, WM278 e WM793 (Tabela 1), 

utilizadas no presente estudo, foram gentilmente cedidas pela Dra. Silvya Stuchi Maria Engler, 

responsável pelo Laboratório de Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade de São 

Paulo. 

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), 1% 

de solução penicilina-estreptomicina (P/S, Sigma-Aldrich), e mantidas em incubadora com 

atmosfera úmida controlada a 37°C e 5% de CO2. A sua autenticação foi realizada através da 

análise de STR (short tandem repeat), no Centro de Diagnóstico Molecular do Hospital de 

Câncer de Barretos, de acordo com a padronização de referência internacional para 

autenticação de linhagens celulares. Para tal, utilizou-se um painel de oito primers 

fluorescentes (D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, vWA, TH01, TPOX e CSF1P0)76, 77. Todas 

as linhagens foram testadas para contaminação por micoplasma através do MycoAlert PLUS 

Mycoplasma Detection Kit (Lonza), seguindo-se as recomendações do fabricante, sendo que 

as linhagens SK-MEL-19, UACC-62, WM35 e WM164 não apresentaram contaminação por 

micoplasma, enquanto as linhagens 1205Lu, A375, SK-MEL-28, SK-MEL-103, SK-MEL-173, 

WM9, WM278 e WM793 apresentaram contaminação. 

Todos os ensaios descritos foram realizados com linhagens a partir da terceira 

passagem, garantindo os padrões celulares estáveis após descongelamento. 
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 Tabela 1 – Linhagens celulares comerciais de melanoma utilizadas no estudo. 

Linhagem celular Origem 

1205Lu Metástase – xenoenxerto da linhagem WM793 

A375 Metástase 

SK-MEL-19 Metástase 

SK-MEL-28 Metástase 

SK-MEL-103 Metástase 

SK-MEL-173 Metástase 

UACC-62 Metástase 

WM9 Metástase 

WM35 Primário pele – fase radial de crescimento 

WM164 Metástase 

WM278 Primário pele – fase vertical de crescimento 

WM793 Primário pele – fase vertical de crescimento 

 

4.2 Perfil mutacional (BRAF, NRAS, KIT e TERT) 

As diferentes linhagens celulares foram caracterizadas quanto ao status mutacional de 

genes frequentemente mutados em melanoma (BRAF, NRAS, KIT e TERT)78. As células foram 

cultivadas em condições normais até atingirem aproximadamente 70% de confluência em 

garrafa de cultura T25. Em seguida, foram lavadas com 1,0 mL de Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Saline (DPBS, Sigma-Aldrich) e incubadas em 500 µL de TrypLE Express 1x (Tripsina, 

Gibco) por quatro minutos, a 37°C, para desagregação celular. A tripsina foi inativada com 

meio de cultura e então as células centrifugadas a 1500 rpm (rotações por minuto), por cinco 

minutos. Posteriormente, o DNA foi extraído a partir dos pellets celulares obtidos, utilizando-

se o kit comercial Biopur Mini Spin Plus (Biometrix Diagnóstica), conforme as recomendações 

do fabricante. Em seguida, todas as amostras foram analisadas por espectrofotômetro 

(NanoDrop2000, Thermo Fisher Scientific) para avaliação da qualidade do material genético 

extraído. Somente as amostras com razões 260/280 e 260/230 entre 1,8 e 2,0 foram 

consideradas amostras de alta qualidade e utilizadas nos passos posteriores. Para a análise de 

mutações dos genes BRAF (éxon 15), NRAS (códon 61), KIT (éxons 9, 11, 13, 17) e região 

promotora do TERT, utilizou-se o sequenciamento direto de Sanger. Inicialmente, amplificou-

se cada região de interesse com a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês 

polymerase chain reaction). A sequência dos primers utilizados, assim como as condições de 
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ciclagem e o tamanho dos fragmentos gerados, estão descritos na Tabela 2. Para amplificação 

de BRAF, utilizou-se um volume final de 15 μL para cada amostra, sendo: 10,6 μL de H2O Milli-

Q, 1,5 μL de 10x PCR Rxn Buffer (Invitrogen), 0,6 μL de MgCl2 (5 mM, Invitrogen), 0,3 μL de 

dNTPs (Invitrogen), 0,45 μL de primers forward e reverse (10 μM, Sigma-Aldrich), 0,1 μL de 

Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 1,0 μL de DNA a 50 ng/μL. Para as amplificações 

de NRAS e KIT, utilizou-se um volume final de 15 μL por amostra, sendo: 6,2 μL de H2O Milli-

Q, 7,2 μL de HotStarTaq Master Mix (Qiagen), 0,3 μL de primers forward e reverse (10 μM, 

Sigma-Aldrich) e 1,0 μL de DNA a 50 ng/μL. Para a amplificação da região promotora de TERT, 

utilizou-se um volume final de 12,5 μL para cada amostra, sendo: 3,5 μL de H2O Milli-Q, 0,125 

μL de primers forward e reverse (10 μM, Sigma-Aldrich), 6,5 μL de HotStarTaq Master Mix 

(Qiagen), 1,25 μL de Q-Solution (Qiagen) e 1,0 μL de DNA a 50 ng/μL. Para confirmação de 

amplificação da região de interesse, realizou-se eletroforese em gel de agarose 1,5%, por 40 

minutos, a 100 volts. Posteriormente, purificou-se 5,0 μL do produto de PCR com 2,0 μL de 

ExoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific) durante 15 minutos a 37°C, seguido de 30 minutos a 80°C 

para inativação enzimática. Para a reação de sequenciamento, utilizou-se 0,3 μL de BigDye 

Terminator v3.1 Ready Mix (Applied Biosystems), 2,0 μL de BigDye Terminator v3.1 Sequencing 

Buffer (Applied Biosystems) e 1,0 μL de primer (3,2 μM). As condições para a reação de 

sequenciamento consistiram de 30 ciclos de 10 segundos a 96°C, cinco segundos a 50°C e 

quatro minutos a 60°C. Em seguida, a reação de sequenciamento foi novamente purificada 

com a adição de 45 μL de SAM Solution (Applied Biosystems) e 10 μL de XTerminator Solution 

(Applied Biosystems), seguido de agitação por 30 minutos e posterior centrifugação a 2000 

rpm, por dois minutos. As amostras purificadas foram submetidas à eletroforese capilar no 

sequenciador 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e os resultados analisados com o 

auxílio do software SeqScape v2.7 (Applied Biosystems). 
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Tabela 2 – Condições e sequência dos primers utilizados para a amplificação dos genes BRAF, NRAS, KIT e TERT. 

Gene Sequência dos primers Fragmento Ciclagem 

BRAF  
(éxon 15) 

Forward 
5’-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-3’  

Reverse 
5’-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3’ 

254 pb 

96°C – 15 min 
96°C – 45 seg 

55,5°C – 45 seg 
72°C – 45 seg 
72°C – 10 min 

 
 
45x 

NRAS  
(códon 61) 

Forward 
5’-TCTTACAGAAAACAAGTGGT-3’  

Reverse 
5’-GTAGAGGTTAATATCCGCAA-3’ 

174 pb 

96°C – 15 min 
96°C – 45 seg 

55,6°C – 45 seg 
72°C – 45 seg 
72°C – 10 min 

 
 
40x 

KIT  
(éxon 9) 

Forward 
5’-AGAGTAAGCCAGGGCTTTTG-3’  

Reverse 
5’-AGACAGAGCCTAAACATCC-3’ 

272 pb 

96°C – 15 min 
96°C – 45 seg 
58°C – 45 seg 
72°C – 45 seg 
72°C – 10 min 

 
 
40x 

KIT  
(éxon 11) 

Forward 
5’-CCAGAGTGCTCTAATGACTG-3’  

Reverse 
5’-GGAGTTCCTTAAAGTCACTG-3’ 

266 pb 

96°C – 15 min 
96°C – 45 seg 
58°C – 45 seg 
72°C – 45 seg 
72°C – 10 min 

 
 
40x 

KIT  
(éxon 13) 

Forward 
5’-CATGCGCTTGACATCAGTTT-3’ 

Reverse 
5’-TGACAGACAATAAAAGGCAGCTT-3’ 

212 pb 

96°C – 15 min 
96°C – 45 seg 
58°C – 45 seg 
72°C – 45 seg 
72°C – 10 min 

 
 
40x 

KIT  
(éxon 17) 

Forward 
5’-GGTTTTCTTTTCTCCTCCAACC-3’  

Reverse 
5’-GGATTTACATTATGAAAATCACAGG-3’ 

249 pb 

96°C – 15 min 
96°C – 45 seg 
58°C – 45 seg 
72°C – 45 seg 
72°C – 10 min 

 
 
40x 

TERT 

Forward 
5’-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-3’  

Reverse 
5’-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3’ 

235 pb 

95°C – 15 min 
95°C – 30 seg 

64°C – 1 min 30 seg 
72°C – 30 seg 
72°C – 7 min 

 
 
40x 

pb: pares de base. 

 

4.3 Caracterização do perfil metabólico 

As linhagens celulares de melanoma foram caracterizadas quanto à expressão de 

proteínas relacionadas ao metabolismo (MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX), 

através das técnicas de imunocitoquímica e western blotting, assim como quanto ao seu 

metabolismo energético, com a quantificação dos níveis de glicose e lactato extracelular. 

 

4.3.1 Imunocitoquímica 
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Para a análise imunocitoquímica, cada linhagem celular foi crescida em condições 

normais de cultivo até atingir cerca de 90% de confluência em duas garrafas de cultura T75. 

Em seguida, as células foram desagregadas com TrypLE Express 1x (Tripsina, Gibco) e 

posteriormente fixadas com 2,0 mL de paraformaldeído 3,7%, tamponado (pH: 7,2), 

overnight. Centrifugou-se cada linhagem por cinco minutos, a 1500 rpm, e retirou-se a solução 

de paraformaldeído, lavando-as por duas vezes com 1,0 mL de DPBS. Aos pellets celulares 

fixados, adicionou-se 500 µL de agarose 2%, a 60°C. Rapidamente, as células foram vortexadas 

e então centrifugadas novamente por dois minutos, a 13000 rpm. Os pellets celulares, agora 

acondicionados em agarose, foram cortados ao meio, alocados em cassetes histológicos e 

mergulhados em formol tamponado 10%. Posteriormente, os cassetes foram encaminhados 

ao Departamento de Patologia do Hospital de Câncer de Barretos para processamento, 

inclusão em parafina e montagem dos cell blocks. Cortes de quatro micras foram utilizados 

para a realização da imunocitoquímica. Em síntese, cada corte foi desparafinizado em estufa 

a 80°C, por 10 minutos, lavado por cinco minutos em três banhos de xilol consecutivos, 

hidratado com concentrações decrescentes de etanol (100%, 95%, 70% e 50%) e, por fim, 

colocado em água. Após, realizou-se a recuperação antigênica. Para tal, as lâminas foram 

acomodadas em recipiente em banho maria com agitação, a 98°C, contendo citrato (pH = 6,0) 

ou EDTA (pH = 8,0), por 20 minutos, seguido de 20 minutos de arrefecimento. Posteriormente, 

cada lâmina foi lavada em tampão TBS (tris buffered saline) 1x, durante cinco minutos, por 

duas vezes, seguido da inativação das peroxidases endógenas com solução de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 3% em metanol, durante 10 minutos. Após nova lavagem em TBS 1x, 

durante cinco minutos, por duas vezes, seguiu-se a incubação com o anticorpo primário. Os 

anticorpos primários utilizados, assim como todas as condições referentes à 

imunocitoquímica estão descritos na Tabela 3. Para as reações imunocitoquímicas, utilizou-se 

o kit Envision+ Dual Link (Dako), com sistema polímero, seguindo-se as recomendações do 

fabricante. Para visualização das reações, utilizou-se o Liquid DAB+ Substrate Chromogen 

System (Dako) como cromógeno, conforme indicado pelo fabricante. Por fim, cada corte foi 

lavado em água, contra corado com Hematoxilina de Harris (EasyPath) durante um minuto, 

desidratado com concentrações crescentes de etanol (50%, 70%, 95% e 100%), lavado por 

cinco minutos em três banhos de xilol consecutivos e a lâmina montada com meio de 

montagem Entellan (Merck) e lamínula. Como controles positivos, utilizou-se carcinoma de 
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células escamosas de cavidade oral para MCT1, MCT4 e CD44, rim para MCT2, cólon para 

CD147, placenta para GLUT1 e estômago para CAIX. Regiões negativas nos cortes utilizados 

como controles positivos foram consideradas para controles negativos de reação. 

 

Tabela 3 – Condições e anticorpos utilizados na imunocitoquímica. 

Proteína 
Recuperação 

antigênica 
Anticorpo Clonalidade 

Diluição, tempo e 
temperatura de 

incubação 

MCT1 
Tampão Citrato 

(0,01M, pH=6,0), 
98°C, 20 min 

AB3538P               
Chemicon 

International 
Policlonal  

1:300, overnight, 
temperatura ambiente 

MCT2 
Tampão Citrato 

(0,01M, pH=6,0), 
98°C, 20 min 

sc-50322                      
Santa Cruz 

Biotechnology 
Policlonal 

1:800, 2 horas, 
temperatura ambiente 

MCT4 
Tampão Citrato 

(0,01M, pH=6,0), 
98°C, 20 min 

sc-50329                      
Santa Cruz 

Biotechnology 
Policlonal 

1:1000, 2 horas, 
temperatura ambiente 

CD147 EDTA (1 mM, 
pH=8,0), 98°C, 20 min 

sc-71038                      
Santa Cruz 

Biotechnology 

Monoclonal 
(1.BB.218) 

1:1000, overnight, 
temperatura ambiente 

CD44 
Tampão Citrato 

(0,01M, pH=6,0), 
98°C, 20 min 

MCA2726                       
AbD Serotec 

Monoclonal  

(156-3C11) 

1:2000, 2 horas, 
temperatura ambiente 

GLUT1 
Tampão Citrato 

(0,01M, pH=6,0), 
98°C, 20 min 

ab15309                     
Abcam 

Policlonal 
1:2000, 2 horas, 

temperatura ambiente 

CAIX 
Tampão Citrato 

(0,01M, pH=6,0), 
98°C, 20 min 

ab15086                    
Abcam 

Policlonal 
1:4000, 2 horas, 

temperatura ambiente 

 

4.3.2 Western blotting 

Para a análise da expressão proteica através do western blotting, as linhagens celulares 

de melanoma foram cultivadas em condições normais de crescimento até atingirem cerca de 

70-80% de confluência, em duas garrafas T75. Em seguida, foram lavadas com 5,0 mL de DPBS 

e depois lisadas e homogeneizadas em tampão de lise contendo 50 mM Tris (pH= 7,5), 150 

mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% NP40 e suplementado com coquetel de 

inibidores de protease (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail, Roche), seguindo as 

recomendações do fabricante. Os lisados foram incubados em gelo por 15 minutos e 
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centrifugados a 13000 rpm, a 4°C, durante 15 minutos. Os sobrenadantes foram coletados e 

as concentrações proteicas determinadas utilizando-se curva padrão de albumina de soro 

bovino (BSA, do inglês bovine serum albumin) e o ensaio Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-

Rad), seguindo as recomendações do fabricante. Posteriormente, as proteínas foram diluídas 

em tampão da amostra (Laemmli 2x Concentrate, Sigma-Aldrich) e desnaturadas a 95°C, por 

cinco minutos. Para evitar degradação proteica, as amostras utilizadas para marcação de 

GLUT1 não passaram pelo processo de desnaturação. Alíquotas de 20 µg de proteína total 

foram separadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% e transferidas para membrana de 

nitrocelulose (Amersham Protran, GE Healthcare Life Sciences) utilizando-se tampão de 

transferência contendo 25 mM Tris-base/Glicina. A transferência foi realizada durante 30 

minutos no equipamento TransBlot Turbo Transfer (Bio-Rad). Posteriormente, as membranas 

foram bloqueadas com 5% de leite desnatado (Molico, diluído em TBS 1x/0,1% Tween, TBS-T, 

pH=7,6) durante uma hora, à temperatura ambiente, e, em seguida, incubadas nos anticorpos 

primários. Cada anticorpo primário foi diluído em TBS-T, 5% BSA. Os anticorpos primários 

utilizados, assim como as condições de incubação e diluições estão descritos na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Condições e anticorpos utilizados no western blotting. 

Proteína Anticorpo Clonalidade 
Diluição, tempo e temperatura 

de incubação 

MCT1 
sc-365501                                               

Santa Cruz Biotechnology 
Monoclonal 

(H-1) 
1:200, overnight, 4°C 

MCT2 
ab81262                                                 
Abcam 

Policlonal 1:1200, overnight, 4°C 

MCT4 
sc-50329                                                

Santa Cruz Biotechnology 
Policlonal 1:2000, overnight, 4°C 

CD147 
sc-71038                                                    

Santa Cruz Biotechnology 
Monoclonal 
(1.BB.218) 

1:250, overnight, 4°C 

CD44 
MCA2726                                                    

AbD Serotec 
Monoclonal 
(156-3C11) 

1:1000, overnight, 4°C 

GLUT1 
ab15309                                                  
Abcam 

Policlonal 1:1500, overnight, 4°C 

CAIX 
ab15086                                                  
Abcam 

Policlonal 1:2000, overnight, 4°C 

ACTB 
8H10D10                                                    

Cell Signaling Technology 
Monoclonal 
(8H10D10) 

1:2000, overnight, 4°C 
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Após incubação com os anticorpos primários, as membranas foram lavadas por três 

vezes em TBS-T (5+3+3 minutos) e então incubadas durante uma hora, à temperatura 

ambiente, com os anticorpos secundários anti-rabbit (sc-2020, Santa Cruz Biotechnology) ou 

anti-mouse (sc-2031, Santa Cruz Biotechnology), diluídos 1:5000 em TBS-T, 5% leite desnatado 

(Molico). Posteriormente, as membranas foram lavadas por três vezes em TBS-T (5+3+3 

minutos) e então levadas para revelação da marcação no equipamento ImageQuant LAS 4000 

mini (GE Healthcare Life Sciences). Os anticorpos ligados foram visualizados por 

quimioluminescência através do kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate 

(Thermo Fisher Scientific). A β-actina (ACTB) foi utilizada como proteína endógena 

normalizadora. Todos os resultados apresentados referentes ao western blotting são de ao 

menos dois experimentos independentes. 

 

4.3.3 Quantificação dos níveis de glicose e lactato extracelular 

Para a análise de glicose e lactato extracelular das 12 linhagens celulares comerciais de 

melanoma, utilizou-se os kits Glucose Assay (Spinreact) e o Lactate Assay (Spinreact), 

conforme as instruções do fabricante. Cerca de 5 x 103 células foram semeadas em placas de 

96 poços com meio de cultura DMEM 10% SFB. Posteriormente, os meios de cultura foram 

coletados nos tempos de 24 e 48 horas e armazenados a -20°C até à quantificação. Para os 

dois tempos analisados, a proteína total (expressa como biomassa total) foi avaliada através 

do ensaio de Sulforodamina B (TOX-6, Sigma-Aldrich) para normalização (vide item 4.4). Os 

resultados foram expressos como consumo de glicose e efluxo de lactato. O consumo de 

glicose foi obtido através da subtração entre a glicose extracelular quantificada no tempo zero 

e a glicose extracelular quantificada após 24 e 48 horas. O efluxo de lactato foi obtido através 

da subtração entre o lactato extracelular quantificado em 24 e 48 horas e o lactato 

extracelular quantificado no tempo zero. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicatas biológicas e experimentais. 

 

4.4 Rastreio de sensibilidade ao 3-bromopiruvato 

Com base em um trabalho prévio publicado pelo grupo79, o 3-BP (Sigma-Aldrich) foi 

diluído em DPBS e utilizado em uma gama de concentrações (5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 75 

µM, 100 µM e 150 µM) para determinação de valores de IC50 (concentração mínima da 
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substância capaz de reduzir 50% da viabilidade celular) e de GI (do inglês growth inhibition, 

inibição do crescimento), após tratamento durante 24 e 48 horas. O volume de 3-BP (em 

DPBS) adicionado ao meio de cultura nunca excedeu os 10%. Para o tratamento com 3-BP, as 

células foram crescidas em condições normais de cultivo e, posteriormente, 5,0 x 103 células 

foram semeadas em placas de 96 poços com meio de cultura DMEM 10% SFB. Após 24 horas, 

o meio de plaqueamento foi retirado e, em seguida, o 3-BP, diluído em meio de cultura DMEM 

0% SFB, foi adicionado às placas nas concentrações previamente descritas. Após 24 e 48 horas 

de tratamento, mensurou-se a biomassa celular para o cálculo dos valores de IC50, no qual as 

células em presença do veículo (DPBS) foram utilizadas como controle, correspondendo a 

100% de sobrevivência. O efeito do tratamento com o 3-BP na biomassa celular foi mensurado 

utilizando-se o ensaio de Sulforodamina B (TOX-6, Sigma-Aldrich), conforme as 

recomendações do fabricante. Em síntese, após a realização dos protocolos experimentais de 

tratamento, os poços foram lavados com 100 µL de DPBS, seguido da adição de 100 µL de 

ácido tricloroacético 10% (Sigma Aldrich) gelado, com posterior período de incubação de uma 

hora, a 4°C. Após, a placa foi lavada cinco vezes em água corrente e exposta ao ar para 

secagem por pelo menos 24 horas. Com a placa seca, adicionou-se 50 µL de Sulforodamina B 

por 30 minutos, lavando-se a placa em seguida com ácido acético 1% por quatro vezes. 

Posteriormente, a placa foi exposta ao ar para secagem por pelo menos 30 minutos. Após 

secagem, adicionou-se 100 µL de Tris 10 mM em cada poço, seguido de incubação por cinco 

minutos, sob agitação. Após incubação, a absorbância correspondente a cada poço foi 

mensurada em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific), sendo o 

comprimento de onda de 565 nm para a condição teste e 690 nm para a condição referência. 

Previamente às análises, todas as absorbâncias lidas em 690 nm foram subtraídas das leituras 

realizadas em 565 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas experimentais 

e biológicas. 

Após determinação do IC50 para o tratamento com 3-BP em 24 e 48 horas, utilizou-se 

uma classificação de sensibilidade baseada no GI, que permite avaliar, em concentração fixa 

da droga, as médias de inibição, categorizando a resposta à terapia com 3-BP em três grupos: 

alta sensibilidade (GI: >60%), moderada sensibilidade (GI: 40 – 60%) e resistência (GI: <40%)77. 

A concentração escolhida do 3-BP para o cálculo das médias de GI para as 24 horas (100 μM) 

e para as 48 horas (75 μM) representa a concentração de 3-BP testada na determinação do 
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IC50 que mais se aproxima da média dos valores de IC50 obtidos para as 12 linhagens nos 

tempos descritos. 

 

4.5 Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1) 

Com base nos resultados obtidos para o perfil metabólico das linhagens celulares de 

melanoma, especialmente a expressão de MCT1, assim como os dados obtidos para o rastreio 

de sensibilidade ao 3-BP, duas linhagens foram selecionadas para realização do knockdown do 

gene SLC16A1 (gene que codifica o MCT1): UACC-62 (MCT1 expresso/alta sensibilidade ao 3-

BP) e WM164 (MCT1 e MCT4 expressos/alta sensibilidade ao 3-BP). 

O silenciamento de MCT1 deu-se através da técnica de CRISPR/Cas9, utilizando-se os 

plasmídeos MCT1 CRISPR/Cas9 (sc-400363-KO-2, Santa Cruz Biotechnology) para edição do 

gene SLC16A1, MCT1 HDR (sc-400363HDR-2, Santa Cruz Biotechnology) que confere 

resistência à puromicina, assim como um plasmídeo controle (Control CRISPR/Cas9, sc-

418922, Santa Cruz Biotechnology) designado como controle negativo de transfecção. Em 

síntese, 3,0 x 105 células foram semeadas em placas de seis poços em meio DMEM 10% SFB 

sem a adição de antibióticos, seguindo a recomendação do fabricante. Simultaneamente, 

preparou-se a solução A e B para co-transfecção das linhagens e geração das células KD; a 

solução A, contendo 2,0 µg do plasmídeo MCT1 CRISPR/Cas9 e 2,0 µg do plasmídeo MCT1 

HDR, completando-se para um volume final de 150 µL com meio de transfecção (Plasmid 

Transfection Medium, sc-108062, Santa Cruz Biotechnology), e a solução B, contendo 10 µL do 

UltraCruz Transfection Reagent (Santa Cruz Biotechnology) como agente de transfecção, 

completando-se para um volume final de 150 µL com meio de transfecção. Após o preparo, 

ambas soluções repousaram por cinco minutos à temperatura ambiente, sendo 

posteriormente misturadas e deixadas em repouso à temperatura ambiente por mais 20 

minutos. Após, adicionou-se os 300 µL finais a cada linhagem, mantendo as mesmas em 

cultura por 24 horas, quando se retirou o meio de transfecção e se adicionou meio DMEM 

10% SFB, 1% P/S. Para a geração das células controle, utilizou-se 2,0 µg do plasmídeo controle, 

seguindo-se o protocolo de transfecção como descrito anteriormente. A co-transfecção das 

células KD foi visualizada através da fluorescência vermelha (RFP, do inglês red fluorescent 

protein), presente em função do plasmídeo MCT1 HDR inserido. A transfecção das células 

controle foi visualizada através da fluorescência verde (GFP, do inglês green fluorescent 
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protein), presente em função do plasmídeo controle inserido. Cinco dias após a transfecção, 

as células KD foram selecionadas por tratamento com 2,0 µg de puromicina durante 15 dias, 

trocando-se o meio com o antibiótico a cada três dias. Posteriormente, realizou-se o cell 

sorting por citometria de fluxo (BD FACSMelody Cell Sorter, BD Biosciences) para a 

individualização de células únicas RFP (KD) e GFP (controle) positivas em placas de 96 poços. 

Os clones viáveis foram transferidos para placas de 24 poços e, posteriormente, para placas 

de seis poços, onde se realizou a extração proteica. O silenciamento da expressão de MCT1 

foi confirmado por western blotting (como descrito no item 6.3.2) em três amostras 

independentes antes de se prosseguir para os experimentos funcionais. Todas as amostras 

foram normalizadas pela proteína endógena ACTB e as linhagens parentais consideradas 

controles positivos de normalização para comparação da expressão de MCT1 de seus 

respectivos clones. 

 

4.6 Knockdown do gene SLC16A3 (MCT4) na linhagem WM164 MCT1 KD por siRNA 

Devido ao aumento da expressão de MCT4 após o silenciamento de MCT1 na linhagem 

WM164 MCT1 KD, optou-se pela utilização da metodologia de RNA de interferência para se 

atingir o duplo silenciamento dos transportadores (MCT1 via CRISPR/Cas9 e MCT4 via siRNA).  

Para os experimentos de silenciamento do MCT4, utilizou-se a transfecção reversa na 

linhagem WM164 MCT1 KD como previamente descrito80. Em síntese, 3,0 x 105 células foram 

semeadas em placas de seis poços na presença de 10 nM do siRNA de MCT4 (siRNA SLC16A3, 

s17417, Ambion) ou siRNA controle (Silencer Select Negative Control No.1 siRNA, 4390843, 

Ambion), ambos diluídos em 500 μL de Opti-MEM I (Gibco), além de 1 μL/mL de Lipofectamine 

RNAiMAX Reagent (Thermo Fisher Scientific) e 1500 μL de meio DMEM 10% SFB sem 

antibióticos. O silenciamento de MCT4 foi avaliado por western blotting (vide item 6.3.2), 

sendo confirmado em 24 e 192 horas. Os tempos escolhidos para avaliação do silenciamento 

de MCT4 baseiam-se no tempo de execução dos ensaios funcionais, sendo o tempo de 192 

horas (sete dias) utilizado para a realização do ensaio de formação de colônias e o tempo de  

24 horas (um dia) utilizado para a realização dos demais ensaios.  

 

4.7 Caracterização do efeito do knockdown de SLC16A1 (MCT1) e do tratamento com 3-BP 

in vitro 
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O efeito do silenciamento de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos ou combinados, 

foi avaliado através da caracterização funcional in vitro das linhagens UACC-62 e WM164 

controles (plasmídeo controle) e KD. No caso da linhagem WM164, também se utilizou a 

linhagem duplamente silenciada (MCT1 via CRISPR/Cas9 e MCT4 via siRNA) para sua avaliação 

funcional. Para o tratamento com 3-BP, utilizou-se a concentração IC50 referente a cada 

linhagem celular (40 µM para UACC-62 e 80 µM para WM164). As células UACC-62 e WM164 

geradas como controles negativos de transfecção e na presença do veículo da droga (DPBS) 

foram utilizadas como controles de normalização em cada ensaio realizado. Todos os ensaios 

encontram-se descritos a seguir e estão otimizados pelo grupo81, 82. 

 

4.7.1 Viabilidade celular 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na 

viabilidade celular, foi avaliado pela técnica de Sulforodamina B (TOX-6, Sigma-Aldrich), 

conforme descrito no item 4.4.  

 

4.7.2 Metabolismo celular (glicose e lactato extracelular) 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, no perfil 

glicolítico celular, foi avaliado pela quantificação dos níveis de glicose e lactato extracelular, 

presentes em amostras de meio de cultura colhidas durante os ensaios de viabilidade celular 

(vide item 4.7.1). Conforme referido acima (vide item 4.3.3), a quantificação foi realizada 

através dos kits comerciais colorimétricos de glicose (Glucose Assay, Spinreact) e lactato 

(Lactate Assay, Spinreact), seguindo-se as instruções dos fabricantes. Os resultados obtidos 

foram normalizados pela biomassa total, medida pelo ensaio de Sulforodamina B (TOX-6, 

Sigma-Aldrich), conforme descrito no item 4.4. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicatas experimentais e biológicas. 

 

4.7.3 Quantificação do metabolismo energético em tempo real (Seahorse) 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na 

modulação do metabolismo energético, foi avaliado através da quantificação em tempo real 

do consumo de oxigênio (quantificação de O2) e acidificação do meio extracelular 

(quantificação de H+) através da plataforma Seahorse Analyzer XFp (Agilent). Em síntese, cerca 
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de 5,0 x 103 células foram semeadas com 80 µL de meio DMEM 10% SFB, 1% P/S nas miniplacas 

de oito poços Seahorse XFp Cell Culture Miniplates (Agilent), em duplicatas, e, em seguida, 

colocadas em incubadora com atmosfera úmida controlada a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas. 

Em paralelo, os cartuchos sensores (Seahorse XFp Sensor Cartridges, Agilent) foram hidratados 

com a adição de 200 µL de H2O Milli-Q e colocados em incubadora úmida a 37°C, sem CO2, por 

24 horas. Posteriormente, retirou-se a H2O Milli-Q dos cartuchos sensores e adicionou-se 200 

µL de solução de calibração (Seahorse XF Calibrant, Agilent), deixando-os novamente em 

incubadora úmida a 37°C, sem CO2, por uma hora. Em paralelo à incubação dos cartuchos 

sensores com solução de calibração, retirou-se as células da incubadora e realizou-se a 

lavagem das mesmas com meio de cultura específico (Seahorse XF Base Medium, Agilent). 

Para a lavagem das células previamente semeadas, retirou-se 60 µL do meio de 

plaqueamento, deixando-se 20 µL residuais em cada poço, e, então, adicionou-se 200 µL de 

XF Base Medium. Novamente, retirou-se 200 µL do XF Base Medium, deixando-se um volume 

residual de 20 µL em cada poço, e então adicionou-se 160 µL de XF Base Medium, 

completando para um volume final de 180 µL. Em seguida, as células foram colocadas em 

incubadora úmida a 37°C e sem CO2, durante 45 minutos. Posteriormente, retirou-se os 

cartuchos sensores da incubadora e adicionou-se 20 µL de 3-BP (IC50) ao compartimento A de 

cada poço. Em seguida, os cartuchos foram levados ao Seahorse Analyzer XFp (Agilent) para 

verificação e calibração de todos os sensores. Assim que calibrados, os cartuchos sensores 

mantiveram-se no equipamento para a posterior quantificação de O2 e H+ nas miniplacas com 

as linhagens celulares UACC-62 e WM164 controles e MCT1 KD. A quantificação foi composta 

por um total de 30 ciclos, sendo os primeiros 10 ciclos mensurados sem a adição de 3-BP (60 

minutos - baseline) e os 20 ciclos posteriores mensurados na presença do inibidor (120 

minutos - tratamento). 

 

4.7.4 Proliferação celular 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, no 

potencial de proliferação celular, foi avaliado pelo kit Cell Proliferation ELISA, BrdU 

colorimetric (Roche), de acordo com as instruções do fabricante. Em síntese, 5,0 x 103 células 

foram semeadas em placas de 96 poços com meio de cultura DMEM 10% SFB. Após 24 horas, 

o meio de plaqueamento foi retirado e, em seguida, o 3-BP, diluído em meio de cultura DMEM 
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0% SFB, adicionado aos poços. Após, adicionou-se 1,0 µL da solução de marcação BrdU, numa 

concentração final de 10 µM/poço. Após 24 horas de exposição ao fármaco e ao Brdu, o meio 

foi aspirado, seguido da adição de 200 µL da solução fixadora e desnaturante de DNA, por um 

período de 30 minutos, à temperatura ambiente. Após, aspirou-se a solução dos poços, 

adicionando-se em seguida 100 µL do anticorpo anti-BrdU, com incubação por 90 minutos, à 

temperatura ambiente. Posteriormente, os poços foram lavados com 200 µL de solução de 

lavagem, seguido da adição de 100 µL da solução substrato (30 minutos de incubação, à 

temperatura ambiente e protegido da luz) para revelação. Após incubação, a absorbância 

correspondente a cada poço foi mensurada em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash, 

Thermo Fisher Scientific), sendo o comprimento de onda de 370 nm para a condição teste e 

492 nm para a condição referência. Previamente às análises, todas as absorbâncias lidas em 

492 nm foram subtraídas das leituras realizadas em 370 nm. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicatas experimentais e biológicas. 

 

4.7.5 Migração celular (Transwell) 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na 

capacidade de migração celular, foi avaliado utilizando-se o ensaio de migração transwell, com 

os insertos Falcon Permeable Support for 24-well Plate with 8.0 µm Transparent PET 

Membrane (Corning), de acordo com as instruções do fabricante. Em síntese, 2,5 x 105 células 

foram semeadas no compartimento superior dos insertos, em 500 µL de meio de cultura 

DMEM 0% SFB contendo 3-BP, permitindo a migração das células até o compartimento 

inferior, contendo 750 µL de meio de cultura DMEM 10% SFB (utilizado como quimio-atrativo 

para indução da migração celular). Posteriormente, as células foram deixadas a migrar por 24 

horas, sendo então os insertos lavados com DPBS, por cinco minutos, e fixados com metanol 

gelado, durante cinco minutos, à temperatura ambiente. Após fixação, foi realizada nova 

lavagem em DPBS, seguido da remoção de todas as células remanescentes presentes no 

compartimento superior com o auxílio de haste de algodão. Após, todos os insertos foram 

corados em Hematoxilina de Harris (Easypath), por 10 minutos, e lavados em água corrente, 

seguido da coloração em Eosina Amarelada (Easypath), por 10 minutos, e nova lavagem em 

água corrente, com posterior exposição ao ar para secagem, por pelo menos 24 horas. Por 

fim, as membranas presentes em cada inserto foram retiradas e montadas sobre lâmina 
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utilizando meio de montagem Entellan (Merck) e lamínula, e então fotografadas em sua 

totalidade (aproximadamente 10 campos) no microscópio Olympus BX43 (100× 

magnificação). Posteriormente, as células migratórias foram quantificadas com o software 

OpenCFU (versão 3.8)83. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas experimentais 

e triplicatas biológicas. 

 

4.7.6 Invasão celular (Transwell) 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na 

capacidade de invasão celular, foi avaliado utilizando-se o ensaio de invasão transwell, com as 

placas e insertos de invasão Corning BioCoat Matrigel Invasion Chamber with BD Matrigel 

Matrix (Corning), com membrana contendo matrigel e seguindo-se as recomendações do 

fabricante. Inicialmente, hidratou-se o matrigel presente no compartimento superior dos 

insertos adicionando-se 500 µL de meio de cultura DMEM 0% SFB no compartimento superior 

e inferior dos mesmos, durante uma hora em incubadora com atmosfera úmida controlada a 

37°C e 5% de CO2. Em seguida, retirou-se o meio utilizado para a hidratação do matrigel e 

semeou-se 2,5 x 105 células no compartimento superior dos insertos em 500 µL de meio de 

cultura DMEM 0% SFB contendo 3-BP, permitindo a invasão das células até o compartimento 

inferior, contendo 750 µL de meio de cultura DMEM 10% SFB (utilizado como quimio-atrativo 

para indução da invasão celular). Posteriormente, as células foram deixadas a invadir por 24 

horas, sendo então os insertos lavados com DPBS, por cinco minutos, e fixados com metanol 

gelado, durante cinco minutos, à temperatura ambiente. Após fixação, foi realizada nova 

lavagem em DPBS, seguido da remoção de todas as células remanescentes presentes no 

compartimento superior com o auxílio de haste de algodão. Após, todos os insertos foram 

corados em Hematoxilina de Harris (Easypath), por 10 minutos, e lavados em água corrente, 

seguido da coloração em Eosina Amarelada (Easypath), por 10 minutos, e nova lavagem em 

água corrente, com posterior exposição ao ar para secagem, por pelo menos 24 horas. Por 

fim, as membranas presentes em cada inserto foram retiradas e montadas sobre lâmina 

utilizando meio de montagem Entellan (Merck) e lamínula, e então fotografadas em sua 

totalidade (aproximadamente 10 campos) no microscópio Olympus BX43 (100× 

magnificação). Posteriormente, as células capazes de invadir a membrana foram quantificadas 
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com o software OpenCFU (versão 3.8)83. Todos os experimentos foram realizados em 

duplicatas experimentais e triplicatas biológicas. 

 

4.7.7 Formação de colônias 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, no 

potencial de formação de colônias, foi avaliado utilizando-se o ensaio clonogênico 

dependente de ancoragem. Em síntese, 5,0 x 102 células foram semeadas em placas de seis 

poços com meio de cultura DMEM 10% SFB. Após 24 horas, o meio de plaqueamento foi 

retirado e, em seguida, o 3-BP, diluído em meio de cultura DMEM 10% SFB, adicionado aos 

poços. Após sete dias de exposição, os poços foram lavados com 2,0 mL de DPBS, seguido da 

adição de 2,0 mL de Metanol (Merck) gelado, durante 15 minutos à temperatura ambiente. 

Posteriormente, adicionou-se 2,0 mL de Cristal Violeta 0,5% (diluído em DPBS), com período 

de incubação de 15 minutos, à temperatura ambiente. Após, todos os poços foram lavados 

duas vezes com H2O destilada e, então, as placas foram colocadas abertas à temperatura 

ambiente por 24 horas para secagem completa. Para avaliação do número de colônias 

formadas, os poços foram foto-documentados com o auxílio do microscópio estereoscópico 

SZX7 (Olympus Life Science) e quantificados pelo programa OpenCFU (versão 3.8)83. Todos os 

experimentos foram realizados em duplicatas experimentais e triplicatas biológicas. 

 

4.7.8 Apoptose 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na 

apoptose celular, foi avaliado utilizando-se o anticorpo BV421 Annexin V (BD Horizon) em 

conjunto com o corante de viabilidade celular 7-Aminoactinomycin D (7-AAD, BD Horizon). 

Para tal, 3,0 x 105 células foram semeadas em placas de seis poços com meio de cultura DMEM 

10% SFB. Após 24 horas, o meio de plaqueamento foi retirado e, em seguida, o 3-BP, diluído 

em meio de cultura DMEM 0% SFB, adicionado aos poços. Após 24 horas de exposição à droga, 

seguiram-se as recomendações do fabricante. Em síntese, todos os meios foram coletados e 

reservados (para avaliação das células em suspensão) e as células aderidas colhidas a partir 

de desagregação celular com Accutase Solution (Sigma-Aldrich). Em seguida, as células 

aderidas desagregadas foram adicionadas aos meios coletados previamente, centrifugando-

se a 1.500 rpm, por cinco minutos, seguido da adição de 1,0 mL de DPBS. Transferiu-se 250 µL 
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da solução celular em suspensão para tubo de citometria, adicionando-se 2,5 µL do BV421 

Annexin V (BD Horizon) e 2,5 µL do 7-AAD (BD Horizon), seguido de incubação por 15 minutos, 

à temperatura ambiente e protegido da luz. Em seguida, adicionou-se 200 µL de Annexin V 

Binding 1x (BD Pharmingen) a cada tubo. Posteriormente, a porcentagem de células em 

apoptose (dupla marcação) foi determinada através de citometria de fluxo (BD FACSMelody 

Cell Sorter, BD Biosciences), com um total de 30.000 eventos coletados para cada condição 

analisada. Os resultados foram analisados com o auxílio do software BD FACSChorus (BD 

Biosciences, versão 1.3). Os experimentos envolvendo a linhagem UACC-62 foram realizados 

em duplicatas biológicas. Os experimentos envolvendo a linhagem WM164 foram realizados 

em triplicatas biológicas. 

 

4.7.9 Cultura organotípica de pele contendo melanoma 

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, também 

foi avaliado em culturas organotípicas de pele (modelo 3D) contendo melanoma. A cultura 

organotípica de pele permite a reconstrução in vitro das camadas da derme e epiderme, 

possibilitando a análise do potencial de invasão de tumores cutâneos, assim como a avaliação 

do crescimento e progressão das linhagens celulares de melanoma. 

Para a reconstrução da pele in vitro (cultura organotípica), seguiu-se o protocolo de 

Faião-Flores e colaboradores84. Resumidamente, os equivalentes dérmicos foram preparados 

em placas de seis poços, com o plaqueamento de 1,5 x 105 de fibroblastos humanos em uma 

matriz de colágeno tipo 1 (BD Biosciences). Após a polimerização do equivalente dérmico, 

foram plaqueados 1,5 x 105 queratinócitos humanos e 104 melanócitos humanos na presença 

de 50 x 104 células de melanoma das linhagens UACC-62 e WM164 (controles e MCT1 KD), 

sobre o equivalente dérmico, mantendo-se a pele submersa em meio de cultura DMEM 10% 

SFB por 24 horas. Em seguida, a estrutura foi transferida para uma tela de aço, gerando uma 

interface ar-líquido. A pele reconstituída foi mantida na interface ar-líquido por 10 dias, 

permitindo assim a completa estratificação e diferenciação dos queratinócitos. Durante os 10 

dias, a parte inferior da pele reconstituída foi mantida em contato com meio de cultura 

específico, composto de 67,5% de DMEM (Gibco), 10% SFB (Gibco), 22,5% de Ham’s F-12 

(Gibco), 5 µg/mL Apo-transferrina (Sigma-Aldrich), 5 µg/mL de Insulina (Sigma-Aldrich), 0,4 

mg/mL de Hidrocortisona 21-hemisuccinato de sódio (Sigma-Aldrich), 1 ng/mL de EGF (do 
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inglês epidermal growth factor, Gibco) e 0,1 nM de Toxina colérica (Sigma-Aldrich). Após os 

10 dias em cultura na interface ar-líquido, adicionou-se os tratamentos com o 3-BP ou DPBS, 

diluídos em meio DMEM 0% SFB, por 24 horas. Após as 24 horas, todas as peles foram lavadas 

com DPBS e em seguida fixadas por 24 horas em formol tamponado 10%, a 4°C. 

Posteriormente, as peles foram lavadas em etanol 70% e emblocadas em parafina para cortes 

e análise de histologia, utilizando-se a coloração com hematoxilina e eosina para confirmação 

da organização tecidual e análise das condições testadas. Todos os experimentos foram 

realizados em duplicatas biológicas. 

 

4.7.10 Perfil da expressão de genes relacionados ao metabolismo celular (NanoString) 

O efeito do silenciamento de MCT1 no perfil de expressão de 180 genes relacionados ao 

metabolismo celular foi avaliado pela plataforma NanoString (NanoString Technologies) e 

tecnologia nCounter (NanoString Technologies), utilizando-se o painel nCounter Vantage 3D 

RNA Cancer Metabolism Panel (Nanostring Technologies). 

A extração do RNA total foi realizada com o kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit 

(Invitrogen), de acordo com as recomendações do fabricante. Foram extraídos pellets 

celulares das linhagens UACC-62 e WM164 controles e MCT1 KD, coletados em triplicatas 

biológicas após condições normais de cultivo. Em seguida, todas as amostras foram analisadas 

por espectrofotômetro (NanoDrop2000, Thermo Fisher Scientific) para avaliação da qualidade 

do RNA extraído. Somente as amostras com razões 260/280 e 260/230 entre 1,8 e 2,0 foram 

consideradas amostras de alta qualidade e então diluídas para a concentração de 20 ng/µL. 

Para as reações de hibridização, utilizou-se um volume final de 15 μL por amostra, 

sendo: 10 μL de TagSet Master Mix, contendo 2,0 μL de TagSet, 5,0 μL de Hybridization Buffer, 

0,5 μL de Probe A (5 nM), 0,5 μL de Probe B (25 nM), além de 2,0 μL de H2O Milli-Q. Após a 

adição de 10 μL do TagSet Master Mix em tubos strip, adicionou-se 5,0 μL de cada amostra 

(100 ng totais). Posteriormente, as amostras foram incubadas a 67°C em termociclador com 

tampa aquecida a 72°C. Após 24 horas de incubação, as reações de hibridização foram 

mantidas a 4°C até o seu processamento no nCounter Prep Station (high sensitivity mode), 

seguido da aquisição dos dados de contagem no nCounter Digital Analyzer (555 FOV, do inglês 

fields of view).  
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Para a análise dos dados de contagem, parâmetros de qualidade (imagem, densidade 

de ligação e linearidade dos controles positivos) foram verificados em cada amostra com o 

auxílio do nSolver Analysis Software (NanoString Technologies, versão 4.0). Posteriormente, 

todas as análises foram realizadas em ambiente R (R Studio, versão 3.6.3). Inicialmente, 

avaliou-se a distribuição dos dados de contagem com o pacote quantro, versão 1.18.085, 

definindo-se assim o melhor método de normalização. Com o auxílio do pacote  

NanoStringNorm, versão 1.2.1.186, os dados de expressão foram então normalizados 

utilizando-se a média geométrica dos controles positivos e dos genes housekeeping presentes 

no ensaio, e em seguida transformados em escala logarítmica (log2). Após a normalização, 

avaliou-se os genes diferencialmente expressos nas linhagens controle e MCT1 KD, com o 

auxílio do pacote NanoStringNorm, versão 1.2.1.186. Para a análise da expressão diferencial 

(análise não supervisionada), considerou-se um nível de significância de 5% (p<0,05) e um fold 

change de 2,0. A análise estatística realizada encontra-se descrita no item 5. Por fim, a 

clusterização hierárquica e construção dos heatmaps foi realizada com o pacote 

ComplexHeatmap, versão 2.0.087. A análise de enriquecimento funcional de vias e construção 

dos gráficos de interação gênica, foi realizada no software STRING88. A entrada de dados foi 

referente aos genes diferencialmente expressos e únicos das linhagens UACC-62 MCT1 KD e 

WM164 MCT1 KD que apresentaram fold change de 2,0 e p<0,05. Os dados apresentados 

foram adquiridos com base num score de interação gênica de 0,400. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os dados coletados foram armazenados e analisados no software GraphPad Prism 

7. Os dados quantitativos relacionados aos ensaios funcionais são apresentados como a média 

e o erro padrão de no mínimo três experimentos independentes realizados em duplicata 

(formação de colônias, migração e invasão celular) ou triplicata técnica (demais 

experimentos). O IC50 foi calculado utilizando-se a análise de regressão não-linear. Para o IC50, 

estão representados média e desvio padrão de no mínimo três experimentos independentes 

realizados em triplicata. Realizaram-se os testes de normalidade Shapiro Wilk e Kolmogorov 

Smirnov para avaliação prévia da distribuição em cada condição analisada. Para considerar 

uma condição com distribuição normal, ambos os testes precisaram apresentar p>0,05. Em 

caso de ao menos um dos testes apresentar p<0,05, considerou-se a não normalidade da 

condição avaliada. Para amostras com distribuição normal, as diferenças foram analisadas 

pelo teste t de Student. Para amostras com distribuição não normal, as diferenças foram 

analisadas pelo teste de Mann-Whitney. 

A análise estatística do perfil de expressão diferencial das linhagens controles e MCT1 

KD foi realizada em ambiente R, utilizando-se o teste t de Student para comparação dos grupos 

considerando-se um nível de significância de 5% (p<0,05). 
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6 ASPECTOS ÉTICOS 

O presente projeto encontra-se cadastrado sob o número 1166/2016, após ciência do 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) institucional sobre sua realização. Por se tratar de um 

projeto que utilizará linhagens celulares comerciais e não se tratar de pesquisa envolvendo 

seres humanos, não houve necessidade de apreciação/aprovação pelo CEP (ANEXO 1). 
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7 RESULTADOS 

7.1 Caracterização mutacional e metabólica das 12 linhagens celulares comerciais de 

melanoma 

Realizou-se a caracterização das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma 

utilizadas no presente estudo, que abrangeu: perfil mutacional de genes frequentemente 

mutados em melanoma (BRAF, NRAS, KIT e TERT), perfil de expressão de proteínas envolvidas 

no metabolismo glicolítico (MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX) e quantificação 

de glicose e lactato extracelular. 

Quanto ao perfil mutacional (Tabela 5), observa-se que apenas duas linhagens não 

apresentaram a mutação p.V600E em BRAF: SK-MEL-103 e SK-MEL-173. Estas duas linhagens, 

wild type (selvagens) para BRAF, apresentaram mutações distintas, localizadas no códon 61 

do oncogene NRAS (p.Q61R e p.Q61K, respectivamente). 

 

Tabela 5 – Perfil mutacional das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma utilizadas no estudo. 

Linhagem 
celular 

Origem 
Perfil mutacional 

BRAF NRAS KIT TERT 

 1205Lu 
Metástase - xenoenxerto da 

linhagem WM793 
p.V600E WT WT C228T; rs2853669 

A375 Metástase p.V600E WT p.L798L C250T 

SK-MEL-19 Metástase p.V600E WT WT C228T 

SK-MEL-28 Metástase p.V600E WT WT WT 

SK-MEL-103 Metástase WT p.Q61R WT C228T 

SK-MEL-173 Metástase WT p.Q61K WT C250T 

UACC-62 Metástase p.V600E WT WT C250T 

WM9 Metástase p.V600E WT WT C228T; rs2853669 

WM35 
Primário pele - fase radial de 

crescimento 
p.V600E WT WT C242T/C243T 

WM164 Metástase p.V600E WT WT C250T 

WM278 
Primário pele - fase vertical de 

crescimento 
p.V600E WT p.L798L C228T; rs2853669 

WM793 
Primário pele - fase vertical de 

crescimento 
p.V600E WT WT C228T; rs2853669 

  WT: wild type (selvagem). 
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Em relação às mutações em KIT, duas linhagens celulares (A375 e WM278) 

apresentaram uma mutação silenciosa, encontrada no éxon 17 do gene (p.L798L). Quanto à 

pesquisa de variantes na região promotora do gene TERT, observou-se com maior frequência 

a presença das mutações C228T, C250T e C242T/C243T, além do polimorfismo rs2853669 em 

grande parte das linhagens pesquisadas, com exceção da linhagem SK-MEL-28, que não 

apresentou nenhuma variante em TERT. 

No que diz respeito aos ensaios in vitro, foi realizada a caracterização do perfil 

metabólico das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. Nas Figuras 5 a 9, observam-

se os resultados obtidos para as técnicas de imunocitoquímica (Figura 5), western blotting 

(Figuras 6 e 7) e quantificação de glicose e lactato no meio extracelular, após 24 e 48 horas de 

cultura em condições normais de crescimento (Figuras 8 e 9). É possível observar que as 

linhagens possuem um perfil de expressão proteica heterogêneo, com as linhagens SK-MEL-

103 e WM164 apresentando um perfil metabólico preferencialmente glicolítico, com a 

expressão associada de MCT1, MCT4, CD147, GLUT1 e CAIX (western blotting), enquanto a 

linhagem SK-MEL-173 apresenta um perfil preferencialmente oxidativo (baixa expressão de 

MCT1 e ausência de expressão de MCT4 e GLUT1). Ainda, observou-se a ausência de expressão 

de MCT2 em todas as linhagens analisadas. 

Em relação aos resultados obtidos para glicose extracelular, apresentados na Figura 8 

como consumo de glicose, observa-se que as linhagens SK-MEL-19, WM35, WM164, WM278 

e WM793 apresentaram os maiores valores consumidos dentre as 12 linhagens analisadas, 

enquanto as linhagens 1205Lu, A375 e UACC-62 apresentaram os menores valores de glicose 

consumida. Adicionalmente, observa-se que nove linhagens apresentaram um consumo de 

glicose tempo-dependente, com um aumento às 48 horas em relação ao tempo de 24 horas 

(p<0,05). Ainda, não se observou diferença no consumo de glicose após 48 horas para as 

linhagens SK-MEL-103, SK-MEL-173 e WM9. Quanto ao lactato extracelular, apresentado na 

Figura 9 como efluxo de lactato, observou-se que as linhagens 1205Lu, SK-MEL-28, UACC-62 

e WM164 apresentaram os maiores valores de lactato excretados, enquanto as linhagens SK-

MEL-173, WM278 e WM793 apresentaram os menores valores. Em relação à quantificação 

do lactato em relação ao tempo (24 e 48 horas), observou-se que 11 linhagens apresentaram 

um aumento significativo no efluxo de lactato (p<0,001) às 48 horas em relação às 24 horas, 
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sendo que somente a linhagem SK-MEL-28, linhagem que mais excretou lactato, não 

apresentou aumento no efluxo de lactato em relação ao tempo. 

Figura 5. Resultados representativos da imunocitoquímica para MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX 

das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. Magnificação: 400×. 
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Figura 6. Resultados representativos do western blotting para MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX 

das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. β-Actina utilizada como proteína endógena normalizadora 

das diferentes proteínas associadas ao metabolismo glicolítico. kDa: kilodalton. 
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Figura 7. Densitometria dos resultados de western blotting para MCT1, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX das 

12 linhagens celulares comerciais de melanoma. Todos os resultados foram normalizados pela β-Actina. Os 

valores expressam a média e erro padrão de dois experimentos independentes. u.a., unidade arbitrária. 
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Figura 8. Consumo de glicose das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma ao longo do tempo (24 e 48 

horas). Os resultados obtidos foram normalizados pela biomassa celular total e expressam a média e erro padrão 

de três experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

Figura 9. Efluxo de lactato das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma ao longo do tempo (24 e 48 horas). 

Os resultados obtidos foram normalizados pela biomassa celular total e expressam a média e erro padrão de três 

experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. ***p<0,001. 



40 

 
  

7.2 Rastreio de sensibilidade ao 3-BP 

Relativamente ao rastreio de sensibilidade ao 3-BP, a Figura 10 apresenta os resultados 

obtidos para as diferentes concentrações de 3-BP utilizadas no tratamento das 12 linhagens 

de melanoma, em 24 e 48 horas, sendo que os valores de IC50 encontram-se listados na Tabela 

6. A Figura 11 apresenta uma comparação do efeito do 3-BP na biomassa celular das diferentes 

linhagens, baseada na inibição do crescimento (GI, do inglês growth inhibition). Conforme 

pode ser observado nas Figuras 10 e 11 e na Tabela 6, as linhagens A375, SK-MEL-103 e UACC-

62 apresentaram maior sensibilidade ao tratamento com o 3-BP, enquanto as linhagens SK-

MEL-19, SK-MEL-173, WM35 e WM793 apresentaram maior resistência ao fármaco. 
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Figura 10. Gráficos de IC50 obtidos para as linhagens celulares comerciais de melanoma após tratamento com 3-BP em 24 horas (azul) e 48 horas (vermelho). Os resultados 

estão representados pela porcentagem de biomassa celular normalizada pelo controle. Média e desvio padrão de cada concentração do inibidor utilizada estão representados 

nos gráficos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas experimentais e biológicas. 
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Tabela 6 – Valores de IC50 obtidos para as linhagens comerciais de melanoma após tratamento com 3-BP 

durante 24 e 48 horas. 

Linhagem celular IC50 24 horas 3-BP (μM) Média ± DP* IC50 48 horas 3-BP (μM) Média ± DP* 

1205Lu 57,69 ± 3,77 42,41 ± 7,67 

A375 33,22 ± 2,96 25,49 ± 0,98 

SK-MEL-19 125,27 ± 17,44 156,23 ± 8,94 

SK-MEL-28 74,20 ± 5,52 62,49 ± 2,52 

SK-MEL-103 31,17 ± 0,90 25,56 ± 1,08 

SK-MEL-173 155,67 ± 2,11 178,80 ± 5,37 

UACC-62 35,23 ± 8,64 27,13 ± 6,28 

WM9 97,32 ± 6,65 78,49 ± 6,56 

WM35 112,70 ± 0,92 115,45 ± 7,42 

WM164 80,36 ± 4,40 55,89 ± 5,66 

WM278 104,75 ± 4,97 83,37 ± 3,93 

WM793 171,23 ± 12,01 127,07 ± 25,26 

*Média ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados em triplicata. 

 

 

Figura 11. Classificação de sensibilidade ao 3-BP das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. (A) 

Sensibilidade ao 3-BP em 24 horas de tratamento com 100 µM de inibidor. (B) Sensibilidade ao 3-BP em 48 horas 

de tratamento com 75 µM de inibidor. Média e erro padrão da biomassa celular estão representados nos 

gráficos. Verde: alta sensibilidade; laranja: moderada sensibilidade; vermelho: resistente. 

 

Considerando a expressão de MCT1 das diferentes linhagens e sua relação de 

sensibilidade ao 3-BP (Figura 12), verificou-se que aquelas mais sensíveis ao 3-BP 

apresentaram expressão de MCT1. Em contrapartida, as linhagens com maior resistência ao 

A 
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inibidor apresentaram expressão diminuída do transportador. Entretanto, observou-se que o 

mesmo não ocorre nas linhagens SK-MEL-19 e SK-MEL-173, que, apesar de apresentarem 

resistência ao 3-BP, apresentam expressão de MCT1. 

 

Figura 12. Expressão de MCT1 e classificação de sensibilidade ao 3-BP das 12 linhagens celulares comerciais de 

melanoma. (A) 24 horas. (B) 48 horas. Todos os resultados foram normalizados pela β-Actina. Os valores 

expressam a média e erro padrão de dois experimentos independentes. u.a., unidade arbitrária. 

 

7.3 Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1) nas linhagens UACC-62 e WM164 

De acordo com os resultados obtidos na caracterização do perfil metabólico, com ênfase 

na expressão de MCT1, assim como no rastreio de sensibilidade ao 3-BP, duas linhagens 

celulares foram selecionadas para realização do knockdown do gene SLC16A1 (gene que 

codifica o MCT1): UACC-62 (MCT1 expresso/alta sensibilidade ao 3-BP) e WM164 (MCT1 e 

MCT4 expressos/alta sensibilidade ao 3-BP. As Figuras 13 e 14 mostram os resultados do 

knockdown de MCT1 nas linhagens UACC-62 e WM164, respectivamente, observando-se uma 

diminuição significativa da expressão do transportador em relação às linhagens parentais e 

controles negativos de transfecção (p<0,01; p<0,001; Figuras 13B e 14B, respectivamente). 

Ressalta-se que a expressão de MCT1 foi verificada (western blotting) em três momentos 

distintos (três passagens consecutivas) após a edição, confirmando assim que não houve o 

restabelecimento funcional do mesmo (Figuras 13A e 14A). Ainda, confirmou-se a diminuição 

da expressão de MCT1 através da imunocitoquímica, realizada em cortes de cell blocks dos 

controles negativos e células KD (Figuras 13C e 14C). 

A 



44 
 

 
  

Figura 13. Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1) na linhagem UACC-62 por CRISPR/Cas9. (A) Expressão proteica 

de MCT1 avaliada por western blotting em três momentos distintos (três passagens consecutivas). (B) Análise da 

expressão proteica de MCT1 por densitometria. Média e erro padrão estão representados no gráfico. (C) 

Expressão proteica de MCT1 avaliada por imunocitoquímica em cortes oriundos de cell blocks. Magnificação: 

400×. kDa: kilodalton. **p<0,01. 

 

Figura 14. Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1) na linhagem WM164 por CRISPR/Cas9. (A) Expressão proteica 

de MCT1 avaliada por western blotting em três momentos distintos (três passagens consecutivas). (B) Análise da 

expressão proteica de MCT1 por densitometria. Média e erro padrão estão representados no gráfico. (C) 

Expressão proteica de MCT1 avaliada por imunocitoquímica em cortes oriundos de cell blocks. Magnificação: 

400×. kDa: kilodalton. ***p<0,001. 

 

A 

A 
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7.4 Análise funcional do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em 

combinação, nas linhagens UACC-62 e WM164 

Após confirmada a diminuição da expressão de MCT1, buscou-se a caracterização 

funcional in vitro das linhagens UACC-62 e WM164 controles (plasmídeo controle) e KD, 

objetivando avaliar o efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em 

combinação. 

Em relação aos resultados de viabilidade celular obtidos e o efeito do silenciamento de 

MCT1 (Figura 15), não se observou uma redução relevante no número de células viáveis na 

linhagem UACC-62 MCT1 KD. Em contrapartida, a diminuição da expressão de MCT1 na 

linhagem WM164 foi capaz de reduzir significativamente a sua viabilidade (p<0,001). Já o 

tratamento com 3-BP demonstrou efeito em ambas as linhagens controles, visto que as 

mesmas expressam o MCT1, reduzindo o número de células UACC-62 controle (p<0,001) e 

WM164 controle (p<0,001) viáveis quando comparadas às linhagens controle expostas ao 

veículo da droga (DPBS). Em contrapartida, combinando o silenciamento de MCT1 com o 

tratamento com 3-BP, observou-se que o silenciamento de MCT1 reverte o efeito do 3-BP na 

viabilidade das linhagens UACC-62 (p<0,001) e WM164 (p<0,01), observando-se valores de 

viabilidade similares aos observados para o KD sozinho, sugerindo que o efeito do 3-BP é 

dependente da expressão de MCT1. 

Para a proliferação celular (Figura 16), observaram-se resultados semelhantes aos 

encontrados nos ensaios de viabilidade, com o knockdown de MCT1 diminuindo de maneira 

significativa a proliferação da linhagem WM164 (p<0,01), enquanto que, para a linhagem 

UACC-62, o silenciamento do transportador não demonstrou efeito relevante. Em relação aos 

efeitos da exposição ao 3-BP, ambas as linhagens controles apresentaram redução 

significativa de sua proliferação, quando comparadas às linhagens controle expostas ao DPBS 

(p<0,001), demonstrando a eficácia do fármaco na presença do MCT1 expresso. Novamente, 

quando combinados, o silenciamento de MCT1 foi capaz de reverter de maneira significativa 

os efeitos da exposição ao 3-BP (p<0,001 para UACC-62 e p<0,01 para WM164), sendo 

observados valores de proliferação similares aos obtidos para o KD sozinho. 
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Figura 15. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na viabilidade 

celular das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Viabilidade celular da linhagem UACC-62 após knockdown de MCT1 

e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. (B) Viabilidade celular da linhagem WM164 após knockdown 

de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. Os valores dos gráficos representam a média e 

erro padrão de três experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. **p<0,01; ***p<0,001. 

 

Figura 16. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na proliferação 

celular das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Proliferação celular da linhagem UACC-62 após knockdown de MCT1 

e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. (B) Proliferação celular da linhagem WM164 após 

knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. Os valores dos gráficos representam a 

média e erro padrão de três experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. **p<0,01; 

***p<0,001. 
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Para os ensaios de metabolismo celular referentes ao consumo de glicose e efluxo de 

lactato (Figura 17), observou-se que, para a linhagem UACC-62, não houve efeito significativo 

tanto do silenciamento de MCT1, da exposição ao 3-BP, assim como da combinação das 

condições no consumo de glicose. Em contrapartida, o knockdown de MCT1 foi capaz de 

diminuir significativamente o efluxo de lactato na linhagem UACC-62 MCT1 KD (p<0,05). Em 

relação à linhagem WM164, observou-se que a diminuição da expressão de MCT1 não 

apresentou efeito relevante no consumo de glicose. Inesperadamente, a exposição da 

linhagem WM164 controle ao 3-BP levou a um aumento significativo no consumo de glicose, 

em comparação à exposição da linhagem controle ao DPBS (p<0,01). Já para a combinação 

das duas condições, observou-se que o silenciamento de MCT1 impede de maneira 

significativa o aumento no consumo de glicose promovido pelo 3-BP na linhagem WM164 

controle (p<0,05). Em relação ao efluxo de lactato da linhagem WM164, não se observaram 

efeitos significativos nas condições analisadas. 

Os resultados referentes ao ensaio de migração celular (Figura 18) demonstraram que o 

knockdown de MCT1 foi capaz de diminuir significativamente a capacidade migratória da 

linhagem UACC-62 (p<0,001). Ainda, observou-se que a exposição da linhagem UACC-62 

controle ao 3-BP reduziu de maneira significativa o número de células migratórias, quando 

comparado à exposição ao DPBS (p<0,001). Em relação à condição combinada, observou-se 

que o silenciamento de MCT1 na linhagem UACC-62 diminuiu de maneira significativa os 

efeitos de exposição ao 3-BP (p<0,05), revertendo os níveis de migração para os valores 

observados para o KD sozinho. Já para a linhagem WM164, observou-se que a condição MCT1 

KD não alterou a capacidade migratória da linhagem. Em contrapartida, o tratamento com 3-

BP demonstrou diminuir significativamente a migração celular da linhagem WM164 controle 

quando comparado à exposição ao DPBS (p<0,001). Em relação à combinação das condições, 

os resultados demonstraram que a diminuição da expressão de MCT1 impede os efeitos da 

exposição ao 3-BP na migração celular (p<0,05), sugerindo novamente a importância do 

transportador na eficácia do tratamento com o fármaco. 
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Figura 17. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, no consumo de 

glicose e efluxo de lactato das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Consumo de glicose e efluxo de lactato da 

linhagem UACC-62 após knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. (B) Consumo 

de glicose e efluxo de lactato da linhagem WM164 após knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos 

e em combinação. Os valores dos gráficos representam a média e erro padrão de três experimentos 

independentes realizados em triplicas experimentais. *p<0,05; **p<0,01. 

 

Relativamente aos ensaios de invasão celular (Figura 19), os resultados obtidos 

demonstram que a linhagem UACC-62 MCT1 KD apresentou diminuição significativa de sua 

invasão (p<0,05). Em oposição, observou-se um aumento significativo na capacidade de 

invasão da linhagem WM164 MCT1 KD (p<0,05), sugerindo assim, um fenótipo de 
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agressividade provavelmente decorrente do silenciamento de MCT1. Em relação à exposição 

ao 3-BP e à combinação das duas condições analisadas, não se observou resultados relevantes 

que impactaram na capacidade de invasão das linhagens UACC-62 e WM164. 

 

Figura 18. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na migração celular 

das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Migração celular da linhagem UACC-62 após knockdown de MCT1 e 

tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. (B) Migração celular da linhagem WM164 após knockdown de 

MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. Os valores dos gráficos representam a média e erro 

padrão de três experimentos independentes realizados em duplicatas experimentais. *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001. 
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Figura 19. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na invasão celular 

das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Invasão celular da linhagem UACC-62 após knockdown de MCT1 e 

tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. (B) Invasão celular da linhagem WM164 após knockdown de 

MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. Os valores dos gráficos representam a média e erro 

padrão de três experimentos independentes realizados em duplicatas experimentais. *p<0,05. 

 

Dentre os resultados obtidos nos ensaios referentes à capacidade de formação de 

colônias (Figura 20), observa-se que o knockdown de MCT1 diminuiu de forma significativa a 

capacidade clonogênica da linhagem UACC-62 MCT1 KD (p<0,001). Já em relação à exposição 

ao 3-BP, observou-se uma diminuição significativa no número de colônias formadas pela 

linhagem UACC-62 controle negativo em relação ao veículo da droga (p<0,001). Quando 

combinadas as duas condições, observa-se que o número de colônias formadas pela linhagem 

UACC-62 MCT1 KD não sofreu a ação do inibidor (p<0,001), demonstrando que o KD de MCT1 

foi capaz de reverter de maneira significativa os efeitos da exposição ao 3-BP, com um número 
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de colônias formadas semelhante aos obtidos para o KD sozinho. Já para a linhagem WM164, 

observa-se que o silenciamento de MCT1 aumentou significativamente sua capacidade 

clonogênica (p<0,001). Esse resultado, em conjunto ao aumento significativo da invasão 

celular, apresentado pela linhagem WM164 MCT1 KD (Figura 19B), sugere que o 

silenciamento de MCT1 levou a uma alteração funcional relevante e consequentemente ao 

aumento de seu fenótipo de agressividade. Em contrapartida, quando a linhagem WM164 

controle (MCT1 expresso) é exposta ao 3-BP, há uma diminuição significativa e quase total no 

número de colônias formadas em relação à linhagem WM164 controle exposta ao DPBS 

(p<0,001). Em vista da combinação do silenciamento de MCT1 e exposição ao 3-BP, os 

resultados obtidos demonstram que a diminuição da expressão do transportador é capaz de 

bloquear os efeitos do 3-BP, ocorrendo um aumento significativo no número de colônias 

formadas em relação à linhagem WM164 controle exposta ao 3-BP (p<0,01), sugerindo que 

ação do inibidor é dependente da expressão de MCT1. 

Os resultados de citometria de fluxo, visando a avaliação dos efeitos do silenciamento 

de MCT1 e exposição ao 3-BP no mecanismo de morte celular obtidos para a linhagem UACC-

62 (Figura 21A) não estão completos, com apenas dois experimentos independentes 

realizados, o que não possibilitou uma análise estatística adequada. Entretanto, observa-se 

uma tendência de aumento na apoptose tardia/necrose apresentada pela linhagem UACC-62 

controle quando exposta ao 3-BP, comparada à linhagem UACC-62 controle quando exposta 

ao veículo da droga. Relativamente às duas condições combinadas (silenciamento de MCT1 e 

tratamento com 3-BP), observou-se uma tendência de diminuição da apoptose tardia/necrose 

na linhagem UACC-62 MCT1 KD quando comparada à linhagem UACC-62 controle, com os 

valores de apoptose tardia/necrose apresentados pela linhagem silenciada e exposta ao 

fármaco semelhantes à condição KD sozinha, favorecendo a hipótese de que a expressão de 

MCT1 aumenta a eficácia do tratamento com 3-BP e tem impacto na morte celular. Já os 

resultados obtidos para a linhagem WM164 (Figura 21B), demonstram que o knockdown de 

MCT1 levou a uma diminuição significativa na apoptose tardia/necrose na linhagem WM164 

(p<0,05). Novamente, o resultado observado favorece a hipótese de que o silenciamento de 

MCT1 na linhagem WM164 levou ao aumento de seu fenótipo de agressividade. Considerando 

os efeitos do 3-BP sozinho, observou-se que o mesmo apresentou influência na morte celular, 

com um aumento significativo da apoptose tardia/necrose na linhagem WM164 controle 
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exposta ao fármaco em relação à linhagem WM164 controle exposta ao DPBS (p<0,05). 

Quando avaliados em conjunto, o knockdown de MCT1 foi capaz de diminuir de forma 

significativa os efeitos da exposição ao 3-BP na apoptose tardia/necrose celular (p<0,05), 

apresentando valores similares aos observados para o knockdown sozinho, sugerindo que a 

expressão de MCT1 se faz necessária para se atingir a eficácia no tratamento com o 3-BP. 

 

Figura 20. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na capacidade de 

formação de colônias das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Formação de colônias da linhagem UACC-62 após 

knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. (B) Formação de colônias da linhagem 

WM164 após knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. Os valores dos gráficos 

representam a média e erro padrão de três experimentos independentes realizados em duplicatas 

experimentais. **p<0,01; ***p<0,001. 
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Figura 21. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação, na apoptose 

tardia/necrose das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Apoptose tardia/necrose da linhagem UACC-62 após 

knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. (B) Apoptose tardia/necrose da 

linhagem WM164 após knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinação. Os valores dos 

gráficos representam a média e erro padrão de dois experimentos independentes para a linhagem UACC-62 e 

três experimentos independentes para a linhagem WM164, após coleta de 30.000 eventos por citometria de 

fluxo para cada condição analisada. *p<0,05. 

 

Em relação aos resultados obtidos com a quantificação em tempo real da taxa de 

consumo de O2 (OCR, do inglês oxygen consumption rate) e acidificação do meio extracelular, 

com a quantificação de H+ (ECAR, do inglês extracellular acidification rate) (Figura 22), 

observou-se que o silenciamento de MCT1 diminuiu as taxas de OCR e ECAR nas linhagens 

UACC-62 MCT1 KD e WM164 MCT1 KD, quando comparadas aos respectivos controles. Já na 

presença do 3-BP, observou-se que o inibidor apresentou efeito na redução das taxas de OCR 
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e ECAR nas linhagens UACC-62 e WM164 controles, que apresentam expressão de MCT1, 

quando comparadas às linhagens MCT1 KD. Sendo assim, os resultados demonstram que a 

ação do 3-BP é dependente da expressão de MCT1 e que o seu efeito impacta em parâmetros 

metabólicos essenciais para a obtenção de energia. 

 

Figura 22. Perfil bioenergético das linhagens UACC-62 e WM164 controles e MCT1 KD na ausência e presença de 

3-bromopiruvato. (A) Quantificação em tempo real das taxas de consumo de oxigênio (OCR) das linhagens UACC-

62 controle negativo e UACC-62 MCT1 KD na ausência e presença de 3-bromopiruvato. (B) Quantificação em 

tempo real das taxas de acidificação do meio extracelular (ECAR) das linhagens UACC-62 controle negativo e 

UACC-62 MCT1 KD na ausência e presença de 3-bromopiruvato. (C) Quantificação em tempo real das taxas de 

consumo de oxigênio (OCR) das linhagens WM164 controle negativo e WM164 MCT1 KD na ausência e presença 

de 3-bromopiruvato. (D) Quantificação em tempo real das taxas de acidificação do meio extracelular (ECAR) das 

linhagens WM164 controle negativo e WM164 MCT1 KD na ausência e presença de 3-bromopiruvato. A linha 

tracejada representa o ciclo 11 de quantificação com a adição do 3-bromopiruvato (seta vermelha). As 

quantificações estão representadas em pmol/min para o consumo de oxigênio e mpH/min para acidificação 

extracelular. Os valores dos gráficos estão representados pela média e erro padrão de um experimento realizado 

em triplicata experimental. 
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Relativamente aos experimentos envolvendo a reconstrução da pele in vitro (cultura 

organotípica), observa-se, na Figura 23, o modelo de pele normal, sem a adição das células de 

melanoma. A pele sem melanoma é considerada o controle da técnica, demonstrando que o 

modelo é funcional. Observa-se na pele normal todas as suas camadas diferenciadas, como a 

derme (camada inferior), com a presença de fibroblastos, assim como a epiderme (camada 

superior) e sua estratificação em camadas basal, espinhosa, granulosa, lúcida e córnea. 

 

Figura 23. Cultura organotípica de pele (pele normal). Para a construção da pele in vitro, fibroblastos humanos 

foram adicionados a uma matriz de colágeno para a formação do equivalente dérmico. Após a polimerazação da 

matriz de colágeno, queratinócitos e melanócitos humanos foram adicionados ao equivalente dérmico. Por fim, 

a pele reconstituída foi mantida em meio de cultura específico por 10 dias, para a completa diferenciação e 

estratificação tecidual. Após 10 dias, realizou-se a coleta das peles para fixação, emblocamento e cortes 

histológicos. Magnificação: 100×. 

 

Em relação aos resultados obtidos para a pele reconstruída in vitro, com a adição da 

linhagem UACC-62 ao modelo 3D (Figura 24), observa-se que a linhagem UACC-62 MCT1 KD 

apresentou uma redução no tamanho do tumor formado em comparação à linhagem UACC-

62 controle, sugerindo que o silenciamento de MCT1 foi capaz de diminuir parâmetros de 

agressividade da linhagem, assim como observado nos ensaios funcionais realizados em 

modelo 2D. Quanto ao efeito do tratamento com 3-BP, observa-se que houve uma redução 

no número de células tumorais da linhagem UACC-62 controle exposta ao inibidor em 

comparação à linhagem UACC-62 controle exposta ao DPBS, indicando a efetividade do 3-BP. 
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Já quando comparadas as duas condições combinadas, observa-se que o KD de MCT1 impediu 

a ação do 3-BP, com a linhagem UACC-62 MCT1 KD exposta ao 3-BP apresentando uma 

formação tumoral semelhante à condição KD exposta ao DPBS. Destaca-se ainda a ausência 

de invasão da derme apresentada pela linhagem UACC-62 em todas as condições analisadas. 

Já nos resultados da reconstrução da pele in vitro com a adição da linhagem WM164 ao 

modelo 3D (Figura 25), observa-se que a linhagem WM164 controle apresenta a formação de 

pérolas córneas (setas indicativas, Figura 25A e 25B), relacionadas a tumores com baixo grau 

de diferenciação, as quais não são observadas na linhagem WM164 MCT1 KD. Ainda, o KD de 

MCT1 demonstrou reduzir o número de células da linhagem WM164 presentes na pele 

quando comparada à linhagem WM164 controle, sugerindo uma diminuição da proliferação 

celular, corroborando os resultados observados no modelo 2D. Entretanto, ressalta-se o maior 

grau de invasão na derme apresentado pela linhagem WM164 MCT1 KD (setas indicativas, 

Figura 25C e 25D) em comparação à linhagem WM 164 controle, constatando-se, assim, um 

maior grau de agressividade, assim como o observado nos ensaios funcionais realizados em 

modelo 2D. Quanto ao efeito do tratamento com 3-BP, observou-se que não houve alteração 

no tamanho do tumor formado entre a linhagem WM164 controle exposta ao inibidor em 

relação à linhagem WM164 controle exposta ao DPBS. Quando combinadas as duas condições, 

observou-se que a agressividade da linhagem WM164 MCT1 KD se manteve, não havendo 

impacto no crescimento do tumor e invasão da derme apresentados pela linhagem. 
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Figura 24. Cultura organotípica de pele com a adição da linhagem UACC-62 ao modelo 3D. (A) Cultura 

organotípica de pele com a adição da linhagem UACC-62 controle negativo ao modelo e tratamento com DPBS. 

(B) Cultura organotípica de pele com a adição da linhagem UACC-62 controle negativo ao modelo e tratamento 

com 3-BP. (C) Cultura organotípica de pele com a adição da linhagem UACC-62 MCT1 KD ao modelo e tratamento 

com DPBS. (D) Cultura organotípica de pele com a adição da linhagem UACC-62 MCT1 KD ao modelo e tratamento 

com 3-BP. Dois experimentos independentes foram realizados para cada condição apresentada. Magnificação: 

100×. 
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Figura 25. Cultura organotípica de pele com a adição da linhagem WM164 ao modelo 3D. (A) Cultura organotípica 

de pele com a adição da linhagem WM164 controle negativo ao modelo e tratamento com DPBS. (B) Cultura 

organotípica de pele com a adição da linhagem WM164 controle negativo ao modelo e tratamento com 3-BP. 

(C) Cultura organotípica de pele com a adição da linhagem WM164 MCT1 KD ao modelo e tratamento com DPBS. 

(D) Cultura organotípica de pele com a adição da linhagem WM164 MCT1 KD ao modelo e tratamento com 3-BP. 

Dois experimentos independentes foram realizados para cada condição apresentada. Magnificação: 100×. 

 

Devido aos resultados inesperados apresentados pela linhagem WM164 MCT1 KD em 

relação ao aumento de alguns dos parâmetros de agressividade tumoral avaliados, como o 

aumento da invasão celular (modelo 2D e 3D), aumento no número de colônias formadas e 

diminuição da apoptose, buscou-se identificar mecanismos metabólicos compensatórios, 

provavelmente originados como um mecanismo de resistência intrínseco decorrente do 

silenciamento de MCT1. Importante, a linhagem WM164 apresenta, além da expressão de 

MCT1, a expressão de outro transportador de monocarboxilato, o MCT4, também responsável 

pelo efluxo de lactato. Avaliando a expressão das proteínas relacionadas ao metabolismo 

glicolítico nas linhagens UACC-62 controle negativo e UACC-62 MCT1 KD (Figura 26A), não se 

observou diferença significativa na expressão das proteínas avaliadas entre as duas linhagens, 



59 
 

 
  

excetuando-se o próprio MCT1 pré e pós edição gênica, como já apresentado no item 9.3. Em 

contrapartida, quando comparada a expressão das proteínas relacionadas ao metabolismo 

glicolítico na linhagem WM164 MCT1 KD em relação à linhagem WM164 controle negativo 

(Figura 26A), observou-se um aumento significativo de MCT4 e GLUT1 (p<0,01 e p<0,05, 

respectivamente, Figura 26B). Sendo assim, sugere-se que o aumento do fenótipo de 

agressividade apresentado pela linhagem WM164 MCT1 KD na avaliação funcional realizada 

seja consequência do aumento da expressão de MCT4 e GLUT1, com ênfase na atividade 

exacerbada de MCT4, atuando como um mecanismo metabólico compensatório devido ao 

silenciamento de MCT1. 

 

Figura 26. Avaliação da expressão de proteínas relacionadas ao perfil glicolítico das linhagens UACC-62 e WM164 

após knockdown de MCT1 por CRISPR/Cas9. (A) Resultado representativo do western blotting para avaliação da 

expressão MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX das linhagens UACC-62 e WM164 (controles 

negativos de edição gênica e MCT1 KD). (B) Análise de densitometria para a expressão de MCT4 e GLUT1 na 

linhagem WM164 (controle negativo e MCT1 KD). β-Actina utilizada como proteína endógena normalizadora das 

diferentes proteínas associadas ao metabolismo glicolítico. Os valores expressam a média e erro padrão de dois 

experimentos independentes. kDa: kilodalton. *p<0,05; **p<0,01. 

 

7.5 Análise transcricional de genes relacionados ao metabolismo celular nas linhagens 

UACC-62 e WM164 

De acordo com os resultados obtidos na análise da expressão de proteínas relacionadas 

ao metabolismo glicolítico, observados na linhagem WM164 pós silenciamento de MCT1 
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(aumento da expressão de MCT4 e GLUT1), buscou-se avaliar o perfil transcricional de um 

amplo painel de genes relacionados a diferentes vias metabólicas. Sendo assim, analisou-se a 

expressão de 180 genes pela plataforma Nanostring, tendo como objetivo a identificação de 

outros mecanismos compensatórios ou vias correlatas que possam ser alvo de uma 

modulação metabólica em consequência do knockdown de MCT1. 

Dentre o perfil transcricional encontrado nas linhagens UACC-62 e WM164 MCT1 KD, 

quando comparadas às linhagens controles (Figura 27, observou-se uma expressão diferencial 

de 21 genes na linhagem UACC-62 MCT1 KD (Tabela 7, p<0,05, fold change de 2,0), com 14 

genes apresentando diminuição de expressão e sete apresentando superexpressão. Para a 

linhagem WM164 MCT1 KD, observou-se uma expressão diferencial em 16 genes (Tabela 7, 

p<0,05, fold change de 2,0), com diminuição da expressão de 13 genes e superexpressão de 

três genes. Ressalta-se ainda a diminuição significativa (p=0,018, fold change de -1,3) da 

expressão gênica de SLC16A1 (MCT1) na linhagem UACC-62 MCT1 KD (resultado não 

apresentado). Mesmo sua expressão diferencial apresentando um fold change de -1,3, valor 

abaixo do cut-off utilizado, esta diminuição da expressão gênica de SLC16A1 está associada a 

uma importante diminuição da expressão proteica de MCT1, observado após o silenciamento 

do transportador na linhagem. Já de acordo com os resultados de expressão diferencial 

apresentados na Tabela 7, observa-se que, dentre os genes superexpressos na linhagem 

WM164 MCT1 KD, está o gene SLC16A3 (MCT4), que apresentou um fold change de 2,5 

(p=0,001), validando, assim, os achados referentes ao transportador em nível proteico e 

provavelmente relacionados ao aumento das características de agressividade evidenciados 

pela análise funcional da linhagem após o silenciamento de MCT1. Ressalta-se ainda o 

aumento significativo (p=0,01, fold change de 1,7) da expressão gênica de SLC2A1 (GLUT1) na 

linhagem WM164 MCT1 KD (resultado não apresentado). Mesmo sua expressão diferencial 

apresentando um fold change de 1,7, valor abaixo do cut-off utilizado, este aumento da 

expressão gênica de SLC2A1 está associado com o aumento da expressão proteica de GLUT1, 

observado após o silenciamento de MCT1 na linhagem. 
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Figura 27. Expressão diferencial de genes relacionados a vias metabólicas distintas nas linhagens UACC-62 e 

WM164 controles e MCT1 KD. (A) Heatmap representativo dos genes diferencialmente expressos entre as 

linhagens UACC-62 controle negativo (roxo) e UACC-62 MCT1 KD (laranja). (B) Heatmap representativo dos genes 

diferencialmente expressos entre as linhagens WM164 controle negativo (roxo) e WM164 MCT1 KD (laranja). 

Em vermelho estão representados os genes com aumento de expressão e em azul representados os genes com 

diminuição de expressão. Os heatmaps apresentam os resultados de expressão de três experimentos 

independentes realizados para cada linhagem. Todos os genes diferencialmente expressos com fold change de 

2,0 e p<0,05 estão representados nos heatmaps. 

 

Adicionalmente, buscou-se identificar os genes diferencialmente expressos únicos e em 

comum das linhagens UACC-62 MCT1 KD e WM164 MCT1 KD (Figura 28). Devido ao 

comportamento divergente das linhagens frente à sua caracterização funcional nas condições 

analisadas, esperava-se um número reduzido de genes diferencialmente expressos 

compartilhados. Como esperado, o único gene diferencialmente expresso nas duas linhagens, 

com diminuição significativa de sua expressão, foi o SHMT1 (serina hidroximetiltransferase 1), 

gene responsável pela conversão reversível da serina e tetrahidrofolato em glicina, e também 

com participação na doação de unidades de carbono para a síntese do ácido timidílico, um 

metabólito essencial para a síntese e reparo do DNA. 
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Tabela 7 – Genes diferencialmente expressos nas linhagens UACC-62 MCT1 KD e WM164 MCT1 KD. 

 

Em relação aos resultados obtidos no enriquecimento funcional de vias e de interações 

gênicas realizado no software STRING, observou-se que ambas as linhagens com o MCT1 

silenciado apresentaram modulação de seu metabolismo. Para a linhagem UACC-62 MCT1 KD 

(Figura 29), observou-se a expressão diferencial de genes reguladores do metabolismo 

glicolítico (PDK4, HK2 e TIGAR), reguladores da via das pentoses-fosfato (TIGAR), assim como 

de genes sinalizadores da via de mTOR (AKT3 e RPTOR). Ressalta-se ainda o aumento da 

expressão de um elevado número de genes relacionados ao transporte da glutamina (SLC1A5 

e SLC38A2), transporte de aminoácidos (GLS, SLC1A5, SLC7A5, SLC7A11, SLC38A2) e na 

biossíntese dos ácidos graxos (PRKAB1 e PRKAB2), indicando um possível desvio da via 

glicolítica, decorrente do silenciamento de MCT1, para a via da glutamina na obtenção de 

energia e intermediários anabólicos. Já os resultados de enriquecimento funcional de vias e 

UACC-62 MCT1 KD  WM164 MCT1 KD 

Genes Fold change p valor  Genes Fold change p valor 

PDK4 -8,0 0,0000049  PRKCB -8,6 0,0012 

FGFR3 -5,7 0,0052  IDH1 -4,6 0,00021 

IDH2 -3,2 0,0087  SLC16A1 -3,7 0,00036 

SHMT1 -2,6 0,0095  EGFR -3,5 0,0025 

BPGM -2,5 0,0044  MET -3,5 0,00018 

PLD1 -2,3 0,0044  EGF -2,8 0,00027 

GYS1 -2,1 0,0044  PPARGC1A -2,8 0,002 

HK2 2,0 0,0044  HKDC1 -2,3 0,01 

PRKAB1 2,0 0,039  PKLR -2,1 0,017 

SLC1A5 2,0 0,0025  SHMT1 -2,1 0,0027 

TIGAR 2,0 0,0044  TP53 -2,1 0,0025 

SLC7A5 2,1 0,018  EPAS1 -2,0 0,0033 

RBKS 2,3 0,013  PLD2 -2,0 0,0057 

AKT3 2,5 0,0044  PDGFA 2,3 0,017 

GLS 2,6 0,0044  SLC16A3 2,5 0,001 

RPTOR 2,6 0,0049  FGFR1 3,0 0,005 

ODC1 2,8 0,031     

SLC38A2 2,8 0,0044     

PRKAB2 3,2 0,0095     

VEGFA 5,3 0,0036     

SLC7A11 9,8 0,017     
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interações gênicas obtidos para a linhagem WM164 MCT1 KD (Figura 30) demonstram a 

expressão diferencial de genes relacionados à ativação da via MAPK, com a diminuição da 

expressão de genes como o EGF e EGFR. Em contrapartida, observou-se a expressão 

diferencial de genes associados principalmente aos processos de transição epitélio-

mesênquima e quimiotaxia celular, com o aumento da expressão de FGFR1 e PDGFA, 

respectivamente. Ainda, ressalta-se a expressão diferencial do gene SLC16A3 (MCT4), que 

apesar de não apresentar conexões diretas com os genes de outras vias apresentados, 

demonstrou o aumento de sua expressão, indicando, em conjunto aos achados relacionados 

aos processos da EMT e quimiotaxia celular, uma possível hipótese para o aumento da 

agressividade da linhagem WM164, decorrente do silenciamento de MCT1. 

 

Figura 28. Diagrama de Venn apresentando os genes diferencialmente expressos únicos e em comum das 

linhagens UACC-62 MCT1 KD e WM164 MCT1 KD. 
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Figura 29. Análise de enriquecimento funcional e rede de interação gênica associada às diferentes vias 

metabólicas encontradas diferencialmente expressas na linhagem UACC-62 MCT1 KD. Cada círculo é 

representado por um gene e cada conexão é representada pela linha em cinza. A espessura da linha de conexão 

indica a força de suporte dos dados da interação entre os genes. As cores de cada gene indicam os processos 

biológicos aos quais estão relacionados. 

Figura 30. Análise de enriquecimento funcional e rede de interação gênica associada às diferentes vias 

metabólicas encontradas diferencialmente expressas na linhagem WM164 MCT1 KD. Cada círculo é 

representado por um gene e cada conexão é representada pela linha em cinza. A espessura da linha de conexão 

indica a força de suporte dos dados da interação entre os genes. As cores de cada gene indicam os processos 

biológicos aos quais estão relacionados. 
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7.6 Análise funcional do duplo silenciamento na linhagem WM164 

Com relação aos achados referentes ao aumento de agressividade da linhagem WM164 

após o silenciamento de MCT1 com consequente superexpressão de MCT4, realizou-se o 

duplo silenciamento na linhagem (MTC1 via CRISPR/Cas9 e MCT4 via siRNA) e sua 

caracterização funcional. Dessa forma, visou-se validar o mecanismo metabólico 

compensatório como um dos responsáveis pelo aumento do fenótipo maligno apresentado. 

O duplo silenciamento foi obtido com sucesso na linhagem WM164 MCT1 KD (Figura 31), com 

a diminuição da expressão de MCT4 mantendo-se até às 192 horas avaliadas (momento 

escolhido devido ao tempo total do ensaio de formação de colônias realizado na linhagem 

duplamente silenciada). 

Figura 31. Avaliação do silenciamento da expressão de MCT4 por western blotting através da técnica de siRNA 

após 24 e 192 horas na linhagem WM164 MCT1 KD. A β-Actina foi utilizada como controle de carregamento. 

kDa: kilodalton. 

 

A caracterização funcional mostrou que o duplo silenciamento levou à diminuição 

significativa de parâmetros celulares que não haviam sido afetados, anteriormente, pelo 

silenciamento isolado de MCT1. De acordo com a Figura 32, observa-se uma diminuição 

significativa da viabilidade (Figura 32A, p<0,001) e proliferação celular (Figura 32B, p<0,001), 

assim como do efluxo de lactato (Figura 32D, p<0,01) na linhagem duplamente silenciada 

quando comparada à linhagem controle. Em relação ao resultado do consumo de glicose, não 

se observou diferença significativa (Figura 32C). Quando avaliadas a migração e invasão celular 

da linhagem WM164 com MCT1 e MCT4 silenciados, observou-se uma diminuição significativa 

nos dois parâmetros, quando comparadas às linhagens controles (Figura 33A e 33B, p<0,05). 

Entretanto, para a capacidade de formação de colônias, não se observou o mesmo, com as 
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duas linhagens apresentando resultados semelhantes no número de colônias formadas 

(Figura 33C). Com os resultados obtidos após o duplo silenciamento de MCT1 e MCT4, 

suporta-se a hipótese de que o MCT4 teve impacto no aumento do comportamento agressivo 

da linhagem WM164 MCT1 KD, evidenciado previamente nos ensaios funcionais após o 

silenciamento de MCT1. 

 

Figura 32. Caracterização funcional do silenciamento de MCT4 por siRNA na linhagem WM164 MCT1 KD. (A) 

Viabilidade celular. (B) Proliferação celular. (C) Consumo de glicose. (D) Efluxo de lactato. Os valores dos gráficos 

representam a média e erro padrão de três experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. 

**p<0,01; ***p<0,001. 
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Figura 33. Caracterização funcional do silenciamento de MCT4 por siRNA na linhagem WM164 MCT1 KD. (A) 

Migração celular. (B) Invasão celular. (C) Formação de colônias. Os valores dos gráficos representam a média e 

erro padrão de três experimentos independentes realizados em duplicatas experimentais. *p<0,05. 
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8 DISCUSSÃO 

A caracterização metabólica de um amplo painel de linhagens celulares comerciais de 

melanoma demonstrou a expressão diferencial de proteínas relacionadas à via glicolítica, 

como os transportadores de monocarboxilatos (MCT1 e MCT4), suas chaperonas (CD147 e 

CD44) e outras importantes proteínas relacionadas à captação de glicose (GLUT1) e controle 

do pH intracelular (CAIX), permitindo identificar linhagens com um perfil mais hiperglicolítico 

e linhagens com um perfil mais oxidativo. Os ensaios de inibição com 3-bromopiruvato, um 

potente inibidor da via glicolítica, realizados nas linhagens UACC-62 e WM164, demonstraram 

que a ação do inibidor é altamente dependente da expressão de MCT1, sugerindo o papel do 

MCT1 como mediador de resposta ao 3-BP para o tratamento de melanomas. Além disso, à 

partir do silenciamento de MCT1, realizado nas duas linhagens via CRISPR/Cas9, foi possível 

observar que parâmetros de agressividade tumoral são inibidos de maneira importante, 

reforçando o papel do transportador como um promissor alvo terapêutico. Ainda, foi 

observado que o silenciamento de MCT1 na linhagem WM164 levou ao aumento da expressão 

de MCT4, já previamente expresso à edição gênica realizada. O aumento na expressão de 

MCT4 sugere um mecanismo metabólico compensatório, favorecendo a agressividade da 

linhagem WM164 em processos como aumento da capacidade clonogênica e invasão celular, 

assim como de evasão à apoptose, resultados não observados na linhagem UACC-62, que não 

possui expressão do MCT4. A análise de um amplo painel de genes relacionados a diferentes 

vias metabólicas demonstrou que ambas as linhagens com o MCT1 silenciado apresentaram 

superexpressão de vias alternativas para a obtenção de energia, com o aumento da expressão 

de genes relacionados à via da glutamina na linhagem UACC-62 MCT1 KD e o aumento da 

expressão de MCT4 e de genes relacionados à EMT na linhagem WM164 MCT1 KD. Por fim, o 

duplo silenciamento de MCT1/MCT4 realizado na linhagem WM164 demonstrou diminuição 

importante dos parâmetros de agressividade desenvolvidos após o silenciamento de MCT1 de 

maneira isolada. 

A reprogramação metabólica, também conhecida como efeito Warburg ou glicólise 

aeróbica1, 2, já descrita em diferentes tipos tumorais3, foi também previamente observada em 

linhagens celulares de melanoma89. Os resultados obtidos por Scott e colaboradores89 

apontam que células de melanoma apresentam maior consumo de glicose e produção de 

lactato quando comparadas a melanócitos, tanto em situações de normóxia como em hipóxia, 
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caracterizando o efeito Warburg. Ainda, estudo de Pinheiro e colaboradores90, realizado em 

356 pacientes com melanoma, demonstra que a reprogramação metabólica pela qual passam 

estes tumores é caracterizada por uma elevada expressão de proteínas relacionadas à via 

glicolítica, em especial os transportadores de monocarboxilato MCT1 e MCT4, apresentando 

valor prognóstico na sobrevida destes pacientes. Nesse contexto, os MCTs emergem como 

alvos terapêuticos importantes15, sendo mais uma opção de tratamento, aliados 

principalmente aos inibidores de BRAF e MEK, já rotineiramente utilizados no manejo clínico 

de pacientes com melanomas metastáticos91. 

Como abordado, uma importante característica dos melanomas é a presença de 

variantes encontradas no gene BRAF, com destaque para a mutação V600E, que apresenta 

uma alta frequência nestes tumores (cerca de 40-60%)55, 92, 93 e é capaz de induzir uma maior 

agressividade das células malignas94, sendo que pacientes com a mutação V600E possuem 

piores prognósticos, com rápida evolução da doença95 e uma menor sobrevida96. Além disso, 

a mutação V600E modula o metabolismo celular, promovendo o efeito Warburg63. Ressalta-

se que a mutação V600E em BRAF induz o aumento da expressão de HIF-1α em melanomas65, 

68, um dos principais mecanismos responsáveis pela dependência dos tumores na via 

glicolítica97, reforçando seu papel no contexto da reprogramação metabólica destes tumores. 

Outra característica importante dos melanomas está em variantes encontradas no gene NRAS, 

presente em cerca de 15-20% dos casos, que se relaciona, assim como a mutação V600E em 

BRAF, a piores prognósticos93, 98. No presente estudo, realizou-se a caracterização mutacional 

de 12 linhagens celulares comerciais de melanoma, encontrando-se resultados de frequência 

semelhantes aos previamente descritos93, com 10 linhagens celulares apresentando a 

mutação V600E em BRAF, e duas linhagens (SK-MEL-103 e SK-MEL-173) apresentando 

mutações no códon 61 do gene NRAS. Adicionalmente, destacam-se as variantes C228T e 

C250T detectadas na região promotora do gene TERT, já descritas em diferentes tipos 

tumorais99, assim como nos melanomas, com uma frequência de 70-80%100, 101. Dez das 12 

linhagens analisadas apresentaram as variantes C228T ou C250T, corroborando a alta 

frequência de mutações no gene TERT encontradas nesses tumores100, 101. 

Em relação ao perfil metabólico, observou-se uma alta heterogeneidade entre as 

linhagens analisadas, com algumas linhagens apresentando maior dependência na via 

glicolítica (SK-MEL-103 e WM164) e outras apresentando um perfil preferencialmente 
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oxidativo (SK-MEL-173). Sabe-se que a reprogramação metabólica dos melanomas não se dá 

exclusivamente pela glicólise, como observado em diferentes estudos, que apontam uma 

dependência conjunta da produção de ATP pela via mitocondrial, assim como pela via da 

glutamina, especialmente na biossíntese de outras moléculas, como os lipídios, ácidos graxos 

e proteínas89, 102. 

Visando alvejar uma característica importante dos tumores, baseada na reprogramação 

de seu metabolismo, Birsoy e colaboradores demonstraram o efeito anti-tumoral de um 

potente inibidor glicolítico, o 3-bromopiruvato, em linhagens celulares de mama e uma 

linhagem de origem leucêmica, e apontaram que a sua ação é altamente dependente do 

aumento da expressão de MCT133. Assim como descrito por Birsoy, outros estudos apontam 

a eficácia do 3-BP no tratamento de tumores hiperglicolíticos34, 103-110. Com base no exposto 

e de acordo com os resultados encontrados, este projeto visou avaliar os efeitos do 3-BP em 

diferentes contextos funcionais em duas linhagens celulares (UACC-62 e WM164), escolhidas 

a partir de seu perfil metabólico analisado, com especial ênfase na expressão de MCT1. 

Adicionalmente, foi avaliado em conjunto o efeito do knockdown de MCT1, assim como a 

associação do silenciamento do transportador combinado à exposição ao 3-BP. Os resultados 

demonstram que o efeito da exposição ao 3-BP é altamente dependente da expressão de 

MCT1, com seis das 12 linhagens expostas ao 3-BP apresentando alta sensibilidade 

relacionada à presença de MCT1. Entretanto, duas linhagens (SK-MEL-19 e SK-MEL-173), que 

apresentaram MCT1 expresso, foram resistentes ao tratamento com o inibidor. Estudos 

prévios destacam que elevados níveis de glutationa (GSH) impactam no efeito do 3-BP, sendo 

este um provável mecanismo de resistência intrínseco ao fármaco, ainda que apresentem o 

MCT1 expresso74, 111-113. Ao contrário das linhagens SK-MEL-19 e SK-MEL-173 e de acordo com 

o esperado, quatro linhagens com baixa expressão do transportador (WM9, WM35, WM278 

e WM793) apresentaram um perfil de sensibilidade moderada a resistente. 

No contexto funcional, os resultados deste projeto demonstraram que o silenciamento 

de MCT1 foi capaz de diminuir significativamente o efluxo de lactato da linhagem UACC-62, 

assim como a sua capacidade de migração, invasão celular e número de colônias formadas. 

Ainda, foi observado que o KD de MCT1 foi capaz de reduzir a viabilidade e a proliferação da 

linhagem celular WM164. Outros trabalhos demonstram que o silenciamento de MCT1/MCT4 

induz a diminuição da agressividade de diferentes tipos tumorais, como observado em 
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estudos prévios que utilizaram linhagens celulares de tumores colorretais, mama, colo do 

útero, bexiga e gliomas80-82, 114-118. Entretanto, para a linhagem WM164 MCT1 KD, observou-

se um aumento da expressão de MCT4 e GLUT1, sugerindo que há um mecanismo metabólico 

compensatório em vista da deficiência de MCT1, o que levou ao aumento da agressividade da 

linhagem no contexto funcional, com o consequente aumento de sua capacidade clonogênica 

e de invasão celular, assim como de evasão à apoptose. Estudos prévios demonstram que a 

superexpressão de MCT4 pós inibição de MCT1 é um mecanismo intrínseco de sobrevivência 

adaptativa já observado em linhagens de neuroblastoma, linfoma de células B, cólon e pulmão 

não pequenas células, que tiveram a atividade de MCT1 abolida farmacologicamente119-121. 

Importante, o mesmo resultado não foi observado na linhagem UACC-62, que não apresenta 

expressão de MCT4 , conforme verificado antes e depois da realização do KD de MCT1. 

Em relação aos efeitos da exposição das linhagens UACC-62 e WM164 ao 3-BP, os 

resultados demonstram que, na presença do MCT1 expresso, o 3-BP foi capaz de diminuir 

significativamente a viabilidade, proliferação, migração celular e número de colônias 

formadas de ambas as linhagens. Adicionalmente, para a linhagem WM164 com MCT1 

expresso e exposta ao 3-BP, observou-se o aumento significativo da morte celular. De fato, o 

3-BP é descrito com um potente inibidor, tendo como principais alvos proteínas chaves da via 

glicolítica, como o GAPDH e HKII. O mecanismo de atuação do 3-BP se dá através da alquilação 

das estruturas proteicas (resíduos de cisteína) do GAPDH e HKII levando, em especial, à 

dissociação entre a HKII e o canal aniônico dependente de tensão (VDAC), localizados na 

membrana mitocondrial externa, gerando, assim, a despolarização da membrana 

mitocondrial e posterior liberação de fatores pró-apoptóticos e depleção do ATP32, 122, dando 

origem ao que alguns autores denominam de “catástrofe metabólica”123. Inesperadamente, a 

exposição da linhagem WM164 ao 3-BP elevou de maneira significativa o seu consumo de 

glicose, o que é um contraponto à literatura, com estudos demonstrando que a exposição de 

células tumorais ao 3-BP tem um efeito negativo na captação de glicose110, 124. Dentre as 

hipóteses formuladas para esse resultado, dois estudos125, 126 apontam que a depleção do ATP 

celular, efeito já esperado pela exposição ao 3-BP, tem como consequência direta o aumento 

do consumo de glicose, como previamente observado em células expostas ao fármaco 

metformina, sugerindo que a captação aumentada de glicose é um mecanismo metabólico 

adaptativo na tentativa de restaurar os níveis celulares de ATP127. Adicionamente, Irhlund e 
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colaboradores, demonstraram que o tratamento de 24 horas com uma concentração de 50 

µM de 3-BP diminuiu significativamente os níveis de ATP celular, sem afetar a captação de 

glicose da linhagem HCT116128. Aliado a esse resultado, dois estudos demonstram que o 

principal alvo do 3-BP é de fato a proteína GAPDH39, 40. No primeiro estudo, da Silva e 

colaboradores40 apontam uma inibição de 70% da atividade de GAPDH na linhagem HepG2 

com uma concentração de 150 µM do fármaco, enquanto que, para a mesma concentração 

testada, não se observou a inibição de HKII. Ainda, os autores demonstram que somente a 

exposição da linhagem HepG2 a uma concentração 10-50x maior de 3-BP foi capaz de inibir 

20% da atividade de HKII. No segundo estudo, Ehrke e colaboradores39 demonstram que a 

exposição de astrócitos murinos a 100 µM de 3-BP foi capaz de inibir cerca de 90% da atividade 

de GAPDH, enquanto que concentrações de até 1000 µM do fármaco não apresentaram efeito 

significativo na redução da atividade das HKs. Os resultados obtidos neste estudo vão de 

encontro ao já descrito, visto que a exposição da linhagem UACC-62 ao 3-BP não afetou de 

forma significativa o seu consumo de glicose, enquanto que, para a linhagem WM164, se 

observou um aumento no consumo de glicose frente à exposição ao 3-BP, sugerindo que a 

atividade de HKII em “aprisionar” a glicose no interior da célula por meio de sua fosforilação 

em glicose-6-fosfato (G-6P)129 não é afetada, mantendo o fluxo glicolítico no eixo GLUT1/HKII. 

Entretanto, mais estudos são necessários para a elucidação completa do resultado 

encontrado, visto que o 3-BP possui inúmeros alvos celulares, não afetando exclusivamente 

proteínas da via glicolítica32. 

Em relação aos resultados da combinação do KD de MCT1 e exposição ao 3-BP, 

observou-se que a diminuição da expressão do transportador é capaz de reverter todos os 

efeitos causados pela exposição ao 3-BP na presença da proteína, restaurando o status de 

viabilidade, proliferação, migração celular e número de colônias formadas das linhagens 

UACC-62 e WM164 à sua condição KD. Ainda, observou-se que o KD de MCT1 na linhagem 

WM164 foi capaz de reverter os efeitos do 3-BP na morte celular, com resultados semelhantes 

aos encontrados na condição KD sozinha, sem a presença do inibidor. Este é o primeiro 

trabalho que descreve a associação do KD de MCT1 e exposição ao 3-BP em diferentes 

linhagens celulares de melanoma. Outros estudos têm demonstrado o efeito antitumoral do 

3-BP no tratamento de um amplo espectro de tumores sólidos e hematológicos, que incluem 

tumores de mama e ovário106, 130, próstata131, 132, pâncreas133, renal134, colorretal108, 
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hepático113, 124, pulmão135, mieloma140 e leucemia34, 136. Na sequência de achados envolvendo 

os efeitos antitumorais do 3-BP in vitro para diferentes tumores sólidos, Xintaropoulou e 

colaboradores demonstram que os valores de IC50 obtidos no tratamento de um amplo painel 

de linhagens de mama e ovário, variaram de 10 a 84 µM, com a consequente redução da 

viabilidade e aumento da morte celular. Diferente dos resultados obtidos no presente estudo, 

o tratamento com 3-BP apresentou redução importante no consumo de glicose e efluxo de 

lactato das linhagens MCF-7 e HBL100130. Para próstata, o tratamento com 3-BP demonstrou 

reduzir a viabilidade celular e induzir necrose, relacionada ao aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e depleção do ATP132. Ainda, o tratamento com 3-BP na 

linhagem PC3, demonstrou diminuir a sua capacidade de proliferação, assim como o lactato 

intra e extracelular e o ATP intracelular131. Para pâncreas, Chapiro e colaboradores 

demonstraram que o tratamento com 3-BP apresentou uma redução significativa no processo 

de invasão celular133, assim como o observado no presente estudo. Utilizando linhagens 

primárias de carcinoma renal de células claras, Nilsson e colaboradores apontaram que o 

tratamento com 3-BP diminuiu de maneira importante a proliferação celular e levou ao 

aumento significativo da morte celular. Adicionalmente, linhagens primárias de rim normais 

apresentaram boa tolerância ao fármaco, não se observando morte celular nas mesmas 

concentrações utilizadas para as linhagens primárias tumorais. Ainda, os autores apontaram 

que as linhagens primárias tumorais apresentaram uma alta expressão de MCT1 quando 

comparadas às linhagens primárias normais, o que justifica a maior eficácia do 3-BP nas 

linhagens tumorais. Adicionalmente, o tratamento com o inibidor demonstrou reduzir o 

lactato extracelular e ATP intracelular das linhagens primárias tumorais de rim134, diferente 

do observado no presente estudo para as linhagens UACC-62 e WM164. Em linhagens de 

tumores colorretais, o tratamento com o 3-BP levou ao aumento da morte celular, assim como 

o observado no presente estudo para as linhagens UACC-62 e WM164. Ressalta-se que as 

linhagens de tumores colorretais mais sensíveis ao inibidor apresentaram elevada expressão 

de HKII. Entretanto, o silenciamento de HKII não reduziu de maneira significativa a 

sensibilidade ao 3-BP, demonstrando que a proteína não é o principal mediador de 

sensibilidade ao fármaco108. Por sua vez, o tratamento com 3-BP realizado em linhagens de 

tumores hepáticos demonstrou induzir um aumento no estresse oxidativo, com maior 

produção de ROS. Ainda, observou-se uma redução do lactato intracelular e da capacidade de 
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invasão das linhagens expostas ao inibidor113. No estudo de Zhang e colaboradores, o 

tratamento de linhagens tumorais de pulmão com o 3-BP demonstou reduzir de maneira 

importante as taxas de ECAR e OCR apresentadas135, resultado em acordo ao obtido no 

presente estudo, com a exposição ao 3-BP diminuindo as taxas de ECAR e OCR das linhagens 

UACC-62 e WM164 com expressão de MCT1 mantida. Já em relação aos estudos in vitro com 

o uso do 3-BP em tumores hematológicos, Calviño e colaboradores demonstram que o 

tratamento com 3-BP levou à redução da proliferação celular e ao aumento da morte celular 

(necrose) de linhagens celulares leucêmicas. Em relação ao seu perfil energético, a exposição 

ao 3-BP diminuiu consideravelmente o ATP intracelular e aumentou a produção de ROS, 

mecanismos indutores de morte celular34. Por fim, um estudo de associação da exposição do 

3-BP com parâmetros de agressividade tumoral, realizado em uma linhagem celular de 

mieloma, demonstrou uma diminuição significativa da viabilidade celular e depleção de ATP, 

o que, por sua vez, aumentou de maneira importante a morte celular observada. Ainda, 

ressalta-se a elevada expressão de MCT1 e a produção concomitante exacerbada do lactato, 

observados na linhagem tumoral em relação a leucócitos normais. A maior atividade glicolítica 

apresentada pela linhagem de mieloma, associada à alta expressão de MCT1, sugere, 

portanto, maior sensibilidade no tratamento com 3-BP137, assim como o observado no 

presente estudo. Ainda, estudos pré-clínicos que validam o MCT1 como mediador de resposta 

ao 3-BP foram conduzidos em diferentes tipos tumorais, como mama103, 138, glioma139, colo do 

útero140 e leucemia141, assim como o estudo de Birsoy e colaboradores, que utilizou um amplo 

painel de linhagens tumorais de mama (BT-20, BT-549, MDA-MB-231, MDA-MB-468, Sk-Br-3) 

e uma linhagem de origem leucêmica (KBM7), demonstrando que o knockdown de MCT1 

impede a ação do 3-BP, em oposição ao abservado em linhagens com elevada expressão do 

transportador, que apresentaram maior sensibilidade ao fármaco33. 

Um ponto importante a ser considerado ao se testar novas terapias está na 

heterogeneidade tumoral, onde as interações célula-célula e célula-matriz desepenham um 

papel essencial na iniciação, desenvolvimento e progressão tumoral. Pelo fato de modelos 2D 

não apresentarem todos os componentes celulares presentes no microambiente tumoral, 

modelos de cultura 3D têm sido incorporados como modelos factíveis e mais sofisticados para 

o estudo da biologia tumoral. Nesse contexto, o ensaio 3D está se tornando um modelo de 

escolha, especialmente por mimietizar o microambiente tumoral e fornecer informações mais 
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fidedignas acerca da resposta de novos fármacos em desenvolvimento para o tratamento de 

uma diversidade de tumores142, 143. No caso de tumores cutâneos invasivos, como o 

melanoma, as reconstruções de pele in vitro são muito convenientes para modelar não apenas 

o crescimento e a progressão das células de melanoma em um microambiente 3D, mas 

também para estudar a comunicação entre as células de melanoma e os outros componentes 

celulares presentes, como os queratinócitos epidérmicos e os fibroblastos dérmicos144, 145. 

Estudos prévios com o uso do modelo de pele artificial em associação ao melanoma 

demonstram a capacidade das células tumorais em recrutar fibroblastos, que, por sua vez, 

promovem sinais de sobrevivência para o melanoma na forma de deposição da matriz-

extracelular e fatores de crescimento, além de estimularem a produção de metaloproteinases, 

promovendo a invasão das células tumorais145, 146. Ainda, o uso do modelo 3D de pele artificial 

para a validação de novas terapias no tratamento de melanomas vem ganhando destaque147-

149, assim como em modelos de edição gênica para a avaliação de mecanismos de resgate à 

resistência adquirida decorrente do tratamento com vemurafenibe84. No presente estudo, os 

resultados obtidos no modelo 2D foram validados na cultura organotípica da pele, 

reconstruída em associação com as linhagens celulares UACC-62 e WM164. Os efeitos 

antitumorais do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP puderam ser observados no modelo 

3D, assim como o aumento da agressividade da linhagem WM164 MCT1 KD, que apresentou 

maior capacidade de invasão em relação à linhagem WM164 controle, como previamente 

observado no modelo 2D. 

O aumento significativo dos vários parâmetros de agressividade, observados na 

linhagem WM164 após o silenciamento de MCT1, com ênfase no aumento da expressão 

proteica de MCT4 e GLUT1, trouxe a necessidade de uma caracterização metabólica mais 

sofisticada e ampla. Com base nos resultados encontrados, realizou-se, então, a 

caracterização da expressão de um amplo painel de genes relacionados a vias metabólicas 

distintas, visando identificar mecanismos metabólicos compensatórios que pudessem estar 

alterados devido ao KD de MCT1, tanto na linhagem WM164, como na linhagem UACC-62. 

Apesar de a linhagem UACC-62 não apresentar aumento de agressividade após o 

silenciamento de MCT1 na caracterização funcional realizada, observou-se um desvio da via 

glicolítica para a via da glutamina no perfil gênico investigado. Sabe-se que inúmeros tumores 

apresentam adição pela via da glutamina, incluindo os melanomas (revisto em150). A glutamina 
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é utilizada principalmente como um substrato doador do nitrogênio (biossíntese de 

nucleotídeos) ou carbono (biossíntese de ácidos graxos), alimentando o ciclo do ácido 

tricarboxílico (TCA) e participando, ainda, como molécula precursora na biossíntese de 

aminoácidos, como o glutamato, aspartato, prolina e asparagina151, 152. Devido à sua tamanha 

versatilidade, assim como a glicose, a glutamina é mais uma fonte de energia e de 

intermediários que potencializam a sinalização celular para promoção do crescimento e 

proliferação152. A alta expressão de TIGAR e PDK4 observada na linhagem UACC-62 MCT1 KD, 

sugere o bloqueio do metabolismo glicolítico independente do TCA20, 153, e, 

concomitantemente, a elevada expressão de genes relacionados ao transporte da glutamina 

(SLC1A5 e SLC38A2), transporte de aminoácidos (GLS, SLC1A5, SLC7A5, SLC7A11, SLC38A2) e 

na biossíntese dos ácidos graxos (PRKAB1 e PRKAB2) demonstra uma alteração metabólica 

para maior utilização da glutamina. Adicionalmente, a glutamina também atua como uma 

molécula de sinalização, estimulando a via mTOR154, o que sugere mais um indício de adição 

à glutamina pela linhagem UACC-62 após o silenciamento de MCT1, principalmente devido ao 

aumento da expressão de genes reguladores da via de mTOR, como AKT3 e RPTOR, observada. 

Sendo assim, abrem-se possibilidades de terapias-alvo adicionais disponíveis para a inibição 

do metabolismo energético tumoral, com destaque para os inibidores da via da glutamina 

(revisto em151) e mTOR (revisto em155). Já para a linhagem WM164, observou-se que as 

características de agressividade encontradas podem estar relacionadas ao grupo de genes que 

apresentaram aumento de sua expressão após o silenciamento de MCT1. Dentre os genes 

superexpressos, destacam-se os genes SLC16A3 (MCT4) e SLC2A1 (GLUT1), importantes para 

a manutenção do metabolismo glicolítico e do efeito Warburg8. Com o KD de MCT1, observou-

se uma regulação positiva de SLC16A3, sugerindo um mecanismo metabólico compensatório, 

como já descrito em outros modelos119-121. Adicionalmente, observou-se a superexpressão de 

genes envolvidos em diferentes processos celulares, em especial, aqueles relacionados à 

diferenciação celular e estímulo ao mecanismo da EMT (FGRF1 e PDGFA), favorecendo assim 

o aumento do fenótipo de agressividade da linhagem. Durante a transição epitélio-

mesênquima, as células epiteliais perdem junções célula-célula, além de sua polaridade basal-

apical, reorganizando o seu citoesqueleto e alterando sua morfologia. Todo o processo se dá 

pela reprogramação de genes específicos e estímulo a fatores de crescimento, responsáveis 

pelo aumento da motilidade celular, favorecendo o fenótipo invasivo156. Os genes FGFR1 e 
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PDGFA, diferencialmente expressos na linhagem WM164 MCT1 KD, têm sido descritos como 

genes regulatórios da EMT157-159, o que, por sua vez, sugere um mecanismo adicional, além da 

superexpressão de MCT4, que levou ao aumento dos parâmetros de agressividade observados 

nos ensaios funcionais de invasão celular e capacidade de formação de colônias da linhagem 

WM164 silenciada. Curiosamente, apesar do aumento na maioria dos parâmetros de 

agressividade da linhagem WM164 após o KD de MCT1, observou-se a redução de sua 

proliferação em relação à linhagem WM164 controle. Entretanto, ao avaliar a expressão dos 

genes relacionados ao metabolismo glicolítico, observou-se uma redução significativa da 

expressão de EGF e EGFR. A diminuição conjunta de EGF (fator de crescimento) e EGFR 

(receptor de EGF) tem um impacto importante na progressão do ciclo celular, e a sua inibição 

tem sido amplamente descrita na literatura, por reduzir um dos principais mecanismos de 

estímulo ao crescimento e proliferação das células tumorais (revisto em160). Sendo assim, o 

resultado de redução da proliferação celular encontrado na linhagem WM164 silenciada, 

pode, em parte, ser explicado pela redução conjunta da expressão de EGF e EGFR observada. 

Em relação aos resultados apresentados pela linhagem relacionados com a diminuição da 

morte celular, observou-se, ainda, uma diminuição significativa da expressão de TP53 

decorrente do silenciamento de MCT1, favorecendo a evasão à apoptose161, como observado 

nos ensaios realizados. 

Por fim, buscou-se validar a elevada expressão de MCT4, decorrente do silenciamento 

de MCT1, como o mecanismo responsável pelo aumento do fenótipo maligno da linhagem 

WM164. O duplo silenciamento de MCT1 e MCT4 demonstrou reduzir características tumorais 

não observadas nos ensaios realizados com o KD de MCT1 isolado. Em estudo de Morais-

Santos, o duplo silenciamento de MCT1/MCT4 na linhagem MDA-MB-468 foi capaz de reduzir 

processos celulares importantes como efluxo de lactato, proliferação, migração e invasão em 

condições de normóxia e hipóxia, além de impactar o crescimento tumoral no modelo in 

vivo116. Por fim, a redução da viabilidade, proliferação, efluxo de lactato, migração e invasão 

celular, obtidos com o duplo silenciamento de MCT1 e MCT4 na linhagem WM164, sugere a 

elevada expressão de MCT4 como um dos principais mecanismos envolvidos no fenótipo de 

maior agressividade associado ao silenciamento de MCT1. Nesse contexto, o inibidor de 

MCT1, desenvolvido pela AstraZeneca (AZD3965), tem apresentado resultados promissores 

em modelos pré-clínicos, além de boa tolerância nos ensaios de fase I realizados30, 31. 
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Entretanto, diferentes estudos têm demonstrado a resistência de tumores que possuem a co-

expressão de MCT1 e MCT4 ao AZD3965, sendo a expressão de MCT4 preditiva de resistência 

à terapia com o inibidor de MCT1121, 162. 

Em relação ao uso do 3-BP como um agente quimioterápico na oncologia clínica 

moderna, ainda existem obstáculos a serem ultrapassados, principalmente relacionados ao 

seu uso na forma bruta (não formulado), visto que o tratamento de pacientes humanos não 

apresenta os resultados promissores evidenciados nos ensaios pré-clínicos, tanto in vitro, com 

modelos de cultura 2D e 3D (esferoides), como in vivo, com modelos de xenoenxerto 

experimental em pequenos animais, como camundongos e ratos163, 164. Dentre as principais 

adversidades encontradas para o uso do 3-BP não formulado na prática clínica está a sua 

rápida ligação aos grupos tiol de proteínas séricas, como a glutationa (GSH), o que acaba por 

diminuir a sua eficácia e longevidade no organismo, visto que existem tumores ricos em GSH 

e, portanto, apresentam resistência intrínseca ao tratamento com o inibidor. Outra limitação 

para o seu uso clínico se dá pela sua incapacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, 

o que impactaria, principalmente, no tratamento de tumores primários do sistema nervoso 

central ou metástases que comumente acometem o sistema nervoso central. Entretanto, a 

associação do 3-BP a lipossomas, álcool perílico ou ainda ao polietilenoglicol, são hipóteses 

encontradas (revisto em165), que facilitariam o seu uso clínico, principalmente por favorecer a 

administração do fármaco, além de permitir uma adequada entrega e retenção do inibidor 

pelos tumores, ser passível de atravessar a barreira hematoencefálica, além de, em última 

instância, conferir maior longevidade do fármaco no organismo, mascarando-o dos grupos tiol 

e principalmente da GSH, superando-se a resistência intrínseca de tumores ricos em GSH. 

Ressalta-se, portanto, a importância de estudos envolvendo o uso racional do 3-BP (não 

formulado) em modelos pré-clínicos, que permitam a identificação dos desafios para a sua 

implementação na oncologia clínica, e forneçam soluções, como a sua conjugação a outras 

moléculas, com o intuito de se atingir todo o potencial e eficácia do inibidor no tratamento de 

diferentes tipos tumorais, principalmente aqueles que apresentam elevada expressão de 

MCT1. 

Como limitações do estudo, destaca-se que o mecanismo de resistência ao 3-BP 

apresentado por linhagens que expressam o MCT1 não foi validado (SK-MEL-19 e WM793). 

Novos estudos avaliando a atividade da GSH intracelular em linhagens celulares com 
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expressão de MCT1 e expostas ao 3-BP são necessários. Outra limitação esbarra na não 

realização de todos os experimentos para a avaliação da morte celular da linhagem UACC-62, 

incluindo o modelo do duplo silenciamento de MCT1 e MCT4 na linhagem WM164. Ainda, a 

não realização de ensaios in vivo também impacta a evolução e validação de todos os 

resultados aqui apresentados. Como perspectivas, espera-se finalizar os ensaios de morte 

celular; realizar a avaliação do MCT1 como alvo terapêutico e mediador de resposta ao 3-BP 

no modelo in vivo; além de avaliar a expressão de diferentes marcadores de proliferação, 

invasão e morte em cortes histológicos do modelo de cultura organotípica da pele, visando a 

melhor compreensão e completude dos mecanismos envolvidos nas condições analisadas. 
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9 CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos neste estudo e de acordo com os objetivos propostos, 

conclui-se que os melanomas possuem um perfil metabólico heterogêneo, com uma parcela 

significativa dos tumores apresentando uma dependência da via glicolítica e do efeito 

Warburg. Demonstrou-se ainda que os melanomas apresentam um perfil de resposta 

heterogêneo ao tratamento com 3-BP, sendo a expressão de MCT1 um marcador de resposta 

ao fármaco, visto que tumores com elevada expressão do transportador foram mais sensíveis 

ao rastreio de sensibilidade realizado. Destaca-se que o silenciamento de MCT1 impediu a 

ação do 3-BP em diferentes abordagens funcionais, caracterizando-o como o transportador 

chave para a sensibilidade de melanomas ao 3-BP. Adicionalmente, o MCT1 surge como um 

alvo terapêutico promissor em melanomas, visto que o seu silenciamento impactou 

características funcionais importantes, reduzindo o fenótipo maligno das células tumorais. 

Entretanto, deve-se levar em consideração todos os mecanismos metabólicos compensatórios 

originados a partir do silenciamento gênico do transportador, em especial de tumores que 

apresentam a co-expressão de MCT4, que está aqui descrito como um mecanismo envolvido 

no fenótipo de agressividade associado ao silenciamento de MCT1. Ressalta-se que os 

resultados obtidos no modelo 2D in vitro foram validados no modelo 3D, com a reconstrução 

da pele in vitro, demonstrando que o silenciamento de MCT1 ainda impactou o crescimento 

tumoral e impediu a ação do 3-BP, mesmo na presença de outros componentes do 

microambiente tumoral dos melanomas. 
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ANEXO 1 – Parecer Comitê de Ética em Pesquisa Institucional. 


