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RESUMO

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

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

INTRODUCAO: A dependéncia de células tumorais pela via glicolitica (efeito Warburg) estd
associada a superexpressao de diferentes proteinas relacionadas ao metabolismo tumoral,
em especial dos transportadores de monocarboxilatos (MCTs). A elevada expressdo dos MCTs
tem sido descrita em diversos tipos tumorais, associando-se em alguns casos a piores
progndsticos. Nesse contexto, os MCTs, em especial as isoformas 1 e 4, surgem como alvos
terapéuticos promissores. Além de alvo terapéutico, o MCT1 foi identificado como o principal
carreador do 3-bromopiruvato (3-BP), um analogo halogenado do piruvato que possui potente
acdo de inibicdo da glicdlise. O melanoma é o cancer de pele mais agressivo, com 40-60% dos
casos apresentando a mutacdo BRAF V600E. Muta¢Ges em BRAF tornam as células tumorais
energeticamente dependentes do efeito Warburg. Nesse contexto, a inibicdo da expressao de
MCT1, assim como o tratamento com 3-BP de pacientes com tumores que apresentam um
aumento da expressdao do transportador podem ser estratégias terapéuticas eficazes em
melanomas. Assim, o objetivo geral desta tese foi avaliar o potencial do MCT1 como alvo
terapéutico e mediador de resposta ao 3-BP para o tratamento de melanomas. MATERIAL E
METODOS: Doze linhagens celulares comerciais de melanoma foram caracterizadas quanto
ao seu perfil mutacional (BRAF, NRAS, KIT e TERT) e perfil metabdlico (expressdo proteica de
MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX, juntamente com a quantificacdo de glicose
e lactato extracelular). Além disso, foi realizada uma triagem de sensibilidade ao 3-BP. Com
base no perfil metabdlico 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 caracterizacdo do perfil transcricional de um amplo painel de genes relacionados a
diferentes vias metabdlicas utilizando a plataforma NanoString. Posteriormente, realizou-se o
silenciamento de MCT4 na linhagem WM164 MCT1 KD por siRNA, assim como a sua
caracterizacao funcional. RESULTADOS: As linhagens celulares de melanoma demonstraram

um perfil metabdlico heterogéneo. Linhagens celulares mais sensiveis ao 3-BP apresentaram



expressdo de MCT1, enquanto linhagens celulares com maior resisténcia ao 3-BP
apresentaram expressao diminuida de MCT1. Para a linhagem UACC-62, o KD de MCT1
diminuiu significativamente a migragdo e invasao celular, além do efluxo de lactato e numero
de colbnias formadas, enquanto o tratamento com 3-BP diminuiu significativamente a
viabilidade, proliferacdo, migracao e formacdo de col6nias. Na linhagem WM164, o KD de
MCT1 diminuiu significativamente a viabilidade e proliferagdo celular, enquanto o tratamento
com 3-BP diminuiu significativamente a viabilidade celular, proliferacdo, invasdo e formacao
de colo6nias. Inesperadamente, o KD de MCT1 aumentou significativamente a invasao celular
e o numero de col6nias formadas pela linhagem WM164. A combina¢do do KD de MCT1 e
exposi¢cdo ao 3-BP demonstrou que o efeito do 3-BP nos parametros funcionais analisados é
altamente dependente da presenca do MCT1, sendo que o KD do transportador é capaz de
reverter a acao do 3-BP. A andlise da expressao de proteinas relacionadas ao metabolismo na
linhagem WM164 MCT1 KD demonstrou um aumento da expressao de MCT4 e GLUT1. Ainda,
o KD de MCT1 aumentou a expressao de genes relacionados a via da glutamina, regulacdo de
acidos graxos, assim como de genes reguladores do metabolismo glicolitico na linhagem
UACC-62. Em contrapartida, a linhagem WM164 MCT1 KD apresentou diminuicdo da
expressao de genes relacionados a sinalizagao celular, assim como o aumento da expressao
de MCT4 e genes associados ao processo de transicao epitélio-mesénquima (EMT), o que, por
sua vez, conferiu maior agressividade a linhagem. Por fim, a caracterizagao funcional do duplo
silenciamento de MCT1 e MCT4 na linhagem WM164 demonstrou uma diminuigdo
significativa de parametros nao antes observados no silenciamento de MCT1 sozinho, como
diminuicdo no efluxo de lactato, migracdo e invasdo celular. CONCLUSAO: Os resultados
obtidos suportam a hipdtese de que o MCT1 é um promissor alvo terapéutico, bem como
mediador da resposta ao tratamento com 3-BP em melanomas. Ainda, destaca-se o efeito
promissor do 3-BP, quando em presenca do MCT1 expresso, demonstrando resultados

importantes na diminuicdo de diferentes parametros de agressividade tumoral.

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

metabdlica; 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.



1 INTRODUCAO
1.1 Metabolismo Tumoral

Na década de 1920, Otto Warburg descreveu pela primeira vez um dos principais
mecanismos de adaptacdo metabdlica das células tumorais, fen6meno conhecido como
“Efeito Warburg” ou glicélise aerdbica® 2. No efeito Warburg, células malignas reprogramam
o seu metabolismo para obtencdo de energia majoritariamente a partir da via glicolitica,
mesmo na presenca de altas taxas de oxigénio, apresentando um aumento no consumo de
glicose e consequentemente um aumento na producdo de lactato3. Esta reprogramacio do
metabolismo é reconhecida como uma das caracteristicas fundamentais das células tumorais
(Hallmarks of Cancer, Figura 1), fornecendo vantagens adaptativas aos tumores,

principalmente relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia®.

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability N Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Fonte: Hanahan & Weinberg®.

Figura 1. Hallmarks of Cancer. Caracteristicas tumorais descritas como fundamentais para a promog¢do do

fendtipo maligno, dentre elas, a reprogramacdo do metabolismo energético celular.

Mesmo a glicélise aerdbica apresentando menor eficiéncia para a producao de ATP (dois
ATPs por mol de glicose) quando comparada a fosforilacdo oxidativa (aproximadamente 32
ATPs por mol de glicose)> ®, essa adaptagdo metabdlica se faz necessaria devido a elevada

demanda energética das células tumorais, visto que a produc¢ado de lactato a partir da glicose



é descrita como sendo de 10-100 vezes mais rapida que a oxidacdo completa da glicose’.
Ainda, destaca-se a utilizagao da glicose pelas células tumorais como molécula precursora em
outras vias de fontes de carbono, participando na sintese de biomoléculas essenciais para a
proliferagdo celular. O acimulo dessa importante por¢ao de carbonos como intermediarios
glicoliticos alimenta as vias anabdlicas, produzindo proteinas, lipidios e acidos nucléicos,
mantendo, assim, um estado aumentado de proliferagcdo celular, que por sua vez, favorece a
sobrevivéncia das células tumorais em relacdo as células normais> 8. Como resultado desta
reprogramacao metabdlica das células tumorais (Figura 2), o meio extracelular se torna um
microambiente acido, principalmente devido a excrecdo aumentada do lactato acoplado a um
préton (H*). O microambiente acido e rico em lactato contribui, entre outros, para o aumento
da invasdao tumoral e da capacidade de metastiza¢ao, promovido tanto pela destruicao das
células adjacentes normais, através da morte celular induzida pelo fendtipo acido-resistente,
quanto pela ativacdo de metaloproteinases® e promocdo da angiogénese3. Além disso, o
acumulo de lactato extracelular acaba por inibir a resposta imunoldgica contra as células
tumorais, como a efetuada por linfocitos T citotdxicos, presentes no microambiente
tumoral®. Outra caracteristica observada em tumores hiperglicoliticos é a resisténcia a
terapias antitumorais citotdxicas, como as quimioterapias classicas, que tem como principal
alvo a replicacdo do DNA (agentes alquilantes, platinas, agentes antimitdticos e inibidores de
topoisomerases), assim como terapias-alvo dirigidas (anticorpos monoclonais e pequenas
moléculas)t.

Clinicamente, o efeito Warburg provou ser uma ferramenta util na deteccdo de tumores
hiperglicoliticos, principalmente devido ao uso de exames de imagem como o *8F-FDG PET/CT,
gue consiste de tomografia computadorizada por emissdao de pédsitrons, associada a um
analogo da glicose radiomarcado, o 2-fluoro-2-deoxi-D-glicose marcado com flior-18. Devido
a alta demanda glicolitica, células tumorais acumulam o andlogo da glicose intracelularmente
em detrimento da maioria das células normais, possibilitando a captacdo e visualizacdo dos
tumores. O ¥F-FDG PET/CT ainda demonstra diversas aplicacbes que vao além do diagndstico,
como a realizacdo do estadiamento tumoral, com funcdo progndstica, e predicdo e

monitoramento de respostas terapéuticas* 3.
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Figura 2. Panorama geral do metabolismo glicolitico em células normais e tumorais. (A) Metabolismo glicolitico
em célula normal. O piruvato produzido pela glicélise é oxidado na mitocondria na presenga de 02. (B)
Metabolismo glicolitico em célula tumoral. O piruvato produzido durante a glicdlise é preferencialmente
convertido em lactato e excretado, acoplado a um proton, pelo complexo MCTs/CD147. A acidificagdo do meio
extracelular acaba por promover um aumento na proliferagdo celular, angiogénese, capacidade de invasdo e
resisténcia a farmacos. (ATP, adenosina trifosfato; pHe, pH extracelular; GLUT, transportador de glicose; pHi, pH

intracelular; MCT, transportador de monocarboxilato; TCA, ciclo do acido tricarboxilico).



Nesse contexto, ressalta-se o papel de diferentes proteinas envolvidas na
reprogramac¢ao metabdlica dos tumores, como as proteinas responsaveis pelo transporte da
glicose e do lactato, assim como aquelas responsaveis pela regulagdo do pH intracelularl>. Um
dos principais mecanismos de adaptagdao metabdlica tumoral se da pelo aumento da
expressdo de proteinas envolvidas na via glicolitica, que advém, por sua vez, do
microambiente com baixas concentra¢des de oxigénio ao qual estes tumores estdo expostos
e também pela sinalizacdo desregulada de oncoproteinas especificas. Essa regulacdo positiva
da via glicolitica é principalmente impulsionada pela ativa¢do de fatores de transcricdo, como
o Fator Induzido por Hipdxia 1 alfa (HIF-1a) e o oncogene MYC, sozinhos ou em cooperacdo®.
Em condicGes de normdxia, o HIF-1a é rapidamente degradado pela acdo de prolil hidroxilases
dependentes de oxigénio (PHDs), responsdveis pela hidroxilacgdo dos residuos de prolina da
proteina HIF. Por sua vez, a proteina Von Hippel-Lindau (VHL), uma ubiquitina ligase E3, liga-
se ao HIF-a hidroxilado e atua como um componente de reconhecimento de substrato do
complexo E3 ubiquitina ligase, levando posteriormente a degradacdo proteassdmica de HIF®,
Sob hipdxia, a atividade das PHDs é inibida e as subunidades de HIF-a translocam-se para o
nucleo celular, ligando-se ao Fator Induzido por Hipdxia 1 beta (HIF-1B). O heterodimero HIF-
a:HIF-1B liga-se entdo aos elementos responsivos a hipoxia (HREs) de seus genes alvo,
resultando na regulacao positiva de sua transcricdo, que por sua vez, leva a manutenc¢ao do
fendtipo maligno, estimulando, entre outros, o efeito Warburg'® 7. J4 o oncogene MYC
apresenta sua expressdo desregulada em diversos tumores, principalmente devido a ganho
no nimero de cépias (amplificacdo ou translocacdo cromossdmica)'®, e desempenha um
papel essencial na reprogramag¢ao metabdlica, visto que ativa diretamente a transcricao de
varios genes relacionados ao metabolismo tumoral, permitindo a rapida geracdo de
substratos bioenergéticos e intermediarios glicoliticos, favorecendo a proliferacao
descontrolada das células tumorais'®. Entretanto, a hipdxia ndo é o Unico mecanismo de
regulacdo do metabolismo tumoral. Fatores adicionais que exacerbam o crescimento celular
e desecandeiam o efeito Warburg, incluem a ativacdo 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 sdo ativadores criticos, mas ndo exclusivos,
de HIF-1a , independente da concentracdo de 0,°. Ainda, destaca-se o aumento da atividade

glicolitica nas células tumorais relacionado a perda da expressao do gene supressor tumoral



TP53, que, por sua vez, leva a diminuicdo da expressdo da proteina Reguladora de glicose e
apoptose induzida por TP53 (TIGAR), responsavel pelo bloqueio da degradagao da glicose pela
via glicolitica e seu direcionamento para a via das pentoses-fosfatos. Portanto, a perda da
expressao de TIGAR, mediada pela inativagao de TP53, resulta no aumento do fluxo da glicose
através da via glicolitica, estimulando o efeito Warburg?®.

Dentre as proteinas alvo da regulacdao de HIF-1a e do oncogene MYC, destacam-se os
transportadores de glicose (GLUTs, familia génica SLC2A)?!, os transportadores de
monocarboxilatos (MCTs, familia génica SLC16A), responsaveis pelo transporte do lactato?*
23, assim como importantes reguladores do pH intracelular, como as anidrases carbdnicas
(CAs, familia génica CA)** 2°. Ainda, ressalta-se o papel de proteinas chaperonas na
reprogramacao metabdlica dos tumores, responsaveis pela ancoragem dos MCTs a membrana
plasmética e estabelecimento de sua funcdo, como as chaperonas CD147 e CD442% 27, Uma
vez que promovem o exporte de lactato acoplado ao exporte de um préton, os MCTs, em
especial as isoformas 1 e 4, contribuem para o fenétipo hiperglicolitico das células tumorais
ao permitirem que o principal produto do metabolismo energético, o lactato, ndo acumule
intracelularmente. Ainda, devido ao seu papel como reguladores de pH, os MCTs contribuem
também de forma importante para o fendtipo de resisténcia a acidez apresentado pelas
células tumorais, desenvolvendo assim um duplo papel na reprogramac¢ao metabdlica destas
células?®. Finalmente, gracas a modelac3o do microambiente tumoral promovida pelo lactato
e prétons que vao acumulando extracelularmente, os MCTs contribuem indiretamente para
os fendmenos de angiogénese, evasio ao sistema imune, invasdo e metastizacdo tumoral® %
(Figura 2). A expressdao aumentada dos MCTs tem sido descrita em diversos tipos tumorais,
associando-se em alguns casos a piores progndsticos?3. Nesse contexto, estudos pré-clinicos
com enfoque em modelos de inibi¢ao in vitro e in vivo dos MCTs vem ganhando destaque e
apresentando resultados promissores?3.

Como resultado, os MCTs surgem como potenciais alvos terapéuticos para o tratamento
de tumores que apresentam o efeito Warburg! (Figura 3). Atualmente, encontra-se em
andamento um ensaio clinico de fase I/Il, que investiga a utilizacdo de um inibidor especifico
de MCT1, o AZD3965 (AstraZeneca), para tratamento de pacientes com tumores sdélidos
avancados ou linfoma (NCT01791595, www.clinicaltrials.gov). Na primeira fase do estudo, ja

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



potenciais efeitos colaterais e destino da droga no organismo. Até o momento, 43 pacientes
receberam o medicamento em forma de cdpsulas 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 nduseas e fadiga sendo os efeitos colaterais mais comuns observados3% 32,
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Fonte: Pinheiro et al.**.

Figura 3. Efeitos da inibicdo da atividade dos MCTs no fenétipo tumoral. A inibicdo dos MCTs promove o acimulo
de lactato intracelular e o posterior restabelecimento da atividade mitocondrial, levando a acidificagdo do meio
intracelular e, consequentemente, ao aumento da morte celular e diminuicdo da angiogénese, capacidade de
invasdo e resisténcia as terapias. (ATP, adenosina trifosfato; pHe, pH extracelular; GLUT, transportador de

glicose; pHi, pH intracelular; MCT, transportador de monocarboxilato; TCA, ciclo do acido tricarboxilico).

1.2 3-Bromopiruvato

Com base nos estudos envolvendo a reprogramacdo metabdlica de diferentes tipos
tumorais, em especial tumores com elevada expressdao de MCT1, identificou-se, através do
sequenciamento de ultima geracdo (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 glicolitica, sendo que o MCT1 esta envolvido na captacao do 3-BP pelas células
tumorais, podendo ser utilizado como um potencial biomarcador para a selecdo de tumores
sensiveis ao tratamento com o farmaco3*3%. O 3-BP é um analogo halogenado do piruvato, que
possui propriedades alquilantes e leva a piruvilagao de grupos tiol (SH) nos residuos de cisteina

das proteinas e a consequente perda de sua funcionalidade. Sua acdo se da principalmente



através da inibicdo do metabolismo energético das células tumorais, possuindo diferentes
alvos, tanto da via glicolitica como da via mitocondrial, levando a rapida deple¢do do ATP e
morte celular (apoptose e necrose)3% 34, O 3-BP é o principal inibidor da hexoquinase Il (HKI1),
proteina responsavel pela fosforilagdo intracelular da glicose®. A HKIl é a isoforma
predominantemente expressa em tumores malignos e, considerando-se que a maioria dos
tecidos normais expressam muito pouco HKII?®, antecipa-se uma janela terapéutica
suficientemente ampla para inibicdo de HKIl sem efeitos colaterais importantes®’. Entretanto,
embora inicialmente descrito como um inibidor da HKII%2, o principal alvo do 3-BP é de fato a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)3% 49, que apresenta aumento de sua atividade
em diferentes tipos tumorais, atuando no metabolismo da glicose, e tem sua expressdo
modulada por condi¢des de hipdxia*' 42. Outros alvos foram também descritos para o 3-BP,
incluindo a piruvato quinase (PK), a lactato desidrogenase (LDH), o reticulo endoplasmatico e
os lisossomos3® 43, além da isocitrato desidrogenase (IDH), alfa-cetoglutarato desidrogenase
(aKGHD), succinato desidrogenase (SDH), histonas deacetilases (HDACs) e glicoproteina-p
(Figura 4)32. De acordo, o 3-BP elimina as reservas de ATP celular, diminuindo a proliferagdo
celular e aumentando a morte celular, diminuindo também a atividade dos transportadores
de cassetes de ligacdo de ATP (transportadores ABC) e restaurando a retencdo de farmacos
nas células malignas. Assim, o tratamento com 3-BP leva a uma maior sensibilidade das células
tumorais a drogas antineopldsicas, tais como a daunorrubicina e a doxorrubicina, inibindo o
crescimento de tumores in vivo, em monoterapia ou em combinagcdo com outros agentes
antineopldsicos convencionais**’. Além disso, a deplecdo de ATP pelo 3-BP demonstrou
reverter a resisténcia de células tumorais de cdélon ao tratamento com oxaliplatina e 5-

fluorouracila®®.
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Figura 4. Mecanismo de acdo e alvos do 3-BP em células tumorais. A captacdo do 3-BP é mediada pelo complexo
MCT1/CD147. Uma vez dentro da célula, os principais alvos do 3-BP sdo a hexoquinase Il (HKII) e a gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH). O farmaco ainda exerce sua atividade no complexo | e Il da cadeia respiratdria
mitocondrial e, consequentemente na fosforilagdo oxidativa, (OXPHOS), além de atuar na inibi¢do das proteinas

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

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

Na sequéncia de resultados promissores de estudos tanto in vitro quanto in vivo *3, em
um relato de caso, um paciente jovem apresentando carcinoma hepatocelular fibrolamelar foi
submetido ao tratamento com 3-BP, sobrevivendo durante um periodo mais longo do que o
esperado, com uma melhoria da qualidade de vida®®. No entanto, apesar de todos estes
resultados promissores, o 3-BP ainda ndo se encontra em ensaios clinicos organizados,
evidenciando, assim, a importancia de novos estudos pré-clinicos para a progressao do

inibidor para ensaios de fase I/II.



1.3 Melanoma

O melanoma ¢ a forma mais agressiva de cancer de pele, tendo como principal fator de
risco associado ao seu desenvolvimento a exposi¢do a radiacdo UV, resultando em progressivo
acumulo de alteracBes genéticas e epigenéticas®®, podendo eventualmente ocorrer em
mucosas e possuindo uma incidéncia crescente no Brasil e no mundo®l. Segundo a ultima
publicacdao do Global Cancer Observatory (Globocan), estima-se, para o ano de 2020, uma
incidéncia mundial de 324.635 novos casos de melanoma cutaneo, com uma mortalidade
estimada de 57.043 casos®?. De acordo com as estimativas brasileiras, publicadas pelo
Instituto Nacional do Cancer - INCA, para o biénio de 2020/2021, espera-se uma incidéncia de
4.200 casos para o sexo masculino e 4.250 casos para o sexo feminino>3.

O manejo de pacientes portadores de melanoma tem mudado devido a uma melhor
compreensao da heterogeneidade molecular da doenca. Em particular, estudos demonstram
que o BRAF é um dos oncogenes chave na tumorigénese do melanoma, sendo também um
importante fator para decisbes terapéuticas®®. Proteinas do tipo RAF s3o intermedidrias na
cascata de sinalizacdo da via MAPK e afetam a proliferacao celular, sendo a mutacao BRAF
V600E encontrada em 40% a 60% dos casos de melanoma cutdneo®>. Esta mutagdo ativa
proteinas a jusante de BRAF na via MAPK, resultando em proliferacao e sobrevivéncia celular
mesmo na auséncia de fatores de crescimento®®. O desenvolvimento de farmacos inibidores
da via MAPK representa um grande avang¢o no tratamento do melanoma metastatico, sendo
o vemurafenibe, um inibidor da a¢ao da proteina BRAF com a muta¢ao V600E, uma opc¢ao de
terapia. In vitro, o vemurafenibe inibe a fosforilagdo de MEK e ERK, atuando na inibicdo da
proliferacdo celular em linhagens de melanoma com a mutac¢do BRAF V600E>’. Entretanto,
devido a sua resisténcia intrinseca, nem todas as linhagens celulares de melanoma BRAF
V600E sdo igualmente sensiveis ao vemurafenibe e, mesmo apds uma resposta inicial
benéfica, na maioria dos casos, esta é tempordria®® >°. Apesar de evidéncias de que a mutac3o
BRAF V600E seja preditiva de resposta aos inibidores de BRAF/MEK, a sinalizagdo celular
envolvida com a via de BRAF/MAPK pode ser mais heterogénea e localmente regulada pelo
microambiente tumoral. H4 também a possibilidade de ativacdo de outras vias, como a via de
PI3K/AKT, por ativacdo de PDGFRB e outros receptores de tirosina quinase, ou reativacdo da
via de MAPK, através, por exemplo, de mutacdes secundarias em NRAS>®%1, Ainda n3o se sabe

se a resisténcia terapéutica dos melanomas surge como o resultado de um processo evolutivo
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do tumor ou da selecdo de clones resistentes pré-existentes que ja estavam presentes antes
do inicio da terapia, caracterizando a heterogeneidade genética tumoral, sendo ambas as
situacdes consideradas plausiveis®?. Importante, mutacdes em BRAF tornam as células
energeticamente dependentes do efeito Warburg®, sendo que esta reprogramacdo do
metabolismo energético tem sido apontada como uma possivel estratégia para o tratamento
de melanomas®. De fato, mutacdes em BRAF inibem o fator de transcricdo associado a
microftmalmia (MITF), e coativador 1a do receptor-y ativado por proliferador de peroxissoma
(PGC-1a), inibindo assim a fosforilagcdao oxidativa nas células tumorais, promovendo o efeito
Warburg®>8, Além disso, a ativacdo constitutiva do eixo RAF-MAPK aumenta a expressdo de
HIF-1a, contribuindo também para um aumento da glicdlise®°.

Recentemente, a imunoterapia revolucionou o campo da oncologia, proporcionando
niveis de beneficios sem precedentes no tratamento de pacientes acometidos por diferentes
tipos tumorais, incluindo pacientes com melanoma em estagio avancado’®. Ao contrario dos
tratamentos tradicionais, como a radioterapia e a quimioterapia, a imunoterapia atua
regulando e ativando o microambiente imunolégico, de modo que as células do sistemaimune
possam atacar e eliminar as células tumorais’!. Entretanto, ressalta-se que, mesmo com a
revolucdao no tratamento de melanomas metastaticos com o advento da imunoterapia
utilizando inibidores de checkpoint (anti-CTLA4, anti-PD-1 e anti-PD-L1), aproximadamente
50% dos pacientes ndo respondem a monoterapia, 40% ndo respondem a imunoterapia
combinada e aproximadamente 30% dos pacientes apresentam recidiva apds resposta inicial,
demonstrando uma resisténcia primaria (intrinseca) ou resisténcia secunddria (adquirida)

quando tratados com as imunoterapias disponiveis’?.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, novas terapias tornam-se necessdrias para ultrapassar as limitagdes das
terapias disponiveis para o tratamento de melanomas. Neste contexto, o metabolismo
energético surge como um alvo particularmente interessante, dado o seu crescente interesse
na ultima década, assim como a sua relagdo com uma importante caracteristica genética dos
melanomas — a mutacdo V600E em BRAF?. O MCT1 surge como uma proteina a ser
pesquisada gracas ao seu duplo potencial: como alvo terapéutico per se'>, assim como o seu
possivel papel como mediador de resposta ao tratamento com 3-BP33. No entanto, estudos in
vitro que considerem estas potenciais abordagens terapéuticas em melanomas sdo escassos,
no caso do MCT1 como alvo terapéutico’®, ou poucos, no caso do 3-BP’* 7>, deixando
demasiadas perguntas por responder, limitando a progressdo para ensaios clinicos. Assim,
este projeto propde-se a realizar estudos in vitro para avaliar o potencial do MCT1 como alvo
terapéutico, assim como reforcar e melhor explorar o potencial do 3-BP como tratamento de

melanomas.
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OBIJETIVOS

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

o tratamento de melanomas.

Objetivos especificos

Caracterizar o perfil metabdlico de linhagens comerciais de melanoma;

Realizar um rastreio de sensibilidade ao 3-BP em linhagens comerciais de melanomas e
associar com o perfil metabdlico encontrado, com especial énfase na expressao de
MCT1;

Associar dados de mutagBes comuns nos melanomas (BRAF/NRAS/KIT/TERT) com o
perfil metabdlico e a sensibilidade ao 3-BP em linhagens comerciais de melanomas;
Avaliar o efeito do Knockdown (KD) de SLC16A1 (MCT1) nos parametros de
agressividade tumoral, em linhagens comerciais de melanoma que apresentem
expressao de MCT1, em cultura 2D e 3D (pele artificial);

Avaliar o efeito do tratamento com 3-BP nos parametros 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 parametros 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 METODOS

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,
responsavel pelo Laboratdrio de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade de Sao
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 solucdo penicilina-estreptomicina (P/S, Sigma-Aldrich), e mantidas em incubadora com
atmosfera Umida controlada a 37°C e 5% de CO,. A sua autenticagao foi realizada através da
andlise de STR (short tandem repeat), no Centro de Diagndstico Molecular do Hospital de
Cancer de Barretos, de acordo com a padronizacdo de referéncia internacional para
autenticacdo de linhagens celulares. Para tal, utilizou-se um painel de oito primers
fluorescentes (D55818, D135S317, D75820, D16S539, VWA, THO1, TPOX e CSF1P0)’® 77, Todas
as linhagens foram testadas para contaminagao por micoplasma através do MycoAlert PLUS
Mycoplasma Detection Kit (Lonza), seguindo-se as recomendacdes do fabricante, sendo que
as linhagens SK-MEL-19, UACC-62, WM35 e WM164 ndo apresentaram contaminagdo por
micoplasma, enquanto as linhagens 1205Lu, A375, SK-MEL-28, SK-MEL-103, SK-MEL-173,
WM9, WM278 e WM793 apresentaram contaminacgao.

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

passagem, garantindo os padrées celulares estaveis apds descongelamento.
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Tabela 1 - Linhagens celulares comerciais de melanoma utilizadas no estudo.

Linhagem celular Origem
1205Lu Metdstase — xenoenxerto da linhagem WM793
A375 Metastase
SK-MEL-19 Metastase
SK-MEL-28 Metastase
SK-MEL-103 Metastase
SK-MEL-173 Metastase
UACC-62 Metastase
WM9 Metastase
WM35 Primario pele — fase radial de crescimento
WM164 Metastase
WM278 Primario pele — fase vertical de crescimento
WM793 Primario 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)’®. As células foram
cultivadas em condi¢cdes normais até atingirem aproximadamente 70% de confluéncia 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 plL de TrypLE Express 1x (Tripsina,
Gibco) por quatro minutos, a 37°C, para desagregacdo celular. A tripsina foi inativada com
meio de cultura e entdo as células centrifugadas a 1500 rpm (rota¢des por minuto), por cinco
minutos. Posteriormente, o DNA foi extraido a partir dos pellets celulares obtidos, utilizando-
se o kit comercial Biopur Mini Spin Plus (Biometrix Diagndstica), conforme as recomendacdes
do fabricante. Em seguida, todas as amostras foram analisadas por espectrofotometro
(NanoDrop2000, Thermo Fisher Scientific) para avaliacdo da qualidade do material genético
extraido. Somente as amostras com razdes 260/280 e 260/230 entre 1,8 e 2,0 foram
consideradas amostras de alta qualidade e utilizadas nos passos posteriores. Para a analise de
mutacbes dos genes BRAF (éxon 15), NRAS (cédon 61), KIT (éxons 9, 11, 13, 17) e regido
promotora do TERT, utilizou-se o sequenciamento direto de Sanger. Inicialmente, amplificou-
se cada regido de interesse com a técnica de reagdao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés

polymerase chain reaction). A sequéncia dos primers utilizados, assim como as condi¢des de
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ciclagem e o tamanho dos fragmentos gerados, estdo descritos na Tabela 2. Para amplificacdo
de BRAF, utilizou-se um volume final de 15 uL para cada amostra, sendo: 10,6 uL de H,0 Milli-
Q, 1,5 puL de 10x PCR Rxn Buffer (Invitrogen), 0,6 uL de MgCl, (5 mM, Invitrogen), 0,3 uL de
dNTPs (Invitrogen), 0,45 uL de primers forward e reverse (10 uM, Sigma-Aldrich), 0,1 pL de
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e 1,0 uL de DNA a 50 ng/uL. Para as amplificagdes
de NRAS e KIT, utilizou-se um volume final de 15 uL por amostra, sendo: 6,2 pL de H,0 Milli-
Q, 7,2 uL de HotStarTag Master Mix (Qiagen), 0,3 uL de primers forward e reverse (10 uM,
Sigma-Aldrich) e 1,0 uL de DNA a 50 ng/uL. Para a amplificacdo da regido promotora de TERT,
utilizou-se um volume final de 12,5 uL para cada amostra, sendo: 3,5 uL de H,0 Milli-Q, 0,125
uL de primers forward e reverse (10 uM, Sigma-Aldrich), 6,5 uL de HotStarTag Master Mix
(Qiagen), 1,25 uL de Q-Solution (Qiagen) e 1,0 uL de DNA a 50 ng/uL. Para confirmacdo de
amplificacdo da regido de interesse, realizou-se eletroforese em gel de agarose 1,5%, por 40
minutos, a 100 volts. Posteriormente, purificou-se 5,0 pL do produto de PCR com 2,0 plL de
ExoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific) durante 15 minutos a 37°C, seguido de 30 minutos a 80°C
para inativacdo enzimdtica. Para a reag¢dao de sequenciamento, utilizou-se 0,3 uL de BigDye
Terminator v3.1 Ready Mix (Applied Biosystems), 2,0 uL de BigDye Terminator v3.1 Sequencing
Buffer (Applied Biosystems) e 1,0 uL de primer (3,2 uM). As condi¢Ges para a reacdo de
sequenciamento consistiram de 30 ciclos de 10 segundos a 96°C, cinco segundos a 50°C e
guatro minutos a 60°C. Em seguida, a reacdo de sequenciamento foi novamente purificada
com a adicdo de 45 uL de SAM Solution (Applied Biosystems) e 10 uL de XTerminator Solution
(Applied Biosystems), seguido de agitacdo por 30 minutos e posterior centrifugacdo a 2000
rpm, por dois minutos. As amostras purificadas foram submetidas a eletroforese capilar no
sequenciador 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e os resultados analisados com o

auxilio do software SeqScape v2.7 (Applied Biosystems).
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Tabela 2 — CondigGes e sequéncia dos primers utilizados para a amplificagdo dos genes BRAF, NRAS, KIT e TERT.

Gene Sequéncia dos primers Fragmento Ciclagem
Forward 96°C —15 min
, , 96°C — 45 seg
BRAF 5’-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-3 o
P 254 pb 55,5°C — 45 seg 45x
(éxon 15) Reverse 72°C - 45 seg
5’-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3 22°C - 10 min
Forward 96°C —15 min
) ; 96°C — 45 seg
NRAS 5’-TCTTACAGAAAACAAGTGGT-3 o
P 174 pb 55,6°C — 45 seg 40x
(cédon 61) Reverse 72°C — 45 se
5’-GTAGAGGTTAATATCCGCAA-3’ o 'g
72°C—-10 min
Forward Z‘;fé: ii r:em
KIT 5-AGAGTAAGCCAGGGCTTTTG-3’ o &
. 272 pb 58°C — 45 seg 40x
(éxon 9) Reverse 72°C - 45 seg
5’-AGACAGAGCCTAAACATCC-3 72°C - 10 min
Forward 2202: 255 :;m
KIT 5’-CCAGAGTGCTCTAATGACTG-3’ o &
P 266 pb 58°C — 45 seg 40x
(éxon 11) Reverse 72°C — 45 se
5’-GGAGTTCCTTAAAGTCACTG-3’ o 'g
72°C—-10 min
Forward zio(é: ii r:em
KIT 5’-CATGCGCTTGACATCAGTTT-3’ o &
, 212 pb 58°C - 45 seg 40x
(éxon 13) Reverse 72°C — 45 se
5’-TGACAGACAATAAAAGGCAGCTT-3’ o 'g
72°C—=10 min
Forward 96°C —15 min
, , 96°C — 45 seg
KIT 5-GGTTTTCTTTTCTCCTCCAACC-3 o
. 249 pb 58°C — 45 seg 40x
(éxon 17) Reverse 72°C — 45 se
5’-GGATTTACATTATGAAAATCACAGG-3’ . .g
72°C —10 min
Forward 355,2: ;?) :;'2
TERT 5-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-3 235 pb 64°C — 1 min 30 seg 40x
Reverse 72°C — 30 se
5’-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3’ 0 . &
72°C—7 min

pb: pares de base.

4.3 Caracterizacdo do perfil metabdlico

As linhagens celulares de melanoma foram caracterizadas quanto a expressdo de
proteinas relacionadas ao metabolismo (MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX),
através das técnicas de imunocitoquimica e western blotting, assim como quanto ao seu

metabolismo energético, com a quantificacdo dos niveis de glicose e lactato extracelular.

4.3.1 Imunocitoquimica
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Para a andlise imunocitoquimica, cada linhagem celular foi crescida em condicdes
normais de cultivo até atingir cerca de 90% de confluéncia 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 paraformaldeido 3,7%, tamponado (pH: 7,2),
overnight. Centrifugou-se cada linhagem por cinco minutos, a 1500 rpm, e retirou-se a solucao
de paraformaldeido, lavando-as por duas vezes com 1,0 mL de DPBS. Aos pellets celulares
fixados, adicionou-se 500 uL de agarose 2%, a 60°C. Rapidamente, as células foram vortexadas
e entdo centrifugadas novamente por dois minutos, a 13000 rpm. Os pellets celulares, agora
acondicionados em agarose, foram cortados ao meio, alocados em cassetes histolégicos e
mergulhados em formol tamponado 10%. Posteriormente, os cassetes foram encaminhados
ao Departamento de Patologia do Hospital de Cancer de Barretos para processamento,
inclusdo em parafina e montagem dos cell blocks. Cortes de quatro micras foram utilizados
para a realizacdo da imunocitoquimica. Em sintese, cada corte foi desparafinizado em estufa
a 80°C, por 10 minutos, lavado por cinco minutos em trés banhos de xilol consecutivos,
hidratado com concentragdes decrescentes de etanol (100%, 95%, 70% e 50%) e, por fim,
colocado em agua. Apds, realizou-se a recuperacao antigénica. Para tal, as laminas foram
acomodadas em recipiente em banho maria com agitacdo, a 98°C, contendo citrato (pH = 6,0)
ou EDTA (pH = 8,0), por 20 minutos, seguido de 20 minutos de arrefecimento. Posteriormente,
cada lamina foi lavada em tampao TBS (tris buffered saline) 1x, durante cinco minutos, por
duas vezes, seguido da inativacdo das peroxidases endégenas com solucdo de perdxido de
hidrogénio (H202) a 3% em metanol, durante 10 minutos. Apds nova lavagem em TBS 1x,
durante cinco minutos, por duas vezes, seguiu-se a incuba¢ao com o anticorpo primario. Os
anticorpos primarios utilizados, assim como todas as condicGes referentes a
imunocitoquimica estdo descritos na Tabela 3. Para as reagdes imunocitoquimicas, utilizou-se
o kit Envision+ Dual Link (Dako), com sistema polimero, seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. Para visualizacdo das reacOes, utilizou-se o Liquid DAB+ Substrate Chromogen
System (Dako) como cromdgeno, conforme indicado pelo fabricante. Por fim, cada corte foi
lavado em agua, contra corado com Hematoxilina de Harris (EasyPath) durante um minuto,
desidratado com concentragdes crescentes de etanol (50%, 70%, 95% e 100%), lavado por
cinco minutos em trés banhos de xilol consecutivos e a lamina montada com meio de

montagem Entellan (Merck) e laminula. Como controles positivos, utilizou-se carcinoma de
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células escamosas de cavidade oral para MCT1, MCT4 e CD44, rim para MCT2, célon para
CD147, placenta para GLUT1 e estdbmago para CAIX. RegiGes negativas nos cortes utilizados

como controles positivos foram consideradas para controles negativos de reacao.

Tabela 3 - Condigdes e anticorpos utilizados na imunocitoquimica.

Diluigao, tempo e

R ~
Proteina ecu.p?ra.gao Anticorpo Clonalidade temperatura de
antigénica . =
incubagao
Tampado Citrato AB3538P . .
MCT1 (0,01M, pH=6,0), Chemicon Policlonal ter:i?(a)’t:r‘f’:\e;zlﬁifi];’nte
98°C, 20 min International P
Tampao Citrato sc-50322
. 1:800,2 h .
MCT2 (0,01M, pH=6,0), Santa Cruz Policlonal remoratara aor;ﬁente
98°C, 20 min Biotechnology P
Tampao Citrato sc-50329
1:1 2h
MCT4 (0,01M, pH=6,0), Santa Cruz Policlonal tem e(r):t%ra a;rljis(;nte
98°C, 20 min Biotechnology P
-71
cD147 EDTA (1 mM, Ssacnta ?i?z Monoclonal 1:1000, overnight,
pH=8,0), 98°C, 20 min . (1.8B.218) temperatura ambiente
Biotechnology
D44 (gaorzr'\’:opat_?too) MCA2726 Monoclonal 1:2000, 2 horas,
98°C, 20 min AbD Serotec (156-3C11) temperatura ambiente
Tampdo Citrato .
etuTt (Do) 25:=66,21, aE;S:r?wg Releted teml‘tza(r)a?t%rz zr?wrt?fénte
98°C, 20 min &
Tampdo Citrato .
CAIX (0,01M, pH=6,0), ab15086 policlonal 1:4000, 2 hora.s,
Abcam temperatura ambiente

98°C, 20 min

4.3.2 Western blotting

Para a analise da expressdo proteica através do western blotting, as linhagens celulares
de melanoma foram cultivadas em condi¢des normais de crescimento até atingirem cerca de
70-80% de confluéncia, em duas garrafas T75. Em seguida, foram lavadas com 5,0 mL de DPBS
e depois lisadas e homogeneizadas em tampao 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

recomendacbes 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 concentragdes proteicas determinadas utilizando-se curva padrao de albumina de soro
bovino (BSA, do inglés bovine serum albumin) e o ensaio Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-
Rad), seguindo as recomendagdes do fabricante. Posteriormente, as proteinas foram diluidas
em tampao da amostra (Laemmli 2x Concentrate, Sigma-Aldrich) e desnaturadas a 95°C, por
cinco minutos. Para evitar degradacdo proteica, as amostras utilizadas para marcagao de
GLUT1 ndo passaram pelo processo de desnaturacdo. Aliquotas de 20 ug de proteina total
foram separadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% e transferidas para membrana de
nitrocelulose (Amersham Protran, GE Healthcare Life Sciences) utilizando-se tampdo de
transferéncia contendo 25 mM Tris-base/Glicina. A transferéncia foi realizada durante 30
minutos no equipamento TransBlot Turbo Transfer (Bio-Rad). Posteriormente, as membranas
foram blogqueadas com 5% de leite desnatado (Molico, diluido em TBS 1x/0,1% Tween, TBS-T,
pH=7,6) durante uma hora, a temperatura ambiente, e, em seguida, incubadas nos anticorpos
primdrios. Cada anticorpo primdrio foi diluido em TBS-T, 5% BSA. Os anticorpos primarios

utilizados, assim como as condig¢des de incubacao e diluigdes estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Condi¢Ges e anticorpos utilizados no western blotting.

Diluicao, tempo e temperatura

Proteina Anticorpo Clonalidade . ~
de incubagao
- 1
MCT1 5¢-36550 Monoclonal 1:200, overnight, 4°C
Santa Cruz Biotechnology (H-1)
MCT2 Elo ey Policlonal 1:1200, overnight, 4°C
Abcam
sc-50329 . . o
MCT4 Santa Cruz Biotechnology Policlonal 1:2000, overnight, 4°C
-71
cp147 571038 Monoclonal 1:250, overnight, 4°C
Santa Cruz Biotechnology (1.BB.218)
MCA2726 Monoclonal
CD44 1:1000 ight, 4°C
AbD Serotec (156-3C11) » overnight,
b15309
GLUT1 a Policlonal 1:1500, overnight, 4°C
Abcam
b15086
CAIX a Policlonal 1:2000, overnight, 4°C
Abcam
10D1
ACTB 8H10D10 Monoclonal 1:2000, overnight, 4°C

Cell Signaling Technology (8H10D10)
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Apds incubacdo com os anticorpos primarios, as membranas foram lavadas por trés
vezes em TBS-T (5+3+3 minutos) e entdo incubadas durante uma hora, a temperatura
ambiente, com os anticorpos secundarios anti-rabbit (sc-2020, Santa Cruz Biotechnology) ou
anti-mouse (sc-2031, Santa Cruz Biotechnology), diluidos 1:5000 em TBS-T, 5% leite desnatado
(Molico). Posteriormente, as membranas foram lavadas por trés vezes em TBS-T (5+3+3
minutos) e entdo levadas para revelagao da marcag¢ao no equipamento ImageQuant LAS 4000
mini (GE Healthcare Life Sciences). Os anticorpos ligados foram visualizados por
quimioluminescéncia através do kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Fisher Scientific). A B-actina (ACTB) foi utilizada como proteina enddgena
normalizadora. Todos os resultados apresentados referentes ao western blotting sdo de ao

menos dois experimentos independentes.

4.3.3 Quantificagdo dos niveis de glicose e lactato extracelular

Para a analise 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 instrucdes do fabricante. Cerca de 5 x 103 células foram semeadas em placas de
96 pogos 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 a quantificacdo. Para os
dois tempos analisados, a proteina total (expressa como biomassa total) foi avaliada através
do ensaio de Sulforodamina B (TOX-6, Sigma-Aldrich) para normalizagdo (vide item 4.4). Os
resultados foram expressos como consumo de glicose e efluxo de lactato. O consumo de
glicose foi obtido através da subtracao entre a glicose extracelular quantificada no tempo zero
e a glicose extracelular quantificada apds 24 e 48 horas. O efluxo de lactato foi obtido através
da subtracdo 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 bioldgicas e experimentais.

4.4 Rastreio de sensibilidade ao 3-bromopiruvato
Com base em um trabalho prévio publicado pelo grupo”®, o 3-BP (Sigma-Aldrich) foi
diluido em DPBS e utilizado em uma gama de concentragdes (5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75

puM, 100 uM e 150 uM) para determinagdo de valores de ICso (concentragdo minima da
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substancia capaz de reduzir 50% da viabilidade celular) e de Gl (do inglés growth inhibition,
inibicdo do crescimento), apds 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 condi¢cdes normais de cultivo e, posteriormente, 5,0 x 103 células
foram semeadas em placas de 96 pocos com meio de cultura DMEM 10% SFB. Apds 24 horas,
o meio de plagueamento foi retirado e, em seguida, o 3-BP, diluido em meio de cultura DMEM
0% SFB, foi adicionado as placas nas concentracdes previamente descritas. Apds 24 e 48 horas
de tratamento, mensurou-se a biomassa celular para o calculo dos valores de ICso, no qual as
células em presenca do veiculo (DPBS) foram utilizadas como controle, correspondendo a
100% de sobrevivéncia. 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
recomendacdes do fabricante. Em sintese, apds a realizagcdo dos protocolos experimentais de
tratamento, os pogos foram lavados com 100 uL de DPBS, seguido da adicdo de 100 uL de
acido tricloroacético 10% (Sigma Aldrich) gelado, com posterior periodo de incubacdo de uma
hora, a 4°C. Apds, a placa foi lavada cinco vezes em agua corrente e exposta ao ar para
secagem por pelo menos 24 horas. Com a placa seca, adicionou-se 50 plL de Sulforodamina B
por 30 minutos, lavando-se a placa em seguida com acido acético 1% por quatro vezes.
Posteriormente, a placa foi exposta ao ar para secagem por pelo menos 30 minutos. Apds
secagem, adicionou-se 100 pL de Tris 10 mM em cada poc¢o, seguido de incubacdo por cinco
minutos, sob agitacdo. Apds incubacdo, a absorbancia correspondente a cada pogo foi
mensurada em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific), sendo o
comprimento de onda de 565 nm para a condicao teste e 690 nm para a condicao referéncia.
Previamente as analises, todas as absorbancias lidas em 690 nm foram subtraidas das leituras
realizadas em 565 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas experimentais
e bioldgicas.

Apds determinacao do ICso para o tratamento com 3-BP em 24 e 48 horas, utilizou-se
uma classificacdo de sensibilidade baseada no Gl, que permite avaliar, em concentracao fixa
da droga, as médias de inibicdo, categorizando a resposta a terapia com 3-BP em trés grupos:
alta sensibilidade (Gl: >60%), moderada sensibilidade (Gl: 40 —60%) e resisténcia (Gl: <40%)””.
A concentracdo escolhida do 3-BP para o calculo das médias de Gl para as 24 horas (100 uM)

e para as 48 horas (75 uM) representa a concentracdo de 3-BP testada na determinac¢do do
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ICso que mais se aproxima da média dos valores de ICso obtidos para as 12 linhagens nos

tempos descritos.

4.5 Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1)

Com base nos resultados obtidos para o perfil metabdlico das linhagens celulares de
melanoma, especialmente a expressao de MCT1, assim como os dados obtidos para o rastreio
de sensibilidade ao 3-BP, duas linhagens foram selecionadas para realiza¢cdo 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
plasmideos MCT1 CRISPR/Cas9 (sc-400363-KO-2, Santa Cruz Biotechnology) para edi¢do do
gene SLC16A1, MCT1 HDR (sc-400363HDR-2, Santa Cruz Biotechnology) que confere
resisténcia a puromicina, assim como um plasmideo controle (Control CRISPR/Cas9, sc-
418922, Santa Cruz Biotechnology) designado como controle negativo de transfeccdo. Em
sintese, 3,0 x 10° células foram semeadas em placas de seis pogos em meio DMEM 10% SFB
sem a adicdo de antibidticos, seguindo a recomendacdo do fabricante. Simultaneamente,
preparou-se a solucdo A e B para co-transfeccdo das linhagens e geracao das células KD; a
solucdo A, contendo 2,0 pug do plasmideo MCT1 CRISPR/Cas9 e 2,0 ug do plasmideo MCT1
HDR, completando-se para um volume final de 150 uL com meio de transfeccdo (Plasmid
Transfection Medium, sc-108062, Santa Cruz Biotechnology), e a solugdo B, contendo 10 uL do
UltraCruz Transfection Reagent (Santa Cruz Biotechnology) como agente de transfeccdo,
completando-se para um volume final de 150 uL com meio de transfec¢do. Apds o preparo,
ambas soluclGes repousaram por cinco minutos a temperatura ambiente, sendo
posteriormente misturadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente por mais 20
minutos. Apds, adicionou-se os 300 pL finais a cada linhagem, mantendo as mesmas em
cultura por 24 horas, quando se retirou o meio de transfec¢do e se adicionou meio DMEM
10% SFB, 1% P/S. Para a geracdo das células controle, utilizou-se 2,0 ug do plasmideo controle,
seguindo-se o protocolo de transfeccdo como descrito anteriormente. A co-transfec¢do das
células KD foi visualizada através da fluorescéncia vermelha (RFP, do inglés red fluorescent
protein), presente em funcdo do plasmideo MCT1 HDR inserido. A transfeccdo das células

controle foi visualizada através da fluorescéncia verde (GFP, do inglés green fluorescent
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protein), presente em func¢do do plasmideo controle inserido. Cinco dias apds a transfeccao,
as células KD foram selecionadas por tratamento com 2,0 ug de puromicina durante 15 dias,
trocando-se o meio com o antibidtico a cada trés dias. Posteriormente, realizou-se o cell
sorting por citometria de fluxo (BD FACSMelody Cell Sorter, BD Biosciences) para a
individualizacdo de células unicas RFP (KD) e GFP (controle) positivas em placas de 96 pocos.
Os clones vidveis foram transferidos para placas de 24 pogos e, posteriormente, para placas
de seis pocos, onde se realizou a extracdo proteica. O silenciamento da expressdao de MCT1
foi confirmado por western blotting (como descrito no item 6.3.2) em trés amostras
independentes antes de se prosseguir para os experimentos funcionais. Todas as amostras
foram normalizadas pela proteina enddégena ACTB e as linhagens parentais consideradas
controles positivos de normalizagdo para comparagao da expressao de MCT1 de seus

respectivos clones.

4.6 Knockdown do gene SLC16A3 (MCT4) na linhagem WM164 MCT1 KD por siRNA
Devido ao aumento da expressao de MCT4 apds o silenciamento de MCT1 na linhagem
WM164 MCT1 KD, optou-se pela utilizacdo da metodologia de RNA de interferéncia 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 transfec¢ao reversa na
linhagem WM164 MCT1 KD como previamente descrito®’. Em sintese, 3,0 x 10° células foram
semeadas em placas de seis poc¢os na presenca de 10 nM do siRNA de MCT4 (siRNA SLC16A3,
s17417, Ambion) ou siRNA controle (Silencer Select Negative Control No.1 siRNA, 4390843,
Ambion), ambos diluidos em 500 uL de Opti-MEM | (Gibco), além de 1 uL/mL de Lipofectamine
RNAIMAX Reagent (Thermo Fisher Scientific) e 1500 pL de meio DMEM 10% SFB sem
antibioticos. 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 avaliacdo do silenciamento
de MCT4 baseiam-se no tempo de execucdo dos ensaios funcionais, sendo o tempo de 192
horas (sete dias) utilizado para a realizacdo do ensaio de formacdo de col6nias e o tempo de

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

4.7 Caracterizacdo 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 caracterizagdo funcional in vitro das linhagens UACC-62 e WM164
controles (plasmideo 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 avaliacdo
funcional. Para o tratamento com 3-BP, utilizou-se a concentracdo ICso referente a cada
linhagem celular (40 uM para UACC-62 e 80 uM para WM164). As células UACC-62 e WM 164
geradas como controles negativos de transfeccdo e na presenca do veiculo da droga (DPBS)
foram utilizadas como controles de normalizagdo em cada ensaio realizado. Todos os ensaios

encontram-se descritos a seguir e estdo otimizados pelo grupo® 82,

4.7.1 Viabilidade celular
O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo, 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 combinac¢ao, no perfil
glicolitico celular, foi avaliado pela quantificacdao dos niveis 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 quantificacdo foi realizada
através dos kits comerciais colorimétricos de glicose (Glucose Assay, Spinreact) e lactato
(Lactate Assay, Spinreact), seguindo-se as instrucdes 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 bioldgicas.

4.7.3 Quantificacao do metabolismo energético em tempo real (Seahorse)

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo, na
modulacdo do metabolismo energético, foi avaliado através da quantificacdo em tempo real
do consumo de oxigénio (quantificacdo de 0;) e acidificagdo do meio extracelular

(quantificacdo de H*) através da plataforma Seahorse Analyzer XFp (Agilent). Em sintese, cerca
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de 5,0 x 103 células foram semeadas com 80 pL de meio DMEM 10% SFB, 1% P/S nas miniplacas
de oito pogos Seahorse XFp Cell Culture Miniplates (Agilent), em duplicatas, e, em seguida,
colocadas em incubadora com atmosfera umida controlada a 37°C e 5% de CO; por 24 horas.
Em paralelo, os cartuchos sensores (Seahorse XFp Sensor Cartridges, Agilent) foram hidratados
com a adicao de 200 pL de H,0 Milli-Q e colocados em incubadora Umida a 37°C, sem CO,, por
24 horas. Posteriormente, retirou-se a H,O Milli-Q dos cartuchos sensores e adicionou-se 200
uL de solucdo de calibracdo (Seahorse XF Calibrant, Agilent), deixando-os novamente em
incubadora umida a 37°C, sem CO2, por uma hora. Em paralelo a incubag¢do dos cartuchos
sensores com solucdo de calibragao, retirou-se as células da incubadora e realizou-se a
lavagem das mesmas com meio de cultura especifico (Seahorse XF Base Medium, Agilent).
Para a lavagem das células previamente semeadas, retirou-se 60 puL do meio de
plagueamento, deixando-se 20 pL residuais em cada poco, e, entdo, adicionou-se 200 uL de
XF Base Medium. Novamente, retirou-se 200 pL do XF Base Medium, deixando-se um volume
residual de 20 pL em cada poco, e entdo adicionou-se 160 uL de XF Base Medium,
completando para um volume final de 180 pL. Em seguida, as células foram colocadas em
incubadora Umida a 37°C e sem CO,, durante 45 minutos. Posteriormente, retirou-se os
cartuchos sensores da incubadora e adicionou-se 20 pL de 3-BP (ICso) ao compartimento A de
cada poco. Em seguida, os cartuchos foram levados ao Seahorse Analyzer XFp (Agilent) para
verificacdo e calibracdo de todos os sensores. Assim que calibrados, os cartuchos sensores
mantiveram-se no equipamento para a posterior quantificacao de O; e H" nas miniplacas com
as linhagens celulares UACC-62 e WM164 controles e MCT1 KD. A quantificacdo foi composta
por um total de 30 ciclos, sendo os primeiros 10 ciclos mensurados sem a adi¢do de 3-BP (60
minutos - baseline) e os 20 ciclos posteriores mensurados na presenca do inibidor (120

minutos - tratamento).

4.7.4 Proliferagao celular

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo, no
potencial de proliferacdo celular, foi avaliado pelo kit Cell Proliferation ELISA, BrdU
colorimetric (Roche), de acordo com as instrucdes do fabricante. Em sintese, 5,0 x 103 células
foram semeadas em placas de 96 po¢cos com meio de cultura DMEM 10% SFB. Apds 24 horas,

o meio de plaqueamento foi retirado e, em seguida, o 3-BP, diluido em meio de cultura DMEM
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0% SFB, adicionado aos po¢os. Apds, adicionou-se 1,0 plL da solucdo de marcagcdo BrdU, numa
concentragao final de 10 uM/pogo. Apds 24 horas de exposi¢do ao farmaco e ao Brdu, o meio
foi aspirado, seguido da adicdo de 200 uL da solucdo fixadora e desnaturante de DNA, por um
periodo de 30 minutos, a temperatura ambiente. Apds, aspirou-se a solu¢ao dos pocgos,
adicionando-se em seguida 100 pL do anticorpo anti-BrdU, com incubac¢do por 90 minutos, a
temperatura ambiente. Posteriormente, os pocos foram lavados com 200 pL de solugado de
lavagem, seguido da adicdo de 100 pL da solucdo substrato (30 minutos de incubacdo, a
temperatura ambiente e protegido da luz) para revelagdo. Apds incubacgdo, a absorbancia
correspondente a cada pogo foi mensurada em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash,
Thermo Fisher Scientific), sendo o comprimento de onda de 370 nm para a condicdo teste e
492 nm para a condicdo referéncia. Previamente as andlises, todas as absorbancias lidas em
492 nm foram subtraidas das leituras realizadas em 370 nm. Todos os experimentos foram

realizados em triplicatas experimentais e bioldgicas.

4.7.5 Migracgao celular (Transwell)

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo, na
capacidade de migracgao celular, foi avaliado utilizando-se o ensaio de migracao transwell, com
os insertos Falcon Permeable Support for 24-well Plate with 8.0 um Transparent PET
Membrane (Corning), de acordo com as instru¢des do fabricante. Em sintese, 2,5 x 10° células
foram semeadas no compartimento superior dos insertos, em 500 pL de meio de cultura
DMEM 0% SFB contendo 3-BP, permitindo a migracdo das células até o compartimento
inferior, contendo 750 puL de meio de cultura DMEM 10% SFB (utilizado como quimio-atrativo
para inducdo da migracdo celular). Posteriormente, as células foram deixadas a migrar por 24
horas, sendo entdo os insertos lavados com DPBS, por cinco minutos, e fixados com metanol
gelado, durante cinco minutos, a temperatura ambiente. Apds fixacdo, foi realizada nova
lavagem em DPBS, seguido da remoc¢do de todas as células remanescentes presentes no
compartimento superior com o auxilio de haste de algoddo. Apds, todos os insertos foram
corados em Hematoxilina de Harris (Easypath), por 10 minutos, e lavados em agua corrente,
seguido da coloracdo em Eosina Amarelada (Easypath), por 10 minutos, e nova lavagem em
agua corrente, com posterior exposi¢cao ao ar para secagem, por pelo menos 24 horas. Por

fim, as membranas presentes em cada inserto foram retiradas e montadas sobre lamina
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utilizando meio de montagem Entellan (Merck) e laminula, e entdo fotografadas em sua
totalidade (aproximadamente 10 campos) no microscopio Olympus BX43 (100x
magnifica¢cdo). Posteriormente, as células migratdrias foram quantificadas com o software
OpenCFU (versdo 3.8)%. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas experimentais

e triplicatas biolégicas.

4.7.6 Invasao celular (Transwell)

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinag¢ao, na
capacidade de invasao celular, foi avaliado utilizando-se o ensaio de invasao transwell, com as
placas e insertos de invasao Corning BioCoat Matrigel Invasion Chamber with BD Matrigel
Matrix (Corning), com membrana contendo matrigel e seguindo-se as recomendac¢bes do
fabricante. Inicialmente, hidratou-se o matrigel presente no compartimento superior dos
insertos adicionando-se 500 pL de meio de cultura DMEM 0% SFB no compartimento superior
e inferior dos mesmos, durante uma hora em incubadora com atmosfera Umida controlada a
37°C e 5% de CO2. Em seguida, retirou-se o meio utilizado para a hidratagao do matrigel e
semeou-se 2,5 x 10° células no compartimento superior dos insertos em 500 pL de meio de
cultura DMEM 0% SFB contendo 3-BP, permitindo a invasdo das células até o compartimento
inferior, contendo 750 puL de meio de cultura DMEM 10% SFB (utilizado como quimio-atrativo
para inducdo da invasdo celular). Posteriormente, as células foram deixadas a invadir por 24
horas, sendo entdo os insertos lavados com DPBS, por cinco minutos, e fixados com metanol
gelado, durante cinco minutos, a temperatura ambiente. Apds fixacdo, foi realizada nova
lavagem em DPBS, seguido da remoc¢do de todas as células remanescentes presentes no
compartimento superior com o auxilio de haste de algoddo. Apds, todos os insertos foram
corados em Hematoxilina de Harris (Easypath), por 10 minutos, e lavados em 4gua corrente,
seguido da coloracdo em Eosina Amarelada (Easypath), por 10 minutos, e nova lavagem em
agua corrente, com posterior exposi¢cao ao ar para secagem, por pelo menos 24 horas. Por
fim, as membranas presentes em cada inserto foram retiradas e montadas sobre lamina
utilizando meio de montagem Entellan (Merck) e laminula, e entdo fotografadas em sua
totalidade (aproximadamente 10 campos) no microscopio Olympus BX43 (100x

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

duplicatas experimentais e triplicatas bioldgicas.

4.7.7 Formagao de col6nias

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo, no
potencial de formagdo de colbnias, foi avaliado utilizando-se o ensaio clonogénico
dependente de ancoragem. Em sintese, 5,0 x 10% células foram semeadas em placas de seis
pogos com meio de cultura DMEM 10% SFB. Apds 24 horas, o meio de plagueamento foi
retirado e, em seguida, o 3-BP, diluido em meio de cultura DMEM 10% SFB, adicionado aos
pocos. Apods sete dias de exposicdo, os pocos foram lavados com 2,0 mL de DPBS, seguido da
adicdo de 2,0 mL de Metanol (Merck) gelado, durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionou-se 2,0 mL de Cristal Violeta 0,5% (diluido em DPBS), com periodo
de incubacgdo de 15 minutos, a temperatura ambiente. Apds, todos os pocos foram lavados
duas vezes com H,O destilada e, entdo, as placas foram colocadas abertas a temperatura
ambiente por 24 horas para secagem completa. Para avaliagdo do numero de colOnias
formadas, os pocos foram foto-documentados com o auxilio do microscépio estereoscdpico
SZX7 (Olympus Life Science) e quantificados pelo programa OpenCFU (versdo 3.8)%3. Todos os

experimentos foram realizados em duplicatas experimentais e triplicatas bioldgicas.

4.7.8 Apoptose

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo, 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).
Paratal, 3,0 x 10° células foram semeadas em placas de seis pocos com meio de cultura DMEM
10% SFB. Apds 24 horas, o meio de plagueamento foi retirado e, em seguida, o 3-BP, diluido
em meio de cultura DMEM 0% SFB, adicionado aos pogos. Apds 24 horas de exposi¢do a droga,
seguiram-se as recomendacdes do fabricante. Em sintese, todos os meios foram coletados e
reservados (para avaliacdo das células em suspensdo) e as células aderidas colhidas a partir
de desagregacdo 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 adicdo de 1,0 mL de DPBS. Transferiu-se 250 pL
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da solucdo celular em suspensao para tubo de citometria, adicionando-se 2,5 pylL do BV421
Annexin V (BD Horizon) e 2,5 uL do 7-AAD (BD Horizon), seguido de incubagdo por 15 minutos,
a temperatura ambiente e protegido da luz. Em seguida, adicionou-se 200 pL de Annexin V
Binding 1x (BD Pharmingen) a cada tubo. Posteriormente, a porcentagem de células em
apoptose (dupla marcacdo) foi determinada através de citometria de fluxo (BD FACSMelody
Cell Sorter, BD Biosciences), com um total de 30.000 eventos coletados para cada condigao
analisada. Os resultados foram analisados com o auxilio do software BD FACSChorus (BD
Biosciences, versao 1.3). Os experimentos envolvendo a linhagem UACC-62 foram realizados
em duplicatas bioldgicas. Os experimentos envolvendo a linhagem WM164 foram realizados

em triplicatas bioldgicas.

4.7.9 Cultura organotipica de pele contendo melanoma

O efeito do KD de MCT1 e do tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagao, também
foi avaliado em culturas organotipicas de pele (modelo 3D) contendo melanoma. A cultura
organotipica de pele permite a reconstrucao in vitro das camadas da derme e epiderme,
possibilitando a analise do potencial de invasdao de tumores cutaneos, assim como a avaliacdo
do crescimento e progressao das linhagens celulares de melanoma.

Para a reconstrucdo da pele in vitro (cultura organotipica), seguiu-se o protocolo de
Faido-Flores e colaboradores®*. Resumidamente, os equivalentes dérmicos foram preparados
em placas de seis pocos, com o plagueamento de 1,5 x 10° de fibroblastos humanos em uma
matriz de coldgeno tipo 1 (BD Biosciences). Apds a polimerizacdo do equivalente dérmico,
foram plaqueados 1,5 x 10° queratindcitos humanos e 10* melandcitos humanos na presenca
de 50 x 10* 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 aco, gerando uma
interface ar-liquido. A pele reconstituida foi mantida na interface ar-liquido por 10 dias,
permitindo assim a completa estratificacdo e diferenciacdo dos queratindcitos. Durante os 10
dias, a parte inferior da pele reconstituida foi mantida em contato com meio de cultura
especifico, composto de 67,5% de DMEM (Gibco), 10% SFB (Gibco), 22,5% de Ham’s F-12
(Gibco), 5 pg/mL Apo-transferrina (Sigma-Aldrich), 5 pg/mL de Insulina (Sigma-Aldrich), 0,4

mg/mL de Hidrocortisona 21-hemisuccinato de sddio (Sigma-Aldrich), 1 ng/mL de EGF (do
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inglés epidermal growth factor, Gibco) e 0,1 nM de Toxina colérica (Sigma-Aldrich). Apds os
10 dias em cultura na interface ar-liquido, adicionou-se os tratamentos com o 3-BP ou DPBS,
diluidos em meio DMEM 0% SFB, por 24 horas. Apds 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 analise de histologia, utilizando-se a coloragdo com hematoxilina e eosina para confirmacgao
da organizacdo tecidual e andlise das condi¢Bes testadas. Todos os experimentos foram

realizados em duplicatas bioldgicas.

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

O efeito do silenciamento de MCT1 no perfil de expressao 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 extracdo do RNA total foi realizada com o kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit
(Invitrogen), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Foram extraidos pellets
celulares das linhagens UACC-62 e WM164 controles e MCT1 KD, coletados em triplicatas
bioldgicas apds condi¢des normais de cultivo. Em seguida, todas as amostras foram analisadas
por espectrofotdbmetro (NanoDrop2000, Thermo Fisher Scientific) para avaliacdo da qualidade
do RNA extraido. Somente as amostras com razdes 260/280 e 260/230 entre 1,8 e 2,0 foram
consideradas amostras de alta qualidade e entdo diluidas para a concentragdo de 20 ng/uL.

Para as reag¢des de hibridizacdo, utilizou-se um volume final de 15 pL por amostra,
sendo: 10 pL de TagSet Master Mix, contendo 2,0 pL de TagSet, 5,0 uL de Hybridization Buffer,
0,5 uL de Probe A (5 nM), 0,5 uL de Probe B (25 nM), além de 2,0 uL de H,O Milli-Q. Apds a
adicdo de 10 pL do TagSet Master Mix em tubos strip, adicionou-se 5,0 uL de cada amostra
(100 ng totais). Posteriormente, as amostras foram incubadas a 67°C em termociclador com
tampa aquecida a 72°C. Apds 24 horas de incubacdo, as reacdes de hibridizacdo foram
mantidas a 4°C até o seu processamento no nCounter Prep Station (high sensitivity mode),
seguido da aquisicdo dos dados de contagem no nCounter Digital Analyzer (555 FOV, do inglés

fields of view).
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Para a andlise dos dados de contagem, parametros de qualidade (imagem, densidade
de ligacdo e linearidade dos controles positivos) foram verificados em cada amostra com o
auxilio do nSolver Analysis Software (NanoString Technologies, versdo 4.0). Posteriormente,
todas as analises foram realizadas em ambiente R (R Studio, versdao 3.6.3). Inicialmente,
avaliou-se a distribuicdo dos dados de contagem com o pacote quantro, versdo 1.18.08>,
definindo-se assim o melhor método de normalizagdo. Com o auxilio do pacote
NanoStringNorm, versdo 1.2.1.1%, os dados de expressdo foram ent3o normalizados
utilizando-se a média geométrica dos controles positivos e dos genes housekeeping presentes
no ensaio, e em seguida transformados em escala logaritmica (/log2). Apds a normalizagdo,
avaliou-se os genes diferencialmente expressos nas linhagens controle e MCT1 KD, com o
auxilio do pacote NanoStringNorm, versdo 1.2.1.18, Para a anélise da express3o diferencial
(analise ndo supervisionada), considerou-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05) e um fold
change de 2,0. A andlise estatistica realizada encontra-se descrita no item 5. Por fim, a
clusterizacGo hierdrquica e construcdo dos heatmaps foi realizada com o pacote
ComplexHeatmap, versdo 2.0.0%. A analise de enriquecimento funcional de vias e construc¢do
dos graficos de interacdo génica, foi realizada no software STRING®2. A entrada de dados foi
referente aos genes diferencialmente expressos e Unicos 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 interagdo génica de 0,400.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados coletados foram armazenados e analisados no software GraphPad Prism
7. Os dados quantitativos relacionados aos ensaios funcionais sdo apresentados como a média
e o erro padrdo de no minimo trés experimentos independentes realizados em duplicata
(formagdao de colbnias, migracdo e invasao celular) ou triplicata técnica (demais
experimentos). O ICso foi calculado utilizando-se a analise de regressdo ndo-linear. Para o ICsy,
estdo representados média e desvio padrao de no minimo trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Realizaram-se os testes de normalidade Shapiro Wilk e Kolmogorov
Smirnov para avaliagdo prévia da distribuicdo em cada condigdo analisada. Para considerar
uma condicdo com distribuicdo normal, ambos os testes precisaram apresentar p>0,05. Em
caso de ao menos um dos testes apresentar p<0,05, considerou-se a ndo normalidade da
condi¢cdo avaliada. Para amostras com distribuicdo normal, as diferengas foram analisadas
pelo teste t de Student. Para amostras com distribuicdo ndo normal, as diferencas foram
analisadas pelo teste de Mann-Whitney.

A andlise estatistica do perfil de expressao diferencial das linhagens controles e MCT1
KD foi realizada em ambiente R, utilizando-se o teste t de Student para comparagao dos grupos

considerando-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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6 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto encontra-se cadastrado sob o nimero 1166/2016, apds ciéncia do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) institucional sobre sua realizagdo. Por se tratar de um
projeto que utilizara linhagens celulares comerciais e ndo se tratar de pesquisa envolvendo

seres humanos, ndo houve necessidade de apreciagdo/aprovagao pelo CEP (ANEXO 1).
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizagdo mutacional e metabdlica das 12 linhagens celulares comerciais de

melanoma

Realizou-se a caracterizacdo 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 expressao de proteinas envolvidas
no metabolismo glicolitico (MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX) e quantificacao
de glicose e lactato extracelular.

Quanto ao perfil mutacional (Tabela 5), observa-se que apenas duas linhagens nao
apresentaram a mutagdo p.V600E em BRAF: SK-MEL-103 e SK-MEL-173. Estas duas linhagens,
wild type (selvagens) para BRAF, apresentaram mutag¢des distintas, localizadas no cédon 61

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

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

Perfil mutacional

Linhagem .
Origem
celular BRAF NRAS KIT TERT
Metdstase - xenoenxerto da
1205Lu linhagem WM793 p.V600E WT WT C228T; rs2853669
A375 Metdastase p.V600E WT p.L798L C250T
SK-MEL-19 Metastase p.V600E WT WT C228T
SK-MEL-28 Metastase p.V600E WT WT WT
SK-MEL-103 Metdastase WT p.Q61R WT C228T
SK-MEL-173 Metastase WT p.Q61K WT C250T
UACC-62 Metastase p.V600E WT WT C250T
WM9 Metastase p.V600E WT WT C228T; rs2853669
WM35 Primario pele -fase radialde /50 WT WT C242T/C243T
crescimento
WM164 Metdstase p.V600E WT WT C250T
wmz7g ~ Primériopele-fase verticalde -\ c0p WT p.L798L  (C228T; rs2853669
crescimento
Primario pele - fase vertical de
WM793 p.V600E WT WT C228T; rs2853669

crescimento

WT: wild type (selvagem).
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Em relacdo as mutacbes em KIT, duas linhagens celulares (A375 e WM278)
apresentaram uma mutacao silenciosa, encontrada no éxon 17 do gene (p.L798L). Quanto a
pesquisa de variantes na regido promotora do gene TERT, observou-se com maior frequéncia
a presenca das mutagGes C228T, C250T e C242T/C243T, além do polimorfismo rs2853669 em
grande parte das linhagens pesquisadas, com excecdo da linhagem SK-MEL-28, que ndo
apresentou nenhuma variante em TERT.

No que diz respeito aos ensaios in vitro, foi realizada a caracterizagdo do perfil
metabdlico das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. Nas Figuras 5 a 9, observam-
se os resultados obtidos para as técnicas de imunocitoquimica (Figura 5), western blotting
(Figuras 6 e 7) e quantificagdo de glicose e lactato no meio extracelular, apos 24 e 48 horas de
cultura em condi¢cdes normais de crescimento (Figuras 8 e 9). E possivel observar que as
linhagens possuem um perfil de expressao proteica heterogéneo, com as linhagens SK-MEL-
103 e WM164 apresentando um perfil metabdlico preferencialmente glicolitico, com a
expressao associada de MCT1, MCT4, CD147, GLUT1 e CAIX (western blotting), enquanto a
linhagem SK-MEL-173 apresenta um perfil preferencialmente oxidativo (baixa expressao de
MCT1 e auséncia de expressdao de MCT4 e GLUT1). Ainda, observou-se a auséncia de expressao
de MCT2 em todas as linhagens analisadas.

Em relagao 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 as 48 horas em relacdo ao tempo de 24 horas
(p<0,05). Ainda, ndo se observou diferenca no consumo de glicose apds 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 relacdo a quantificacdo
do lactato em relacdo ao tempo (24 e 48 horas), observou-se que 11 linhagens apresentaram

um aumento significativo no efluxo de lactato (p<0,001) as 48 horas em relacdo as 24 horas,
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somente a linhagem SK-MEL-28, linhagem que mais excretou lactato, nao

apresentou aumento no efluxo de lactato em relagao ao tempo.

1205Lu

A375

SK-MEL-19

SK-MEL-28

SK-MEL-103

SK-MEL-173

UACC-62

wM9

WM35

WM164

WM278

WM793

Figura 5. Resultados representativos da imunocitoquimica para MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX

das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. Magnificagdo: 400x.
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MCT1 (40-48 kDa)

MCT2 (52 kDa)

MCT4 (43 kDa)

CD147 (55 kDa) |

CD44 (80 kDa)

GLUT1 (55 kDa)

CAIX (55 kDa)

B-Actina (45 kDa)

Figura 6. Resultados representativos do western blotting para MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX
das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. B-Actina utilizada como proteina endégena normalizadora

das diferentes proteinas associadas ao metabolismo glicolitico. 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 B-Actina. Os

valores expressam a média e erro padrao de dois experimentos independentes. u.a., unidade arbitraria.
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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 padrao

de trés experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

0.4+
1 0 24 horas
O 48 horas
0.3 L
t_‘ﬁ Kok
o =2
= o
g: 1 *okok *okk
< & 0.2
EE kK sk " =
u.l‘-_u?s . |—‘ |—‘ ok - Sk
= |_‘ F *ok ok *ok ok
ook
0-1' |—‘ ’_‘ ’_\
OIO L] L] Hl L] H| H| L H' H| T H| H'
@ PSS S
¥ RN R R R R
£ F P

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 padrdo de trés

experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. ***p<0,001.
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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 concentracbes de 3-BP utilizadas no tratamento das 12 linhagens
de melanoma, em 24 e 48 horas, sendo que os valores de ICso encontram-se listados na Tabela
6. A Figura 11 apresenta uma comparagdo do efeito do 3-BP na biomassa celular das diferentes
linhagens, baseada na inibicdo do crescimento (Gl, do inglés 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 resisténcia ao farmaco.
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Figura 10. Gréficos de ICso obtidos para as linhagens celulares comerciais de melanoma apds tratamento com 3-BP em 24 horas (azul) e 48 horas (vermelho). Os resultados
estdo representados pela porcentagem de biomassa celular normalizada pelo controle. Média e desvio padrio de cada concentrac¢do do inibidor utilizada estdo representados

nos graficos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas experimentais e bioldgicas.
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Tabela 6 - Valores de ICso obtidos para as linhagens comerciais de melanoma apds tratamento com 3-BP

durante 24 e 48 horas.

Linhagem celular

ICso 24 horas 3-BP (uM) Média + DP*

ICso 48 horas 3-BP (M) Média + DP*

1205Lu
A375
SK-MEL-19
SK-MEL-28
SK-MEL-103
SK-MEL-173
UACC-62
WMS
WM35
WM164
WM278
WM793

57,69 + 3,77
33,22 +2,96
125,27 +17,44
74,20+ 5,52
31,17 +0,90
155,67 + 2,11
35,23+ 8,64
97,32 +6,65
112,70 £ 0,92
80,36 +4,40
104,75 + 4,97
171,23 £12,01

42,41 £ 7,67
25,49 +0,98
156,23 £ 8,94
62,49 + 2,52
25,56 +1,08
178,80 £ 5,37
27,13 +6,28
78,49 + 6,56
115,45+ 7,42
55,89 5,66
83,37+3,93
127,07 + 25,26

*Média * desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 11. Classificacdo de sensibilidade

WM35
WmM793

SK-MEL-173

Biomassa celular (%)

1104

704

UACC-62

SK-MEL-103

A375

3
=
un
=]
~
-

SK-MEL-28
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SK-MEL-19

wm3s

ao 3-BP das 12 linhagens celulares comerciais de melanoma. (A)

Sensibilidade ao 3-BP em 24 horas de tratamento com 100 uM de inibidor. (B) Sensibilidade ao 3-BP em 48 horas

de tratamento com 75 uM de inibidor. Média e erro padrdo da biomassa celular estdo representados nos

graficos. Verde: alta sensibilidade; laranja: moderada sensibilidade; vermelho: resistente.

Considerando a expressdo de MCT1 das diferentes linhagens e sua relacdo de

sensibilidade ao 3-BP (Figura 12), verificou-se que aquelas mais sensiveis ao 3-BP

apresentaram expressdo de MCT1. Em contrapartida, as linhagens com maior resisténcia ao
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inibidor apresentaram expressao diminuida do transportador. Entretanto, observou-se que o
mesmo ndo ocorre nas linhagens SK-MEL-19 e SK-MEL-173, que, apesar de apresentarem

resisténcia ao 3-BP, apresentam expressao de MCT1.

A B
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B Resistente B Resistente
0.84 0.8+
] 'E ] T‘:-
3 3 33,
£ o 061 2 6
e e g
8 g -
8 < 8 <
"o " o
2 3 044 g = 0.4
28 gt
= 2
0.2 0.2
0.0~ 0.0
X & & ] 0y o & & P > o & & > > > <] @ J ]
N P A PN & & & @ 4”@ P A P N I A
& & &y FENC « B & & &y e &
& 4 Cl & ¢ CAr™

Figura 12. Expressdao de MCT1 e classificacdo de sensibilidade ao 3-BP das 12 linhagens celulares comerciais de
melanoma. (A) 24 horas. (B) 48 horas. Todos os resultados foram normalizados pela B-Actina. Os valores

expressam a média e erro padrdo de dois experimentos independentes. u.a., unidade arbitraria.

7.3 Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1) nas linhagens UACC-62 e WM164

De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdo do perfil metabdlico, com énfase
na expressao de MCT1, assim como no rastreio de sensibilidade ao 3-BP, duas linhagens
celulares foram selecionadas para realizacdo 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
diminuicdo significativa da expressdo do transportador em relacdo as linhagens parentais e
controles negativos de transfeccdo (p<0,01; p<0,001; Figuras 13B e 14B, respectivamente).
Ressalta-se que a expressdo de MCT1 foi verificada (western blotting) em trés momentos
distintos (trés passagens consecutivas) apds a edi¢do, confirmando assim que ndo houve o
restabelecimento funcional do mesmo (Figuras 13A e 14A). Ainda, confirmou-se a diminuicao
da expressdo de MCT1 através da imunocitoquimica, realizada em cortes de cell blocks dos

controles negativos e células KD (Figuras 13C e 14C).
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Figura 13. Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1) na linhagem UACC-62 por CRISPR/Cas9. (A) Expressdo proteica
de MCT1 avaliada por western blotting em trés momentos distintos (trés passagens consecutivas). (B) Andlise da
expressdo proteica de MCT1 por densitometria. Média e erro padrdo estdo representados no grafico. (C)

Expressdao proteica de MCT1 avaliada por imunocitoquimica em cortes oriundos de cell blocks. Magnificagao:

400x. kDa: kilodalton. **p<0,01.
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Figura 14. Knockdown do gene SLC16A1 (MCT1) na linhagem WM164 por CRISPR/Cas9. (A) Expressdo proteica
de MCT1 avaliada por western blotting em trés momentos distintos (trés passagens consecutivas). (B) Andlise da
expressdo proteica de MCT1 por densitometria. Média e erro padrdo estdo representados no gréfico. (C)

Expressdo proteica de MCT1 avaliada por imunocitoquimica em cortes oriundos de cell blocks. Magnificacdo:

400x. kDa: kilodalton. ***p<0,001.
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7.4 Analise funcional do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em

combinagao, nas linhagens UACC-62 e WM 164

Apds confirmada a diminuicdo da expressdo de MCT1, buscou-se a caracterizacao
funcional in vitro das linhagens UACC-62 e WM164 controles (plasmideo controle) e KD,
objetivando avaliar o efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em
combinagao.

Em relagdo aos resultados de viabilidade celular obtidos e o efeito do silenciamento de
MCT1 (Figura 15), ndo se observou uma reducdo relevante no nimero de células vidveis na
linhagem UACC-62 MCT1 KD. Em contrapartida, a diminuicdo da expressao de MCT1 na
linhagem WM164 foi capaz de reduzir significativamente a sua viabilidade (p<0,001). Ja o
tratamento com 3-BP demonstrou efeito em ambas as linhagens controles, visto que as
mesmas expressam o MCT1, reduzindo o numero de células UACC-62 controle (p<0,001) e
WM164 controle (p<0,001) vidveis quando comparadas as linhagens controle expostas ao
veiculo 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 expressao de MCT1.

Para a proliferacdo celular (Figura 16), observaram-se resultados semelhantes aos
encontrados nos ensaios de viabilidade, com o knockdown de MCT1 diminuindo de maneira
significativa a proliferacdo da linhagem WM164 (p<0,01), enquanto que, para a linhagem
UACC-62, o silenciamento do transportador ndo demonstrou efeito relevante. Em relagao aos
efeitos da exposicdo ao 3-BP, ambas as linhagens controles apresentaram reducdo
significativa de sua proliferacdo, quando comparadas as linhagens controle expostas ao DPBS
(p<0,001), demonstrando a eficacia do farmaco na presenca do MCT1 expresso. Novamente,
guando combinados, o silenciamento de MCT1 foi capaz de reverter de maneira significativa
os efeitos da exposicdo ao 3-BP (p<0,001 para UACC-62 e p<0,01 para WM164), sendo

observados valores de proliferacdo 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 combinagdo, na viabilidade
celular das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Viabilidade celular da linhagem UACC-62 apds knockdown de MCT1
e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. (B) Viabilidade celular da linhagem WM164 ap6s knockdown
de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. Os valores dos graficos representam a média e

erro padrdo de trés experimentos independentes realizados em triplicas experimentais. **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 16. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo, na proliferacdo
celular das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Proliferacdo celular da linhagem UACC-62 apds knockdown de MCT1
e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. (B) Proliferacdo celular da linhagem WM164 apds
knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. Os valores dos graficos representam a
média e erro padrdo de trés 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, ndo houve efeito significativo
tanto do silenciamento de MCT1, da exposicdo ao 3-BP, assim como da combinacdo das
condi¢cdes 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
relacdo a linhagem WM164, observou-se que a diminuicdo da expressao de MCT1 ndo
apresentou efeito relevante no consumo de glicose. Inesperadamente, a exposicdo da
linhagem WM164 controle ao 3-BP levou a um aumento significativo no consumo de glicose,
em comparagao a exposi¢ao da linhagem controle ao DPBS (p<0,01). Ja para a combinagdo
das duas condicGes, 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 relacdo ao efluxo de lactato da linhagem WM164, ndo se observaram
efeitos significativos nas condi¢des analisadas.

Os resultados referentes ao ensaio de migracao celular (Figura 18) demonstraram que o
knockdown de MCT1 foi capaz de diminuir significativamente a capacidade migratéria da
linhagem UACC-62 (p<0,001). Ainda, observou-se que a exposicdo da linhagem UACC-62
controle ao 3-BP reduziu de maneira significativa o nimero de células migratérias, quando
comparado a exposicdao ao DPBS (p<0,001). Em relagdo a condicdo combinada, observou-se
gue o silenciamento de MCT1 na linhagem UACC-62 diminuiu de maneira significativa os
efeitos de exposicdo ao 3-BP (p<0,05), revertendo os niveis de migracdo para os valores
observados para o KD sozinho. Ja para a linhagem WM164, observou-se que a condicdo MCT1
KD ndo alterou a capacidade migratdria da linhagem. Em contrapartida, o tratamento com 3-
BP demonstrou diminuir significativamente a migracdo celular da linhagem WM164 controle
quando comparado a exposi¢cdo ao DPBS (p<0,001). Em relacdo a combinagdo das condicdes,
os resultados demonstraram que a diminuicdo da expressdo de MCT1 impede os efeitos da
exposicdo ao 3-BP na migracdo celular (p<0,05), sugerindo novamente a importancia do

transportador na eficacia do tratamento com o farmaco.
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Figura 17. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinag¢do, 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 apds knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagao. (B) Consumo

de glicose e efluxo de lactato da linhagem WM164 apds knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos

e em combinacdo. Os valores dos graficos representam a média e erro padrdo de trés experimentos

independentes realizados em triplicas experimentais. *p<0,05; **p<0,01.

Relativamente aos ensaios de invasdao celular (Figura 19), os resultados obtidos

demonstram que a linhagem UACC-62 MCT1 KD apresentou diminuicao significativa de sua

invasdao (p<0,05). Em oposicdo, observou-se um aumento significativo na capacidade de

invasdo da linhagem WM164 MCT1 KD (p<0,05), sugerindo assim, um fendtipo de
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agressividade provavelmente decorrente do silenciamento de MCT1. Em relagdo a exposicdo

ao 3-BP e a combinagao das duas condi¢des analisadas, ndo se observou resultados relevantes

gue impactaram na capacidade de invasdo das linhagens UACC-62 e WM164.

A
Kk k *
XKk
1204
100 ==
.
S T 80
32
o e
xa 8 60+ ==
S & 401
201 ==
0
DPBS + -
KD - -
3-BP 40 uM - - +
UACC-62 UACC-62
controle negativo MCT1 KD
DPBS
»
3-BP 40 uM

B
*% *
120+
T
100- L
T
53 80
270
8z
& S 607
8
D
S = 404
204
0 T 1
DPBS + + - -
KD - - +
3-BP 80 uM - - + +
WM164 WM164
controle negativo MCT1 KD
DPBS
3-BP 80 uM

Figura 18. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo, na migragao celular

das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Migragdo celular da linhagem UACC-62 apds knockdown de MCT1 e

tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. (B) Migracdo celular da linhagem WM164 apds knockdown de

MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo. Os valores dos graficos representam a média e erro

padrdo de trés 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 combinagdo, na invasao celular
das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Invasdo celular da linhagem UACC-62 apds knockdown de MCT1 e
tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacdo. (B) Invasdo celular da linhagem WM164 apds knockdown de
MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. Os valores dos graficos representam a média e erro

padrdo de trés experimentos independentes realizados em duplicatas experimentais. *p<0,05.

Dentre os resultados obtidos nos ensaios referentes a capacidade de formacdo de
colbnias (Figura 20), observa-se que o knockdown de MCT1 diminuiu de forma significativa a
capacidade clonogénica da linhagem UACC-62 MCT1 KD (p<0,001). J4 em relacdo a exposi¢do
ao 3-BP, observou-se uma diminuicdo significativa no nimero de colénias formadas pela
linhagem UACC-62 controle negativo em relagdo ao veiculo da droga (p<0,001). Quando
combinadas as duas condicdes, observa-se que o nimero de col6nias formadas pela linhagem
UACC-62 MCT1 KD ndo sofreu a acao do inibidor (p<0,001), demonstrando que o KD de MCT1

foi capaz de reverter de maneira significativa os efeitos da exposicao ao 3-BP, com um numero
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de colb6nias formadas semelhante aos obtidos para o KD sozinho. Ja para a linhagem WM164,
observa-se que o silenciamento de MCT1 aumentou significativamente sua capacidade
clonogénica (p<0,001). Esse resultado, em conjunto ao aumento significativo da invasdo
celular, apresentado pela linhagem WM164 MCT1 KD (Figura 19B), sugere que o
silenciamento de MCT1 levou a uma alteracdo funcional relevante e consequentemente ao
aumento de seu fendtipo de agressividade. Em contrapartida, quando a linhagem WM164
controle (MCT1 expresso) é exposta ao 3-BP, ha uma diminuicdo significativa e quase total no
numero de colbnias formadas em relacdo a linhagem WM164 controle exposta ao DPBS
(p<0,001). Em vista da combinacdo do silenciamento de MCT1 e exposicdo ao 3-BP, os
resultados obtidos demonstram que a diminuicdo da expressao do transportador é capaz de
bloquear os efeitos do 3-BP, ocorrendo um aumento significativo no nimero de col6nias
formadas em relacdo a linhagem WM164 controle exposta ao 3-BP (p<0,01), sugerindo que
acdo do inibidor é dependente da expressdao de MCT1.

Os resultados de citometria de fluxo, visando a avaliacdo dos efeitos do silenciamento
de MCT1 e exposi¢cao ao 3-BP no mecanismo de morte celular obtidos para a linhagem UACC-
62 (Figura 21A) ndo estdo completos, com apenas dois experimentos independentes
realizados, o que ndo possibilitou uma analise estatistica adequada. Entretanto, observa-se
uma tendéncia de aumento na apoptose tardia/necrose apresentada pela linhagem UACC-62
controle quando exposta ao 3-BP, comparada a linhagem UACC-62 controle quando exposta
ao veiculo da droga. Relativamente as duas condi¢cdes combinadas (silenciamento de MCT1 e
tratamento com 3-BP), observou-se uma tendéncia de diminui¢do da apoptose tardia/necrose
na linhagem UACC-62 MCT1 KD quando comparada a linhagem UACC-62 controle, com os
valores de apoptose tardia/necrose apresentados pela linhagem silenciada e exposta ao
farmaco semelhantes a condicdo KD sozinha, favorecendo a hipdtese de que a expressao de
MCT1 aumenta a eficacia do tratamento com 3-BP e tem impacto na morte celular. Ja os
resultados obtidos para a linhagem WM164 (Figura 21B), demonstram que o knockdown de
MCT1 levou a uma diminuic¢do significativa na apoptose tardia/necrose na linhagem WM164
(p<0,05). Novamente, o resultado observado favorece a hipdtese de que o silenciamento de
MCT1 na linhagem WM164 levou ao aumento de seu fenétipo de agressividade. Considerando
os efeitos do 3-BP sozinho, observou-se que o mesmo apresentou influéncia na morte celular,

com um aumento significativo da apoptose tardia/necrose na linhagem WM164 controle
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exposta ao farmaco em relagdo a 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 exposicdo ao 3-BP na apoptose tardia/necrose celular (p<0,05),
apresentando valores similares aos observados para o knockdown sozinho, sugerindo que a

expressao de MCT1 se faz necessaria para se atingir a eficacia no tratamento com o 3-BP.
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Figura 20. Efeito do knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinag¢do, na capacidade de
formacao de col6nias das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Formacdo de colbnias da linhagem UACC-62 apds
knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. (B) Formagao de col6nias da linhagem
WM164 apds knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinacgdo. Os valores dos graficos
representam a média e erro padrdo de trés 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 combinac¢do, na apoptose
tardia/necrose das linhagens UACC-62 e WM164. (A) Apoptose tardia/necrose da linhagem UACC-62 apds
knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. (B) Apoptose tardia/necrose da
linhagem WM164 apds knockdown de MCT1 e tratamento com 3-BP, sozinhos e em combinagdo. Os valores dos
graficos representam a média e erro padrdo de dois experimentos independentes para a linhagem UACC-62 e
trés experimentos independentes para a linhagem WM164, apds coleta de 30.000 eventos por citometria de

fluxo para cada condigdo analisada. *p<0,05.

Em relagdo aos resultados obtidos com a quantificacdo em tempo real da taxa de
consumo de O (OCR, do inglés oxygen consumption rate) e acidificagdo do meio extracelular,
com a quantificacdo de H* (ECAR, do inglés 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. Ja na

presenca do 3-BP, observou-se que o inibidor apresentou efeito na reducdo das taxas de OCR
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e ECAR nas linhagens UACC-62 e WM164 controles, que apresentam expressdao de MCT1,
quando comparadas as linhagens MCT1 KD. Sendo assim, os resultados demonstram que a
acdo do 3-BP é dependente da expressdo de MCT1 e que o seu efeito impacta em parametros

metabdlicos essenciais para a obtencao de energia.
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Figura 22. Perfil bioenergético das linhagens UACC-62 e WM164 controles e MCT1 KD na auséncia e presenca de
3-bromopiruvato. (A) Quantificacdo em tempo real das taxas de consumo de oxigénio (OCR) das linhagens UACC-
62 controle negativo e UACC-62 MCT1 KD na auséncia e presenca de 3-bromopiruvato. (B) Quantificacdo em
tempo real das taxas de acidificagdo do meio extracelular (ECAR) das linhagens UACC-62 controle negativo e
UACC-62 MCT1 KD na auséncia e presenca de 3-bromopiruvato. (C) Quantificagdo em tempo real das taxas de
consumo de oxigénio (OCR) das linhagens WM164 controle negativo e WM164 MCT1 KD na auséncia e presenca
de 3-bromopiruvato. (D) Quantificagdo em tempo real das taxas de acidificagdo do meio extracelular (ECAR) das
linhagens WM164 controle negativo e WM164 MCT1 KD na auséncia e presenca de 3-bromopiruvato. A linha
tracejada representa o ciclo 11 de quantificagdo com a adicdo do 3-bromopiruvato (seta vermelha). As
quantificacdes estdo representadas em pmol/min para o consumo de oxigénio e mpH/min para acidificagdo
extracelular. Os valores dos graficos estdo representados pela média e erro padrdo de um experimento realizado

em triplicata experimental.
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Relativamente aos experimentos envolvendo a reconstrucdo da pele in vitro (cultura
organotipica), observa-se, na Figura 23, o modelo de pele normal, sem a adi¢ao 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 presenca de fibroblastos, assim como a epiderme (camada

superior) e sua estratificacdo em camadas basal, espinhosa, granulosa, lUcida e cérnea.
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Figura 23. Cultura organotipica de pele (pele normal). Para a construcdo da pele in vitro, fibroblastos humanos
foram adicionados a uma matriz de colageno para a formagdo do equivalente dérmico. Apds a polimerazagdo da
matriz de coldgeno, queratindcitos e melandcitos humanos foram adicionados ao equivalente dérmico. Por fim,
a pele reconstituida foi mantida em meio de cultura especifico por 10 dias, para a completa diferenciagdo e
estratificacdo tecidual. Apds 10 dias, realizou-se a coleta das peles para fixacdo, emblocamento e cortes

histoldgicos. Magnificagdo: 100x.

Em relacdo aos resultados obtidos para a pele reconstruida in vitro, com a adicdo da
linhagem UACC-62 ao modelo 3D (Figura 24), observa-se que a linhagem UACC-62 MCT1 KD
apresentou uma reducdo no tamanho do tumor formado em comparacao a linhagem UACC-
62 controle, sugerindo que o silenciamento de MCT1 foi capaz de diminuir parametros 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 reducdo
no numero de células tumorais da linhagem UACC-62 controle exposta ao inibidor em

comparacao a linhagem UACC-62 controle exposta ao DPBS, indicando a efetividade do 3-BP.
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Ja quando comparadas as duas condi¢cdes combinadas, observa-se que o KD de MCT1 impediu
a a¢do do 3-BP, com a linhagem UACC-62 MCT1 KD exposta ao 3-BP apresentando uma
formacao tumoral semelhante a condi¢dao KD exposta ao DPBS. Destaca-se ainda a auséncia
de invasao da derme apresentada pela linhagem UACC-62 em todas as condigdes analisadas.

Ja nos resultados da reconstrucao da pele in vitro com a adi¢do da linhagem WM164 ao
modelo 3D (Figura 25), observa-se que a linhagem WM164 controle apresenta a formagdo de
pérolas corneas (setas indicativas, Figura 25A e 25B), relacionadas a tumores com baixo grau
de diferenciagao, as quais ndo sao observadas na linhagem WM164 MCT1 KD. Ainda, o KD de
MCT1 demonstrou reduzir o numero de células da linhagem WM164 presentes na pele
guando comparada a linhagem WM164 controle, sugerindo uma diminuicdo da proliferacdo
celular, corroborando os resultados observados no modelo 2D. Entretanto, ressalta-se o maior
grau de invasdo na derme apresentado pela linhagem WM164 MCT1 KD (setas indicativas,
Figura 25C e 25D) em comparacdo a 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 ndo houve alteragao
no tamanho do tumor formado entre a linhagem WM164 controle exposta ao inibidor em
relacdo a linhagem WM164 controle exposta ao DPBS. Quando combinadas as duas condigdes,
observou-se que a agressividade da linhagem WM164 MCT1 KD se manteve, ndao havendo

impacto no crescimento do tumor e invasao da derme apresentados pela linhagem.



57

B
. derme == s
& - : i =
.' . PR Y »'; ?\hj**‘_ = 25 < ¢ 2 “teopm o
UACC-62 controle negativoi-;DPBdS' 5 X i'-:,UACC,-.GZ con;rolé negativo + 3-BP (40 pM) : é

"

EUACC-GZ MCT1 KD + DPBS

Figura 24. Cultura organotipica de pele com a adigdo da linhagem UACC-62 ao modelo 3D. (A) Cultura
organotipica de pele com a adigao da linhagem UACC-62 controle negativo ao modelo e tratamento com DPBS.
(B) Cultura organotipica de pele com a adi¢do da linhagem UACC-62 controle negativo ao modelo e tratamento
com 3-BP. (C) Cultura organotipica de pele com a adi¢do da linhagem UACC-62 MCT1 KD ao modelo e tratamento
com DPBS. (D) Cultura organotipica de pele com a adigdo da linhagem UACC-62 MCT1 KD ao modelo e tratamento
com 3-BP. Dois experimentos independentes foram realizados para cada condi¢do apresentada. Magnificagdo:

100x.
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Figura 25. Cultura organotipica de pele com a adi¢do da linhagem WM164 ao modelo 3D. (A) Cultura organotipica
de pele com a adigdo da linhagem WM164 controle negativo ao modelo e tratamento com DPBS. (B) Cultura
organotipica de pele com a adigdo da linhagem WM164 controle negativo ao modelo e tratamento com 3-BP.
(C) Cultura organotipica de pele com a adi¢do da linhagem WM164 MCT1 KD ao modelo e tratamento com DPBS.
(D) Cultura organotipica de pele com a adi¢do da linhagem WM164 MCT1 KD ao modelo e tratamento com 3-BP.

Dois experimentos independentes foram realizados para cada condigdo apresentada. Magnificagdo: 100x.

Devido aos resultados inesperados apresentados pela linhagem WM164 MCT1 KD em
relacdo ao aumento de alguns dos parametros de agressividade tumoral avaliados, como o
aumento da invasao celular (modelo 2D e 3D), aumento no numero de col6nias formadas e
diminuicdo da apoptose, buscou-se identificar mecanismos metabdlicos compensatodrios,
provavelmente originados como um mecanismo de resisténcia intrinseco decorrente do
silenciamento de MCT1. Importante, a linhagem WM164 apresenta, além da expressdo de
MCT1, a expressao de outro transportador de monocarboxilato, o MCT4, também responsavel
pelo efluxo de lactato. Avaliando a expressdo das proteinas relacionadas ao metabolismo
glicolitico nas linhagens UACC-62 controle negativo e UACC-62 MCT1 KD (Figura 26A), ndo se

observou diferenca significativa na expressao das proteinas avaliadas entre as duas linhagens,
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excetuando-se o proprio MCT1 pré e pds edicdo génica, como ja apresentado no item 9.3. Em
contrapartida, quando comparada a expressao das proteinas relacionadas ao metabolismo
glicolitico na linhagem WM164 MCT1 KD em relacdo a 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 fendtipo de
agressividade apresentado pela linhagem WM164 MCT1 KD na avaliagao funcional realizada
seja consequéncia do aumento da expressdao de MCT4 e GLUT1, com énfase na atividade

exacerbada de MCT4, atuando como um mecanismo metabdlico compensatério devido ao

silenciamento de MCT1.
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Figura 26. Avaliacao da expressdo de proteinas relacionadas ao perfil glicolitico das linhagens UACC-62 e WM164
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apds knockdown de MCT1 por CRISPR/Cas9. (A) Resultado representativo do western blotting para avaliacdo da
expressdo MCT1, MCT2, MCT4, CD147, CD44, GLUT1 e CAIX das linhagens UACC-62 e WM164 (controles
negativos de edi¢cdo génica e MCT1 KD). (B) Analise de densitometria para a expressdo de MCT4 e GLUT1 na

linhagem WM164 (controle negativo e MCT1 KD). B-Actina utilizada como proteina endégena normalizadora das

diferentes proteinas associadas ao metabolismo glicolitico. Os valores expressam a média e erro padrdo de dois
experimentos independentes. kDa: kilodalton. *p<0,05; **p<0,01.

7.5 Analise transcricional de genes relacionados ao metabolismo celular nas linhagens

UACC-62 e WM164
De acordo com os resultados obtidos na andlise da expressao de proteinas relacionadas

ao metabolismo glicolitico, observados na linhagem WM164 pos silenciamento de MCT1
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(aumento da expressdo de MCT4 e GLUT1), buscou-se avaliar o perfil transcricional de um
amplo painel de genes relacionados a diferentes vias metabdlicas. Sendo assim, analisou-se a
expressao de 180 genes pela plataforma Nanostring, tendo como objetivo a identificacdo de
outros mecanismos compensatorios ou vias correlatas que possam ser alvo de uma
modulacdo metabdlica em consequéncia do knockdown de MCT1.

Dentre o perfil transcricional encontrado nas linhagens UACC-62 e WM164 MCT1 KD,
quando comparadas as linhagens controles (Figura 27, observou-se uma expressao diferencial
de 21 genes na linhagem UACC-62 MCT1 KD (Tabela 7, p<0,05, fold change de 2,0), com 14
genes apresentando diminuicdo de expressdo e sete apresentando superexpressao. Para a
linhagem WM164 MCT1 KD, observou-se uma expressado diferencial em 16 genes (Tabela 7,
p<0,05, fold change de 2,0), com diminuicdo da expressao de 13 genes e superexpressao de
trés genes. Ressalta-se ainda a diminuicdo significativa (p=0,018, fold change de -1,3) da
expressao génica de SLC16A1 (MCT1) na linhagem UACC-62 MCT1 KD (resultado nado
apresentado). Mesmo sua expressao diferencial apresentando um fold change de -1,3, valor
abaixo do cut-off utilizado, esta diminui¢cdo da expressao génica de SLC16A1 esta associada a
uma importante diminuicdo da expressao proteica de MCT1, observado apds o silenciamento
do transportador na linhagem. J& de acordo com os resultados de expressao diferencial
apresentados na Tabela 7, observa-se que, dentre os genes superexpressos na linhagem
WM164 MCT1 KD, estd o gene SLC16A3 (MCT4), que apresentou um fold change de 2,5
(p=0,001), validando, assim, os achados referentes ao transportador em nivel proteico e
provavelmente relacionados ao aumento das caracteristicas de agressividade evidenciados
pela andlise funcional da linhagem apds o silenciamento de MCT1. Ressalta-se ainda o
aumento significativo (p=0,01, fold change de 1,7) da expressao génica de SLC2A1 (GLUT1) na
linhagem WM164 MCT1 KD (resultado ndo apresentado). Mesmo sua expressdo diferencial
apresentando um fold change de 1,7, valor abaixo do cut-off utilizado, este aumento da
expressao génica de SLC2A1 esta associado com o0 aumento da expressao proteica de GLUTL,

observado apods o silenciamento de MCT1 na linhagem.
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Figura 27. Expressdo diferencial de genes relacionados a vias metabdlicas 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 estdo representados os genes com aumento de expressdo e em azul representados os genes com
diminuicdo de expressdao. Os heatmaps apresentam os resultados de expressdo de trés experimentos
independentes realizados para cada linhagem. Todos os genes diferencialmente expressos com fold change de

2,0 e p<0,05 estdo representados nos heatmaps.

Adicionalmente, buscou-se identificar os genes diferencialmente expressos Unicos e em
comum das linhagens UACC-62 MCT1 KD e WM164 MCT1 KD (Figura 28). Devido ao
comportamento divergente das linhagens frente a sua caracterizacao funcional nas condi¢des
analisadas, esperava-se um numero reduzido de genes diferencialmente expressos
compartilhados. Como esperado, o Unico gene diferencialmente expresso nas duas linhagens,
com diminuicdo significativa de sua expressao, foi o SHMT1 (serina hidroximetiltransferase 1),
gene responsavel pela conversdo reversivel da serina e tetrahidrofolato em glicina, e também
com participacdo na doacdo de unidades de carbono para a sintese do acido timidilico, um

metabdlito essencial para a sintese e reparo do DNA.



62

Tabela 7 — Genes diferencialmente expressos nas linhagens UACC-62 MCT1 KD e WM164 MCT1 KD.

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 PPARGCIA -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
0oDC1 2,8 0,031
SLC38A2 2,8 0,0044
PRKAB2 3,2 0,0095
VEGFA 53 0,0036
SLC7A11 9,8 0,017

Em relacdo aos resultados obtidos no enriquecimento funcional de vias e de interacoes
génicas realizado no software STRING, observou-se que ambas as linhagens com o MCT1
silenciado apresentaram modula¢do de seu metabolismo. Para a linhagem UACC-62 MCT1 KD
(Figura 29), observou-se a expressao diferencial de genes reguladores do metabolismo
glicolitico (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
expressao de um elevado numero de genes relacionados ao transporte da glutamina (SLC1A5
e SLC38A2), transporte de aminodacidos (GLS, SLC1A5, SLC7A5, SLC7A11, SLC38A2) e na
biossintese dos dacidos graxos (PRKAB1 e PRKABZ2), indicando um possivel desvio da via
glicolitica, decorrente do silenciamento de MCT1, para a via da glutamina na obtencdo de

energia e intermedidrios anabdlicos. Ja os resultados de enriquecimento funcional de vias e
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interacdes génicas obtidos para a linhagem WM164 MCT1 KD (Figura 30) demonstram a
expressao diferencial de genes relacionados a ativagdo da via MAPK, com a diminui¢do da
expressao de genes como o EGF e EGFR. Em contrapartida, observou-se a expressao
diferencial de genes associados principalmente aos processos de transicdo epitélio-
mesénquima e quimiotaxia celular, com o aumento da expressdo de FGFR1 e PDGFA,
respectivamente. Ainda, ressalta-se a expressao diferencial do gene SLC16A3 (MCT4), que
apesar de ndo apresentar conexdes diretas com os genes de outras vias apresentados,
demonstrou o aumento de sua expressao, indicando, em conjunto aos achados relacionados
aos processos da EMT e quimiotaxia celular, uma possivel hipétese para o aumento da

agressividade da linhagem WM164, decorrente do silenciamento de MCT1.

UACC-62 MCT1 KD WM164 MCT1 KD

AKT3 FGFR3

BPGM IDH2
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HK2 opct1
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PDK4 PLD1 ~ PRKAB1
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SLC16A1

SLC16A3

TIGAR
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Figura 28. Diagrama de Venn apresentando os genes diferencialmente expressos Unicos e em comum das

linhagens UACC-62 MCT1 KD e WM164 MCT1 KD.
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Figura 29. Andlise de enriquecimento funcional e rede de interacdo génica associada as diferentes vias
metabdlicas encontradas diferencialmente expressas na linhagem UACC-62 MCT1 KD. Cada circulo é
representado por um gene e cada conexao é representada pela linha em cinza. A espessura da linha de conexao
indica a forga de suporte dos dados da interagdo entre os genes. As cores de cada gene indicam os processos

bioldgicos aos quais estdo relacionados.
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Figura 30. Andlise de enriquecimento funcional e rede de interagdo génica associada as diferentes vias

metabdlicas encontradas diferencialmente expressas na linhagem WM164 MCT1 KD. Cada circulo é
representado por um gene e cada conexao é representada pela linha em cinza. A espessura da linha de conexao
indica a forga de suporte dos dados da interagdo entre os genes. As cores de cada gene indicam os processos

bioldgicos aos quais estdo relacionados.
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7.6 Anadlise funcional do duplo silenciamento na linhagem WM164
Com relagdo aos achados referentes ao aumento de agressividade da linhagem WM164

apos o silenciamento de MCT1 com consequente superexpressdao de MCT4, realizou-se o

0 mecanismo metabdlico

duplo silenciamento na linhagem (MTC1 via CRISPR/Cas9 e MCT4 via siRNA) e sua
visou-se validar

caracterizacdo funcional. Dessa forma,
compensatorio como um dos responsdveis pelo aumento do fendtipo maligno apresentado.
O duplo silenciamento foi obtido com sucesso na linhagem WM164 MCT1 KD (Figura 31), com
a diminuicdo da expressao de MCT4 mantendo-se até as 192 horas avaliadas (momento

escolhido devido ao tempo total do ensaio de formacado de col6nias realizado na linhagem

duplamente silenciada).

mcra@zkoa) D D
B-Actina (45 kDa) S S—

Figura 31. Avaliagcdo do silenciamento da expressdao de MCT4 por western blotting através da técnica de siRNA

apos 24 e 192 horas na linhagem WM164 MCT1 KD. A B-Actina foi utilizada como controle de carregamento.

kDa: kilodalton.
A caracterizagao funcional mostrou que o duplo silenciamento levou a diminuicdo
significativa de parametros celulares que ndo haviam sido afetados, anteriormente, pelo
silenciamento isolado de MCT1. De acordo com a Figura 32, observa-se uma diminuicdo
significativa da viabilidade (Figura 32A, p<0,001) e proliferacao celular (Figura 32B, p<0,001),
assim como do efluxo de lactato (Figura 32D, p<0,01) na linhagem duplamente silenciada
guando comparada a linhagem controle. Em relacdo ao resultado do consumo de glicose, ndo
se observou diferenca significativa (Figura 32C). Quando avaliadas a migracdo e invasao celular
da linhagem WM164 com MCT1 e MCT4 silenciados, observou-se uma diminuicdo significativa
nos dois parametros, quando comparadas as linhagens controles (Figura 33A e 33B, p<0,05).

Entretanto, para a capacidade de formacao de colGnias, ndo se observou o mesmo, com as
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duas linhagens apresentando resultados semelhantes no nimero de col6nias formadas

(Figura 33C). Com os resultados obtidos apds o duplo silenciamento de MCT1 e MCT4,

suporta-se a hipdtese de que o MCT4 teve impacto no aumento do comportamento agressivo

da linhagem WM164 MCT1 KD, evidenciado previamente nos ensaios funcionais apds o

silenciamento de MCT1.
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Figura 32. Caracterizagdo funcional do silenciamento de MCT4 por siRNA na linhagem WM164 MCT1 KD. (A)
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*%p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 33. Caracterizagdo funcional do silenciamento de MCT4 por siRNA na linhagem WM164 MCT1 KD. (A)

Migragdo celular. (B) Invasdo celular. (C) Formagdo de coldnias. Os valores dos graficos representam a média e

erro padrao de trés experimentos independentes realizados em duplicatas experimentais. *p<0,05.
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8 DISCUSSAO

A caracterizacdo metabdlica de um amplo painel de linhagens celulares comerciais de
melanoma demonstrou a expressdo diferencial de proteinas relacionadas a via glicolitica,
como os transportadores de monocarboxilatos (MCT1 e MCT4), suas chaperonas (CD147 e
CD44) e outras importantes proteinas relacionadas a captagao de glicose (GLUT1) e controle
do pH intracelular (CAIX), permitindo identificar linhagens com um perfil mais hiperglicolitico
e linhagens com um perfil mais oxidativo. Os ensaios de inibicdo com 3-bromopiruvato, um
potente inibidor da via glicolitica, realizados nas linhagens UACC-62 e WM164, demonstraram
gue a acdo do inibidor é altamente dependente da expressdao de MCT1, sugerindo o papel do
MCT1 como mediador de resposta ao 3-BP para o tratamento de melanomas. Além disso, a
partir do silenciamento de MCT1, realizado nas duas linhagens via CRISPR/Cas9, foi possivel
observar que parametros de agressividade tumoral sdo inibidos de maneira importante,
reforcando o papel do transportador como um promissor alvo terapéutico. Ainda, foi
observado que o silenciamento de MCT1 na linhagem WM164 levou ao aumento da expressao
de MCT4, ja previamente expresso a edicdo génica realizada. O aumento na expressdo de
MCT4 sugere um mecanismo metabdlico compensatério, favorecendo a agressividade da
linhagem WM164 em processos como aumento da capacidade clonogénica e invasao celular,
assim como de evasdo a apoptose, resultados ndo observados na linhagem UACC-62, que ndo
possui expressao do MCT4. A analise de um amplo painel de genes relacionados a diferentes
vias metabdlicas demonstrou que ambas as linhagens com o MCT1 silenciado apresentaram
superexpressao de vias alternativas para a obtencao de energia, com o0 aumento da expressao
de genes relacionados a via da glutamina na linhagem UACC-62 MCT1 KD e o aumento da
expressao de MCT4 e de genes relacionados a EMT na linhagem WM164 MCT1 KD. Por fim, o
duplo silenciamento de MCT1/MCT4 realizado na linhagem WM164 demonstrou diminuicdo
importante dos parametros de agressividade desenvolvidos apds o silenciamento de MCT1 de
maneira isolada.

A reprogramacdo metabdlica, também conhecida como efeito Warburg ou glicélise
aerdbical’?, ja descrita em diferentes tipos tumorais3, foi também previamente observada em
linhagens celulares de melanoma®. Os resultados obtidos por Scott e colaboradores®
apontam que células de melanoma apresentam maior consumo de glicose e produgao de

lactato quando comparadas a melandcitos, tanto em situacdes de normdxia como em hipodxia,



69

caracterizando o efeito Warburg. Ainda, estudo de Pinheiro e colaboradores®, realizado em
356 pacientes com melanoma, demonstra que a reprogramac¢ao metabdlica pela qual passam
estes tumores é caracterizada por uma elevada expressdo de proteinas relacionadas a via
glicolitica, em especial os transportadores de monocarboxilato MCT1 e MCT4, apresentando
valor progndstico na sobrevida destes pacientes. Nesse contexto, os MCTs emergem como
alvos terapéuticos importantes!®, sendo mais uma opc¢do de tratamento, aliados
principalmente aos inibidores de BRAF e MEK, ja rotineiramente utilizados no manejo clinico
de pacientes com melanomas metastaticos®!.

Como abordado, uma importante caracteristica dos melanomas é a presenca de
variantes encontradas no gene BRAF, com destaque para a mutacdo V600E, que apresenta
uma alta frequéncia nestes tumores (cerca de 40-60%)>> %293 e é capaz de induzir uma maior
agressividade das células malignas®, sendo que pacientes com a mutacdo V600E possuem
piores progndsticos, com rapida evolug¢do da doenca® e uma menor sobrevida®®. Além disso,
a mutacdo V600E modula o metabolismo celular, promovendo o efeito Warburg®. Ressalta-
se que a mutacdo V600E em BRAF induz o aumento da expressdo de HIF-1a em melanomas®>
68 um dos principais mecanismos responsaveis pela dependéncia dos tumores na via
glicolitica®’, reforcando seu papel no contexto da reprogramacdo metabdlica destes tumores.
Outra caracteristica importante dos melanomas esta em variantes encontradas no gene NRAS,
presente em cerca de 15-20% dos casos, que se relaciona, assim como a mutacdo V600E em
BRAF, a piores progndsticos®® %8, No presente estudo, realizou-se a caracteriza¢gdo mutacional
de 12 linhagens celulares comerciais de melanoma, encontrando-se resultados de frequéncia
semelhantes aos previamente descritos®®, com 10 linhagens celulares apresentando a
mutacdo V600E em BRAF, e duas linhagens (SK-MEL-103 e SK-MEL-173) apresentando
mutag¢des no cdédon 61 do gene NRAS. Adicionalmente, destacam-se as variantes C228T e
C250T detectadas na regido promotora do gene TERT, j& descritas em diferentes tipos
tumorais®, assim como nos melanomas, com uma frequéncia de 70-80%%%% 101, Dez das 12
linhagens analisadas apresentaram as variantes C228T ou C250T, corroborando a alta
frequéncia de mutac¢des no gene TERT encontradas nesses tumores® 101,

Em relacdo ao perfil metabdlico, observou-se uma alta heterogeneidade entre as
linhagens analisadas, com algumas linhagens apresentando maior dependéncia na via

glicolitica (SK-MEL-103 e WM164) e outras apresentando um perfil preferencialmente



70

oxidativo (SK-MEL-173). Sabe-se que a reprogramacdo metabdlica dos melanomas nao se da
exclusivamente pela glicdlise, como observado em diferentes estudos, que apontam uma
dependéncia conjunta da producdo de ATP pela via mitocondrial, assim como pela via da
glutamina, especialmente na biossintese de outras moléculas, como os lipidios, acidos graxos
e proteinas® 102,

Visando alvejar uma caracteristica importante dos tumores, baseada na reprogramacao
de seu metabolismo, Birsoy e colaboradores demonstraram o efeito anti-tumoral de um
potente inibidor glicolitico, o 3-bromopiruvato, em linhagens celulares de mama e uma
linhagem de origem leucémica, e apontaram que a sua ac¢do é altamente dependente do
aumento da expressdo de MCT133. Assim como descrito por Birsoy, outros estudos apontam
a eficacia do 3-BP no tratamento de tumores hiperglicoliticos3# 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 metabdlico analisado, com especial énfase na expressdao de MCT1.
Adicionalmente, foi avaliado em conjunto o efeito do knockdown de MCT1, assim como a
associacao do silenciamento do transportador combinado a exposi¢cdo ao 3-BP. Os resultados
demonstram que o efeito da exposicdao ao 3-BP é altamente dependente da expressdo de
MCT1, com seis das 12 linhagens expostas ao 3-BP apresentando alta sensibilidade
relacionada a presenca 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 niveis de glutationa (GSH) impactam no efeito do 3-BP, sendo
este um provavel mecanismo de resisténcia intrinseco ao farmaco, ainda que apresentem o
MCT1 expresso’* 111-113 Ao contrario das linhagens SK-MEL-19 e SK-MEL-173 e de acordo com
o esperado, quatro linhagens com baixa expressdo 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 migracao, invasdo celular e numero de col6nias formadas.
Ainda, foi observado que o KD de MCT1 foi capaz de reduzir a viabilidade e a proliferacao da
linhagem celular WM164. Outros trabalhos demonstram que o silenciamento de MCT1/MCT4

induz a diminuicdo 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
Utero, bexiga e gliomas®-82 114118 Entretanto, para a linhagem WM164 MCT1 KD, observou-
se um aumento da expressdao de MCT4 e GLUT1, sugerindo que hd um mecanismo metabdlico
compensatorio em vista da deficiéncia de MCT1, o que levou ao aumento da agressividade da
linhagem no contexto funcional, com o consequente aumento de sua capacidade clonogénica
e de invasdo celular, assim como de evasdo a apoptose. Estudos prévios demonstram que a
superexpressao de MCT4 pds inibicdo de MCT1 é um mecanismo intrinseco de sobrevivéncia
adaptativa ja observado em linhagens de neuroblastoma, linfoma de células B, célon e pulmao
ndo pequenas células, que tiveram a atividade de MCT1 abolida farmacologicamente!!>12%,
Importante, o mesmo resultado ndo foi observado na linhagem UACC-62, que ndo apresenta
expressao de MCT4 , conforme verificado antes e depois da realizagdo do KD de MCT1.

Em relacdo aos efeitos da exposicdo das linhagens UACC-62 e WM164 ao 3-BP, os
resultados demonstram que, na presenca do MCT1 expresso, o 3-BP foi capaz de diminuir
significativamente a viabilidade, proliferacdo, migracdo celular e numero de col6nias
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 proteinas chaves da via
glicolitica, como o GAPDH e HKIl. O mecanismo de atua¢ao do 3-BP se dd através da alquilacao
das estruturas proteicas (residuos de cisteina) do GAPDH e HKII levando, em especial, a
dissociacdo entre a HKIl e o canal aniénico dependente de tensdo (VDAC), localizados na
membrana mitocondrial externa, gerando, assim, a despolarizacio da membrana
mitocondrial e posterior liberacdo de fatores pré-apoptéticos e deplecdo do ATP3% 122, dando
origem ao que alguns autores denominam de “catastrofe metabdlica”!?3. Inesperadamente, a
exposicao da linhagem WM164 ao 3-BP elevou de maneira significativa o seu consumo de
glicose, o que é um contraponto a literatura, com estudos demonstrando que a exposicao de
células tumorais ao 3-BP tem um efeito negativo na captacdo de glicose!'® 124, Dentre as
hipdteses formuladas para esse resultado, dois estudos'?> 126 apontam que a deple¢do do ATP
celular, efeito ja esperado pela exposicao ao 3-BP, tem como consequéncia direta o aumento
do consumo de glicose, como previamente observado em células expostas ao farmaco
metformina, sugerindo que a captacdo aumentada de glicose € um mecanismo metabdlico

adaptativo na tentativa de restaurar os niveis celulares de ATP'?’, Adicionamente, Irhlund e
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colaboradores, demonstraram que o tratamento de 24 horas com uma concentracdo de 50
UM de 3-BP diminuiu significativamente os niveis de ATP celular, sem afetar a captacao de
glicose da linhagem HCT116'%. Aliado a esse resultado, dois estudos demonstram que o
principal alvo do 3-BP é de fato a proteina GAPDH3% 4%, No primeiro estudo, da Silva e
colaboradores*® apontam uma inibicdo de 70% da atividade de GAPDH na linhagem HepG2
com uma concentragao de 150 uM do fdrmaco, enquanto que, para a mesma concentragao
testada, ndo se observou a inibicdo de HKII. Ainda, os autores demonstram que somente a
exposicao da linhagem HepG2 a uma concentragdo 10-50x maior de 3-BP foi capaz de inibir
20% da atividade de HKIl. No segundo estudo, Ehrke e colaboradores®® demonstram que a
exposicdo de astrécitos murinos a 100 uM de 3-BP foi capaz de inibir cerca de 90% da atividade
de GAPDH, enquanto que concentragdes de até 1000 uM do farmaco ndo apresentaram efeito
significativo na redugao da atividade das HKs. Os resultados obtidos neste estudo vao de
encontro ao ja descrito, visto que a exposi¢ao da linhagem UACC-62 ao 3-BP ndo afetou de
forma significativa o seu consumo de glicose, enquanto que, para a linhagem WM164, se
observou um aumento no consumo de glicose frente a exposi¢do ao 3-BP, sugerindo que a
atividade de HKIl em “aprisionar” a glicose no interior da célula por meio de sua fosforilagdo
em glicose-6-fosfato (G-6P)'?° ndo é afetada, mantendo o fluxo glicolitico no eixo GLUT1/HKII.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para a elucidacdo completa do resultado
encontrado, visto que o 3-BP possui inimeros alvos celulares, ndo afetando exclusivamente
proteinas da via glicolitica3?.

Em relacdo aos resultados da combinacdo do KD de MCT1 e exposicdo ao 3-BP,
observou-se que a diminuicao da expressdao do transportador é capaz de reverter todos os
efeitos causados pela exposicdo ao 3-BP na presenca da proteina, restaurando o status de
viabilidade, proliferacdao, migracao celular e niumero de col6nias formadas das linhagens
UACC-62 e WM164 a sua condicao 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 condicdo KD sozinha, sem a presenca do inibidor. Este é o primeiro
trabalho que descreve a associacdo do KD de MCT1 e exposicdo ao 3-BP em diferentes
linhagens celulares de melanoma. Outros estudos tém demonstrado o efeito antitumoral do
3-BP no tratamento de um amplo espectro de tumores sdlidos e hematoldgicos, que incluem

tumores de mama e ovariol%. 130 préstatal3l 132 pancreas!33, renall34, colorretall08,
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hepaticol13.124, pulm3o!35, mieloma'*? e leucemia34 136, Na sequéncia de achados envolvendo
os efeitos antitumorais do 3-BP in vitro para diferentes tumores sélidos, Xintaropoulou e
colaboradores demonstram que os valores de I1Cso obtidos no tratamento de um amplo painel
de linhagens de mama e ovario, variaram de 10 a 84 uM, com a consequente redugao da
viabilidade e aumento da morte celular. Diferente dos resultados obtidos no presente estudo,
o tratamento com 3-BP apresentou redug¢do importante no consumo de glicose e efluxo de
lactato das linhagens MCF-7 e HBL100130, Para prostata, o tratamento com 3-BP demonstrou
reduzir a viabilidade celular e induzir necrose, relacionada ao aumento da producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e deplecao do ATP132, Ainda, o tratamento com 3-BP na
linhagem PC3, demonstrou diminuir a sua capacidade de proliferacdo, assim como o lactato
intra e extracelular e o ATP intracelularl3l, Para pancreas, Chapiro e colaboradores
demonstraram que o tratamento com 3-BP apresentou uma reducdo significativa no processo
de invasao celularl33, assim como o observado no presente estudo. Utilizando linhagens
primdrias de carcinoma renal de células claras, Nilsson e colaboradores apontaram que o
tratamento com 3-BP diminuiu de maneira importante a proliferacao celular e levou ao
aumento significativo da morte celular. Adicionalmente, linhagens primarias de rim normais
apresentaram boa tolerancia ao farmaco, nao se observando morte celular nas mesmas
concentragdes utilizadas para as linhagens primarias tumorais. Ainda, os autores apontaram
gue as linhagens primadrias tumorais apresentaram uma alta expressdo de MCT1 quando
comparadas as linhagens primarias normais, o que justifica a maior eficacia do 3-BP nas
linhagens tumorais. Adicionalmente, o tratamento com o inibidor demonstrou reduzir o
lactato extracelular e ATP intracelular das linhagens primdrias 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 sensiveis ao inibidor apresentaram elevada expressao
de HKIl. Entretanto, o silenciamento de HKIl ndo reduziu de maneira significativa a
sensibilidade ao 3-BP, demonstrando que a proteina ndo é o principal mediador de
sensibilidade ao farmacol98. Por sua vez, o tratamento com 3-BP realizado em linhagens de
tumores hepaticos demonstrou induzir um aumento no estresse oxidativo, com maior

produgdo de ROS. Ainda, observou-se uma redugao do lactato intracelular e da capacidade de
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invasdo das linhagens expostas ao inibidorl13. No estudo de Zhang e colaboradores, o
tratamento de linhagens tumorais de pulmdao com o 3-BP demonstou reduzir de maneira
importante as taxas de ECAR e OCR apresentadas!35, resultado em acordo ao obtido no
presente estudo, com a exposi¢ao ao 3-BP diminuindo as taxas de ECAR e OCR das linhagens
UACC-62 e WM164 com expressao de MCT1 mantida. Jd4 em relacdo aos estudos in vitro com
o uso do 3-BP em tumores hematoldgicos, Calviiio e colaboradores demonstram que o
tratamento com 3-BP levou a reducdo da proliferacdo celular e ao aumento da morte celular
(necrose) de linhagens celulares leucémicas. Em relagdo ao seu perfil energético, a exposicao
ao 3-BP diminuiu consideravelmente o ATP intracelular e aumentou a produc¢dao de ROS,
mecanismos indutores de morte celular34. Por fim, um estudo de associa¢do da exposi¢do do
3-BP com parametros de agressividade tumoral, realizado em uma linhagem celular de
mieloma, demonstrou uma diminuicao significativa da viabilidade celular e deple¢do de ATP,
0 que, por sua vez, aumentou de maneira importante a morte celular observada. Ainda,
ressalta-se a elevada expressdao de MCT1 e a producdo concomitante exacerbada do lactato,
observados na linhagem tumoral em relagdo a leucdcitos normais. A maior atividade glicolitica
apresentada pela linhagem de mieloma, associada a alta expressdao de MCT1, sugere,
portanto, maior sensibilidade no tratamento com 3-BP'3/, assim como o observado no
presente estudo. Ainda, estudos pré-clinicos que validam o MCT1 como mediador de resposta

139

ao 3-BP foram conduzidos em diferentes tipos tumorais, como mama'% 138 glioma'?°, colo do

utero!¥ e leucemia®®!

, 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 leucémica (KBM7), demonstrando que o knockdown de MCT1
impede a acdo do 3-BP, em oposicdo ao abservado em linhagens com elevada expressao do
transportador, que apresentaram maior sensibilidade ao farmaco33.

Um ponto importante a ser considerado ao se testar novas terapias esta na
heterogeneidade tumoral, onde as intera¢des célula-célula e célula-matriz desepenham um
papel essencial na iniciacdo, desenvolvimento e progressao tumoral. Pelo fato de modelos 2D
ndo apresentarem todos os componentes celulares presentes no microambiente tumoral,
modelos de cultura 3D tém sido incorporados como modelos factiveis e mais sofisticados para

o estudo da biologia tumoral. Nesse contexto, o ensaio 3D esta se tornando um modelo de

escolha, especialmente por mimietizar o microambiente tumoral e fornecer informacdes mais
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fidedignas acerca da resposta de novos farmacos em desenvolvimento para o tratamento de
uma diversidade de tumores!*?> 143, No caso de tumores cutidneos invasivos, como o
melanoma, as reconstrucdes de pele in vitro sdo muito convenientes para modelar ndo apenas
o crescimento e a progressao das células de melanoma em um microambiente 3D, mas
também para estudar a comunicacao entre as células de melanoma e os outros componentes
celulares presentes, como os queratindcitos epidérmicos e os fibroblastos dérmicos4* 14>,
Estudos prévios com o uso do modelo de pele artificial em associacdo ao melanoma
demonstram a capacidade das células tumorais em recrutar fibroblastos, que, por sua vez,
promovem sinais de sobrevivéncia para o melanoma na forma de deposicdo da matriz-
extracelular e fatores de crescimento, além de estimularem a producdo de metaloproteinases,
promovendo a invas3do das células tumorais'*> 14, Ainda, o uso do modelo 3D de pele artificial
para a validacdo de novas terapias no tratamento de melanomas vem ganhando destaque®*”
149 assim como em modelos de edi¢do génica para a avaliacdo de mecanismos de resgate a
resisténcia adquirida decorrente do tratamento com vemurafenibe®:. No presente estudo, os
resultados obtidos no modelo 2D foram validados na cultura organotipica da pele,
reconstruida em associacdo 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 invasdo em relacdo a linhagem WM164 controle, como previamente
observado no modelo 2D.

O aumento significativo dos varios parametros de agressividade, observados na
linhagem WM164 apds o silenciamento de MCT1, com énfase no aumento da expressao
proteica de MCT4 e GLUT], trouxe a necessidade de uma caracterizacdo metabdlica mais
sofisticada e ampla. Com base nos resultados encontrados, realizou-se, entdo, a
caracterizacdo da expressdo de um amplo painel de genes relacionados a vias metabdlicas
distintas, visando identificar mecanismos metabdlicos compensatérios que pudessem estar
alterados devido ao KD de MCT1, tanto na linhagem WM164, como na linhagem UACC-62.
Apesar de a linhagem UACC-62 ndo apresentar aumento de agressividade apds o
silenciamento de MCT1 na caracterizacao funcional realizada, observou-se um desvio da via
glicolitica para a via da glutamina no perfil génico investigado. Sabe-se que inUmeros tumores

apresentam adic3o pela via da glutamina, incluindo os melanomas (revisto em®°). A glutamina
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é utilizada principalmente como um substrato doador do nitrogénio (biossintese de
nucleotideos) ou carbono (biossintese de acidos graxos), alimentando o ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) e participando, ainda, como molécula precursora na biossintese de
aminodcidos, como o glutamato, aspartato, prolina e asparagina®> 1°2, Devido a sua tamanha
versatilidade, assim como a glicose, a glutamina é mais uma fonte de energia e de
intermediarios que potencializam a sinalizagdo celular para promog¢do do crescimento e
proliferacdo>?. A alta express3o de TIGAR e PDK4 observada na linhagem UACC-62 MCT1 KD,
sugere o bloqueio do metabolismo glicolitico independente do TCA?% 153 g,
concomitantemente, a elevada expressao de genes relacionados ao transporte da glutamina
(SLC1A5 e SLC38A2), transporte de aminodcidos (GLS, SLC1AS5, SLC7AS5, SLC7A11, SLC38A2) e
na biossintese dos acidos graxos (PRKAB1 e PRKAB2) demonstra uma alteragdo metabdlica
para maior utilizacdo da glutamina. Adicionalmente, a glutamina também atua como uma
molécula de sinalizacdo, estimulando a via mTOR®*, o que sugere mais um indicio de adi¢3o
a glutamina pela linhagem UACC-62 apés o silenciamento de MCT1, principalmente devido ao
aumento da expressao de genes reguladores da via de mTOR, como AKT3 e RPTOR, observada.
Sendo assim, abrem-se possibilidades de terapias-alvo adicionais disponiveis para a inibicdo
do metabolismo energético tumoral, com destaque para os inibidores da via da glutamina
(revisto em®?!) e mTOR (revisto em?®>). J& para a linhagem WM164, observou-se que as
caracteristicas de agressividade encontradas podem estar relacionadas ao grupo de genes que
apresentaram aumento de sua expressao apds o silenciamento de MCT1. Dentre os genes
superexpressos, destacam-se os genes SLC16A3 (MCT4) e SLC2A1 (GLUT1), importantes para
a manutenc3o do metabolismo glicolitico e do efeito Warburg®. Com o KD de MCT1, observou-
se uma regulacdo positiva de SLC16A3, sugerindo um mecanismo metabdlico compensatorio,
como ja descrito em outros modelos!!*1?!, Adicionalmente, observou-se a superexpressio de
genes envolvidos em diferentes processos celulares, em especial, aqueles relacionados a
diferenciacao celular e estimulo ao mecanismo da EMT (FGRF1 e PDGFA), favorecendo assim
o aumento do fendtipo de agressividade da linhagem. Durante a transicdo epitélio-
mesénquima, as células epiteliais perdem juncdes célula-célula, além de sua polaridade basal-
apical, reorganizando o seu citoesqueleto e alterando sua morfologia. Todo o processo se da
pela reprogramacado de genes especificos e estimulo a fatores de crescimento, responsaveis

pelo aumento da motilidade celular, favorecendo o fendtipo invasivo'®®. Os genes FGFR1 e
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PDGFA, diferencialmente expressos na linhagem WM164 MCT1 KD, tém sido descritos como
genes regulatdrios da EMT71%9, o que, por sua vez, sugere um mecanismo adicional, além da
superexpressao de MCT4, que levou ao aumento dos parametros de agressividade observados
nos ensaios funcionais de invasao celular e capacidade de formacgao de col6nias da linhagem
WM164 silenciada. Curiosamente, apesar do aumento na maioria dos parametros de
agressividade da linhagem WM164 apdés o KD de MCT1, observou-se a redu¢dao de sua
proliferacdo em relacdo a linhagem WM164 controle. Entretanto, ao avaliar a expressao dos
genes relacionados ao metabolismo glicolitico, observou-se uma reducdo significativa da
expressao de EGF e EGFR. A diminuicdo conjunta de EGF (fator de crescimento) e EGFR
(receptor de EGF) tem um impacto importante na progressao do ciclo celular, e a sua inibicdo
tem sido amplamente descrita na literatura, por reduzir um dos principais mecanismos de
estimulo ao crescimento e proliferacdo das células tumorais (revisto em9). Sendo assim, o
resultado de reducdo da proliferagao celular encontrado na linhagem WM164 silenciada,
pode, em parte, ser explicado pela reducdo conjunta da expressao de EGF e EGFR observada.
Em relagdo aos resultados apresentados pela linhagem relacionados com a diminuigdo da
morte celular, observou-se, ainda, uma diminuicdo significativa da expressdo de TP53
decorrente do silenciamento de MCT1, favorecendo a evas3o a apoptose'®?, como observado
nos ensaios realizados.

Por fim, buscou-se validar a elevada expressao de MCT4, decorrente do silenciamento
de MCT1, como o mecanismo responsavel pelo aumento do fendtipo maligno da linhagem
WM164. O duplo silenciamento de MCT1 e MCT4 demonstrou reduzir caracteristicas tumorais
ndo 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, proliferacdo, migracao e invasao em
condicGes de normodxia e hipoxia, além de impactar o crescimento tumoral no modelo in
vivoll®, Por fim, a reducdo da viabilidade, proliferacdo, efluxo de lactato, migracdo e invasio
celular, obtidos com o duplo silenciamento de MCT1 e MCT4 na linhagem WM164, sugere a
elevada expressdao de MCT4 como um dos principais mecanismos envolvidos no fendtipo 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-clinicos, além de boa tolerdncia nos ensaios de fase | realizados3® 3%,
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Entretanto, diferentes estudos tém demonstrado a resisténcia de tumores que possuem a co-
expressao de MCT1 e MCT4 ao AZD3965, sendo a expressdao de MCT4 preditiva de resisténcia
a terapia com o inibidor de MCT1%2% 162,

Em relagdo ao uso do 3-BP como um agente quimioterdpico na oncologia clinica
moderna, ainda existem obstaculos a serem ultrapassados, principalmente relacionados ao
seu uso na forma bruta (ndo formulado), visto que o tratamento de pacientes humanos nao
apresenta os resultados promissores evidenciados nos ensaios pré-clinicos, 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 ratos'®® 164, Dentre as principais
adversidades encontradas para o uso do 3-BP ndo formulado na pratica clinica esta a sua
rapida ligacdo aos grupos tiol de proteinas séricas, como a glutationa (GSH), o que acaba por
diminuir a sua eficacia e longevidade no organismo, visto que existem tumores ricos em GSH
e, portanto, apresentam resisténcia intrinseca ao tratamento com o inibidor. Outra limitacao
para o seu uso clinico se da pela sua incapacidade de atravessar a barreira hematoencefdlica,
0 que impactaria, principalmente, no tratamento de tumores primarios do sistema nervoso
central ou metastases que comumente acometem o sistema nervoso central. Entretanto, a
associacao do 3-BP a lipossomas, alcool perilico ou ainda ao polietilenoglicol, sdo hipdteses
encontradas (revisto em'®°), que facilitariam o seu uso clinico, principalmente por favorecer a
administracdo do farmaco, além de permitir uma adequada entrega e retencdo do inibidor
pelos tumores, ser passivel de atravessar a barreira hematoencefalica, além de, em ultima
instancia, conferir maior longevidade do farmaco no organismo, mascarando-o dos grupos tiol
e principalmente da GSH, superando-se a resisténcia intrinseca de tumores ricos em GSH.
Ressalta-se, portanto, a importancia de estudos envolvendo o uso racional do 3-BP (ndo
formulado) em modelos pré-clinicos, que permitam a identificacdo dos desafios para a sua
implementacdo na oncologia clinica, e fornecam soluc¢bes, como a sua conjugacdo a outras
moléculas, com o intuito de se atingir todo o potencial e eficacia do inibidor no tratamento de
diferentes tipos tumorais, principalmente aqueles que apresentam elevada expressdo de
MCT1.

Como limita¢gdes do estudo, destaca-se que o mecanismo de resisténcia ao 3-BP
apresentado por linhagens que expressam o MCT1 ndo foi validado (SK-MEL-19 e WM793).

Novos estudos avaliando a atividade da GSH intracelular em linhagens celulares com
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expressdao de MCT1 e expostas ao 3-BP sdo necessarios. Outra limitacdo esbarra na nao
realizagdao de todos os experimentos para a avaliagao da morte celular da linhagem UACC-62,
incluindo o modelo do duplo silenciamento de MCT1 e MCT4 na linhagem WM164. Ainda, a
nao realizagdo de ensaios in vivo também impacta a evolug¢do e validagcao de todos os
resultados aqui apresentados. Como perspectivas, espera-se finalizar os ensaios de morte
celular; realizar a avaliagdo do MCT1 como alvo terapéutico e mediador de resposta ao 3-BP
no modelo in vivo; além de avaliar a expressdo de diferentes marcadores de proliferacao,
invasdo e morte em cortes histolégicos do modelo de cultura organotipica da pele, visando a

melhor compreensao e completude dos mecanismos envolvidos nas condi¢des analisadas.



80

9 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo e de acordo com os objetivos propostos,
conclui-se que os melanomas possuem um perfil metabdlico heterogéneo, com uma parcela
significativa dos tumores apresentando uma dependéncia da via glicolitica e do efeito
Warburg. Demonstrou-se ainda que os melanomas apresentam um perfil de resposta
heterogéneo ao tratamento com 3-BP, sendo a expressao de MCT1 um marcador de resposta
ao farmaco, visto que tumores com elevada expressao do transportador foram mais sensiveis
ao rastreio de sensibilidade realizado. Destaca-se que o silenciamento de MCT1 impediu a
acdo 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 terapéutico promissor em melanomas, visto que o seu silenciamento impactou
caracteristicas funcionais importantes, reduzindo o fenétipo maligno das células tumorais.
Entretanto, deve-se levar em consideracdo todos os mecanismos metabdlicos compensatérios
originados a partir do silenciamento génico do transportador, em especial de tumores que
apresentam a co-expressdo de MCT4, que estad aqui descrito como um mecanismo envolvido
no fendtipo 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 reconstrucdo
da pele in vitro, demonstrando que o silenciamento de MCT1 ainda impactou o crescimento
tumoral e impediu a acdo do 3-BP, mesmo na presenc¢a de outros componentes do

microambiente tumoral dos melanomas.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Parecer Comité de Etica em Pesquisa Institucional.

HOSPITAL -k .
srreros . Comité de Etica em Pesquisa
o Parecer Ad Referendum

Para: Céline Marques Pinheiro

De: Daniel Onofre Vidal
Coordenador Adjunto do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 30/06/2016

Projeto de pesquisa: 1166/2016

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagio Pio
Xll = Hospital de Cancer de Barretos recebeu o estudo intitulado “O MCT1 como alvo terapéutico
e mediador de resposta no tratamento de melanomas: estudos in vitro e in vivo. ”, o qual foi
cadastrado sob o nimero 1166/2016.

Declaramos estar cientes da realizagdo do projeto de pesquisa supracitado, e que por
utilizar linhagens celulares comerciais e n3o se tratar de pesquisa envolvendo seres humanos, nio

hd necessidade de apreciagdo/aprovacio do CEP.

Atenciosamente,

Thiago B ";si ;S"iIv,‘a
Coordenador do Comité de E,td/ca em Pesquisa
Fundagao Pio XII - Hospital dé Cancer de Barretos

Fundacéo Pio XIl - Hospital de Cancer de Barretos
Rua Antenor Duarte Villela, 1331 - B. Dr. Paulo Prata — Barretos — SP CEP 14784-400 - CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 3321 0347 ou 17 3321 6600 R. 6647 — cep@hcancerbarretos.com.br




