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RESUMO 
 

 

Vital PS. Efeito do 3-bromopiruvato em células de melanoma resistentes ao vemurafenibe. 

Dissertação (Mestrado). Barretos: Hospital de Câncer de Barretos; 2022. 
 
 

 
JUSTIFICATIVA: O manejo dos pacientes com melanoma tem evoluído graças ao melhor 

entendimento da heterogeneidade molecular destes tumores. Neste contexto, mutações em 

BRAF, frequentemente associadas à alta mortalidade, são um fator substancial para decisões 

terapêuticas. Terapias-alvo contra tumores BRAF-mutados, tais como o vemurafenibe (PLX), 

resultaram em uma melhora considerável na sobrevida geral de pacientes com melanoma. 

Entretanto, recidiva tumoral e baixas taxas de resposta ainda são um grande desafio mesmo 

para as alternativas terapêuticas atuais. Tumores altamente proliferativos frequentemente 

dependem da glicólise para sustentar o seu crescimento e divisão celular. O 3-bromopiruvato 

(3BP) é um inibidor glicolítico promissor contra tumores quimiorresistentes. OBJETIVO: Este 

projeto tem como objetivo avaliar o potencial do 3BP como agente antineoplásico em 

linhagens de melanoma resistentes ao PLX. MATERIAIS E MÉTODOS: O efeito do 3BP, sozinho 

ou combinado com PLX, sobre a viabilidade, proliferação, formação de colônias, morte celular, 

migração, invasão, expressão de marcadores de transição epitélio mesenquimal e proteínas 

metabólicas, quantidade de glicose e lactato extracelular, e espécies reativas foi avaliado em 

duas linhagens de melanoma resistentes ao PLX. RESULTADOS: O tratamento com 3BP, mais 

eficaz em monoterapia do que em combinação com PLX, perturba metabolicamente as 

linhagens A375R e SKMEL28R, inibindo o seu potencial migratório e invasivo através da 

inibição de marcadores epitélio mesenquimal, prejudicando sua proliferação e 

desencadeando morte celular através de necrose e estresse oxidativo. CONCLUSÃO: Estes 

resultados apresentam a monoterapia com 3BP como uma forte perturbadora metabólica e 

agente oxidante em linhagens de melanomas resistentes à terapia anti-BRAF, contribuindo 

para a supressão deste tipo de neoplasia. 

 
 

PALAVRAS-CHAVE: Efeito Warburg em oncologia; Melanoma; Metabolismo; Proteínas proto- 

oncogênicas B-raf; Radicais livres; Resistência a medicamentos; Vemurafenibe. 



ABSTRACT 
 

 

Vital PS. 3-bromopyruvate effect in vemurafenib-resistant melanoma cells. Dissertation 

(Master´s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2022. 

 

 
BACKGROUND: The management of melanoma patients has evolved due to the better 

understanding of the molecular heterogeneity of these tumors. In this context, BRAF 

mutations are associated with high mortality and are a substantial factor for therapeutic 

decisions. Therapies targeting BRAF-mutated tumors, such as PLX, provided a considerable 

improvement in the overall survival of melanoma patients. However, patients' relapse and low 

response rates are still challenging even on contemporary therapeutic alternatives. Highly 

proliferative tumors often rely on glycolysis to sustain their proliferation and growth. 3BP i s a 

glycolysis inhibitor promising against chemoresistant tumors. AIM: This project aimed to 

evaluate the potential of 3BP as an antineoplastic agent in PLX-resistant melanomas 

treatment. MATERIAL AND METHODS: 3BP effect, either alone or combined with PLX, on the 

viability, proliferation, colony formation potential, cell death, migration, invasion, epithelial- 

mesenchymal transition markers and metabolic proteins expression, extracellular glucose and 

lactate, and reactive species was evaluated in two melanomas resistant to PLX. RESULTS: 3BP 

treatment, more effective as monotherapy than in combination with PLX, metabolically 

disturbs the A375R and SKMEL28R cell lines, inhibiting their migratory and invasive potential 

through epithelial-mesenchymal transition markers inhibition, impairing their proliferation, 

and triggering cell death through necrosis and oxidative stress. CONCLUSION: These results 

point at 3BP monotherapy as a potent metabolic disturbing and oxidative agent against anti- 

BRAF-resistant melanoma cell lines, contributing to the suppression of this type of neoplasia. 

 
 
 
 
 
 

KEYWORDS: Drug resistance; Free radicals; Melanoma; Metabolism; Proto-oncogene proteins 

B-raf; Vemurafenib; Warburg effect, oncologic 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 Melanoma 

O melanoma é a forma mais agressiva dentre os tipos de câncer de pele. Este tipo de 

neoplasia, que se desenvolve a partir dos melanócitos, pode ser encontrado na epiderme, 

mucosas, olhos ou sistema nervoso, e apresenta crescente incidência ao redor do globo1,2. 

Mundialmente, foram registrados cerca de 350 mil novos casos, 54 mil deles culminando em 

morte, sendo mais afetados os países com alto índice de desenvolvimento humano, tais como 

Austrália, Nova Zelândia, América do Norte e países da Europa Ocidental3,4. No Brasil, é 

estimado que, somente no ano de 2020, tenham sido registrados cerca de 8450 novos casos5, 

com aproximadamente 2250 mortes originadas por esta doença3. 

Ainda que a identificação da lesão e sua ressecção cirúrgica sejam práticas 

mandatórias e sem intercorrências em estágios iniciais do melanoma, o diagnóstico em 

estágios avançados da doença frequentemente resulta em um prognóstico desfavorável que 

requer opções mais dispendiosas e complexas6. O diagnóstico detalhado com caracterização 

de possíveis variantes em genes drivers é uma etapa fundamental para decisões terapêuticas 

nestes casos7. Dentre os possíveis genes rastreados para tipificação de melanomas encontra- 

se o BRAF (V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B). Variações neste gene são 

estimadas em aproximadamente metade dos pacientes de melanoma metastático, tornando- 

as dominantes no cenário mutacional para esta doença8. Similarmente, em amostras de 

melanoma exclusivamente brasileiras, BRAF também é um dos genes drivers mais 

frequentemente mutados, com 34,1% dos pacientes apresentando variações dos tipos V600E 

(89,7%), V600K (8,3%), V600M (1%), ou T599I (1%)9. 

O produto da codificação de BRAF, a proteína BRAF serina/treonina quinase, 

desempenha seu papel primordialmente na via de sinalização MAPK (do inglês, mitogen- 

activated protein kinase). Em decorrência disso, mutações em BRAF, que frequentemente 

resultam em uma maior atividade desta proteína, são capazes de gerar uma maior 

sobrevivência celular e taxa proliferativa, mesmo em ambientes carentes de fatores de 

crescimento (Figura 1)10. Por este motivo, pacientes BRAF-mutados geralmente apresentam 

pior prognóstico do que pacientes selvagens para este gene11. 
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Figura 1 - Comparativo entre a via de sinalização MAPK/ERK com proteína BRAF normal e mutada. Em células 

normais, a proteína RAS se liga à BRAF, levando à cadeia de fosforilação das proteínas MEK e ERK que, por fim, 

resultam na proliferação e diferenciação equilibradas da célula. Quando mutada, a proteína BRAF está 

constitutivamente ativa, não necessitando da ativação por RAS, o que resulta em uma proliferação e 

diferenciação excessiva. O PLX inibe a proteína BRAFV600E impedindo toda a fosforilação subsequente da via e, 

consequentemente, prejudica o crescimento tumoral, além de induzir à apoptose. 

 

 
Em 2011, no entanto, a aprovação do vemurafenibe, também designado por PLX, pela 

agência Food and Drug Administration (FDA) mudou bastante este cenário. Sendo a primeira 

terapia-alvo aprovada para tumores BRAF-mutados, tal fármaco inibe a atividade de BRAF, 

bloqueando consigo a fosforilação de MEK (do inglês, MAPK/ERK kinase) e ERK (do inglês, 

extracellular signal-regulated kinase)12. Por consequência, o PLX é capaz de inibir a 

proliferação, além de induzir a morte celular em melanomas BRAF-mutados13. No ensaio 

clínico que culminou em sua aprovação, foi observado um aumento na taxa de resposta (64% 

vs. 5%) e sobrevida geral (84% vs. 48%) dos pacientes tratados com PLX, quando comparado 
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à dacabarmizina14. Entretanto, embora se observem benefícios notáveis no curto prazo, a 

sobrevida livre de progressão de apenas 5,3 meses persiste como sendo um grave problema 

para estes pacientes15. Os fatores específicos sugeridos para este fenômeno variam de 

mutações secundárias em NRAS (do inglês, neuroblastoma RAS viral oncogene homolog), KRAS 

(do inglês, kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ou MEK1/2, desenvolvimento de 

variantes de splicing e amplificação do gene BRAF, amplificação de receptores tirosina 

quinase, mutações em vias não MAPK, dentre outros16–20. 

Como forma de ultrapassar este obstáculo, novas terapias para melanomas não 

ressecáveis seguem em constante desenvolvimento. Atualmente, o tratamento para este tipo 

de neoplasia se baseia principalmente em dois pilares: a inibição conjunta de BRAF e MEK21– 

23; bem como a inibição de checkpoints imunológicos – terapias anti-PD1 (do inglês, 

programmed cell death 1), como o pebrolizumabe e o nivolumabe24,25, e terapias anti-CTLA4 

(do inglês, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), como o ipilimumabe26. Avanços 

importantes na sobrevida geral e sobrevida livre de progressão de pacientes vêm sendo 

obtidos mesmo no cenário neoadjuvante27 e adjuvante28, após implementação destas novas 

opções de tratamento. No entanto, estudos apontam que a terapia combinada BRAF/MEK 

também gera padrões de resistência similares à monoterapia com inibidores de BRAF29,30. 

Ademais, a resposta lenta ao tratamento e as baixas taxas de resposta persistem sendo 

também um problema quando utilizadas imunoterapias, com 40-65% dos pacientes não 

podendo se beneficiar dos efeitos desta opção de tratamento26,31. 

 

 
1.2 Metabolismo tumoral 

Em paralelo à proliferação desregulada, células neoplásicas necessitam ajustar o seu 

metabolismo para suprir as demandas necessárias para o seu crescimento e divisão32. Dada a 

sua natureza agressiva, melanomas BRAF-mutados são especialmente dependentes destas 

transformações33, superexpressando proteínas relacionadas ao metabolismo glicolítico, a 

depender de sua malignidade34. De fato, ainda que condições hipóxicas intensifiquem ainda 

mais este processo, melanomas metabolizam mais do que 80% da glicólise em lactato mesmo 

em condições normóxicas, um fenômeno conhecido como efeito Warburg32. Tal característica, 

já discutida no contexto dos Hallmarks of Cancer35, atualmente é inclusive explorada 

clinicamente em melanoma para a identificação de metástases, através da técnica PET-scan 
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(do inglês, positron emission tomography)36, e como preditor prognóstico, pela quantificação 

da expressão de LDH5 (do inglês, lactate dehydrogenase 5) no soro ou seções histológicas de 

pacientes com melanoma37, sugerindo a possibilidade de a glicólise ser usada como uma 

estratégia em benefício a portadores desta doença38,39. 

Interessantemente, diversas vias metabólicas têm relação direta ou indireta, com 

mecanismos de resistência e sensibilidade a terapias. Exemplos vão desde enzimas glicolíticas 

como a LDH, que contribui para a resistência ao paclitaxel/trastuzumabe em câncer de cólon, 

e a PDK (do inglês, pyruvate dehydrogenase kinase), que contribui para a resistência induzida 

por hipóxia em câncer cervical e mama, até à via da glutamina, relacionada com resistência à 

cisplatina em câncer gástrico40. Em melanomas, foi encontrado que a estimulação da glicólise 

tem relação inversa com a sensibilidade a inibidores BRAF41. De fato, similar a outros tumores, 

melanomas resistentes à terapia anti-BRAF também são dependentes da via da glutamina42, 

além de apresentarem crescente fosforilação oxidativa43 e biogênese mitocondrial44. Em 

concordância com estes dados, foi visto que a fosforilação oxidativa em melanomas com 

resistência adquirida a inibidores anti-BRAF está associada com a mudança do metabolismo 

glicolítico para o glutaminolítico45. Por fim, um estudo descreveu que, no contexto da 

resistência à terapia anti-BRAF, a glicólise está associada com a sobrevivência e a respiração 

mitocondrial com a adaptação e desenvolvimento de resistência destes tumores46, sugerindo 

que a inibição destas vias pode resultar em estratégias interessantes contra este tipo de 

neoplasia. 

Neste contexto, várias moléculas já se mostraram importantes e com potencial de 

exploração como alvo terapêutico. Dentre elas, destacam-se os MCTs (do inglês, 

monocarboxylate transporters), proteínas responsáveis, entre outros processos, pelo 

transporte de lactato através de membranas47. Tais transportadores, bem como a chaperona 

CD147 (do inglês, cluster of differentiation 147) – proteína necessária para o enovelamento 

correto dos MCTs e sua consequente expressão membranar – já se mostraram superexpressos 

em vários tipos tumorais48, além de estarem associados com um pior prognóstico49. Em 

virtude disso, estudos já apontam os MCTs como alvos terapêuticos em pacientes com 

tumores sólidos avançados como câncer de cabeça e pescoço, pulmão e melanoma, por 

exemplo50–53. 

A família dos MCTs inclui diversos membros, sendo as isoformas MCT1 e MCT4 aquelas 

com mais interesse do ponto de vista do metabolismo tumoral, uma vez que são responsáveis 
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pelo simporte de moléculas de lactato e prótons H+ para fora do ambiente celular48. Tais 

atividades favorecem a manutenção do alto volume intracelular de precursores de 

macromoléculas necessários para a divisão celular, tais como aminoácidos não-essenciais, 

nucleotídeos e ácidos graxos; ajudam a regular a razão NADH/NAD+, contribuindo para a 

manutenção da homeostase redox54; e levam a uma acidificação 55, assim como a um aumento 

de lactato no microambiente tumoral55, cooperando para um aumento na angiogênese, 

evasão ao sistema imune, invasão e metastatização56. De salientar, um ensaio clínico de fase 

I/II utilizando um inibidor específico das isoformas MCT1/2 (AZD-3965) encontra-se 

atualmente em andamento para o tratamento de câncer de próstata e gástrico avançados, 

bem como para linfomas (NCT01791595)57. 

 
1.3 3-Bromopiruvato 

Além do seu potencial como alvo terapêutico em câncer58, o MCT1 tem sido descrito 

como um possível biomarcador para células tumorais sensíveis ao 3BP (3-bromopiruvato), 

uma vez que este transportador foi recentemente identificado como o principal responsável 

por promover o seu transporte para o interior das células59. Este análogo halogenado do 

piruvato é capaz de inibir várias enzimas importantes no metabolismo glicolítico, tais como a 

HK2 (do inglês, hexokinase 2), a 3-PGK (do inglês, 3-phosphoglycerate kinase), a LDH e, mais 

especificamente, a GAPDH (do inglês, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)60–62. Além 

disso, este composto tem efeito sobre o metabolismo mitocondrial, inibindo proteínas como 

a PDH (do inglês, pyruvate dehydrogenase), além de proteínas importantes para o ciclo dos 

TCA (do inglês, tricarboxylic acid) e a glutaminólise, como a IDH (do inglês, isocitrate 

dehydrogenase), a α-KD (do inglês, α-ketoglutarate dehydrogenase) e a SDH (do inglês, 

succinate dehydrogenase)63,64. Pelo fato da proteína SDH também participar na cadeia de 

transporte de elétrons, como parte do complexo II, a sua inibição pelo 3BP também é capaz 

de contribuir para a geração de ROS (do inglês, reactive oxygen species). Na verdade, o 3BP é 

capaz de depletar GSH (do inglês, glutathione + hidrogen) livre através, por um lado, da 

saturação de GSH livre devido aos elevados níveis de ROS gerados, e, por outro lado, através 

da formação de um S-conjugado com GSH, fazendo da geração de um ambiente oxidativo um 

de seus principais mecanismos de ação65–70(Figura 2). 
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Figura 2 - Principais mecanismos de ação do 3BP sobre células tumorais. O 3BP é captado por meio do MCT1 e 

age sobre o metabolismo glicolítico, inibindo HK2 (hexokinase 2), GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase), 3-PGK (3-phosphoglycerate kinase) e LDH (lactate dehydrogenase); metabolismo mitocondrial, 

inibindo PDH (pyruvate dehydrogenase), IDH (isocitrate dehydrogenase), α-KD (α-ketoglutarate   dehydrogenase) 

e SDH; e glutaminólise, inibindo IDH e α-KD; além de aumentar o estresse oxidativo celular, depletando a GSH 

(glutathione + hidrogen) livre. Deste modo, o 3BP desestabiliza metabolicamente a célula rica em MCT1 

induzindo apoptose ou necrose através da depleção de ATP e aumento de ROS. 

 
 
 

No entanto, apesar de sua ação ampla, várias propriedades específicas fazem do 3BP 

uma droga promissora sob o ponto de vista terapêutico contra o câncer. Por exemplo, dada a 

estabilidade do 3BP em ambientes com baixo pH, tal composto poderia apresentar um meia- 

vida maior, bem como ser mais eficientemente captado pelo MCT1, no microambiente 

tumoral59,71,72. Além disso, o 3BP é capaz de inibir isoformas tumor-específicas, como é o caso 

da enzima hexoquinase 273, proporcionando uma maior especificidade ao tratamento e 

reduzindo significativamente os seus efeitos colaterais38. Ainda, considerando que 

antioxidantes já foram vistos promover a iniciação e progressão do tumor 74–78, terapias pró- 

oxidantes, tais como o tratamento com 3BP visando o impedimento da reciclagem de GSH65– 
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70, poderiam servir como forte aliadas no combate a certos tipos de neoplasias79. Ademais, 

sob a perspectiva de tumores quimiorresistentes, o tratamento com 3BP também pode ser 

eficaz uma vez que este atua depletando os níveis de ATP (do inglês, adenosine triphosphate), 

essenciais para vários processos celulares80,81, dentre os quais a atividade de transportadores 

ABC (do inglês, ATP-binding cassette), fundamentais para a excreção de toxinas intracelulares, 

incluindo quimioterápicos, e, portanto, para o fenótipo de quimiorresistência destas células82– 

85. 

No entanto, apesar dos resultados promissores obtidos em ensaios tanto in vitro, 

como in vivo utilizando 3BP60,72, ainda não existem ensaios clínicos organizados para este 

inibidor. Em 2012, um estudo de caso descreveu que um paciente jovem apresentando 

carcinoma hepatocelular fibrolamelar melhorou a sua qualidade de vida, bem como teve a 

sua sobrevida aumentada, ao ser tratado com o 3BP86, o que amplia ainda mais as expectativas 

sobre este composto. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 
 

O melanoma é o tipo tumoral mais agressivo dentre os cânceres de pele e com 

crescente incidência ao redor do mundo2. Uma de suas características mais marcantes é a 

mutação no gene BRAF, encontrada em aproximadamente metade destes tumores11. O 

antineoplásico PLX atua inibindo especificamente BRAF mutado, aumentando a taxa de 

resposta e melhorando a qualidade de vida dos pacientes com esta neoplasia14. No entanto, 

a baixa sobrevida livre de progressão, ocasionada por diversos mecanismos já descritos16–19, 

é um problema neste tipo de terapia15. Alternativas de tratamento hoje disponíveis 

apresentam problemas relacionados a padrões de resistência similares à monoterapia anti- 

BRAF, têm resposta lenta ou geram baixas taxas de resposta26,29,31. 

Além do fato de melanomas BRAF-mutados dependerem do chamado efeito 

Warburg33, diversos mecanismos de resistência à terapia anti-BRAF tem associação com a 

dependência à via metabólicas, como a fosforilação oxidativa43 e glicólise46, fenômenos 

relacionados a uma elevada expressão do transportador MCT148. O composto 3BP, um 

inibidor do metabolismo celular, foi visto ser particularmente potente em células com alta 

expressão de MCT1 devido ao seu acesso facilitado ao interior da célula59. Dentre seus vários 

efeitos, tal molécula é capaz de restaurar a sensibilidade a fármacos em células tumorais82– 

85,87. 

Assim, a inibição conjunta do metabolismo tumoral, utilizando o composto 3BP, e da 

via das MAPK, realizada com o antineoplásico vemurafenibe, possa resultar em uma nova 

alternativa terapêutica em melanomas cutâneos humanos resistentes à terapia alvo anti- 

BRAF. 
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3 OBJETIVOS 
 
 

3.1 Objetivo geral 

O presente projeto de mestrado tem como objetivo geral avaliar o efeito do 

tratamento com 3BP como agente antineoplásico para o tratamento de melanomas 

resistentes ao vemurafenibe. 

 
3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar o efeito do tratamento com 3BP, sozinho ou combinado com vemurafenibe, no 

perfil metabólico de células de melanoma resistentes ao vemurafenibe; 

• Avaliar o efeito do tratamento com 3BP, sozinho ou combinado com vemurafenibe, em 

parâmetros de agressividade tumoral de células de melanoma resistentes ao 

vemurafenibe. 
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4 METODOLOGIA 
 
 

4.1 Linhagens Celulares 

Para o estudo em questão, foram utilizadas as linhagens celulares de melanoma A375R 

e SKMEL28R, gentilmente cedidas pela Dra. Silvya Stuchi Maria Engler, do Laboratório de 

Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade de São Paulo. Estas linhagens foram obtidas 

a partir das linhagens A375 e SKMEL28, nas quais foi desenvolvida resistência ao PLX de acordo 

com as técnicas já anteriormente descritas88–90. 

Para o cultivo celular, foi utilizado meio de cultura DMEM (do inglês, Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium; Gibco) contendo 4500mg/L de glicose e 4 mM de L-glutamina, 

suplementado com 10% de FBS (do inglês, fetal bovine serum; Thermo Fisher Scientific) e 1% 

de solução P/S (do inglês, penicillin-streptomycin; Sigma Aldrich). Também foi adicionado ao 

meio de cultura o antineoplásico PLX na concentração 4,5 µM para a linhagem A375R e 6,0 

µM para a linhagem SKMEL28R - valores utilizados para desenvolvimento da resistência das 

linhagens A375 e SKMEL28 parentais, bem como para a manutenção das linhagens 

resistentes. Todas as células foram mantidas em estufa com umidade controlada a 37°C e 5% 

de CO2. As células foram autenticadas por meio da análise de STR (do inglês, Short Tandem 

Repeat) no Hospital de Câncer de Barretos, de acordo com os padrões internacionais de 

autenticação de linhagens celulares91,92. Para tal, foi utilizado um painel de oito primers 

fluorescentes (D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, vWA, TH01, TPOX e CSF1P0). Também 

foram realizados testes de micoplasma quinzenais para garantir a ausência de contaminação 

durante o cultivo celular. Visando manter os padrões celulares estáveis após o 

descongelamento, foram utilizadas células em 3ª passagem nos ensaios. 

 

4.2 Inibidores 

O composto 3BP (Sigma Aldrich) foi diluído em DPBS (do inglês, Dulbecco's phosphate- 

buffered saline) à temperatura ambiente imediatamente antes de sua utilização. O 

antineoplásico vemurafenibe (Selleck Chem) foi diluído em DMSO (dimetilsulfóxido) em 

alíquotas contendo as respectivas concentrações de tratamento e foi armazenado a 4°C, até 

o seu uso. 
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4.3 Determinação da IC50 e IC25 

Seguindo as instruções dadas pelos fabricantes, a técnica de SRB (sulforodamina B; 

TOX6 Sigma) foi utilizada para a determinação da concentração de 3BP capaz de reduzir 50% 

(IC50) e 25% (IC25) da viabilidade celular. Em resumo, 5x10³ células foram semeadas em placas 

de 96 poços e mantidas em condições normais para adesão. Posteriormente, as células foram 

tratadas com concentrações crescentes de 3BP (0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 150 µM), sozinho 

ou combinado com PLX (em concentração fixa de 4,5 µM, para a linhagem A375R, e 6,0 µM, 

para a linhagem SKMEL28R), e mantidas nestas condições, por 24 ou 48 horas. Passado este 

período, as células foram então fixadas com ácido tricloroacético 50% peso/volume, 

incubadas por 1 hora a 4°C e então lavadas com água para retirada do debris. 

Subsequentemente, as placas foram secas e, a cada poço, foi adicionado 0,4% de SRB, até 

completa submersão das células. Passados 30 minutos de coloração, os poços foram lavados 

com ácido acético 1% até à remoção do corante e novamente as placas foram secas. Após a 

secagem, o corante incorporado foi solubilizado em solução contendo 10 mM Tris e a solução 

resultante foi estabilizada por 5 minutos em temperatura ambiente. A absorvância foi então 

lida em espectrofotômetro (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific) a 565nm (λref =690 nm). 

O ensaio foi realizado em triplicatas experimental e biológica. Os valores de IC 50 e IC25 foram 

obtidos pelo software GraphPad Prism 8.0.1 através da análise de regressão não-linear 

utilizando a equação de dose-resposta sigmoidal (inclinação variável). 

 

4.4 Ensaios funcionais 

Em seguida, segue uma breve descrição dos parâmetros celulares avaliados após o 

tratamento das linhagens com o valor de IC50/25 do 3BP (descrito no item 4.5) por 24 horas, 

sozinho ou em combinação com o antineoplásico PLX. Com exceção do ensaio de 

quantificação de espécies reativas de oxigênio (ROS), todos os demais procedimentos foram 

previamente otimizados pelo grupo de pesquisa93,94. 

 
4.4.1 Viabilidade celular 

Para assegurar que o valor do IC50 calculado, realmente refletia a concentração de 

composto capaz de reduzir a viabilidade em 50% um novo ensaio de viabilidade foi realizado 

utilizando a técnica de SRB (TOX6 Sigma), em concordância com o item 2.5. O tratamento das 
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linhagens com 3BP foi feito utilizando os valores de IC50, sozinho ou em combinação com o 

PLX, obtidos no mesmo item. 

 
4.4.2 Proliferação celular 

Para avaliar o efeito do 3BP sobre a proliferação celular, foi utilizada a técnica 

colorimétrica de incorporação de BrdU (Cell Proliferation ELISA, Roche), seguindo as 

especificações do fabricante. Brevemente, 5x10³ células foram cultivadas em placas de 96 

poços e, após aderidas, foram mantidas em condições de tratamento ou controle, por 24 

horas em meio contendo solução de BrdU (bromodesoxiuridina) 10% v/v. Passado o período, 

o sobrenadante foi retirado dos poços e as células foram reincubadas em desnaturante de 

DNA (FixDenat) por mais 30 minutos, a 25°C. Subsequentemente, o anticorpo anti-BrdU 

conjugado com a peroxidase foi adicionado à solução e deixado agir por cerca de 90 minutos, 

a 25°C. Após esta etapa, o sobrenadante foi mais uma vez removido e as células lavadas em 

PBS 1x para remoção de debris. Finalmente, foi adicionada a solução substrato, que foi deixada 

a incubar por cerca de 30 minutos, a 25°C, para então ser lida em espectrofotômetro 

(Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific), a 370nm (λref = 492nm). O ensaio foi realizado em 

triplicatas experimental e biológica. 

 
4.4.3 Morte celular 

Para avaliar o efeito do 3BP sobre a morte celular das linhagens em estudo, foi 

realizado o ensaio de anexina V e iodeto de propídio (Roche), de acordo com as especificações 

do fabricante. Em síntese, 6x105 células foram cultivadas em placas de 6 poços até atingirem 

cerca de 80% de confluência. Passado este período, estas foram tratadas por 24 horas (em 

condições normais de tratamento ou controle). Posteriormente, o sobrenadante foi colhido e 

unido às células, que foram centrifugadas. Subsequentemente, estas foram lavadas com DPBS 

e incubadas com anexina V conjuntamente com iodeto de propídio por 15 minutos, à 

temperatura ambiente, em sala escura. A determinação da porcentagem de células viáveis, 

em apoptose inicial ou em apoptose tardia/necrose, foi avaliada por citometria de fluxo 

(Accuri C6 Plus Flow Cytometer – BD Biosciences), com um total de 50.000 eventos coletados 

para cada condição analisada. Os resultados foram analisados através do software BD 

CSampler (BD Biosciences 1.0). O ensaio foi realizado em triplicata biológica. 
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4.4.4 Migração celular 

Para avaliar o efeito do 3BP sobre a migração celular, foi utilizado o ensaio de migração 

transwell (Cell Culture Inserts - Corning), de acordo com as especificações do fabricante. Em 

tal metodologia, 5x104 células foram cultivadas (em condições de tratamento ou controle) em 

meio DMEM 0% FBS no compartimento superior dos insertos por 24 horas. Durante este 

tempo, as células foram quimioatraídas pelo meio DMEM 10% FBS contido no compartimento 

inferior. Subsequentemente, as células que migraram durante este intervalo foram fixadas 

com metanol e coradas com hematoxilina e eosina. A membrana foi então fotografada em 

microscópio Olympus BX43 (aumento de 10x) e as células contidas nela foram contadas 

utilizando o software OpenCFU 3.8. O ensaio foi realizado em duplicata experimental e 

triplicata biológica. 

 

4.4.5 Invasão celular 

A determinação do efeito do 3BP sobre a invasão celular foi realizada utilizando a 

técnica da câmara de invasão (Biocoat Matrigel Invasion Chambers, BD), de acordo com as 

especificações do fabricante. Para tal, 1x106 células SKMEL28R e 5x105 células A375R foram 

cultivadas (em condições de tratamento ou controle) em meio DMEM 0% FBS sobre uma 

matriz de matrigel previamente reidratada e contida em placas de invasão. Durante este 

tempo, as células foram quimioatraídas pelo meio DMEM 10% FBS contido no compartimento 

inferior. Passado o período de invasão (24 horas), as células não invasivas foram removidas e 

aquelas que invadiram foram fixadas com metanol, coradas com hematoxilina e eosina, e 

fotografadas em microscópio Olympus BX43 (aumento de 10x). A contagem das mesmas foi 

realizada com o auxílio do software OpenCFU 3.8. O ensaio foi realizado em duplicata 

experimental e triplicata biológica. 

 

4.4.6 Expressão de proteínas relacionadas à transição epitélio mesenquimal 

Para analisar o efeito do 3BP sobre a expressão de proteínas relacionadas à transição 

epitélio mesenquimal (EMT, do inglês epithelial-mesenchymal transition) das linhagens de 

melanoma, foi utilizado o ensaio de western blot examinando as seguintes proteínas: ASMA 

(do inglês, α-Smooth Muscle Actin), ECAD (E-caderina), NCAD (n-caderina), SLUG, SNAIL, TGFB 

(Transforming growth factor beta) e VIM (Vimentina). Em resumo, as linhagens de melanoma 

foram cultivadas em placas de 6 poços em condições de tratamento ou controle, durante 24 
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horas. Posteriormente, foram lavadas com 5 mL de DPBS e homogeneizadas em tampão de 

lise contendo 50 mM Tris (pH= 7,5), 150 mM NaCl, 0,1 mM EDTA (do inglês, 

ethylenediaminetetraacetic acid), 1% Triton X-100, 1% NP40, suplementado com coquetel de 

inibidores de protease (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Os lisados celulares obtidos foram então incubados por 15 

minutos em gelo e, subsequentemente, centrifugados a 13.000 rpm, a 4°C, por 15 minutos. 

Os sobrenadantes foram coletados e as concentrações foram aferidas por curva padrão 

(albumina de soro bovino) utilizando o ensaio de Bradford (Bio-Rad Protein Assay; Bio-Rad), 

de acordo com as recomendações do fabricante. Em seguida, as proteínas foram diluídas em 

tampão de amostra (Laemmli 2x Concentrate; Sigma Aldrich) e desnaturadas a 95°C, por 5 

minutos. Alíquotas de 20 µg de proteína total foram separadas em gel de poliacrilamida SDS- 

PAGE 10% (do inglês, sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis 10%) e 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Protran, GE Healthcare Life 

Sciences). A transferência foi realizada por 30 minutos no equipamento TransBlot Turbo 

Transfer (Bio-Rad). Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite 

desnatado [Molico, diluído em TBS (do inglês, tris-buffered saline) 1x/0,1% Tween - TBS-T, 

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

primários. Cada anticorpo primário foi diluído em TBS-T, 5% BSA (do inglês, bovine serum 

albumin). A Tabela 1 descreve os anticorpos primários utilizados, suas respectivas 

clonalidades, bem como as condições de incubação e diluição que foram aplicadas. Após 

incubação com os anticorpos primários, as membranas foram lavadas por três vezes em TBS- 

T (5+3+3 minutos) e, então, foram incubadas por uma hora, à temperatura ambiente, em 

anticorpo secundário. Os anticorpos secundários utilizados - anti-rabbit (sc-2020, Santa Cruz 

Biotechnology) ou anti-mouse (sc-2031, Santa Cruz Biotechnology) - foram diluídos 1:5000 em 

TBS-T, 5% leite desnatado (Molico). Subsequentemente, as membranas foram lavadas por três 

vezes em TBS-T (5+3+3 minutos) e então levadas para revelação da marcação no equipamento 

ImageQuant LAS 4000mini (GE Healthcare Life Sciences). Os anticorpos ligados foram 

visualizados por quimioluminescência através do kit SuperSignal West Femto Maximum 

Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific). A ACTB (Actina beta) foi utilizada como 

proteína endógena normalizadora. O experimento foi realizado em duplicatas experimental e 

biológica. 
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Tabela 1 - Condições e anticorpos utilizados no western blot de proteínas relacionadas à transição epitélio 

mesenquimal. 

 
Proteínas 

 
Anticorpo 

 
Clonalidade 

Diluição, tempo e 

temperatura de 

incubação 

ACTB 
#3700 

Cell Signaling Technology 
Monoclonal (8H10D10) 1:2000, overnight, 4°C 

ASMA 
#14968 

Cell Signaling Technology 
Policlonal 1:1000, overnight, 4°C 

ECAD 
#3195S 

Cell Signaling Technology 
Monoclonal (24E10) 1:1000, overnight, 4°C 

NCAD 
#4061S 

Cell Signaling Technology 
Policlonal 1:250, overnight, 4°C 

SLUG 
#9585 

Cell Signaling Technology 
Monoclonal (C19G7) 1:1000, overnight, 4°C 

SNAIL 
#3879 

Cell Signaling Technology 
Monoclonal (C15D3) 1:1000, overnight, 4°C 

TGFB 
#3711 

Cell Signaling Technology 
Policlonal 1:1000, overnight, 4°C 

VIM 
#5741S 

Cell Signaling Technology 
Policlonal 1:1000, overnight, 4°C 

 

4.4.7 Formação de colônias 

Para analisar o efeito do 3BP sobre o potencial de formação de colônias, foi utilizado 

o ensaio clonogênico. Neste ensaio, 5x103 células foram cultivadas em placas de 6 poços, por 

20 dias, em meio DMEM 10% FBS, em condição de tratamento ou em condição controle. 

Decorrido este prazo, as colônias geradas foram coradas com cristal violeta e fotografadas em 

microscópio. A capacidade de formar colônias foi quantificada através da solubilização das 

células coradas em ácido acético e análise em espectrofotômetro (Varioskan Flash - Thermo 

Fisher Scientific), a 570 nm. O ensaio foi realizado em duplicata experimental e triplicata 

biológica. 
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4.4.8 Quantificação de espécies reativas de oxigênio 

Para analisar o efeito do 3BP sobre a produção de ROS, foi realizado o ensaio com o 

agente fluorimétrico DHE (dihidroetídio; Thermo Fisher Scientific), uma sonda fluorescente 

para detecção de ROS gerado. Em resumo, 6x105 células foram plaqueadas em placas de 6 

poços, em condição de tratamento, por 24 horas. Decorrido este tempo, o sobrenadante foi 

coletado e adicionado às células, que foram centrifugadas, lavadas com DPBS e expostas a 5 

µM de DHE por 1 hora e 30 minutos, em ambiente escuro, a 37°C. Concomitante à exposição 

ao DHE, o grupo referente ao controle negativo foi tratado com 20 mM do antioxidante, e 

precursor da glutationa, NAC (N-acetilcisteína; Sigma Aldrich) que, por sua vez, foi diluído em 

DPBS à temperatura ambiente e descartado imediatamente após uso. Uma hora após o início 

da exposição ao DHE, o grupo referente ao controle positivo foi tratado com 10 µM de AA 

(Antimicina A; Sigma Aldrich), um inibidor do complexo III da cadeia de transporte de elétrons. 

A amostra mãe da AA foi diluída em etanol e mantida à -20°C. A solução de trabalho foi feita 

diluindo-se a amostra mãe de antimicina A em DPBS no momento de sua utilização. Passado 

o período de incubação, as células foram centrifugadas, solubilizadas em DPBS e lidas em 

citometria de fluxo (Accuri C6 Plus Flow Cytometer – BD Biosciences). Um total de 50.000 

eventos para cada condição foi analisado pelo software BD CSampler (BD Biosciences 1.0). O 

ensaio foi realizado em triplicata biológica. 

 

4.5 Perfil metabólico 

Visando a avaliar o perfil metabólico das células, as quantidades de glicose e lactato 

foram mensuradas em amostras de meio de cultura e foi avaliada, através de western blot, a 

expressão das seguintes proteínas relacionadas ao metabolismo: ASCT2 (do inglês, alanine- 

serine-cysteine transporter 2), CA9 (do inglês, carbonic anhydrase 9), CD147, GLS (do inglês, 

glutaminase), GLUD1/2 (do inglês, glutamate dehydrogenase 1/2), GLUT1 (do inglês, glucose 

transporter 1), HK2, LDH5, MCT1, MCT4 e PDK. 

 
4.5.1 Quantificação dos níveis de glicose e lactato extracelulares 

Para quantificação dos níveis de glicose e lactato extracelulares, foram utilizados os 

kits Glucose Colorimetric Assay e Lactate Colorimetric Assay (Spinreact), seguindo as 

instruções do fabricante. Para tal, um total de 5x103 células foram semeadas em placas de 96 

poços e mantidas sob condições de tratamento ou controle. Após um período de 24 horas 
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(T24), o meio de cultura foi retirado e mantido em -20°C até à análise. Como branco (T0), foi 

utilizado o meio de cultura livre de células, mantido sob as mesmas condições. Para o cálculo 

da variação de glicose, foi utilizada a fórmula T0-T24 e, para a variação de lactato, foi utilizada 

a fórmula. O ensaio de SRB (Sigma Aldrich) foi utilizado para normalizar os resultados, por 

quantificação da proteína total presente nas amostras, seguindo as instruções do fabricante 

(maiores detalhes em 4.3). O experimento foi realizado em triplicatas experimental e 

biológica. 

 

4.5.2 Quantificação da captação de glicose 

Para avaliar o efeito do 3BP sobre a captação das linhagens de melanoma estudadas, foi 

realizado o ensaio de 2NBDG (2-(n-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)2-deoxiglicose; 

Thermo Fisher Scientific), de acordo com as especificações do fabricante. Em resumo, 6x105 

células foram cultivadas em placas de 6 poços até atingirem cerca de 80% de confluência. 

Posteriormente, estas foram tratadas por 4 horas (em condições normais de tratamento ou 

controle) em meio sem glicose contendo 10 µM de 2NBDG. Como controle positivo, as células 

foram tratadas com 5 µM de apigenina (Sigma Aldrich), um inibidor de GLUT1, que foi diluído 

em DMSO e mantido a -20°C até o momento de utilização. Decorrido o período de tratamento, 

o sobrenadante foi coletado e adicionado às células ressuspendidas, que, posteriormente 

foram centrifugadas. Em seguida, as células foram lavadas e ressuspendidas em DPBS 

contendo 5 µM de 7AAD (7-aminoactinomicina D), seguido de incubação por 15 minutos, à 

temperatura ambiente, em sala escura. A determinação da porcentagem de células viáveis e 

de células que captaram o 2NBDG foi realizada por citometria de fluxo (Accuri C6 Plus Flow 

Cytometer – BD Biosciences), com um total de 50.000 eventos coletados para cada condição 

analisada. Os resultados foram avaliados através do software BD CSampler (BD Biosciences 

1.0). O ensaio foi realizado em triplicata biológica. 

 

4.5.3 Expressão de proteínas relacionadas ao metabolismo 

Visando a avaliar o efeito do 3BP sobre a expressão de proteínas metabólicas, foi feito um 

ensaio de western blot de acordo com o item 4.4.4, utilizando os anticorpos descritos na 

Tabela 2. 
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Tabela 2 - Condições e anticorpos utilizados no western blot de proteínas relacionadas ao metabolismo. 
 

 
Proteínas 

 
Anticorpo 

 
Clonalidade 

Diluição, tempo e 

temperatura de 

incubação 

ACTB 
#3700 

Cell Signaling Technology 
Monoclonal (8H10D10) 1:2000, overnight, 4°C 

 

ASCT2 
abn73 

Merck Milipore 

 

Policlonal 
 

1:1000, overnight, 4°C 

CA9 
ab15086 

Abcam 
Policlonal 1:2000, overnight, 4°C 

CD147 
sc-71038 

Santa Cruz Biotechnology 
Monoclonal (1.BB.218) 1:250, overnight, 4°C 

GLS 
A83195 

Atlas Antibodies 
Polyclonal 1:125, overnight, 4°C 

 

GLUD1/2 
#12793 

Cell Signaling Technology 

 

Monoclonal (D9F7P) 
 

1:1000, overnight, 4°C 

GLUT1 
ab15086 

Abcam 
Policlonal 1:1000, overnight, 4°C 

HK2 
ab104836 

Abcam 
Monoclonal (3D3) 1:1000, overnight, 4°C 

LDH5 
ab101562 

Abcam 
Monoclonal (EPR1564) 1:3000, overnight, 4°C 

 

MCT1 
sc-365501 

Santa Cruz Biotechnology 

 

Monoclonal (H-1) 
 

1:200, overnight, 4°C 

MCT4 
sc-50329 

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

PDK 
sc-28783 

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

Todos os dados obtidos foram armazenados e processados no software GraphPad 

Prism 8.0.1. Diferenças estatísticas entre os grupos tratados com DPBS vs. 3BP e DPBS+PLX vs. 

3BP+PLX, bem como as diferenças entre linhagens celulares foram calculadas utilizando o 

teste T de Student. O nível de significância considerado nos testes realizados foi de 5% 

(p≤0,05). 
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5 RESULTADOS 
 
 

5.1 A375R e SKMEL28R apresentam perfis metabólicos distintos com diferentes 

sensibilidades ao 3BP 

A fim de investigar possíveis diferenças no perfil metabólico das linhagens de 

melanoma estudadas, a expressão de proteínas relacionadas à via glicolítica e à via da 

glutamina, através da técnica de western blot, foi realizada (Figura 3). Foi visto que ambas as 

células possuem alta expressão de HK2 e MCT1. A análise comparativa também indicou que a 

linhagem A375R tem uma expressão aumentada de GLUD1/2, GLUT1 e PDK, enquanto a 

linhagem SKMEL28R teve expressão aumentada de GLS, LDH5 e MCT4. Em geral, estes 

resultados sugerem que a linhagem SKMEL28R possui um perfil metabólico mais diversificado, 

sem predominância da via glicolítica ou da via glutaminolítica, quando comparada à linhagem 

A375R, que, dada sua expressão notavelmente baixa de GLS, aparentemente apresenta uma 

baixa atividade da via da glutamina. 

 

 
Figura 3 - Avaliação da expressão basal de proteínas relacionadas ao metabolismo tumoral nas linhagens A375R 

e SKMEL28R. A. Ensaio de western blot. B. Quantificação dos immunoblots normalizados pelos níveis de actina 

beta. O eixo y representado como unidades arbitrárias [u.a.]. Dados apresentados como média ± erro padrão das 

triplicatas experimentais. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 
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De forma a calcular o IC50 de ambas linhagens para o 3BP (na presença ou ausência 

de PLX no meio de cultura), bem como averiguar a possível interferência do tempo de 

exposição na resposta ao tratamento, foram realizadas duas curvas de viabilidade após 

exposição a concentrações crescentes de 3BP para cada tempo estudado (24 e 48 horas), uma 

em mono tratamento e outra em tratamento combinado com PLX (Figura 4 e Tabela 2). 
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Figura 4 – Avaliação do efeito do 3BP sobre a viabilidade das linhagens A375R e SKMEL28R. Resultados obtidos 

após 24h e 48h de exposição a diferentes concentrações de 3BP (0 -150 µM), na presença e ausência de PLX (4,5 

µM para A375R e 6,0 µM para SKMEL28R), avaliada por meio do ensaio de sulforodamina B. Ensaio normalizado 

pela concentração mínima de 3BP (0 µM). Dados apresentados como média ± erro padrão das triplicatas 

experimental e biológica. 

 
 

Tabela 3 - Valores de IC50 e IC25 das linhagens A375R e SKMEL28R após 24h e 48h tratamento com 3BP, na 

ausência e na presença de PLX. Dados apresentados como média ± erro padrão para 95% da média. 

 
 
 
 

Foi observada uma diferença no padrão de sensibilidade entre ambas as linhagens 

estudadas, sendo a A375R a que se apresentou mais sensível, tanto no tratamento com o 3BP 

sozinho (59,01 ± 2,86 µM vs. 80,87 ± 3,73 µM), quanto quando combinado com PLX (47,90 ± 

2,33 µM vs. 88,66 ± 3,35 µM), após 24 horas de exposição. Resultado similar foi observado 

após 48 horas de tratamento. Portanto, foi proposto seguir com o IC 50 de 24 horas de 
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exposição para os demais testes funcionais, concentração esta que foi aferida em ensaio 

funcional isolado a fim de confirmar os cálculos obtidos (Figura suplementar 1, ANEXO). 

 
5.2 O 3BP reduz a divisão celular e induz a morte de linhagens de melanoma resistentes 

ao PLX 

Uma vez que o teste de SRB quantifica proteínas de células aderidas aos poços de 

cultura, dando informações acerca da quantidade de biomassa existente, foi realizado um 

ensaio de proliferação para verificar se a redução da biomassa após tratamento com 3BP 

poderia ser decorrente da redução da divisão celular. Os resultados obtidos confirmaram que 

o tratamento com 3BP reduziu a proliferação celular de maneira significativa, 

independentemente da presença de PLX no meio de cultura, em ambas linhagens estudadas 

(Figura 5). Confirmando este achado, também foi observado que o 3BP foi capaz de reduzir a 

quantidade de colônias de maneira significativa e independente de PLX (Figura 6). 

 
 
 

 
Figura 5 – Avaliação do efeito do 3BP sobre a proliferação das linhagens A375R e SKMEL28R. Resultados obtidos 

após exposição 24 horas de exposição ao IC50 de 3BP (60 µM em monoterapia e 45 µM em terapia combinada 

com PLX, para A375R, e 80 µM em monoterapia e 90 µM em terapia combinada com PLX, para SKMEL28R), na 

presença e ausência de PLX (concentração fixa de 4,5 µM para A375R e 6,0 µM para SKMEL28R), avaliada por 

meio da técnica colorimétrica de incorporação de BrdU. Dados apresentados como média ± erro padrão das 

triplicatas experimental e biológica. **** p≤0,0001. 
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Figura 6 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a capacidade de formação de colônias das linhagens A375R e 

SKMEL28R. Resultados obtidos após exposição 24 horas de exposição ao IC 50 de 3BP (60 µM em monoterapia e 

45 µM em terapia combinada com PLX, para A375R, e 80 µM em monoterapia e 90 µM em terapia combinada 

com PLX, para SKMEL28R), na presença e ausência de PLX (concentração fixa de 4,5 µM para A375R e 6,0 µM 

para SKMEL28R). A. Colônias formadas após coloração com cristal violeta. B. Quantificação da absorvância após 

solubilização das colônias formadas em ácido acético. Dados apresentados como média ± erro padrão da 

duplicata experimental e triplicata biológica. **** p≤0,0001. 

 

O efeito do 3BP sobre a morte celular também foi determinado, por meio da coloração 

com anexina V e iodeto de propídio (Figuras 7 e 8). Em tal ensaio, foi observado que o 3BP 

levou a um aumento significativo da quantidade de células mortas. Tal resultado foi 

independente da presença de PLX no meio de cultura. De fato, na linhagem A375R, a presença 

de PLX parece ter tido um efeito antagônico ao efeito do 3BP, tendo reduzido a porcentagem 

de células mortas no grupo 3BP+PLX, quando comparado ao grupo 3BP. O mesmo resultado 

não foi observado na linhagem SKMEL28R que, além de apresentar uma menor porcentagem 
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de morte celular após tratamento com 3BP, quando comparado à linhagem A375R, também 

apresentou apoptose tardia/necrose nesta condição. 

 
Figura 7 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a morte celular da linhagem A375R corada com anexina V e iodeto 

de propídio. A. Gráfico representando a distribuição entre os tipos de apoptose da linhagem A375R após 

exposição por 24 horas ao IC50 de 3BP (60 µM com 3BP em monoterapia, e 45 µM com 3BP em terapia combinada 

com PLX). Concentração fixa de PLX (4,5 µM). B. Representação gráfica dos resultados significativos resultantes 

da coloração com anexina V/iodeto de propídio. Dados apresentados como média ± erro padrão das triplicatas 

experimental e biológica. * p≤0,05; **** p≤0,0001. C. Dot plot da linhagem A375R corada com anexina V/iodeto 

de propídio. 
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Figura 8 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a morte celular da linhagem SKMEL28R corada com anexina V e iodeto 

de propídio. A. Gráfico representando a distribuição entre os tipos de apoptose da linhagem SKMEL28R após 

exposição por 24 horas ao IC50 de 3BP (80 µM com 3BP em monoterapia, e 90 µM com 3BP em terapia combinada 

com PLX). Concentração fixa de PLX (6,0 µM). B. Representação gráfica dos resultados significativos resultantes 

da coloração com anexina V/iodeto de propídio. Dados apresentados como média ± erro padrão da triplicata 

biológica. * p≤0,05. C. Dot plot da linhagem SKMEL28R corada com anexina V/iodeto de propídio. 

 
 

5.3 O 3BP diminui a migração/invasão de linhagens de melanoma resistentes ao PLX e inibe 

a expressão de marcadores de EMT 

De forma a avaliar de forma mais completa uma possível mudança no fenótipo 

agressivo das células de melanoma tratadas com 3BP, também foram realizados testes de 

migração e invasão (Figuras 9 e 10, respectivamente). Em ambos os ensaios, as linhagens 

A375R e SKMEL28R regrediram sua agressividade após o tratamento com 3BP, como pode ser 

observado na redução no número de células migratórias/invasivas decorridas 24 horas de 

exposição à droga. De fato, mesmo se tratando do IC50, foi observada uma inibição completa 

na migração e invasão desta linhagem após o tratamento com 3BP sozinho. Tal resultado foi 

reafirmado pelo tratamento com o IC25 que reproduziu o mesmo resultado, tanto para 

migração, quanto para invasão celular, na linhagem A375R. No entanto, corroborando com o 

resultado encontrado no ensaio de apoptose, o tratamento conjunto de 3BP+PLX na linhagem 

A375R, curiosamente, também provocou uma reversão do efeito inibitório sobre a migração 
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celular encontrado no grupo 3BP em mono tratamento, ainda que o mesmo não tenha sido 

encontrado no ensaio de invasão. 

 
 

 
Figura 9 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a migração das linhagens A375R e SK MEL28R usando sistema 

transwell. A. Células migratórias coradas com hematoxilina e eosina após exposição de 24 horas ao IC 25 (45 µM 

para A375R e 65µM para SKMEL28R com 3BP em monoterapia, e 35 µM para A375R e 80µM para SKMEL28R 

com 3BP em terapia combinada com PLX) e IC50 de 3BP (60 µM para A375R e 80 µM para SKMEL28R com 3BP 

em monoterapia, e 45 µM para A375R e 90 µM para SKMEL28R com 3BP em terapia combinada com PLX). 

Concentração fixa de PLX (4,5 µM para A375R e 6,0 µM para SKMEL28R). B. Representação gr áfica da contagem 

de células migratórias. Dados normalizados pelo grupo DPBS. Dados apresentados como média ± erro padrão da 

duplicata experimental e triplicata biológica. **** p≤0,0001. 
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Figura 10 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a invasão das linhagens A375R e SKMEL28R usando sistema 

transwell. A. Células invasivas coradas com hematoxilina e eosina após exposição de 24 horas ao IC 25 (45 µM para 

A375R e 65µM para SKMEL28R com 3BP em monoterapia, e 35 µM para A375R e 80µM para SKMEL28R com 3BP 

em terapia combinada com PLX) e IC50 de 3BP (60 µM para A375R e 80 µM para SKMEL28R com 3BP em 

monoterapia, e 45 µM para A375R e 90 µM para SKMEL28R com 3BP em terapia combinada com PLX). 

Concentração fixa de PLX (4,5 µM para A375R e 6,0 µM para SKMEL28R). B. Re presentação gráfica da contagem 

de células invasivas. Dados normalizados pelo grupo DPBS. Dados apresentados como média ± erro padrão da 

duplicata experimental e triplicata biológica. ** p≤0,01; *** p≤0,001; **** p≤0,0001. 

 
 

Uma vez o que 3BP foi capaz de inibir a invasão e migração das linhagens de 

melanoma, também foi avaliado o efeito do 3BP sobre a expressão de marcadores de EMT (do 

inglês, epithelial–mesenchymal transition) nas linhagens estudadas (Figuras 11 e 12). Como 

resultado, o 3BP, em monoterapia, foi capaz de regular negativamente a expressão de ASMA, 

ECAD, NCAD e SLUG, na linhagem A375R, bem como a expressão de TGFB, na linhagem 
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SKMEL28R. Também foi vista uma diminuição na expressão de NCAD, na linhagem A375R, 

bem como de SLUG, TGFB e VIM, na linhagem SKMEL28R, após terapia combinada 3BP + PLX. 

Em contrapartida, a monoterapia com 3BP foi capaz de induzir um aumento de SNAIL, na 

linhagem SKMEL28R, enquanto a terapia combinada 3BP + PLX também aumentou a 

expressão de VIM, na linhagem A375R. 

 

Figura 11 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a expressão de proteínas relacionadas à transição epitélio 

mesenquimal na linhagem A375R. Resultados obtidos após 24 horas de exposição ao IC 50 de 3BP (60 µM com 

3BP em monoterapia, e 45 µM com 3BP em terapia combinada com PLX). Concentração fixa de PLX (4,5 µM). A. 

Ensaio de western blot. B. Quantificação dos immunoblots normalizados pelos níveis de actina beta (ACTB). O 

eixo y representado como unidades arbitrárias [u.a.]. Dados apresentados como média ± erro padrão das 

triplicatas experimentais. * p≤0,05; ** p≤0,01. 
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Figura 12 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a expressão de proteínas relacionadas à transição epitélio 

mesenquimal na linhagem SKMEL28R. Resultados obtidos após 24 horas de exposição ao IC50 de 3BP (80 µM com 

3BP em monoterapia, e 90 µM com 3BP em terapia combinada com PLX). Concentração fixa de PLX (6,0 µM). A. 

Ensaio de western blot. B. Quantificação dos immunoblots normalizados pelos níveis de actina beta (ACTB). O 

eixo y representado como unidades arbitrárias [u.a.]. Dados apresentados como média ± erro padrão das 

triplicatas experimentais. * p≤0,05; ** p≤0,01, *** p≤0,001. 

 
 

 
5.4 O 3BP modula o perfil metabólico e estimula a liberação de ROS em linhagens de 

melanoma resistentes ao PLX 

A fim de determinar possíveis mudanças no perfil metabólico das linhagens celulares 

após o tratamento com 3BP, foi realizado o ensaio de western blot com as células submetidas 

a tratamento durante 24 horas (Figura 13 e 14). Como resultado, o 3BP, em monoterapia, foi 

capaz de inibir a expressão da LDH5 em ambas linhagens (com maior efeito na linhagem 

A375R), bem como aumentar significativamente a expressão de MCT1 na linhagem A375R e a 

expressão de HK2 na linhagem SKMEL28R. Também foi observado que o tratamento com 3BP 

foi capaz de aumentar significativamente a expressão de CA9, de maneira independente de 

PLX. Ainda, o tratamento combinado de 3BP e PLX induziu um aumento na expressão de 

diversas proteínas metabólicas na linhagem SKMEL28R, entre as quais incluem GLS, GLUT1 e 

MCT4. Por fim, também foi observado que a retirada de PLX do meio do meio de cultura 

aumentou a expressão de GLUT1 e MCT4, em ambas linhagens, além de CA9, LDH5 e MCT4, 

somente na linhagem A375R (Figura suplementar 2 e 3, ANEXO). 
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Figura 13 – Avaliação do efeito do 3BP sobre a expressão de proteínas relacionadas ao metabolismo tumoral na 

linhagem A375R. Resultados obtidos após 24 horas de exposição ao IC 50 de 3BP (60 µM com 3BP em 

monoterapia, e 45 µM com 3BP em terapia combinada com PLX). Concentração fixa de PLX (4,5 µM). A. Ensaio 

de western blot. B. Quantificação dos immunoblots normalizados pelos níveis de actina beta (ACTB). O eixo y 

representado como unidades arbitrárias [u.a.]. Dados apresentados como média ± erro padrão das triplicatas 

experimentais. * p≤0,05; ** p≤0,01. 

 

 
Figura 14 – Avaliação do efeito do 3BP sobre a expressão de proteínas relacionadas ao metabolismo tumoral na 

linhagem SKMEL28R. Resultados obtidos após 24 horas de exposição ao IC50 de 3BP (80 µM com 3BP em 

monoterapia, e 90 µM com 3BP em terapia combinada com PLX). Concentração fixa de PLX (6,0 µM). A. Ensaio 

de western blot. B. Quantificação dos immunoblots normalizados pelos níveis de actina beta (ACTB). O eixo y 

representado como unidades arbitrárias [u.a.]. Dados apresentados como média ± erro padrão das triplicatas 

experimentais. * p≤0,05; ** p≤0,01. 
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A fim de avaliar se as mudanças na expressão de proteínas metabólicas após o 

tratamento com 3BP refletiam em mudanças no consumo ou produção de glicose e lactato, 

os níveis extracelulares destes metabólitos foram quantificados. Como resultado, foi visto que 

o tratamento com 3BP foi capaz de estimular o aumento do influxo de glicose de forma 

significativa em ambas linhagens, A375R e SKMEL28R (Figura 15). Porém, enquanto a 

linhagem A375R manteve os seus níveis de lactato extracelular constantes após o tratamento 

com 3BP, este composto foi capaz de reduzir os níveis deste metabólito de maneira 

significativa na linhagem SKMEL28R, de maneira independente da presença de PLX (Figura 

16). 

 

 
Figura 15 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a variação de glicose extracelular nas linhagens A375R e SKMEL28R. 

Resultados obtidos após 24 horas de exposição ao IC50 de 3BP (60 µM em monoterapia e 45 µM em terapia 

combinada com PLX, para A375R, e 80 µM em monoterapia e 90 µM em terapia combinada com PLX, para 

SKMEL28R), na presença e ausência de PLX (concentração fixa de 4,5 µM para A375R e 6,0 µM para SKMEL28R). 

Valores obtidos pela diferença entre a quantidade de glicose inicial e a quantidade de glicose final. Dados 

apresentados como média ± erro padrão das triplicatas experimental e biológica. * p≤0,05; ** p≤0,01. 
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Figura 16 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a variação de lactato extracelular nas linhagens A375R e SKMEL28R. 

Resultados obtidos após 24 horas de exposição ao IC50 de 3BP (60 µM em monoterapia e 45 µM em terapia 

combinada com PLX, para A375R, e 80 µM em monoterapia e 90 µM em terapia combinada com PLX, para 

SKMEL28R), na presença e ausência de PLX (concentração fixa de 4,5 µM para A375R e 6,0 µM para SKMEL28R). 

Valores obtidos pela diferença entre a quantidade de lactato final e quantidade de lactato inicial. Dado s 

apresentados como média ± erro padrão das triplicatas experimental e biológica. * p≤0,05. 

 

Com o objetivo de validar que a variação de glicose extracelular observada após a 

exposição ao 3BP reflete o aumento no consumo deste metabólito nas linhagens de 

melanoma estudadas, foi realizado um teste de captação do análogo fluorescente da glicose, 

2NBDG (Figura 17). Como resultado, foi observado que, de forma similar ao teste realizado 

com o kit colorimétrico de quantificação de glicose, ambas as linhagens aumentaram a 

captação de 2NBDG após exposição ao 3BP. Interessantemente, consoante com os resultados 

obtidos previamente, a exposição ao 3BP produziu um efeito mais pronunciado na linhagem 

SKMEL28R do que na linhagem A375R. 
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Figura 17 – Avaliação do efeito do 3BP sobre a captação de glicose nas linhagens A375R e SKMEL28R por meio 

da técnica de incorporação de 2NBDG. Resultados obtidos após 24 horas de exposição ao IC50 de 3BP (60 µM em 

monoterapia e 45 µM em terapia combinada com PLX, para A375R, e 80 µM em monoterapia e 90 µM em terapia 

combinada com PLX, para SKMEL28R), na presença e ausência de PLX (concentração fixa de 4,5 µM para A375R 

e 6,0 µM para SKMEL28R). Gráfico representando a porcentagem de células negativamente marcadas para 7AAD 

(células vivas) e positivamente marcadas com 2NBDG. Controle negativo (apigenina). Dados apresentados como 

média ± erro padrão da triplicata biológica. * p≤0,05; ** p≤0,01. 

 

Foi realizado um teste com o fluoróforo DHE, a fim de observar o efeito do 3BP sobre 

a produção de radicais livres nas linhagens de melanoma estudadas (Figura 18). Em tal ensaio, 

foi visto que a exposição a este composto teve forte influência na produção de ROS na 

linhagem A375R, sendo este efeito, de maneira similar aos testes de apoptose e migração 

celular, mais intensos em monoterapia do que em terapia combinada com PLX. Em 

contrapartida, a linhagem SKMEL28R apresentou forte resistência em produzir ROS após o 

tratamento com 3BP. De fato, mesmo com o dobro da concentração de antimicina A utilizada 

na linhagem A375R, somente cerca de 10% das células SKMEL28R tiveram ROS mensurável no 

controle positivo. 
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Figura 18 - Avaliação do efeito do 3BP sobre a liberação de espécies reativas de oxigênio nas linhagens A375R e 

SKMEL28R por meio da técnica de DHE. Gráfico representando a porcentagem de células marcadas 

positivamente com o marcador DHE após 24 horas de exposição ao IC50 de 3BP (60 µM em monoterapia e 45 µM 

em terapia combinada com PLX, para A375R, e 80 µM em monoterapia e 90 µM em terapia combinada com PLX, 

para SKMEL28R), na presença e ausência de PLX (concentração fixa de 4,5 µM para A375R e 6,0 µM para 

SKMEL28R). Controle negativo NAC (N-acetilcisteína) e controle positivo AA (antimicina A). Dados apresentados 

como média ± erro padrão da triplicata biológica. * p≤0,05; **** p≤0,0001. 
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6 DISCUSSÃO 
 
 

Tumores possuem alta demanda bioenergética e biossintética e, por este motivo, 

dependem fortemente de vias metabólicas como a glicólise95 e a glutaminólise96. Tal 

necessidade é ainda mais pronunciada em tumores quimiorresistentes, uma vez que 

necessitam de energia para realizar funções dependentes de ATP essenciais para lidar com o 

estresse na quimioterapia, tais como: aumento do efluxo de toxinas, inativação de moléculas, 

reparo de DNA, expressão de moléculas anti-apoptóticas, ativação de vias de sobrevivência, 

ou desregulação de vias de sinalização de fatores de crescimento80,81. Tanto o PLX, fármaco 

capaz de reduzir a proliferação celular, como o 3BP, um potente inibidor metabólico, agem 

em vias distintas dos chamados hallmarks of cancer35. Para tanto, aproveitando-se da 

interação já descrita entre vias oncogênicas e metabólicas97, neste projeto, foi testada a 

hipótese de que a combinação de PLX e 3BP pode ser uma estratégia anticâncer relevante no 

contexto da resistência do melanoma ao PLX. Ao nosso conhecimento, este foi o primeiro 

estudo avaliando funcionalmente o efeito da combinação destes dois fármacos em linhagens 

de melanomas resistentes ao PLX. 

A alta carga mutacional é uma característica especialmente presente em 

melanomas98. Esta propriedade, diretamente relacionada à diversidade metabólica, pode 

impactar na resposta clínica e gerar resistência a fármacos99. Para tanto, visando extrapolar 

os resultados obtidos para tumores com perfis metabólicos distintos, uma caracterização 

metabólica foi realizada com o objetivo de garantir a diversidade celular. Comparativamente, 

a linhagem A375R possui uma expressão notavelmente baixa de GLS, sugerindo baixa 

atividade da via glutaminolítica, enquanto regula positivamente proteínas relacionadas à via 

glicolítica, tais como GLUT1 e PDK. Em contraste, a linhagem SKMEL28R exibiu um perfil 

metabólico mais heterogêneo, sem predominância entre estas vias metabólicas, ainda que 

apresentando, comparativamente, alta expressão de LDH5 e MCT4. Esta distinção parece ter 

contribuído para uma sensibilidade distinta ao 3BP em monoterapia, em que a diferença de 

IC50 entre a linhagem SKMEL28R e A375R foi de 1,37x, e em terapia combinada com PLX, em 

que a diferença foi de 1,85x, após 24 horas de tratamento. 

Interessantemente, o efeito do 3BP sobre a viabilidade celular aparenta ocorrer de 

maneira independente de PLX, uma vez que este composto foi visto inibir a divisão 

(confirmada pelo ensaio de proliferação e formação de colônias) e incitar a morte celular tanto 
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quando exposto de maneira isolada ou conjunta ao PLX. De notar, já foi mostrado que o 

tratamento com esse composto é capaz de induzir a parada do ciclo celular na fase G2/M (do 

inglês, second growth / mitosis phase), em gliomas100, além de induzir necrose de maneira 

independente de caspases em células de melanoma66. A valer, dado que a apoptose é um 

processo que demanda energia, concentrações superiores a 60 μM de 3BP foram vistas gerar 

exclusivamente necrose, devido à depleção completa do ATP celular65, corroborando com os 

resultados descritos. 

Importantemente, embora a linhagem A375R tenha mostrado um IC50 inferior em 

relação à linhagem SKMEL28R, de maneira geral, ambas se mostraram significativamente 

responsivas ao tratamento com 3BP nos ensaios funcionais realizados. Estes resultados 

corroboram com os dados de caracterização de expressão proteica que mostrou que as 

linhagens estudadas apresentam uma alta expressão de MCT1. Esta proteína, bem como sua 

chaperona (CD147), já provaram ser mecanismos importantes de captação de 3BP, e, 

portanto, modelam a sensibilidade de células tumorais para esta droga59,101. A alta expressão 

de MCT1 também foi associada com o aumento do potencial metastático de melanomas, além 

de uma pior sobrevida geral de pacientes, sugerindo fortemente que este transportador possa 

ser um biomarcador de agressividade tumoral importante102, o que, portanto, justifica o uso 

de 3BP neste tipo de neoplasia. 

Diversas vias metabólicas têm correlação intrínseca com a sustentação da EMT em 

células epiteliais103, fenômeno que contribui para um fenótipo mais invasivo e é influenciado 

diretamente pela via das MAPK104. Como um inibidor glicolítico, o 3BP é considerado um 

potencial inibidor de EMT105, além de inibir proteínas relevantes para o fenótipo invasivo de 

tumores, como as MMPs (do inglês, matrix metalloproteinases)106. Suportando esta ideia, o 

tratamento com 3BP reduziu drasticamente o potencial migratório e invasivo das linhagens 

resistentes ao PLX. No entanto, similar aos ensaios de proliferação e morte celular, a 

monoterapia com 3BP foi mais efetiva em limitar a migração da linhagem A375R do que sua 

combinação com PLX. De fato, em contraste com o 3BP como monoterapia, que impediu 

completamente a migração, mesmo em concentrações menores, a adição de 3BP na presença 

de PLX não produziu resultados significativos. Interessantemente, o mesmo não foi observado 

na linhagem SKMEL28R, sugerindo que diferenças metabólicas podem estar envolvidas neste 

efeito. 
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Ainda que melanomas BRAF-mutados tenham metabolismo preponderantemente 

glicolítico, sua exposição a inibidores BRAF/MEK reduzem a glicólise, fazendo-os depender do 

metabolismo mitocondrial107. Este efeito foi observado após a remoção do PLX do meio de 

cultura que gerou um aumento na expressão de proteínas relacionadas à via glicolítica, tais 

como GLUT1, e MCT4, em ambas linhagens, além de CA9 e LDH5, somente para a linhagem 

A375R. Dado que o efeito inibitório do 3BP é preponderantemente sobre a glicólise72, sugere- 

se que esta tenha sido a causa para que a monoterapia tenha sido mais efetiva em alguns 

ensaios, do que a sua combinação com PLX. De fato, condizente com o número de proteínas 

glicolíticas superexpressas após a retirada do PLX do meio, a linhagem A375R foi a linhagem 

que mais sofreu com o 3BP em monoterapia. No entanto, interações 

metabólicas/proliferativas mais complexas podem estar envolvidas na terapia combinada 

3BP/PLX, requerendo estudos adicionais para serem melhor compreendidas. 

Concordante com os ensaios de migração e invasão, foi observado que o tratamento 

com o 3BP gerou uma mudança expressiva no perfil de marcadores de EMT nas linhagens 

estudadas, reduzindo a expressão de fatores pró-mesenquimais, tais como, ASMA, NCAD e 

SLUG, na linhagem A375R, bem como SLUG, TGFB e VIM, na linhagem SKMEL28R. Contudo, 

contrapondo a inibição destes fatores, o tratamento com 3BP também foi capaz de 

superexpressar VIM e regular negativamente ECAD, na linhagem A375R, bem como aumentar 

a expressão de SNAIL, na linhagem SKMEL28R, eventos associados com a redução da adesão 

célula-célula e com um fenótipo mais mesenquimal108. Isto indica que, ainda que o 3BP possa 

suprimir a agressividade tumoral por meio da inibição de EMT, mecanismos compensatórios 

podem existir neste processo. A valer, estudos também apontam que a expressão positiva de 

ECAD pode ativar EGFR (do inglês, epidermal growth factor receptor), estimulando as vias de 

sinalização PI3K (do inglês, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) e MAPK109–111, 

sugerindo que sua inibição após o tratamento com 3BP possa ser um fator positivo contra a 

progressão tumoral, bem como que outros fatores possam estar envolvidos neste contexto. 

Notavelmente, o tratamento com 3BP induziu um aumento no consumo de glicose em 

ambas linhagens estudadas. Tal resultado, avaliado por duas metodologias distintas, a 

princípio, vai de encontro à atividade inibitória já descrita para este composto sobre a HK272, 

enzima que facilita a metabolização da glicose no interior da célula112. No entanto, estudos 

apontam que, apesar do aumento da expressão desta enzima potencializar o efeito do 3BP 

em linhagens tumorais, o seu silenciamento não é suficiente para alterar a sensibilidade para 
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este fármaco113. Além disso, um não consenso quanto à inibição da HK2 causada pelo 3BP114, 

bem como a existência de outras isoformas compensatórias115 pode indicar que fatores 

adicionais podem estar envolvidos na atividade do 3BP sobre esta enzima. De fato, no 

presente estudo, a linhagem SKMEL28R apresentou um aumento na expressão de HK2 após o 

tratamento com 3BP, corroborando com seu consumo de glicose elevado após exposição a 

este composto. Neste sentido, similar a estudos já desenvolvidos com metformina (um 

inibidor metabólico do complexo mitocondrial I)116,117, sugere-se que a perturbação 

metabólica ocasionada pelo tratamento com 3BP possa aumentar a produção de fatores como 

o AMPK (do inglês, adenosine monophosphate - activated protein kinase), o que foi visto 

desencadear o aumento no consumo de glicose, bem como a redução da proliferação, 

resultados também encontrados no presente trabalho118. 

Também foi visto que o tratamento com 3BP induziu uma redução na quantidade de 

lactato extracelular na linhagem SKMEL28R. Este resultado, já descrito anteriormente para 

este composto119, está de acordo com a redução da expressão de LDH5 também observada 

nas duas linhagens estudas, indicando que o 3BP foi capaz de reduzir a produção de lactato 

nesta célula. No entanto, estudos apontam que, ainda que o exporte de lactato seja 

prejudicado pelo 3BP, um aumento na quantidade de lactato intracelular foi encontrado após 

o tratamento com este composto, indicando um possível prejuízo no transporte deste 

metabólito através das membranas114. De fato, mesmo que o exporte de lactato tenha sido 

prejudicado nesta mesma linhagem, no presente estudo foi observado um aumento na 

expressão de várias enzimas glicolíticas após sua exposição ao 3BP. Interessantemente, todas 

enzimas reguladas positivamente na linhagem SKMEL28R são estimuladas por HIF1A (do 

inglês, hypoxia inducible factor 1 subunit alpha)120, um regulador de vários genes relacionados 

à hipóxia e glicólise em melanomas44. O HIF1A, já reportado ser constitutivamente ativo em 

melanomas121,122, apresenta um mecanismo de ação altamente complexo9, podendo ser 

inclusive expresso pela ativação aberrante da via das MAPK122. Na verdade, ROS também são 

capazes de ativar e controlar a ação de HIF1A120, apontando o 3BP como um potencial ativador 

deste regulador transcricional. Neste sentido, dada a capacidade de HIF1A em reprogramar o 

metabolismo tumoral, também por interação com AMPK123, sugere-se que a superexpressão 

da via glicolítica, combinada ao menor exporte de lactato na linhagem SKMEL28R, seja um 

mecanismo compensatório ocasionado pelo dano do 3BP à mitocôndria (processo mimético 

ao efeito Pasteur124) concomitante à inibição da LDH5. Corroborando com esta ideia, foi visto 
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que o 3BP aumentou a expressão de CA9 de maneira independente de PLX, uma enzima que, 

além de sofrer ação direta pela HIF1A, também é considerada um marcador de hipóxia 

importante em tumores125,126. 

Outro mecanismo de ação do 3BP é a produção de ROS através da inibição da 

SDH/complexo II127 e depleção de GSH livre65–70. Espécies reativas são um fator essencial de 

sinalização celular, permitindo desde o aumento da sobrevida e proliferação tumoral, através 

da ativação de vias como das MAPK, até a morte celular, por meio da oxidação de 

macromoléculas e ativação de vias apoptóticas, a depender da concentração, tempo de 

exposição, tipo e contexto celular119. A linhagem SKMEL28R encontra vantagem em relação à 

A375R nesse contexto, dada sua expressão aumentada de GLS. Esta enzima, associada à 

resistência a quimioterápicos128,129, é limitante no processo da glutaminólise e é essencial para 

a produção de GSH130. Por sua vez, níveis de GSH livre são essenciais para proteger as 

organelas celulares contra ROS excessivo e estão associadas com resistência ao 3BP66. 

Corroborando com estes fatos, foi observado que a linhagem A375R produziu níveis 

significativos de espécies reativas após a exposição ao 3BP de maneira independente de PLX, 

o que indica que o principal mecanismo deste composto sobre esta linhagem possivelmente 

esteja baseado na geração de estresse oxidativo. Em contrapartida, a linhagem SKMEL28R não 

produziu nenhuma mudança em seus níveis de ROS nas mesmas condições, indicando que, 

como discutido anteriormente, necrose por depleção energética possivelmente seja o 

principal mecanismo de ação do 3BP nesta linhagem. 

Como limitação deste estudo, é importante destacar que, apesar do foco do estudo 

ser o contexto da resistência ao PLX, devido à presença de micoplasma em uma das linhagens 

parentais originárias e dada a possibilidade deste contaminante interferir no perfil metabólico 

das mesmas, foi decidido não realizar estudos comparativos entre os pares 

resistentes/parentais. Além disso, é de fundamental importância destacar que ambas as 

linhagens estudadas não foram obtidas de amostras de melanomas resistentes ao PLX. Como 

a resistência a esta droga foi alcançada pela contínua exposição de linhagens estabelecidas ao 

PLX, este antineoplásico foi mantido em meio de cultura durante todo o período de cultivo 

celular a fim de evitar a perda de seu fenótipo de resistência. Esta exposição contínua parece 

ter contribuído para um fenótipo mais agressivo após um período de 24 horas na ausência de 

PLX (grupo controle - DPBS). Tal efeito, caracterizado por um aumento da viabilidade, 

proliferação, formação de colônias e migração celular, indica que a presença de PLX restringiu 
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a agressividade tumoral destas células, além de sugerir que estas não se tornaram 

dependentes desta droga. Este achado vai de encontro à literatura que destaca o papel de 

pausas no tratamento com PLX em melanomas com resistência adquirida como uma 

ferramenta para reduzir o crescimento tumoral devido à dependência desses tumores do 

PLX131–133. Assim, de maneira geral, os resultados obtidos no presente estudo apontam que o 

uso de células primárias, bem como um período prolongado de incubação na ausência de PLX 

podem ser fatores relevantes na construção de um modelo de estudo viável sobre a 

dependência de melanomas ao PLX. De notar, embora a ressensibilização à droga após a 

interrupção do tratamento seja encontrada in vitro, os mesmos resultados são dificilmente 

reproduzíveis in vivo134, demonstrando que mais investigações são necessárias para 

desvendar aspectos relevantes para este tópico. 
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7 CONCLUSÃO 
 
 

O presente estudo traz esclarecimentos sobre possíveis mecanismos de ação de um 

agente antimetabólico em linhagens de melanoma resistentes ao PLX (Figura 19). Dado o 

potencial do 3BP em depletar energeticamente a célula, respostas como redução da 

capacidade proliferativa, indução de necrose e desregulação de enzimas referentes a EMT, 

fator que certamente contribui para o seu potencial em impedir a agressividade tumoral, 

foram encontrados após o tratamento com esta droga. Além disso, os resultados obtidos 

mostram que uma caracterização metabólica é um passo primordial no rastreio de pacientes 

que se beneficiem do uso do 3BP. Fatores como a atividade glutaminolítica e presença de 

antioxidantes demonstraram ser fatores associados à resistência ao tratamento com este 

composto devido ao alto potencial do 3BP em gerar estresse oxidativo, podendo servir como 

potenciais marcadores na determinação da responsividade em melanomas resistentes ao PLX. 

No entanto, de maneira geral, a monoterapia com 3BP se mostrou similar, se não mais eficaz, 

que a terapia combinada com PLX. Tais resultados, atribuídos à potencialização do 

metabolismo glicolítico ocasionada pela ausência do PLX e consequente sensibilização destas 

células ao 3BP, a depender da linhagem estudada, mostram como a monoterapia com 3BP 

pode ser uma alternativa promissora contra melanomas altamente agressivos resistentes ao 

PLX, porém existe a necessidade de mais estudos a fim de otimizar todo o potencial desta 

droga. 
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Figura 19 - Esquema dos diferentes possíveis mecanismos de ação do 3BP sobre as linhagens A375R e SKMEL28R. 

Dada a possível redução na atividade glutaminolítica na linhagem A375R, o 3BP é captado por meio do MCT1 e 

age livremente inibindo a expressão de LDH (lactate dehydrogenase), consequentemente inibindo a sua 

proliferação, e gerando morte celular, devido à grande quantidade de ROS produzida. A linhagem SKMEL28R, em 

contrapartida, dada sua expressão normalizada de GLS (glutaminase), possivelmente possui uma síntese 

normalizada de GSH (glutathione + hidrogen) que, por consequência, inibe a ação de 3BP. Com sua ação reduzida, 

o 3BP também é capaz de reduzir expressão de LDH, inibindo a proliferação da linhagem SKMEL28R, no entanto, 

produz menor quantidade de ROS induzindo uma série de mecanismos compensatórios, tais como o aumento 

na expressão de proteínas glicolíticas e glutaminolíticas. 
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Figura suplementar 1 – Avaliação do efeito do 3BP sobre a viabilidade das linhagens A375R e SKMEL28R. 

Resultados obtidos por meio do ensaio de sulforodamina B após 24h de exposição ao IC50 de 3BP (60 µM em 

monoterapia e 45 µM em terapia combinada com PLX, para A375R, e 80 µM em monoterapia e 90 µM em terapia 

combinada com PLX, para SKMEL28R), na presença e ausência de PLX (concentração fixa de 4,5 µM para A375R 

e 6,0 µM para SKMEL28R. Ensaio normalizado pela viabilidade do grupo DPBS. Dados apresentados como média 

± erro padrão das triplicatas experimental e biológica. **** p≤0,0001. 

 
 

 

 
 

Figura suplementar 2 – Quantificação do ensaio de western blot comparando a expressão de proteínas da 

linhagem A375R tratada com DPBS e DPBS+PLX. Ensaio realizado após 24 horas de exposição ao tratamento. 

Concentração fixa de PLX (4,5 µM). Quantificação dos immunoblots normalizados pelos níveis de actina beta. O 

eixo y representado como unidades arbitrárias [u.a.]. Dados apresentados como média ± erro padrão da triplicata 

biológica. * p≤0,05; *** p≤0,001. 
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Figura suplementar 3 – Quantificação do ensaio de western blot comparando a expressão de proteínas da 

linhagem SKMEL28R tratada com DPBS e DPBS+PLX. Ensaio realizado após 24 horas de exposição ao tratamento. 

Concentração fixa de PLX (6,0 µM). Quantificação dos immunoblots normalizados pelos níveis de actina beta. O 

eixo y representado como unidades arbitrárias [u.a.]. Dados apresentados como média ± erro padrão da triplicata 

biológica. * p≤0,05; ** p≤0,01. 
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