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RESUMO

Shibuya, CM. Caracterizacdo do papel da proteina piruvato desidrogenase quinase 3 (PDK3)

em melanoma. Dissertagao (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2024.

JUSTIFICATIVA: A piruvato desidrogenase quinase (PDK) apresenta um papel importante na
reprogramag¢ao metabdlica, um dos hallmarks do cancer, por sua agdo inibitdria no complexo
piruvato desidrogenase (PDC), desviando o fluxo de piruvato para a producdo de lactato
mesmo na presenca de oxigénio (efeito Warburg), contribuindo para a agressividade tumoral.
A PDK3 apresenta maior atividade entre as isoformas da familia PDK, estando associada ao
aumento da sobrevivéncia celular e a resisténcia a quimioterapicos. O melanoma apresenta
uma alta taxa de mortalidade, sendo a mutacdo V600E no gene BRAF a alteracdo mais
frequente e o vemurafenibe (PLX4032) a terapia-alvo utilizada no tratamento de melanoma
acometidos por esta alteracdo. Apesar dos avancos terapéuticos, o progndstico do melanoma
continua desfavoravel devido aos mecanismos de resisténcia adquirida aos farmacos e, apesar
da PDK3 ter sido observada superexpressa, ha poucas evidéncias na literatura em melanoma.
OBIJETIVOS: Caracterizar o papel da PDK3 no melanoma e na resisténcia do melanoma ao
vemurafenibe, de forma a explora-lo como um possivel alvo estratégico para o tratamento.
MATERIAIS E METODOS: A expressio de PDK3 foi avaliada em amostras humanas de
melanoma pré e pds-tratamento com PLX e a expressdo de PDK1/2/3 foi avaliada in vitro em
linhagens de melanoma (A375 e SK-MEL-19) parentais e resistentes ao vemurafenibe. O efeito
do knockdown (KD) de PDK3 por siRNA foi avaliado na expressdo de PDK1/2, na concentracgdo
inibitoria média (ICso) do PLX, em parametros funcionais como viabilidade, proliferacao,
formagao de col6nias, apoptose, migracdo, invasao e adesdao celular e em parametros
metabdlicos como niveis de glicose e lactato extracelular e expressao do transportador de
glicose 1 (GLUT1), da hexoquinase 2 (HK2), dos transportadores de monocarboxilato 1/4
(MCT1/4), da lactato desidrogenase A (LDHA), do transportador de aminoacidos neutros
dependente de sédio (ASCT2), da glutaminase (GLS), da anidrase carbdnica 9 (CA9) e de AKT
fosforilado (pAKT). RESULTADOS: Apenas a PDK3 esta aumentada em linhagens PLX R quando
comparado com as linhagens parentais, mas ndao ha diferenga na expressao em amostras
humanas. O KD de PDK3 ndo influenciou a expressdo das isoformas PDK1/2 e ndo re-

sensibilizou as células ao PLX. Entretanto, apesar de ndo influenciar a apoptose, de forma



geral, o KD de PDK3 diminuiu a viabilidade celular, a formagdo de col6nias, a migragao, a
invasdo e a adesdo celular, enquanto a proliferacao celular e a expressao de pAKT apenas em
linhagens celulares PLX R. Ainda, diminuiu o consumo de glicose, acompanhado por uma
diminui¢ao na expressao de GLUT1 e HK2, e diminuiu o efluxo de lactato, acompanhado por
uma diminuigdo na expressdo de MCT1/4 e LDHA, com excegdo da linhagem SK-MEL-19 PLX R
que teve seu efluxo de lactato aumentado. A expressao de ASCT2, GLS e CA9 também diminuiu
ap6s o KD de PDK3. CONCLUSAO: Os resultados obtidos contribuem para uma melhor
compreensao do papel da PDK3 em melanoma, sugerindo-a como um promissor alvo

terapéutico, principalmente no contexto da resisténcia terapéutica ao vemurafenibe.

PALAVRAS-CHAVE:
Piruvato desidrogenase quinase 3; Melanoma; Reprogramagao metabdlica; Resisténcia;

siRNA; Vemurafenibe.



ABSTRACT

Shibuya, CM. Characterization of the role of the protein pyruvate dehydrogenase kinase 3
(PDK3) in melanoma. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital;

2024.

BACKGROUND: The pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) plays a role in metabolic
reprogramming, one of the hallmarks of cancer, due to its inhibitory action on the pyruvate
dehydrogenase complex (PDC), diverting the pyruvate flow to lactate production (the
Warburg effect), contributing for tumor aggressiveness. PDK3 has the major activity between
PDK isoforms and is associated with increased cell survival and chemotherapy resistance.
Melanoma has a high mortality rate and the most common molecular change is V600E
mutation in BRAF gene, with vemurafenib (PLX4032) being the targeted therapy used for
BRAFV6%E_melanoma treatment. Despite new therapeutic strategies are being used against
melanoma, poor prognosis remains in advanced stage due to drug resistance mechanisms
and, despite PDK3 being observed as overexpressed, there is a lack of evidence in literature in
melanoma. AIM: To characterize PDK3 role in melanoma and in the resistance to vemurafenib
in order to explore PDK3 as a possible target in melanoma treatment. MATERIALS AND
METHODS: PDK3 expression was evaluated in pre and post-PLX treatment human samples
and PDK1/2/3 were evaluated in vitro in parental melanoma cell lines (A375 and SK-MEL-19)
and respective vemurafenib-resistant (PLX R) cell lines. The effect of PDK3 knockdown (KD)
using siRNA was evaluated in the expression of PDK1/2, in the half maximal inhibitory
concentration (ICso) of PLX, in functional parameters such as viability, proliferation, colony
formation capacity, apoptosis, migration, invasion and adhesion assays and in metabolic
parameters such as glucose and extracellular lactate levels and glucose transporter 1 (GLUT1),
hexokinase 2 (HK2), monocarboxylate transporter 1/4 (MCT1/4), lactate dehydrogenase A
(LDHA), alanine, serine, cysteine transporter 2 (ASCT2), glutaminase (GLS), carbonic anhydrase
9 (CA9) and phosphorylated AKT (pAKT) expression. RESULTS: Only PDK3 expression was
elevated in PLX R cell lines compared to their respective parental cell lines, but no difference
was observed in human samples. PDK3 KD did not influence PDK1/2 expression and did not
re-sensitize the cells to PLX. However, although it does not affect apoptosis, in general, the

PDK3 KD reduced cell viability, colony formation, cell migration, invasion and adhesion, while



reduced cell proliferation and pAKT expression was only observed in PLX R cell lines.
Furthermore, PDK3 KD reduced glucose consumption, with a decrease in the expression of
GLUT1 and HK2, and reduced lactate efflux, with a decrease in MCT1/4 and LDHA, except in
the vemurafenib-resistant SK-MEL-19 cell line, in which lactate efflux increased. The
expression of ASCT2, GLS and CA9 were also reduced after PDK3 KD. CONCLUSION: The results
led to a better understanding of the role of PDK3 in melanoma, suggesting it as a promising

therapeutic target, mainly in the context of vemurafenib-resistance.

KEYWORDS:

Pyruvate dehydrogenase kinase 3; Melanoma; Metabolic reprogramming; Resistance; siRNA;

Vemurafenib.



1 INTRODUCAO

1.1 Melanoma

O melanoma é originado dos melandcitos, células especializadas que produzem a
melanina e que derivam de células multipotentes e com alta capacidade migratéria da crista
neural, sendo essa uma das hipdteses que explica o seu elevado potencial metastatico®. Ainda,
o melanoma é caracterizado pela rapida vascularizagdo peritumoral favorecendo sua nutrigao
e o desenvolvimento do tumor e, consequentemente, aumentando o risco de metastases para
outros locais do corpo?. Apesar da maior parte das lesdes ocorrerem na pele (melanoma
cutaneo), o melanoma pode acometer outras partes do corpo como mucosas (melanoma de
mucosa), olhos (melanoma uveal) e sistema nervoso3.

Embora represente apenas 1% dos canceres de pele, o melanoma é responsavel por
aproximadamente 80% das mortes por este tipo tumoral®. Mundialmente, no ano de 2020,
aproximadamente 325 mil novos casos de melanoma foram registrados e cerca 57 mil foram
a 6bito®, enquanto no Brasil a estimativa para 2023 foi de 8980 novos casos®. Dados apontam
gue, enquanto a incidéncia de alguns tumores decai com o passar dos anos, a incidéncia do
melanoma continua a aumentar de forma rdpida, principalmente em paises desenvolvidos e
em individuos de pele clara sob exposicdo a raios ultravioletas®.

Por se tratar de uma doenc¢a multifatorial, o melanoma se desenvolve do acumulo
gradativo de fatores de risco como, principalmente, exposicdo a raios ultravioletas,
caracteristicas fenotipicas individuais como cor de olhos, cabelos e pele clara, quantidade de
nevos e mutacdes genéticas’. O gene BRAF carregando a mutacdo driver V600E (~90%) é o
mais observado nos casos de melanoma e, além de estar associado com 80% dos nevos
melanociticos que progridem pro melanoma, é responsavel pela atividade constitutiva da
cascata de sinalizagdo intracelular MAPK (mitogen-activated protein kinase) resultando na
proliferacdo celular e consequente crescimento tumoral®.

Para o melanoma, estratégias cirurgicas de forma isolada sao utilizadas para o alivio de
sintomas ou para controle de dor®. Em casos mais avancados ou metastéticos, em que o
manejo cirdrgico nao seja suficiente, o tratamento traz maiores beneficios na sobrevida
quando associado a radiac3o e terapias sistémicas'®. Em relacdo a terapia sistémica, até o ano

de 2011, com a aprovacdo do vemurafenibe (PLX4032), um inibidor de BRAFY®%°¢ (Figura 1),



pelo Food and Drug Administration (FDA), o quimioterdpico dacarbazina foi utilizado como
principal tratamento. No entanto, ensaios comparativos demonstraram que, em pacientes
com melanoma metastatico causado por BRAFV®9% 3 taxa de sobrevida em 6 meses para
pacientes tratados com vemurafenibe (84%) foi maior que a de pacientes tratados com
dacarbazina (64%), associando o vemurafenibe a uma reducdo de 63% no risco de morte e de
74% tanto no risco de morte quanto de progressao da doenca, além de uma taxa de resposta
de 48% ao vemurafenibe contra apenas 5% ao dacarbazinall. Ainda, o vemurafenibe
demonstrou, apds ensaios clinicos baixa toxicidade, rapida resposta clinica e alta taxa de
sobrevida em pacientes com melanoma avancado, além de efeitos colaterais relativamente
toleraveis como fotossensibilidade, fadiga e artralgia. Entretanto, apesar da eficdcia clinica,
pacientes demonstraram resisténcia ao inibidor apdés, em média, 6 meses do inicio do
tratamento??.

Embora recentemente possa se observar um avango no manejo do melanoma, como
outras terapias-alvo, combinacdo de terapias alvo-dirigidas com inibidores de MEK e
inibidores de checkpoint imunoldgicos®3 (Figura 1), tem se mostrado emergente a necessidade
por estratégias contra a resisténcia terapéutica a fim de melhorar o progndstico em casos de

melanoma avancado®.
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Figura 1 — Esquema representativo da acdo de terapias-alvo e imunoterapia em melanoma. As terapias alvo-
dirigidas atuam na cascata de sinalizagdo intracelular MAPK, enquanto as imunoterapias atuam nas proteinas
CTLA-4 e PD-1 encontradas na superficie dos linfécitos T.



1.2 Reprogramacao metabdlica em melanoma

Estudos acerca do metabolismo tumoral revelaram um perfil comum entre a maioria
das células tumorais: a substituicdo da fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), via comum de
obtenc3o de energia, pela glicdlise aerdbica (efeito Warburg)** (Figura 2). Observado pela
primeira vez em 1956 por Otto Warburg®®, esta reprogramacdo metabdlica é caracterizada
pela capacidade das células alteradas em converter a glicose em lactato, mesmo que na
presenca de oxigénio®, caracterizando um fenétipo maligno resultante do aumento do
consumo de glicose pelas células tumorais que favorecem a proliferacao celular, capacidade
de sobrevivéncia celular em condicGes hipdxicas, protecdo contra danos oxidativos e
apoptosel’. Neste contexto, o fator induzido por hipdxia 1-alfa (HIF1A), que se estabiliza em
condicOes de baixo oxigénio e induz a transcricdo de genes responsaveis pela codificacdo de
proteinas participantes da glicélise'®, tem seu papel relevante na reprogramacio metabdlica.
Em melanoma, estudos demonstraram que a mutacdao V600E do gene BRAF induz o efeito
Warburg através da inducdo da expressdo de HIF1AY, assim como de diversos genes
relacionados ao fendtipo glicolitico?®, incluindo a lactato desidrogenase A (LDHA)?!.
Entretanto, as células tumorais também podem apresentar uma dependéncia por outras
fontes de carbono como glutamina e acidos graxos, definindo um fendtipo oxidativo que

difere do fenétipo glicolitico?2.
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Figura 2 — Representacdo esquemdtica da diferenca entre a fosforilagdo oxidativa, a glicdlise anaerdbica e a
glicélise aerdbica (efeito Warburg).



Os mecanismos pelos quais as células tumorais optam pela glicélise aerdbica continuam
sendo elucidados e evidenciam uma heterogeneidade nas preferéncias e dependéncias
metabdlicas, além de uma flexibilidade nos fendtipos metabdlicos resultado de efeitos
combinados de fatores intrinsecos das células tumorais e do microambiente em que se
encontram?3. Os estudos relacionados a esse fendtipo em diversos tipos de cancer
demonstraram que sua ocorréncia requer o desligamento do complexo piruvato
desidrogenase (PDC)?*, um complexo mitocondrial multienzimatico formado pela piruvato
desidrogenase (PDH) que regula o metabolismo energético das células convertendo o
piruvato, produto da glicdlise, em acetil-CoA e permitindo seu uso no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA)?°. Entretanto, a atividade de PDH pode ser inibida por fosforilacdo dos
seus residuos de serina especificos por acdo da piruvato desidrogenase quinase (PDK),
resultando na diminui¢ao da oxidagao do piruvato na mitocondria e consequente aumento da

producdo do lactato no citoplasma, contribuindo para o fenétipo glicolitico?® (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema representativo da agdo das piruvato desidrogenase quinases (PDKs). O complexo PDK inibe
a atividade do complexo piruvato desidrogenase (PDC), desviando o fluxo de piruvato para a produgdo de lactato
diminuindo a fosforilagdo oxidativa e favorecendo a glicélise aerdbica. TCA: acido tricarboxilico.

1.3 Reprogramacdao metabdlica na resisténcia ao vemurafenibe

A reprogramacao metabdlica pode ser considerada uma das respostas adaptativas ao
estresse causado pelos inibidores de BRAF mutado?’. Ja foi demonstrado que o vemurafenibe
pode diminuir a glicélise em células de melanoma com mutacdo em BRAF, entretanto, o

metabolismo da glicose pode ser revertido apds o desenvolvimento de resisténcia ao inibidor



de BRAF através do reestabelecimento da expressao de proteinas associadas a via glicolitica e
ao influxo de glicose, aumentando a proliferacdo celular?®.

Além da glicdlise, a resisténcia adquirida apds exposi¢ao continua ao vemurafenibe
pode reprogramar o metabolismo das células de melanoma a serem mais dependentes da
glutamina como fonte de carbono, permitindo que as células sobrevivam e proliferem através
da atividade mitocondrial, além de favorecer o fenétipo invasivo?®. De fato, ja foi observado
que células de melanoma resistentes ao vemurafenibe apresentam biogénese mitocondrial,
fator associado ao metabolismo oxidativo aumentado??, além do aumento nos niveis basais
da respiragao mitocondrial e produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sugerindo que
as células resistentes possuam mecanismos antioxidantes adaptativos para tolerar o excesso
de ROS e sobreviver,

A resisténcia ao vemurafenibe observada em melanomas com mutagao em BRAF esta
associada a um perfil metabdlico heterogéneo e outras vias metabdlicas além da glicdlise e
glutamindlise podem estar associadas a resisténcia terapéutica como, por exemplo, a via dos
lipidios, tendo sido observada a ressensibilizagao de células de melanoma resistentes ao

vemurafenibe apds a deplecio de lipidio3?.

1.4 PDK3 e melanoma

A PDK3 possui a maior atividade observada dentre as 4 isoformas do complexo PDK3? e
a Unica a nao sofrer influéncia do feedback inibitério de piruvato, caracteristica que a torna
influente no metabolismo alterado das células durante a progressdo tumoral®. Seu papel
oncogénico no metabolismo tumoral estd associado positivamente com a progressao tumoral,
metdstase e resisténcia a tratamentos, ja observado em cancer de célon*, pulm3o®, leucemia
mieloide aguda® e pancreas®’.

Um estudo em células tumorais de coloretal, neuroblastoma e endométrio demonstrou
a capacidade de estabilizagdo de HIF1A em condigdes normodxicas como resultado da atividade
de vias de sinalizagao oncogénicas através superexpressao de PDK3, associando-a com o
controle da alteragdo metabdlica, o aumento da sobrevivéncia celular e o aumento a
resisténcia a quimioterapicos3®. Em melanoma, outro estudo demonstrou a superexpressio
de PDK3 em células tumorais, relacionando a progressao do melanoma com as mudangas no

metabolismo mitocondrial causadas por HIF1A, uma vez que o silenciamento do gene HIF1A



reduziu a expressao de PDK3 tanto em hipdxia quanto em normoxia, sugerindo que este eixo
HIF1A/PDK3 possa favorecer a estabilizagdo de HIF1A independentemente da condigdo de
hipdxia, em um mecanismo de auto-amplificacdo e mantendo, dessa forma, o metabolismo
da célula de melanoma em glicdlise aerdbica®’.

Ainda, dados pré-clinicos utilizando modelos in vitro e in vivo avaliaram o uso de
inibidores de PDK para o tratamento de melanoma, mostrando o efeito sinérgico do acido
dicloroacético (DCA) em combinagdo com quimioterdpicos como a cisplatina®® e elesclomol®,
sugerindo o uso deste inibidor para potencializar o efeito desses quimioterapicos reduzindo

os seus efeitos colaterais.



2 JUSTIFICATIVA

As PDKs apresentam baixa expressao em tecidos normais e os efeitos adversos causados
pela inibi¢gao de suas isoformas devem ser minimos, instigando a explorar o PDK3 como alvo
terapéutico*. Ainda, a PDK3 é pouco inibida pelo piruvato ou seu analogo sintético DCA* e ja
foi também descrita em amostras humanas de melanoma em estudo prévio através da
imunohistoquimica®t.

Entretanto, existe apenas um estudo relacionado a elucidacdo do papel oncogénico de
PDK3 no metabolismo tumoral do melanoma demonstrando que a inativagao do eixo
HIF1A/PDK3 leva a um metabolismo oxidativo mitocondrial®?, ndo existindo neste estudo uma
abordagem do papel funcional de PDK3 em células de melanoma.

Um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa comparou, utilizando a técnica de
Nanostring, a expressao génica entre amostras de pacientes diagnosticados com melanoma
obtidas antes e apds tratamento com vemurafenibe, assim como entre a linhagem celular de
melanoma SK-MEL-19 e sua respectiva linhagem resistente ao vemurafenibe. Diversos genes
foram diferencialmente expressos, porém PDK3 e PRKAA2 foram os Unicos alterados em
ambos os tipos de amostra analisados (Figura 4), sendo observado um aumento em amostras
humanas apds tratamento com vemurafenibe (fold-change=1,3; p=0,036) e em linhagens
resistentes ao vemurafenibe (fold-change=2,6; p=0,00000045) para PDK3*. A razdo pela
escolha da caracterizacdo de PDK3 se dd pelo fato de ser uma enzima metabdlica, diferente
de PRKAA2 que é uma proteina sinalizadora, e pelo fato da sua expressao ja ter sido descrita

em amostras humanas de melanoma em estudo prévio utilizando imunohistoquimica®t.



Amostras de Pacientes SK-MEL-19

Fonte: Dias.*

Figura 4 — Diagrama de Venn apresentando os genes diferencialmente expressos Unicos e em comum em
amostras de pacientes com melanoma pés-tratamento com vemurafenibe e na linhagem celular de melanoma
SK-MEL-19 resistente ao vemurafenibe.

Neste estudo, a hipdtese é que a diminuicdo na expressdo de PDK3 em linhagens
celulares de melanoma pudesse influenciar em parametros de agressividade tumoral, uma
vez que esses mecanismos em melanoma nao sao elucidados na literatura. Desta forma, inibir
PDK3 surge como um possivel alvo na estratégia de manejo do melanoma frente a resisténcia
terapéutica, na tentativa de reverter a reprogramacdo metabdlica tumoral e, assim, inibir a

progressao tumoral.
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3.1

OBIJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo é caracterizar o papel da proteina PDK3 em

melanoma e na sua resisténcia ao vemurafenibe.

3.2

Objetivos especificos

Avaliar a expressao de PDK3 em amostras humanas de melanoma pré e pds-tratamento
com vemurafenibe através da imunohistoquimica;

Avaliar a expressao de PDK3 em duas linhagens celulares de melanoma e suas
respectivas linhagens resistentes ao vemurafenibe através do Western blotting;
Avaliar, in vitro, o efeito funcional do knockdown do gene PDK3 na viabilidade,
proliferacdo, capacidade de formacdo de colbnias, apoptose, migracdo, invasdo e
adesdo celular de linhagens celulares de melanoma e suas respectivas linhagens
resistentes ao vemurafenibe;

Avaliar, in vitro, o efeito do knockdown do gene PDK3 em pardmetros metabdlicos como
niveis de glicose e lactato extracelulares de linhagens celulares de melanoma e suas

respectivas linhagens resistentes ao vemurafenibe.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo com amostras humanas

4.1.1 Delineamento do estudo

O estudo utilizando amostras humanas sera baseado em um desenho longitudinal de
coorte retrospectivo e realizado no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital
de Cancer de Barretos (HCB) com a colaboragdo dos Departamentos de Cirurgia, Oncologia

Clinica e Patologia.

4.1.2 Amostra

A amostra foi definida em um projeto prévio*®, por conveniéncia, contendo um total de
9 pacientes com diagnostico de melanoma com mutagao V600E no gene BRAF, de ambos os
sexos, independentemente da idade e que possuiam amostras pré e pds-tratamento com
vemurafenibe em bloco de parafina no servico de Patologia do Hospital de Cancer de Barretos.
Os dados clinicos e patolégicos foram obtidos de forma retrospectiva por revisao de
prontuarios arquivados no Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) do Hospital de

Cancer de Barretos/Fundacdo Pio XlIl (Tabela 1).



Tabela 1 — Dados dos pacientes do Hospital de Amor incluidos no estudo (2016 — 2019). Fonte: Dias*.

11

Data Localizacao Subtipo Espessura Metastase
ID Nascimento Sexo Raga Tumoral histolégico (mm) T NM Linfonodal Metastase Distante Obito
Melanoma o Osso/partes moles/
01 25/07/1959 M Branco Dorso ) - X 1 1 Pelveeinguinal D R i ~ 20/07/2014
Lentigo brénquios/ pulmao
_ Nédulos subcutaneos/
02 02/04/1960 M Branco Dorso - - X 1 1 Axila E 31/12/2017
punho D
SNC/pulmao/ figado
03 17/12/1983 M Branco Tronco - - X 1 1 Axila /p / figado/ 14/06/2015
0SS0
Subcutaneo/ pulmao/
_ SNC/ intestino/
04 14/07/1959 M  Branco Dorso - - X 1 1 Axila E o 27/12/2016
peritonio
Extensivo .
05 04/05/1961 F Branco Flanco E o 2,0 2 0 1 Axila E - 23/01/2018
Superficial
06 14/02/1935 M Branco Flanco D Nodular 4,0 3b 1 1 Inguinal D SNC NA
07 13/07/1952 F Branco Cervical - - X 1 1 Cervical E SNC NA
08 20/10/1947 F Branco Perna E - - X 1 D2 Gastrico NA
Couro R ] Parétida E/ SNC/
09 18/06/1979 F  Branco Cutaneo - X 1 1 |Intraparatideo NA
Cabeludo partes moles/ 0sso

(-): sem informagdo no prontudrio. D: direito; E: esquerdo; F: feminino; M: masculino; M: metastase; MO: auséncia de metastase; M1: metdstase; N: Linfonodos; NA: ndo se
aplica; NO: linfonodos ndo acometidos; N1: linfonodos acometidos; SNC: sistema nervoso central; T: Tumor primario; TX: ndo foi possivel medir Breslow; T2, T3: tamanho do
tumor.



12

4.1.3 Amostras bioldgicas

Foram utilizadas amostras parafinadas arquivadas no Departamento de Patologia do
Hospital de Cancer de Barretos. As amostras dos 9 pacientes incluidos no estudo (Tabela 2)
foram classificadas como pré e pés-tratamento com vemurafenibe, sendo as amostras pré
obtidas de pacientes com melanoma antes do inicio do tratamento com vemurafenibe e as
amostras poés obtidas de pacientes que apresentaram novas lesdes apds iniciar o tratamento

com vemurafenibe.

Tabela 2 — Localizagdao tumoral das 18 amostras de pacientes com melanoma incluidos no
estudo obtidas pré e pds-tratamento com vemurafenibe.

ID Localizagao amostra pré Localizagao amostra pds

01 Metastase parotida E Metastase parénquima cerebral
02 Metastase mama D Noédulos subcutaneos abdominal
03 Nodulo subcutaneo em dorsoa D Lesdo subcutanea pantorrilha D
04 Parénquima cerebral Tumoragao de brago E/ Partes moles
05 Linfonodo axila E Linfonodo sentinela axila D

06 Nddulo subcutaneo linha axilar média Noédulo face medial do brago D
07 Metastase em mucosa gastrica Estdmago e omento maior

08 Pele e partes moles iliaca direita Segmento de intestino delgado
09 Couro cabeludo Regido occipital

D: direito; E: esquerdo.

4.1.4 Imunohistoquimica (IHQ)

A expressao de PDK3 foi avaliada em cortes parafinados (4 um) de amostras humanas
de melanoma através da técnica de IHQ. As laminas foram desparafinadas em estufa a 80°C
por 10 minutos e submetida trés banhos de xilol consecutivos por 5 minutos cada, seguido de
hidratacdo com concentracGes decrescentes de etanol (100%, 95%, 70% e 50%) e lavadas em
agua. Foi realizada a recuperagdo antigénica submergindo as laminas em recipiente contendo
citrato (pH = 6,0) a 98°C por 20 minutos, seguido de 20 minutos de arrefecimento. As laminas
foram lavadas em tampao Tris buffered saline (TBS), seguido da inativagdo de peroxidases
enddgenas com solucdo de H.0; a 3% em metanol por 10 minutos. Para o sistema de

visualizagao foi utilizado o LabVision UltraVision Large Volume Detection System: anti-
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Polyvalent, HRP (Thermo Fisher Scientific). As laminas foram incubadas com anticorpo
primario (E-AB-62859, Elasbscience) na diluigdo 1:500 por 2 horas a temperatura ambiente.
Apds o periodo de incubacdo, as laminas foram lavadas em tampao TBS e incubadas com
Biotinylated Goat Polyvalent Secondary (LabVision) por 10 minutos. Apds nova lavagem, as
laminas foram incubadas com Streptavidin Peroxidase (LabVision) por 10 minutos e lavadas
em tampado TBS. Para visualizagdo da reagao, foi utilizado o Liquid DAB+ Substrate Chromogen
System (Dako) como cromdgeno, incubando as laminas por 10 minutos a temperatura
ambiente e protegido da luz. Ao final, as laminas foram lavadas em agua, contra-coradas com
hematoxilina (EasyPath) durante 1 minuto, desidratadas com concentracdes crescentes de
etanol (50%, 70%, 95% e 100%), submetidas a trés banhos de xilol consecutivos por 5 minutos
cada e, por fim, montadas com meio de montagem Entellan® (Merck) e laminula. Como
controle positivo, foi utilizado corte histoldgico de rim. A expressao proteica foi avaliada por
patologistas, semi-quantitativamente e semi-qualitativamente, em células de melanoma,
considerando a extensdo da coloracdo (0: sem células imunorreativas; 1: <5% de células
imunorreativas; 2: 5-50% de células imunorreativas; e 3: > 50% de células imunorreativas) e a
intensidade da coloracdo (0: negativo; 1: fraco; 2: intermedidrio; e 3: forte), respectivamente.
O escore final foi definido como a soma de ambos os parametros (extensdo e intensidade) e

agrupados como negativos (escore 0 a 2) e positivos (escore 3 a 6).

4.2 Ensaios in vitro

4.2.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens celulares comerciais de melanoma sendo uma de
origem primaria (A375) e uma e origem metastatica (SK-MEL-19) e suas respectivas linhagens
resistentes ao vemurafenibe (PLX R), gentilmente cedidas pela Dra. Sylvia Stuchi Maria Engler
(Laboratério de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade de Sdo Paulo — USP).

O cultivo celular foi realizado em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 1% de solucdo
penicilina/estreptomicina (P/S, Sigma-Aldrich), assim como com vemurafenibe (Selleckchem)

3 ou 4,5 uM diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) no caso das linhagens resistentes. As células
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foram mantidas em estufa sob condi¢des normais de cultivo (atmosfera controlada a 37°C, 5%
de CO2 e 90% de umidade).

A autenticagdo celular foi realizada por meio da andlise de Short Tandem Repeat (STR)
no Hospital de Cancer de Barretos, de acordo com os padrdes de referéncia internacionais de
autentica¢cdo de linhagens celulares, utilizando um painel de oito primers fluorescentes
(D5S818, D135317, D75820, D165539, VWA, THO1, TPOX | CSF1P0)*47, além de submetidas ao
teste MycoAlert PLUS Mycoplasma Detection Kit (Lonza) quinzenalmente. Visando manter os
padrdes celulares estaveis apds o descongelamento, foram utilizadas células em terceira

passagem para realizagdo dos experimentos.

Tabela 3 — Origem e perfil mutacional das linhagens celulares utilizadas no estudo.

Perfil mutacional*

Linhagem celular Origem
BRAF NRAS KIT TERT
A375 Primario p.V600E WT p.L798L C250T
A375 PLXR Primario p.V600E WT p.L798L C250T
SK-MEL-19 Metastatico p.V600E WT WT C228T
SK-MEL-19 PLX R Metastatico p.V600E WT WT C228T

* Realizado previamente pelo grupo de pesquisa. PLX R: resistentes ao vemurafenibe; WT: wild-type.

4.2.2 Western blotting

As expressdes proteicas nas linhagens celulares de melanoma foram avaliadas através
da técnica de Western blotting. As células foram cultivadas em DMEM 10% SFB sob condi¢des
normais de cultivo em placa de 6 pogos. Apds atingirem cerca de 80% de confluéncia, as
células foram coletadas e submetidas a 15 minutos de lise com tampao de lise (50 mM Tris
HCI, 150 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% NP40) suplementado com coquetel de
inibidores de protease (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail, Roche) em gelo seguido de 15
minutos de centrifugagao a 13000 rpm a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e as
concentragdes proteicas das amostras foram quantificadas a partir de curva padrao de
albumina de soro bovino (BSA) pelo ensaio Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad). A partir
das concentragdes calculadas, aliquotas de 25 pg de proteina total diluidas em tampao de

amostra (Laemmli 2x Concentrate, Sigma-Aldrich) foram preparadas e submetidas a 5 minutos
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de desnaturagao a 95°C. As proteinas totais foram separadas em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 10%, transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Protran, GE
Healthcare Life Sciences) utilizando o equipamento TransBlot Turbo Transfer (Bio-Rad) e as
membranas pds-tranferéncia submetidas a uma hora de bloqueio com 5% de leite desnatado
(Molico) em temperatura ambiente. As membranas pds-bloqueio foram incubadas com os
anticorpos primarios (Tabela 4) diluido em 5% BSA, overnight a 4°C seguido da incubacdo com
o anticorpo secunddrio anti-mouse (7076, Cell Signaling) ou anti-rabbit (sc-2020, Santa Cruz
Biotechnology) na dilui¢do de 1:5000 em 5% Molico em temperatura ambiente por uma hora.
As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia no equipamento ImageQuant LAS
4000mini (GE Healthcare Life Sciences) utilizando o SignalFire™ ECL Reagent (Cell Signalling
Technology) e SuperSignal™ West Atto (Thermo Fisher Scientific). Como controle de
carregamento foi utilizada a proteina enddgena B-actina apds a remogao das proteinas da
membrana utilizada com o stripping buffer Restore™ Western blot (Thermo Fisher Scientific) e

a densitometria foi realizada pelo software Imagel (National Institutes of Health, versao 1.51).

Tabela 4 — Anticorpos primarios e condi¢des de incubagao utilizados no Western blotting.

Proteina Anticorpo Diluigao
ACBT 8H10D10, Cell Signaling Technology 1:2000
AKT 4691S, Cell Signaling Technology 1:1000
PAKT (Ser437) 4060s, Cell Signaling Technology 1:1000
ASCT2 ABN73, Millipore 1:1000
CA9 ab15086, Abcam 1:2000
GLS A83195, Sigma-Aldrich 1:500
GLUT1 ab15309, Abcam 1:1000
HK2 ab104836, Abcam 1:1000
LDHA ab101562, Abcam 1:3000
MCT1 sc-365501, Santa Cruz Biotechnology 1:200
MCT4 sc-50329, Santa Cruz Biotechnology 1:2000
PDK1 sc-28783, Santa Cruz Biotechnology 1:1000
PDK2 E-AB-12618, Elabscience 1:1000

PDK3 E-AB-62859, Elasbscience 1:1000
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4.2.3 Knockdown (KD) do gene PDK3

O gene PDK3 foi silenciado através da técnica de transfecgdo reversa. Foram plaqueadas
1,5x10° células (A375 e A375 PLX R) ou 3x10° células (SK-MEL-19 e SK-MEL-19 PLX R) em placa
de 6 pogos, diluidas em 1500 pl de DMEM 10% SFB sem antibidticos e expostas a 15 nM de
siRNA para PDK3 (Silencer® Select, s10260, Invitrogen) ou siRNA irrelevante como controle
negativo (Silencer Select Negative Control No.1 siRNA, 4390843, Invitrogen), ambos diluidos
em 500 pL de Opti-MEM | (Gibco) com 1,5 uL/mL de Lipofectamine RNAIMAX Reagent
(Invitrogen). Apés 24 horas, o meio de cultura utilizado para a transfeccdo (meio de
transfecgdo) foi substituido por meio DMEM 10% SFB com 1% P/S e 3 uM de PLX (no caso das
linhagens resistentes ao vemurafenibe) e as células crescidas sob condi¢cdes normais cultivo.
Apds a padronizacdo do KD, as células foram desagregadas com tripsina e plagueadas de
acordo com cada ensaio, com excecdo do ensaio de apoptose (item 4.2.5.4) (Figura 5). O KD

de PDK3 foi confirmado por Western blotting (item 4.2.2).

Olh Transfecgdo 24hl/ oh Knockdown do gene PDK3 72h|/ oh 2fh 4?h 7|2h
I I I I I 1
Transfecgédo Substituigdo do Plagueamento Leitura dos ensaios
reversa meio de cultura dos ensaios Ensaio de apoptose

Figura 5 — Ordem cronoldgica desde a transfec¢do reversa para o KD de PDK3, plagueamento dos ensaios e
leitura dos ensaios.

4.2.4 Concentracdo inibitéria média (ICso)

A concentracdo de PLX capaz de inibir 50% da viabilidade celular apds o KD de PDK3 foi
avaliada através da técnica colorimétrica de sulforodamina B (SRB; TOX-6, Sigma-Aldrich)
quantificada pela biomassa celular. Foram plaqueadas 5x103 células silenciadas e respectivos
controles em placas de 96 pogos em meio de cultura DMEM 10% SFB sob condi¢gdes normais
de cultivo. Apds 4 horas de adesdo, o meio de plaqueamento foi substituido pelo meio
contendo concentragdes crescentes de PLX (0, 5, 7,5, 10, 25, 50, 75, 100 uM). Apds 24 horas,
as células foram submetidas a lavagem com DPBS e fixagdo com 100 pL de acido
tricloroacético 10% (TCA; Sigma-Aldrich) gelado por uma hora a 4°C seguido de lavagem com
agua destilada e exposigao ao ar para secagem. Apos secas, as células foram coradas com 50
uL de SRB por 30 minutos e lavadas com acido acético 1%. Apds expostas ao ar para secagem

por pelo menos 30 minutos, a coloragdo das células foi solubilizada com 100 pL de Tris 10 mM
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por 5 minutos sob agitacdo. A absorvancia, proporcional a biomassa celular, foi mensurada
pelo espectrofotometro (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific) a 565 nm, utilizando 690
nm como referéncia, e o valor de ICso foi obtido pelo software GraphPad Prism (versao 9.0.0)
através da andlise de regressao nao-linear utilizando a equagao de dose-resposta sigmoidal

(inclinacdo variavel).

4.2.5 Caracterizagao in vitro do efeito do KD de PDK3
Os parametros celulares foram avaliados apds o KD de PDK3 nas linhagens A375, A375

PLX R, SK-MEL-19 e SK-MEL-19 PLX R por meio dos ensaios descritos a seguir.

4.2.5.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada através da técnica colorimétrica de SRB (TOX-6, Sigma-
Aldrich) quantificada pela biomassa celular. Foram plaqueadas 5x10% células silenciadas e
respectivos controles em placas de 96 pogos em meio de cultura DMEM 10% SFB sob
condi¢cdes normais de cultivo. Apds 24 horas, as células foram submetidas a lavagem com
DPBS e fixacdo com 100 uL de 4cido tricloroacético 10% (TCA; Sigma-Aldrich) gelado por uma
hora a 4°C seguido de lavagem com agua destilada e exposicdo ao ar para secagem. Apds
secas, as células foram coradas com 50 uL de SRB por 30 minutos e lavadas com &acido acético
1%. Apds expostas ao ar para secagem por pelo menos 30 minutos, a coloragao das células foi
solubilizada com 100 pL de Tris 10 mM por 5 minutos sob agitagdao. A absorvancia,
proporcional a biomassa celular, foi mensurada pelo espectrofotémetro (Varioskan Flash,

Thermo Fisher Scientific) a 565 nm, utilizando 690 nm como referéncia.

4.2.5.2 Proliferagao celular

A proliferagao celular foi avaliada através da técnica colorimétrica de incorporagao de
5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU; Cell Proliferation ELISA BrdU colorimetric kit, Roche), seguindo
as recomendacdes do fabricante. Foram plaqueadas 5x10° células silenciadas e respectivos
controles em placas de 96 pogos em meio de cultura DMEM 10% SFB com 1,0 puL da solugao
de marcagao BrdU sob condigdes normais de cultivo. Apds 24 horas, as células foram fixadas
com 200 pL da solugdo fixadora e desnaturante de DNA por 30 minutos a temperatura

ambiente seguido de incubagdo com 100 pL do anticorpo anti-BrdU por 90 minutos a
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temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas com 200 uL de solucdo de
lavagem seguido da adicdao de 100 plL da solugcdo substrato e incubagcdo por 30 minutos a
temperatura ambiente e protegido da luz. A absorvancia, proporcional as células que
incorporaram o BrdU, foi mensurada pelo espectrofotémetro (Varioskan Flash, Thermo Fisher

Scientific) a 370 nm, utilizando 492 nm como referéncia.

4.2.5.3 Formagao de col6nias

A capacidade de formagao de col6nias foi avaliada através do ensaio clonogénico
dependente de ancoragem. Foram plaqueadas 1x10° células silenciadas e respectivos
controles em placas de 6 pogos com meio de cultura DMEM 10% SFB (3 uM PLX no caso das
linhagens resistentes ao vemurafenibe) sob condi¢des normais de cultivo. Apds 14 dias, as
células foram lavadas com 2,0 mL de DPBS e fixadas com 2,0 mL de metanol gelado por 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram coradas com 2,0 mL de
cristal violeta 0,5% diluido em 50% DPBS e 50% metanol por 15 minutos a temperatura
ambiente e lavadas com agua destilada. Apds expostas ao ar para secagem, as colOnias
formadas foram fotografadas utilizando o microscépio Olympus SZX7 (magnificagdo de 100x)
e quantificadas pelo software Imagel) (National Institutes of Health, versdo 1.41). A
absorvancia resultante da solubilizacdo das col6nias coradas utilizando acido acético 10%,
proporcional a capacidade clonogénica das células foi mensurada pelo espectrofotometro

(Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific) a 570 nm.

4.2.5.4 Apoptose

A apoptose foi avaliada através do ensaio de Anexina V e lodeto de Propidio (Roche),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Noventa e seis horas apds a transfecgdo para KD
de PDK3, o sobrenadante e as células desagregadas com Accutase™ (Thermo Fisher Scientific)
foram colhidos em tubos de citometria e lavados com DPBS. Em seguida, as células foram
submetidas a solugao fixadora e incubadas com anexina V e iodeto de propidio por 15 minutos
a temperatura ambiente e protegidas da luz. A porcentagem de células viaveis, em apoptose
inicial e em apoptose tardia/necrose foi determinada por citometria de fluxo (Accuri C6 Plus
Flow Cytometer, BD Biosciences) e os resultados analisados pelo software BD Accuri™ C6 (BD

Biosciences, versdo 1.0.264.21).
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4.2.5.5 Migragao celular

A migragao celular foi avaliada através do ensaio de migragao transwell utilizando os
insertos Falcon Permeable Support for 24-well Plate with 8.0 um Transparent PET Membrane
(Corning). Foram plaqueadas 5x10* células (A375 e A375 PLX R) ou 4x10° células (SK-MEL-19
e SK-MEL-19 PLX R) silenciadas e respectivos controles no compartimento superior dos
insertos, diluidas em 500 uL de meio de cultura DMEM 0% SFB, permitindo a migracao das
células até o compartimento inferior contendo 750 pL de meio de cultura DMEM 10% SFB,
utilizado como quimioatrativo para indugao da migragdo celular. Apds 24 horas de incubagao
sob condi¢des normais de cultivo, os insertos foram lavados com DPBS por 5 minutos e fixados
com metanol gelado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apds fixagao, as células
remanescentes presentes no compartimento superior foram removidas com o auxilio de haste
de algodao. Os insertos foram corados com hematoxilina (Easypath) por 10 minutos e lavados
em agua destilada seguindo para coloragdo em eosina (Easypath) por 10 minutos e nova
lavagem em 3agua destilada. Apds secagem por exposicdo ao ar por pelo menos 24 horas, as
membranas foram retiradas dos insertos e coladas em Iaminas com xilol e Entellan® (Merck).
As laminas foram fotografadas no microscépio Olympus BX43 (magnificagdo de 20x) e as
células capazes de migrar foram quantificadas com o software Imagel (National Institute of

Health, versdo 1.41).

4.2.5.6 Invasao celular

A invasdo celular foi avaliada através da técnica da camara de invasao utilizando as
placas de invasao Corning BioCoat Matrigel Invasion Chamber with BD Matrigel Matrix
(Corning). O matrigel presente nos insertos foi previamente hidratado com 500 ul de DMEM
0% SFB por uma hora. Apds a remocdo do meio de cultura, foram plaqueadas 5x10* células
(A375 e A375 PLX R) ou 4x10° células (SK-MEL-19 e SK-MEL-19 PLX R) silenciadas e respectivos
controles no compartimento superior dos insertos, diluidas em 500 pL de meio de cultura
DMEM 0% SFB, permitindo a invasao das células até o compartimento inferior contendo 750
puL de meio de cultura DMEM 10% SFB, utilizado como quimio-atrativo para indug¢ao da
invasdo celular. Apds 24 horas de incubagdo sob condigdes normais de cultivo, os insertos

foram lavados com DPBS por 5 minutos e fixados com metanol gelado durante 5 minutos a
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temperatura ambiente. Apods fixagao, as células remanescentes presentes no compartimento
superior foram removidas com o auxilio de haste de algodao. Os insertos foram corados com
hematoxilina (Easypath) por 10 minutos e lavados em agua destilada seguindo para coloragao
em eosina (Easypath) por 10 minutos e nova lavagem em agua destilada. Apds secagem por
exposi¢cdo ao ar por pelo menos 24 horas, as membranas foram retiradas dos insertos e
coladas em laminas com xilol e Entellan® (Merck). As |aminas foram fotografadas no
microscopio Olympus BX43 (magnificagdo de 20x) e as células capazes de invadir foram

guantificadas com o software Imagel (National Institute of Health, versdo 1.41).

4.2.5.7 Adesao celular

A adesado celular foi avaliada através da técnica baseada na interacdo proteina-proteina.
Uma placa de 96 pogos foi revestida com 10 pug/mL de BSA (Sigma Aldrich) em DPBS e
Matrigel® [1:10]. Apds 24 horas, o excesso de solucdo foi removido e os pogos hidratados com
100 pL de 0,1% BSA por 2 horas, seguido de lavagem com PBS. Foram plaqueadas 5 x 103
células silenciadas e respectivos controles e, apds 24 horas, as células ndo aderentes foram
removidas com DPBS enquanto as células aderidas foram fixadas com 10% TCA e coradas com
cristal violeta 0,5% diluido em 50% DPBS e 50% metanol. Os pocos foram fotografados no
microscopio Olympus SZX7 (magnificacdo de 100x) e as células capazes de aderir foram

guantificadas com o software Imagel (National Institute of Health, versdo 1.41).

4.2.5.8 Quantificagao de glicose extracelular

A quantificacdo de glicose extracelular foi realizada através do kit comercial Glucose
Colorimetric Assay (SpinReact), seguindo as recomendacdes do fabricante. Foram plagueadas
5x103 células silenciadas e respectivos controles em placas de 96 pocos com meio de cultura
DMEM 10% SFB e sob condi¢des normais de cultivo. O meio de cultura utilizado para plaquear
o ensaio (TO) e o meio de cultura coletado dos pocos apds 24 horas (T24) foram centrifugados
antes da quantificagdo. A proteina total (expressa como biomassa total) foi avaliada através
do ensaio de SRB para normalizacdo (vide item 4.2.5.1). A absorvancia, proporcional a
quantidade de glicose extracelular, foi mensurada pelo espectrofotémetro (Varioskan Flash,

Thermo Fisher Scientific) a 570 nm. O resultado foi expresso como influxo de glicose obtido



21

através da subtragao entre a glicose extracelular quantificada em TO e a glicose extracelular

guantificada em T24.

4.2.5.9 Quantificagao de lactato extracelular

A quantificacdo de lactato extracelular foi realizada através do kit comercial Lactate
Assay (SpinReact), seguindo as recomendacdes do fabricante. Foram plaqueadas 5x103 células
silenciadas e respectivos controles em placas de 96 pogos com meio de cultura DMEM 10%
SFB e sob condigdes normais de cultivo. O meio de cultura utilizado para plaquear o ensaio
(TO) e o meio de cultura coletado dos pogos apds 24 horas (T24) foram armazenados a -20°C
e centrifugados antes da quantificacdo. A proteina total (expressa como biomassa total) foi
avaliada através do ensaio de SRB para normalizagdo (vide item 4.2.5.1). A absorvancia,
proporcional a quantidade de lactato extracelular em cada pogo, foi mensurada pelo
espectrofotémetro (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific) a 570 nm. O resultado foi
expresso como efluxo de lactato obtido através da subtragao entre o lactato extracelular

quantificado em T24 e o lactato extracelular quantificado em TO.

4.2.6 Analise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos na avaliagdo da expressdao de PDK3 em amostras humanas de
melanomas foram analisados utilizando no software RStudio (versdao 2023). Os grupos foram
definidos mediante a graduagdo final obtida na avaliagdo das reagbes de IHQ (negativa e
positiva). A comparacdo entre a frequéncia de expressdo de proteinas nas amostras pareadas
(obtidas pré e pds tratamento com vemurafenibe) foi avaliada para significancia estatistica
utilizando o teste de McNemar.

Os dados quantitativos foram analisados no software GraphPad Prism (versdo 9.0.0) e
apresentados como a média e o erro padrao de triplicatas bioldgicas e experimentais. Para
variaveis quantitativas que apresentarem distribuicdo normal, a analise estatistica foi
realizada utilizando o teste t-Student ou ANOVA seguida de analise post hoc. Para variaveis
quantitativas que nao apresentarem distribuicdo normal, a andlise estatistica foi realizada
utilizando teste de Mann-Whitney e Kruskall Wallis.

Para todos os testes sera considerado um nivel de significancia de 5% (p<0,05).



22

5  ASPECTOS ETICOS

O uso de amostras humanas neste projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Ftica
em Pesquisa (CEP) do Hospital de Cancer de Barretos com parecer 7.319.662 e registro na
Plataforma Brasil com nimero CAAE 74071317.0.0000.5437. Os dados dos pacientes foram
obtidos exclusivamente de forma retrospectiva em prontuarios arquivados no SAME e de
analises do material biolégico humano em blocos de parafina. Todas as informacdes
referentes aos participantes serdo mantidas em sigilo sob a responsabilidade do investigador
principal (orientador) ndo havendo divulgagdo publica do nome ou de qualquer informagao
que possa identificar o participante. Devido a necessidade de garantir material estocado no
Departamento de Patologia para possiveis testes de diagndsticos futuros, os blocos de
parafina ndao serdao esgotados ou prejudicados. Assim, trata-se de um estudo com risco
minimo ao participante da pesquisa caracterizado apenas pela eventual quebra de sigilo. Foi
solicitada dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido a qual foi aprovada pelo
CEP. Os participantes da pesquisa nao terao beneficio direto, no entanto, futuros pacientes

diagnosticados com melanoma poderao se beneficiar do conhecimento gerado.
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6 RESULTADOS

6.1 Amostras humanas
A expressao da proteina PDK3 foi avaliada por IHQ em amostras de tecidos parafinados
de 9 pacientes com melanoma mutados em BRAF'®%E antes e apds o tratamento com

vemurafenibe. A PDK3 foi localizada predominantemente no citoplasma (Figura 6).

Controle positivo Caso negativo

- Caso positivo — Score 3 Caso positivo — Score 6

Figura 6 — Fotomicrografias representativas de expressao positiva da PDK3 avaliada por imunohistoquimica.
Amplificagdo 40x.

Entretanto, nao se observou diferenga na frequéncia de expressdao da PDK3 quando

comparado as amostras pré e pés-tratamento com vemurafenibe (Tabela 5 e 6).
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Tabela 5 — Score de expressdo de PDK3 por amostra de melanoma humano antes (pré-PLX) e
apos (pods-PLX) tratamento com vemurafenibe.

Amostra
ID
Pré-PLX P6s-PLX

01 3 5
02 6 6
03 5 5
04 0 5
05 5 0
06 5 4
07 5 6
08 0 0
09 0 0

PLX: vemurafenibe.

Tabela 6 — Comparagao da frequéncia de expressao de PDK3 em amostras de melanoma
humano antes (pré-PLX) e apds (pds-PLX) tratamento com vemurafenibe (p=1,000).

Amostra
Expressao Pré-PLX PG4s-PLX
PDK3 n (%) n (%)
Negativo 3(33,33) 3(33,33)
Positivo 6 (66,66) 6 (66,66)

PLX: vemurafenibe.

6.2 Ensaios in vitro

6.2.1 Expressao da PDK3
De acordo com a Figura 7, pode-se observar a expressao aumentada da isoforma PDK3
nas linhagens PLX R, mas ndo das outras isoformas (PDK1 e PDK2) quando comparadas com

as respectivas linhagens parentais.
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Figura 7 — Expressdo das isoformas PDK1, PDK2 e PDK3 avaliada por Western blotting. (A) Imagem representativa.
(B) Valores normalizados e expressos pela média + SEM de trés experimentos independentes. PLX R: resistente
ao vemurafenibe; u.a., unidade arbitraria; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

6.2.2 Padronizac¢do do KD do gene PDK3

O KD de PDK3 foi avaliado em quatro tempos diferentes (24, 48, 72 e 96 horas) apds a
substituicdo do meio de transfeccdo. Observou-se observar por Western blotting que, para a
linhagem SK-MEL-19 PLX R, o KD do gene PDK3 se torna evidente nas 72 horas apds a
substituicdo do meio de transfec¢do, sendo esse o Unico tempo em que a célula se mantém
silenciada (Figura 8A). Dessa forma, com a finalidade de obter um resultado comparavel, o
tempo de 72 horas apds a substituicdo do meio de transfeccdo, ou seja, o tempo apds o KD
de PDK3, foi padronizado para todas as linhagens celulares, observando uma diminuicdo
significativa na expressdo da proteina PDK3 nas células em estudo (Figura 8B). Sendo assim,
os ensaios funcionais e de parametros metabdlicos foram plaqueados 72 horas apds a
substituicdo do meio de transfeccdo e analisados 24 horas apés o plagueamento, com excecdo

do ensaio de apoptose (item 4.2.5.4) (Figura 5).
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Figura 8 — Expressdo de PDK3 apds KD de PDK3 avaliada por Western blotting. (A) Imagem representativa em
quatro tempos distintos (24, 48, 72 e 96 horas) apds a substituicdo do meio de transfec¢do. (B) Valores
normalizados e expressos pela média + SEM de trés experimentos independentes 72 horas apds o KD de PDK3.
CN: controle negativo; KD: knockdown; PLX R: resistente ao vemurafenibe; u.a., unidade arbitraria; * p<0,05; **
p<0,001; *** p<0,0001.

6.2.3 Expressao de PDK1 e PDK2 apds o KD de PDK3

Buscando observar a presenca de um possivel mecanismo compensatdrio de atividade
entre as isoformas do complexo PDK quando silenciada a PDK3, foi avaliada a expressao de
PDK1 e PDK2 apés o KD de PDK3. Entretanto, ndo se observou diferenca nas expressoes de

nenhuma das isoformas apds o KD de PDK3 (Figura 9 e 10).
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Figura 9 — Expressdo de PDK1 apds KD de PDK3 avaliada por Western blotting. (A) Imagem representativa. (B)
Valores normalizados e expressos pela média + SEM de dois experimentos. CN: controle negativo; KD:
knockdown; PLX R: resistente ao vemurafenibe; u.a., unidade arbitraria.
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Figura 10 — Expressdao de PDK2 apds KD de PDK3 avaliada por Western blotting. (A) Imagem representativa. (B)
Valores normalizados e expressos pela média + SEM de trés experimentos. CN: controle negativo; KD:
knockdown; PLX R: resistente ao vemurafenibe; u.a., unidade arbitraria.

6.2.4 Determinagao da ICso do vemurafenibe apos o KD de PDK3

Foi avaliado se o KD de PDK3 influenciava na ICso de vemurafenibe (PLX) nas linhagens

em estudo. Entretanto, nao se observou diferenga na sensibilizagdao das células de melanoma

ap6s o KD de PDK3 (Figura 11, Tabela 7).
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Figura 11 — IC5 apds o KD de PDK3 em linhagens de melanoma expostas a concentragdes crescentes de PLX por
Sulforodamina B. Valores normalizados e expressos pela média + SEM de triplicatas de dois experimentos

independentes. PLX R: resistente ao vemurafenibe.
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Tabela 7 — Valores de ICsp apds o KD de PDK3 em linhagens de melanoma expostas a
concentragoes crescentes de vemurafenibe. Dados apresentados como média + erro padrao

com intervalo de confianca de 95%.

ICs0 PLX (1M)
Linhagens
Controle Negativo siPDK3
A375 28,66 + 4,83 23,08 £+ 2,43
A375 PLXR 31,12 +1,83 23,69+1,73
SK-MEL-19 28,39 + 3,46 18,82 +1,80

SK-MEL-19 PLX R

45,98 £5,74

38,45 14,41

PLX: vemurafenibe; PLX R: resistente ao vemurafenibe.

6.2.5 Viabilidade celular e apoptose apés o KD de PDK3

Apds o KD de PDK3, buscou-se avaliar in vitro a influéncia da PDK3 sobre parametros de

agressividade tumoral. Observou-se a diminui¢ao da viabilidade celular nas linhagens em

estudo, com excecdo da linhagem A375 PLX R (Figura 12). Entretanto, ndo se observou

influéncia significativa do KD de PDK3 na apoptose dessas linhagens celulares (Figura 13).
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Figura 12 — Viabilidade celular apds o KD de PDK3 por Sulforodamina B. Valores normalizados e expressos pela
média + SEM de triplicatas de trés experimentos independentes. PLX R: resistente ao vemurafenibe; ** p<0,001;

*#% p<0,0001.
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Figura 13 — Apoptose apds o KD de PDK3 por Anexina V (An) e lodeto de propidio (IP). (A) Imagem representativa
da distribui¢cdo das células entre vivas (An- e IP-), em apoptose inicial (An+ e IP-) e em apoptose tardia ou necrose
(An+ e IP+). (B) Valores normalizados e expressos pela média + SEM de trés experimentos independentes. PLX R:
resistente ao vemurafenibe.

6.2.6 Proliferacao celular e expressao de AKT fosforilado apds o KD de PDK3

Diante da diminuigdo na viabilidade celular apds o KD de PDK3 e a nao influencia na
apoptose, foram realizados ensaios para andlise de proliferacao celular a fim de investigar se
a diminui¢ao na viabilidade celular das linhagens em estudo estaria relacionada com a
influéncia do KD de PDK3 na divisao celular. Os resultados obtidos do ensaio por incorporacao
por BrdU demonstraram que o KD de PDK3 diminuiu a proliferacdo celular (Figura 14) e a

expressao de AKT fosforilado (Figura 15) apenas em linhagens PLX R.
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Figura 14 — Proliferagdo celular apds o KD de PDK3 por incorporagdo de BrdU. Valores normalizados e expressos
pela média £ SEM de triplicatas de trés experimentos independentes. PLX R: resistente ao vemurafenibe.
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Figura 15 — Expressdo de pAKT (AKT fosforilado) avaliada por Western blotting. (A) Imagem representativa. (B)
Valores normalizados e expressos pela média + SEM de dois experimentos independentes. AKT: proteina quinase
B; CN: controle negativo; KD: knockdown; PLX R: resistente ao vemurafenibe; u.a., unidade arbitraria. ** p<0,001;
*** n<0,0001.

6.2.7 Capacidade de formagao de col6nias apds o KD de PDK3
Em relagdo a capacidade de formagdo de colonias, o KD de PDK3 demonstrou diminuir
a capacidade clonogénica nas linhagens em estudo apds 14 dias em cultura, com excegdo da

linhagem SK-MEL-19 PLX R (Figura 16).
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Figura 16 — Formacdo de col6nias apds o KD de PDK3 por ensaio clonogénico dependente de ancoragem. (A)
Imagem representativa da formagdo de col6nias apds 14 dias em cultura. (B) Valores normalizados e expressos
pela média + SEM de duplicatas de trés experimentos independentes. PLX R: resistente ao vemurafenibe; **
p<0,001; *** p<0,0001.

6.2.8 Capacidade de migragao, invasao e adesao celular apés o KD de PDK3

Buscando caracterizar e compreender a influéncia da PDK3 nas alteragdes fenotipicas
das células de melanoma, foram realizados os ensaios de migragao, invasdo e adesao celular
apos o KD de PDK3. Péde se observar a diminuicdo na capacidade migratdria em todas as
linhagens em estudo (Figura 17), a diminuicdo na capacidade de invasdo apenas nas linhagens
A375 e A375 PLX R (Figura 18) e a diminui¢do na capacidade de adesdo celular nas linhagens

celulares com excecdo da linhagem A375 (Figura 19).
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Figura 17 — Migragdo celular apds o KD de PDK3 por transwell. (A) Imagem representativa das células com
capacidade de migracdo, aderidas a membrana. (B) Valores normalizados e expressos pela média + SEM de
duplicatas de trés experimentos independentes. PLX R: resistente ao vemurafenibe; * p<0,05; **** p<0,00001.
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Figura 18 — Invasdo celular apés o KD de PDK3 por camara de invasdo. (A) Imagem representativa das células
com capacidade de invasdo, aderidas a membrana. (B) Valores normalizados e expressos pela média + SEM de
duplicatas de trés experimentos independentes. PLX R: resistente ao vemurafenibe; * p<0,05; ** p<0,001.
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Figura 19 — Adesdo celular apds o KD de PDK3 em matrigel. (A) Imagem representativa das células com
capacidade de adesdo, aderidas ao matrigel. (B) Valores normalizados e expressos pela média + SEM de
triplicatas de dois experimentos independentes. PLX R: resistente ao vemurafenibe; * p<0,05; *** p<0,0001.

6.2.9 Influxo de glicose e efluxo de lactato apds o KD de PDK3

Levando em consideragao o principal papel da PDK3 na glicélise aerdbica, os parametros

metabdlicos como infuxo de glicose e efluxo de lactato foram analisadas. Apds o KD de PDK3,

pbde se observar um aumento nos niveis de glicose extracelular nas linhagens em estudo

(Figura 20), e uma diminuicdo nos niveis de lactato extracelular nas linhagens em estudo, com

excecdo na linhagem SK-MEL-19 PLX R, a qual teve o nivel de lactato extracelular aumentado

ap6s o KD de PDK3 (Figura 21).
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Figura 20 — Influxo de glicose apds o KD de PDK3 calculado pela diferenga da quantificagdo inicial e final (apds
24h) de glicose no meio de cultura. Valores normalizados e expressos pela média + SEM de triplicatas de trés

experimentos independentes. * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.
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Figura 21 — Efluxo de lactato calculado apds o KD de PDK3 pela diferenga da quantificagcdo final (apds 24h) e
inicial de lactato no meio de cultura. Valores normalizados e expressos pela média + SEM de triplicatas de trés
experimentos independentes. *** p<0,0001; **** p<0,00001.

6.2.10 Expressao de proteinas relacionadas ao metabolismo apds o KD de PDK3
Buscando compreender o perfil metabdlico das células de melanoma parentais e PLX R
ap6s o KD de PDK3, foram avaliadas as proteinas GLUT1 (transportador de glicose 1) e HK2
(hexoquinase 2) da via da glicose, as proteinas ASCT2 (transportador de aminoacidos neutros
dependente de sddio) e GLS (glutaminase) da via da glutamina, as proteinas MCT1/4
(transportadores de monocarboxilato 1 e 4) e LDHA (lactato desidrogenase A) da via do lactato
e CA9 (anidrase carbbnica 9) (Figura 22). Apds o KD de PDK3, pode se observar uma diminuicao
na expressao de GLUT1 nas linhagens celulares, com exceg¢ao da linhagem SK-MEL-19 PLX R
gue aumentou, uma diminui¢do na expressdao de HK2, com excecdo da linhagem A375, uma
diminuigdao na expressao de ASCT2, com excegao da linhagem SK-MEL-19, e uma diminuigao
na expressao de GLS nas linhagens celulares, com exce¢dao da linhagem SK-MEL-19. Ainda,
pbde se observar uma diminuigdao na expressao de MCT1 na linhagem A375 PLX R, uma
diminuig¢ao na expressdao de MCT4 na linhagem A375 e SK-MEL-19 e aumento na linhagem SK-
MEL-19 PLX R, uma diminui¢ao na expressao de LDHA nas linhagens PLX R e uma diminui¢ao

na expressao de CA9 nas linhagens A375 e A375 PLXR.
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Figura 22 — Expressdo de GLUT1 (transportador de glicose 1), HK2 (hexoquinase 2), ASCT2 (transportador de
aminodcidos neutros dependente de sddio), GLS (glutaminase), MCT1 e 4 (transportador de monocarboxilato 1
e 4) LDHA (lactato desidrogenase A) e CA9 (anidrase carbbnica 9) apds o KD de PDK3 avaliada por Western
blotting. (A) Imagem representativa. (B) Valores normalizados e expressos pela média + SEM de dois ou trés
experimentos independentes. CN: controle negativo; KD: knockdown; PLX R: resistente ao vemurafenibe; u.a.,
unidade arbitrdria. * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.
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7  DISCUSSAO

A reprogramagao metabdlica, considerada um dos hallmarks do cancer, permite que as
células tumorais adaptem suas necessidades metabdlicas ao microambiente tumoral hipdxico
favorecendo a iniciacdo, a manutencdo e a progressdo dos tumores*®. Entretanto, essa
flexibilidade metabdlica ndo esta limitada a condigdo hipdxica, mas a diversas estratégias de
regulacdo como, por exemplo, as sinalizagGes oncoldgicas que favorecem a glicélise e/ou
desfavorecem a OXPHOS?’. Dentre essas sinalizacbes oncogénicas, a ativacdo da via MAPK
pode levar a transcricdo de HIF1A resultando na ativacdo da PDK3, uma das isoformas do
complexo PDK que tem papel fundamental na reprogramagdo metabdlica e estd associada a
progressdo tumoral e a resisténcia terapéutica*. No presente trabalho, apesar da expressdo
da PDK3 em amostras humanas antes e apds o tratamento com vemurafenibe nao ter
demonstrado diferenga, in vitro, a deplegdo do gene PDK3 atenuou a agressividade tumoral
pela diminuicdo na viabilidade, na proliferacdao, na capacidade clonogénica, na migracao, na
invasdo e na adesdo das células de melanoma, principalmente as resistentes ao vemurafenibe,
além de ser observada uma diminuigao no fenétipo glicolitico com a diminuigdo do influxo de
glicose e efluxo de lactato mediados pela diminuicao de proteinas relacionadas como GLUT1,

HK2, MCT1/4, LDHA, ASCT2, GLS e CA9 (Figura 23).
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e as setas em vermelho indicam aumento apds o KD de PDK3. a-KG: alfa-cetoglutarato; pAKT: AKT fosforilado;
ASCT2: transportador de aminodcidos neutros dependente de sddio; CA9: anidrase carbbnica 9; CO,: didxido de
carbono; HCOs: ion bicarbonato; G6PD: glicose-6-fosfato desidrogenase; GLS: glutaminase; GLUT1:
transportador de glicose 1; H*: hidrogénio; HK2: hexoquinase 2; LDHA: lactato desidrogenase A; MCT1/4:
transportador de monocarboxilato 1/4; OAA: oxaloacetato; PDC: complexo piruvato desidrogenase; PDK3:
piruvato desidrogenase quinase 3; PLX R: resistente ao vemurafenibe; TCA: acido tricarboxilico.

Uma andlise realizada in silico, utilizando bancos de dados TCGA e GTEx, demonstrou
um aumento na expressdao do gene PDK3 em diversos tecidos tumorais quando comparados
com tecidos normais adjacentes, incluindo o cincer de pele melanoma®’. Essa expressio

diferenciada demonstrou estar associada a parametros de agressividade tumoral como alto
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estadiamento em cdncer de célon* e pior progndstico em colangiocarcinoma®!, leucemia
mieloide aguda3®, carcinoma urotelial®?> e coloretal®®. Ainda, no contexto da resisténcia
terapéutica, foi observado em células de glioma resistentes ao tozasertibe, um inibidor de
aurora quinases, a associacdo da resisténcia com o aumento da expressdo de PDKs, incluindo
a PDK3, que, quando tratadas com DCA, um inibidor geral de PDKs, demonstraram diminuicdo
na viabilidade celular®*. Outros estudos descreveram também a inibicdo da PDK3 pelo HSF1
sendo capaz de reverter a glicélise aerdbica e a resisténcia a cisplatina em tumores de
pulm3o® e gastrico®®, sugerindo que sua modulacdo possa ser uma possivel estratégia
terapéutica.

Entretanto, apesar das caracteristicas que lhe conferem vantagens no contexto tumoral,
como ser a isoforma com maior afinidade ao PDC e ser pouco inibida tanto pelo piruvato
quanto pelo DCA, a regulacdo da PDK3 é pouco estudada como estratégia terapéutica33. Em
melanoma, foi observada a inibigdao da proliferagao de células de melanoma pelo DCA, além
de ser observado efeito semelhante do silenciamento do gene PDK3 e do DCA na diminuigao
da fosforilagdo do PDC e no aumento da taxa OCR:ECAR (OCR, taxa de consumo de oxigénio;
ECAR, taxa de acidificacdo extracelular), refletindo o fenétipo oxidativo®’. Apesar de ja ter sido
descrito o aumento de mRNA de PDK3 apds o tratamento com vemurafenibe®8, pela primeira
vez, o presente estudo demonstrou o aumento da expressao da proteina PDK3 em linhagens
celulares de melanoma resistentes ao vemurafenibe, quando comparadas com as respectivas
linhagens parentais, embora ndo observada a diferenca na frequéncia de expressdo em
amostras parafinadas de paciente com melanoma apds o tratamento com vemurafenibe. Em
carcinoma urotelial, uma andlise de co-expressao de genes demonstrou a superexpressao de
PDK3 associada a genes envolvidos na replicagao de DNA e, em contraste, a baixa regulagao
de PDK3 associada ao fator de alongamento de tradugdo eucaridtica 1 alfa 1 (EEF1A1), um
fator pro-apoptdtico®2. Ainda, o aumento de PDK3 reverteu o aumento da taxa de apoptose
causada pelo silenciamento de POT1-AS1, um RNA longo n3o codificante®®, enquanto a
inibicdo genética de PDK3 diminuiu a viabilidade celular em células tumorais géstricas®® e a
inibicdo farmacoldégica de PDK3 em células de glioblastoma facilitou a morte celular®?,
reforcando a hipdtese de influéncia da PDK3 em mecanismos de apoptose.

No presente estudo, embora observada diminuigdao da biomassa celular das linhagens

de melanoma apds o KD de PDK3, ndo foi observado efeito na apoptose, e a proliferagao
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celular diminuiu apenas nas linhagens resistentes ao vemurafenibe. Considerando que o KD
de PDK3 pode reativar o PDC, a diminuicdo de biomassa celular pode ser explicada pelo
possivel reestabelecimento da fosforilagdo oxidativa e consequente redugdao na
disponibilidade de intermediarios metabdlicos para biossintese de macromoléculas
observada na glicdlise aerdbica, fundamental para a proliferagdo celular. Ainda, um estudo in
silico demonstrou a correlagdo positiva da PDK3 com a via PI3K/AKT em carcinomas renais de
células claras® e outro estudo sugeriu que a superexpressdo da PDK3 em células de cincer
colorretal favorece a proliferagdo tumoral ao ativar esta via que esta relacionada com o
crescimento, sobrevivéncia e metabolismo das células tumorais®*. Em melanoma, a ativacio
da via PI3K/AKT/mTOR promove a glicdlise através da transcricdo e ativacdo de HIF1A que,
por sua vez, codifica genes associados a glicdlise*!. Ainda, em melanoma, a PDK3 é induzida
por HIF1A favorecendo sua estabilizagdo mesmo em condigdes de normodxia através de um
mecanismo de auto-amplificagao, uma vez que a PDK3 é pouco inibida pela alta concentragao
de piruvato que resulta em alta concentracdo lactato, estabilizando HIF1A*!, A PDK3 também
foi descrita estar positivamente correlacionada com a expressao de AKT, mTOR e 4EBP1 em
melanoma, todos relacionados com a via PI3K/AKT/mTOR* e, em concordancia com os
achados descritos na literatura, avaliamos a expressao de pAKT, que se apresentou diminuida
apos o KD de PDK3 nas linhagens resistentes ao vemurafenibe, linhagens que apresentaram
uma maior expressao da PDK3 e que tiveram a prolifera¢do diminuida. Uma das limitacdes do
presente estudo pode estar relacionada ao tempo em que foram realizados os ensaios (24
horas apds o KD), que pOde ndo ser suficiente para observar influéncia do KD de PDK3 na
divisao celular das linhagens parentais e na apoptose das linhagens em estudo. Em
contrapartida, na formacdo de col6nia (14 dias apds o KD), foi observada a diminuicdo da
capacidade clonogénica das linhagens apds o KD de PDK3, com excegdo da linhagem SK-MEL-
19 PLX R. E importante ressaltar que, apesar do silenciamento ser transiente, o KD de PDK3
durante os primeiros dias do ensaio foram suficientes para levar a diminuicdo na capacidade
clonogénica, um ensaio de longa duragao. A reexpressao de PDK3 para a linhagem SK-MEL-19
PLX R foi observada 96 horas apds o KD de PDK3, conforme observado na linha do tempo, ou
seja, esta linhagem volta a expressar a PDK3 mais rapido que as demais linhagens, sugerindo
que a PDK3 tem um papel mais relevante nesta linhagem que apresenta resisténcia, uma vez

que existe uma produgao continua devido a necessidade por essa proteina. Esta observagao
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pode explicar a diminuigdao da proliferagao celular 72 horas pés-KD da linhagem SK-MEL-19
PLX R mas a auséncia de efeito em ensaios com maior dura¢do, como a formacdo de colbnias.

No presente estudo, a migragdo celular diminuiu em todas as linhagens apds o KD de
PDK3, assim como a capacidade de adesdo celular, com excecdo da linhagem A375. Ja a
capacidade de invasdao diminuiu apenas nas linhagens A375 e A375 PLX R, originadas de
tumores primarios. Uma das hipdteses é que o KD de PDK3 nao tenha sido suficiente para
influenciar no fendtipo metastatico das linhagens SK-MEL-19 e SK-MEL-19 PLX R, uma vez que
sao originadas de tumor metastatico. Um estudo em linhagens celulares de préstata
demonstrou que a transcri¢do da PDK3 é induzida pelo gene KDM4A®, um gene que, quando
suprimido, resulta na parada no ciclo celular e diminui¢gao da migragao e invasao celular de
linhagens tumorais de mama®. Ja em células de tumor pancreatico, o KD de PDK3 por siRNA
diminuiu a capacidade de formac&o de col6nias e a migragdo e invasdo celular®,

O melanoma ja foi descrito como sendo altamente glicolitico devido ao aumento da
expressio de transportadores de glicose e da enzima LDHA®®. Os principais facilitadores do
transporte de glicose GLUT1/3 encontram-se constitutivamente expressos na membrana
plasmatica, fazendo com que o influxo de glicose dependa do seu nivel de expressao,
geralmente aumentado em células tumorais®’. No presente estudo, o KD de PDK3 resultou na
diminui¢ao do influxo de glicose nas linhagens de melanoma associada a diminui¢cdao na
expressao do GLUT1, com excegao da linhagem SK-MEL-19 PLX R. Entretanto, o KD de PDK3
nas linhagens em estudo, incluindo a SK-MEL-19 PLX R, também resultou na diminuicdo da
HK2, uma enzima importante no aumento da captagao de glicose pelas células tumorais
devido a sua funcdo de catalisar o primeiro passo do metabolismo da glicose, controlar o
gradiente de concentragdo intracelular e, consequentemente, o influxo celular dessa
molécula®®. Dessa forma, a expressdo de HK2 diminuida na linhagem SK-MEL-19 PLX R pode,
em parte, explicar o aumento da expressao de GLUT1 em uma tentativa de aumentar o influxo
de glicose para atender as demandas celulares.

Uma vez que o influxo e o metabolismo da glicose como principal fonte de carbono para
as células de melanoma diminuiram apds o KD de PDK3, concomitantemente, foi observada a
diminuigao do efluxo de lactato, com excegdo da linhagem SK-MEL-19 PLX R, que teve o efluxo
de lactato aumentado. O lactato é o produto final do metabolismo da glicose e da glutamina

e um dos principais responsaveis pela acidificagdo do microambiente tumoral, contribuindo
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para a metastase tumoral e resisténcia terapéutica®. Curiosamente, nas linhagens resistentes
ao vemurafenibe, em que o aumento da expressao de PDK3 é maior, a diminuigao no efluxo
de lactato foi acompanhada pela diminuigdo na expressao da enzima LDHA, enzima
responsavel pela conversdo de piruvato em lactato®. Ainda, como forma de evitar a
acidificagao do meio intracelular e consequente morte, as células tumorais tém o aumento da
expressdo de transportadores de prétons como transportadores de Na*/H* (NHEs), anidrases
carbénicas (CAs) e transportadores de monocarboxilato (MCTs)’°. No presente estudo, os
principais transportadores de monocarboxilato no contexto tumoral, MCT1 e MCT479, tiveram
a expressao diminuida apds o KD de PDK3 na linhagem A375 (MCT4), A375 PLX R (MCT1) e SK-
MEL-19 (MCT4) enquanto na linhagem SK-MEL-19 PLX R, que teve o efluxo de lactato
aumentado, observou-se também o aumento da expressdao de MCT4, ainda que diminuida a
expressao de LDHA. Em relagdo a CA9, uma das principais CAs responsaveis por regular o pH
tumoral acidificando o microambiente tumoral e alcalinizando o citoplasma’?, o KD de PDK3
resultou na diminuicdo da expressdao dessa proteina nas linhagens A375 e A375 PLX R,
reforcando a hipdtese de reestabelecimento do fendtipo oxidativo, resultando na nao
necessidade de exportagao de prétons resultantes da glicélise aerdbica para fora da célula
tumoral. A diminuicdo da expressdo de GLUT1, HK2, MCT1/4 e LDHA nas células de melanoma
apos o KD de PDK3 sugerem o reestabelecimento do fluxo de piruvato para produgdo de acetil-
CoA, que ira alimentar o ciclo TCA, ao invés da produgado do lactato, com diminuigao do fluxo
glicolitico. Em células de cancer de prdstata, por exemplo, o silenciamento de PDK3 estimulou
o metabolismo mitocondrial com aumento da atividade de PDH, diminuigao da glicélise e
acumulo de ROS, resultando na diminuigdo da proliferagao celular e formagao de coldnia,
além do aumento da atividade das caspases 3/7%%. Em melanoma, um estudo sugeriu a
ativagcdao de PDKs por ROS, altamente produzido em células tumorais pela influéncia da
reprogramag¢ao metabdlica e do microambiente tumoral, levando a diminui¢ao da atividade
de PDC 8. De fato, a PDK3 estd associada a diminui¢cdo do metabolismo mitocondrial surgindo
como uma estratégia metabdlica permitindo a sobrevivéncia das células tumorais pela
reducdo na dependéncia pela respiracdo mitocondrial’?. Dessa forma, o silenciamento de
PDK3 pode resultar na ativacdo do PDC, reestabelecendo a atividade mitocondrial,

aumentando a oxidag¢do do piruvato e a producdo de ROS, favorecendo a apoptose, assim
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como reduzindo o desvio dos metabdlitos intermediarios da via glicolitica para a biossintese
e desfavorecendo a proliferacdo celular’.

As células de melanoma resistentes ao vemurafenibe podem adquirir outras estratégias
adaptativas reprogramando o metabolismo para uma maior dependéncia pela glutamina?® ou
a serina’* como fonte de carbono, ao invés da glicose. Em um estudo anterior do nosso grupo
de pesquisa, a linhagem SK-MEL-19 PLX R apresentou um perfil preferencialmente oxidativo*®
com aumento da expressao de GLS, uma enzima responsavel pela conversdo da glutamina em
glutamato e amdnia que favorecem o metabolismo da glutamina pela mitocéndria 7>, o que
poderia, em parte, explicar o aumento do efluxo de lactato nessa linhagem. Entretanto, o KD
de PDK3 levou a diminuicdo da expressdao de ASCT2, um transportador de aminoacidos com
ampla especificidade de substrato incluindo a glutamina’®, nas linhagens em estudo levando
também a diminui¢ao da GLS, com exceg¢do da linhagem SK-MEL-19 em ambas as proteinas .
O KD de PDK3 nao sé nao foi capaz de reduzir o efluxo de lactato, como aumentou o efluxo de
lactato, apesar da diminuigao no consumo de glicose na linhagem SK-MEL-19 PLX R e da
diminuig¢ao na expressao de LDHA, o que pode indicar alteragdes em genes que diferenciam o
fendtipo metabdlico desta linhagem celular.

Apesar de trazer varios resultados que contribuem para o avango do conhecimento na
area, o presente estudo apresenta algumas limitagdes. O resultado em amostras humanas foi
limitado pelo nimero de amostras e a inclusdo de novas amostras poderd contribuir para uma
melhor analise da expressdao de PDK3 e comparagdo pré e pds-tratamento com vemurafenibe.
Ainda, os resultados in vitro demonstram um comportamento diferente entre as linhagens
A375 (parental e PLX R) e SK-MEL-19 (parental e PLX R) que, em parte, também pode estar
relacionado ao diferente perfil mutacional (Tabela 3) exibidos pelas linhagens, principalmente
nos genes KIT e TERT. Em melanoma, apesar de o piruvato, produto da glicdlise, ser
majoritariamente convertido em lactato, uma parcela pode entrar no ciclo TCA na forma
acetil-CoA, gerando citrato, o qual é utilizado no citoplasma para a biossintese de acidos
graxos e nucleotideos®. Neste contexto, o presente estudo ndo explorou outras vias
metabdlicas que possam estar compensadas pelo KD de PDK3, como por exemplo a via dos
lipidios e dos nucleotideos. Ainda, considerando a importancia da relacdo do PDK3 com HIF1A,
a caracterizacdo do efeito do silenciamento de PDK3 em condicdes de hipdxia, assim como o

uso de cultura celular em modelo 3D, sdo abordagens metodoldgicas adicionais que poderao
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complementar os achados do presente estudo. O tempo em que foram realizados os ensaios
pode ndo ter sido suficiente para observar influéncia do KD de PDK3 em alguns ensaios como,
por exemplo, na avaliacdo da apoptose, sendo que o uso do método de silenciamento génico
estavel seria uma alternativa para ultrapassar esta limitagao. Ainda, a comparagao da inibigao
génica com a inibicdo farmacoldgica da PDK3 levaria a uma complementagdo da
caracterizacdo da proteina, entretanto, ndo existe um inibidor especifico para PDK3, apenas
inibidores gerais de PDK, como o DCA. Outra complementagdo ao estudo atual inclui o modelo

in vivo que podera contribuir para uma melhor compreensao do papel da PDK3 no melanoma.
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8  CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos a partir dos objetivos propostos no presente estudo,
conclui-se que o silenciamento da PDK3 influenciou o fenétipo maligno das células de
melanoma, por meio da diminuicdo de caracteristicas funcionais primordiais para a
sobrevivéncia celular, progressao e disseminagao tumoral, principalmente em células
resistentes ao vemurafenibe. Ainda, dada a influéncia do silenciamento do gene PDK3 na
diminui¢ao dos parametros relacionados ao perfil glicolitico e possivel reestabelecimento de
um fendtipo oxidativo, pdde ser observada a diminui¢ao indireta de outras vias metabdlicas,
como a da glutamina, que esta fortemente associada com a resisténcia ao vemurafenibe.
Entretanto, deve ser levada em consideracdo a atividade compensatdria a partir do
silenciamento de PDK3 ou a influéncia de outras vias metabdlicas que possam atuar na
agressividade do melanoma. Os achados deste estudo contribuiram para uma melhor
compreensao do papel da PDK3 no melanoma, sugerindo seu potencial como alvo
terapéutico; entretanto, estudos adicionais sdo necessdrios a fim de aprofundar o

entendimento sobre as suas implicagdes bioldgicas e clinicas.
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INTRODUGAO:

O cancer de pele configura-se como um dos mais frequentes em todas as populagdes e se apresenta
principalmente sob duas formas: o melanoma e o ndo melanoma. A Ultima estimativa mundial revelou que,
em 2012, 232 mil casos novos de melanoma seriam diagnosticados, dentre estes 55 mil viriam a 6bito em
todo o mundo. As mais altas taxas de incidéncia de cancer de pele, melanoma e nao melanoma foram
observadas em paises com populagdo caucasiana. Mais de 80% dos diagnosticos de melanomas e 65%
dos Obitos por esse cancer foram verificados na Oceania, Europa e América do Norte (1).Segundo a
Organizagao Mundial de Salde, 2 a 3 milhdes de casos de cancer de pele ndo-melanoma e 132.000 casos
de

cancer de pele melanoma ocorrem globalmente a cada ano (World Health Organization). Nos Estados
Unidos da América, a estimativa para o ano de 2017 é de 87.110 novos casos de
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melanoma diagnosticados, sendo 52.170 homens e 34.940 mulheres. Além disso, estima-se 9.730 mortes
por melanoma, entre homens e mulheres (2).No Brasil, em 2016, a estimativa foi de 80.850 casos novos de
cancer de pele nao melanoma nos homens e 94.910 nas mulheres. Estes valores correspondem a um risco
estimado de 81,66 casos novos de cancer de pele a cada 100 mil homens e 91,98 para cada 100 mil
mulheres. Quanto ao melanoma, a sua letalidade é elevada, porém, a sua incidéncia é baixa (3 mil casos
novos em homens e

2.670 casos novos em mulheres). As maiores taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se na
regiao Sul (1). O melanoma se origina a partir de células chamadas melandcitos, responsaveis pela
produgéo do pigmento melanina. Geralmente, comega com o surgimento de uma pinta (nevo benigno) e
esta fortemente associado a exposi¢édo a radiagao solar UVA e UVB. A transformagédo de células de
melandcitos € uma das varias etapas do processo, que se inicia com a fase de crescimento horizontal ou
radial, progredindo entdo para o fenétipo invasivo (3). De fato, o desenvolvimento do melanoma a partir de
melandcitos ocorre por meio de um mecanismo gradual que envolve a sucessao clonal e aquisi¢éo de
alteragdes genéticas deletérias (4). Apos a fase de crescimento vertical, as células do tumor podem invadir
profundamente a derme/hipoderme e, eventualmente, penetrar o endotélio de capilares e entrar na corrente
sanguinea, o que lhes permite formar metastases em 6rgaos distantes (3). A progress@o para melanoma
metastatico depende de uma série complexa de acontecimentos moleculares que incluem mutagdes que
resultam num fenétipo invasivo (5).A forte agressividade deste cancer deve-se principalmente a rapida
disseminagao sistémica, a alta capacidade metastatica e ao seu potencial refratario aos tratamentos
antineoplasicos convencionais, que s@o provocados por alteragdes genéticas que envolvem mutagdes
associadas ao ganho-de-fungao, amplificagao e/ou superexpressao de oncogenes, juntamente com
mutagdes associadas a perda-de-fungéo, delegao e/ou silenciamento epigenético de genes supressores de
tumor. Entre as alteragdes genéticas mais frequentes em melanoma encontram-se mutagdes em B-RAF (50-
70% dos casos, sendo a mutagdo V600E a mais frequente), que codifica a proteina Serina/Treonina quinase
B-RAF envolvida na transdugao de sinais mitogénicos da membrana celular para o nucleo por meio da via
de sinalizagdo MAPK/ERK (Proteina quinase ativada por mitdgeno/Quinases extracelular-reguladas por
sinais) (6) e mutagdes em N-RAS (20% dos casos), que codifica a proteina G monomérica N-RAS
(neuroblastoma RAS), responsavel pela ativagdo das vias MAPK/ERK e PI3K/AKT (Fosfatidilinositol-3
quinase/Proteina quinase B) (7). Além disso, mutagdes no gene CDKN2A (40% dos casos) (8) e no gene
PTEN (15% dos melanomas metastaticos) também sao
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frequentes e estao fortemente associadas a progressdao do melanoma (9). Em diversos tipos de tumores
cancerigenos, o microambiente tumoral € pouco vascularizado, o que submete as células cancerigenas a
privagao de oxigénio e nutrientes, provocando alteragdes metabolicas para promover a sua sobrevivéncia e
crescimento sob tais condigdes. A rapida proliferagdo aumenta a procura por energia necessaria para a
biossintese de macromoléculas, bem como para os precursores de aminoacidos, nucleotideos e lipideos.
Como resultado, o metabolismo central de carbono é frequentemente alterado em células tumorais (10-13).
Assim, a reprogramagao metabolica surge como uma das caracteristicas fundamentais das

células tumorais (14-17). No caso do melanoma, além das alteragdes genéticas associadas com a
agressividade e capacidade invasiva, 0 microambiente em que o tumor esta inserido também contribui para
o fenétipo invasivo. O melanoma ¢é o tipo de tumor no qual a estratificagdo do microambiente tumoral tem
sido melhor caracterizada (18-19). Os fenétipos altamente proliferativos exibidos pelas células tumorais sao
apoiados,

em parte, pela glicolise aerdbica, ou efeito Warburg (13), que fornece energia e intermediarios para a
biossintese de macromoléculas (20-21). Em normoxia, as células de melanoma, como outras células
tumorais, apresentam frequentemente feno6tipos altamente glicoliticos em que 60-80% da glicose é
convertida em lactato, uma atividade aumentada para 90% ou mais em condi¢gdes de hipoxia (22). Sob
baixos niveis de oxigénio, os fatores

induziveis por hipoxia (HIFs) induzem um adaptagao da célula ao estresse hipdxico, o que tem um profundo
impacto no metabolismo central do carbono (23). O acimulo de HIF-1;, induzido por hipdxia, leva a um
aumento das taxas glicoliticas, acompanhado pela perda da utilizagdo do carbono da glicose no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) devido a expressao mediada por HIF de piruvato quinase desidrogenase 1 (PDK1)
(24), diminuindo assim a respiragao mitocondrial (25). As células de melanoma mantém mitocondrias
inteiramente funcionais que podem metabolizar carbonos derivados de glutamina e da glicose para fins
anabolicos (22). Notavelmente, sob hipdxia, a biossintese de acidos graxos é parcialmente

suportada pelo carbono da glutamina através da carboxilagéo do ¢-cetoglutarato devido a inversao do
segmento ¢,-cetoglutarato-citrato do ciclo TCA (26-22).0 aumento da geragao de ROS (espécies reativas de
oxigénio), devido a atividade metabodlica alta ou desregulada, é um fator de estresse que desempenha um
papel significativo na tumorigénese (27). Dependendo do contexto, a geragao de ROS pode aumentar (28)
ou bloquear a progressao do tumor (29-30), promovendo a instabilidade genémica e estimulando a
proliferaga@o celular ou induzindo toxicidade celular, respectivamente. O PGC1; (co-ativador-1 alfa do
receptor ativado por

Endereco: Rua Antenor Duarte Vilela, n® 1331 - Pavilhdo Jorge & Mateus, Sala: CEP - |IEP

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400
UF: SP Municipio: BARRETOS
Telefone: (17)3321-0347 Fax: (17)3321-6600 E-mail: cep.hcb@hcancerbarretos.com.br

Péagina 03 de 11

52



HOSPITAL DE CANCER DE
BARRETOS - FUNDAGAO PIO gm“m
XIl

Continuagéo do Parecer: 7.319.662

proliferador de peroxissoma) atua no controle da geragao de ROS mitocondrial (31) e a sua expressao
aumenta em resposta a atividade metabélica aumentada, a indu¢ao da biogénese mitocondrial e capacidade
oxidativa. As células de melanoma que exibem altos niveis de PGC1; provavelmente dependem da sua
expressao para sobrevivéncia e tumorigénese (32) e a inibicdo de PGC1;, nestas células ativa a via
apoptoética intrinseca, além de promover a diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial,
acompanhada de aumento em ROS e baixos niveis de glutationa (32). A dependéncia de glutamina € uma
marca registrada de

transformagdes oncogénicas, incluindo o melanoma (26), e a sua auséncia induz apoptose em células
tumorais (33-34). A glutamina demonstrou ser um fornecedor essencial de nitrogénio na sintese de
nucleotideos e proteinas e afeta um regulador critico da tradugao de proteinas, o complexo mTORC 1 (35).
Estudos também apontaram para alteragdes oncogénicas que permitem a regulagdo do metabolismo da
glutamina em células tumorais. Por exemplo, o oncogene C-MYC esta relacionado com a regulagédo da
transcricdo de transportadores de glutamina com alta afinidade na promogao da glutaminélise e a sua
expressao esta aumentada em melanoma (36-35). O MYC é um oncogene que contribui para muitas
malignidades humanas, afetando diretamente o metabolismo central de carbono (37). A reprogramagao
metabdlica no melanoma ocorre em resposta aos estimulos oncogénicos e como uma adaptagéo ao
estresse dependente do microambiente tumoral. Compartimentos citosélicos e mitocondriais muitas vezes
mostram padrdes de adaptagao reciproca para acomodar mudangas em ambos. A inibicdo do metabolismo
do carbono ja € uma estratégia terapéutica em cancer (38) e combinada com outros agentes pode ser util no
combate ao melanoma (39). Estudos mostram que o

oncogene B-RAF regula a reprogramagédo metabélica em melanoma (40-41), e foi demonstrado que células
de melanoma com a mutagao BRAFV600E se tornam energeticamente dependentes do efeito de Warburg
(42). Ainda, foi demonstrado que o transportador de glutamina ASCT2

tem sua expressdao aumentada em células de melanoma com mutagao B-RAFV600E e desempenha um
papel critico na captagao de glutamina e proliferagao celular (43).0 vemurafenibe é um inibidor seletivo de B
-RAF (44), apresentando eficacia em pacientes com melanoma com a mutagao V600E (bem como a
mutagdo menos comum V600K). Em pacientes sem estas mutagées, o vemurafenibe pode ativar B-RAF
normal e promover o crescimento tumoral (45). Em um ensaio de fase Il que definiu aleatoriamente 675
pacientes com melanoma metastatico previamente nao tratados e com a mutagao B-RAFV600E para
receber
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tratamento com vemurafenibe ou dacarbazina (agente alquilante), a sobrevida global, em 6 meses, foi de
84% (Intervalo de Confianga (IC) 95% = 78-89%) em pacientes tratados com vemurafenibe e de 64% (95%
IC = 56-73%) em pacientes tratados com dacarbazina. A taxa de resposta para o vemurafenibe foi de 48% e
de 5% para a dacarbazina. Contudo, é importante notar que 18% dos pacientes

tratados com vemurafenibe desenvolveram um carcinoma cutaneo de células escamosas ou um
queratoacantoma ou ambos, todos os quais foram tratados por simples excisao (46). Dados da literatura
reportam ainda a capacidade do vemurafenibe em reduzir a expressdo de MMPs

(metaloproteinases), 0 que poderia levar a uma inibigao parcial do processo de invasao celular. Por outro
lado, durante e ap6s a aquisi¢ao de resisténcia ao vemurafenibe, as células passam a apresentar um ciclo
celular lento, maior expressao de MMP-2, altos niveis de proteina RECK, apresentando capacidade invasiva
(47). Um fator limitante para a utilizagdo de inibidores de B-RAF como o vemurafenibe é o desenvolvimento
de resisténcia, ocorrendo, frequentemente, 6 meses ap6s o inicio do tratamento. A resisténcia celular aos
inibidores de B-RAF estéa relacionada a um padrdao molecular distinto para as diferentes células de
melanoma. Relatos na literatura reportam que respostas tumorais adaptativas a farmacos direcionados a B-
RAF conduzem, eventualmente, ao inicio da resisténcia, incluindo aumento da expressao de varios
receptores tirosina quinases, tais como receptor beta ativado por fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFRB), receptor de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1R), receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR), MET e fatores derivados de tumores tais como neuregulina-1 (NRG) (48-
51). 0

desenvolvimento de resisténcia, também se da pela capacidade das células tumorais em ativar a via de
sinalizagdo MAPK/ERK, apesar da inibicdo de B-RAF, através da regulagéo positiva e da expressao
aumentada da isoforma C-RAF (52). Em células resistentes aos inibidores de B-RAF, também tem se
observado uma ativag@o na sinalizagao de PI3K/AKT, indicando um papel na resisténcia tumoral, (50). A
caracterizag@o da resisténcia ao vemurafenibe tem sido essencial para a eficacia das estratégias
terapéuticas da proxima geragao (47). De notar, um estudo de 2017 mostrou que células de melanoma
mutadas em B-RAF que apresentam maior taxa glicolitica s@o mais sensiveis ao tratamento com o inibidor
de BRAF PL4720 e que tornar estas células dependentes da via glicolitica para obtengao de energia torna
as células ainda mais sensiveis ao tratamento (53). Ainda, o tratamento de células B-RAFV600E com
vemurafenibe resulta no aumento da expressao de varios genes que atuam no ciclo de TCA, assim como
dos genes associados com a fosforilag@o oxidativa e sintese de ATP, efeitos nao observado em
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células de melanoma B-RAF de tipo

selvagem (39). O tratamento com inibidor também é capaz de induzir uma dependéncia da glutamina que se
correlaciona com a resisténcia ao farmaco (54-55), sendo a glutamina a principal fonte de carbono para
células com resisténcia adquirida (54). As células de melanoma resistentes a inibidores de B-RAF sao
também mais sensiveis a inibicao da glutaminase, o que torna a glutaminase um potencial alvo terapéutico
nos tumores

resistentes (54-53).

HIPOTESE:

A compreenséo do microambiente tumoral e o desenvolvimento de estratégias de tratamento que visem
diferentes moléculas ou moduladores em diferentes pontos das vias celulares, se tornam cada vez mais
relevantes para o tratamento eficaz do melanoma e outros tipos de cancer (30). Desta forma, aliado ao fato
do vemurafenibe ja ser uma droga aprovada e utilizada atualmente na clinica, torna-se crucial a
compreensao do microambiente metabdlico e como este contribui para que as células se tornem resistentes
ao farmaco. Assim, acreditamos que a analise do perfil metab6lico de um painel de amostras humanas e de
linhagens de melanoma humano, com diferentes perfis e mecanismos de sobrevivéncia, possa ser um
passo crucial para contribuir para a compreensao dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos
tumores e avancar no tratamento do melanoma.

METODOLOGIA:

Imunohistoquimica (IHQ): Cortes parafinados das amostras humanas de melanoma serao submetidos a
técnica de IHQ anti-GLUT1, anti-HKII, anti- PDK, anti-MCT1, anti-MCT4, anti-CAIX, anti-ASCT2, anti-GLS e
anti-GHD1, utilizando anticorpos primarios especificos, conforme instrugées do fabricante e de acordo com
trabalhos desenvolvidos previamente pelo grupo (31). As reagdes serao reveladas utilizando o Sistema
ADVANCETM/HRP (Dako) e serao utilizados controlos positivos e negativos (Dako) adequados. As laminas
serao contra-coradas com Hematoxilina Mayer;s (Dako) e montadas com meio de montagem Entellan.
Finalmente,
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as reagdes serdo sujeitas a avaliagao semi-quantitativa, por dois observadores em estudo duplo-cego. Sera
utilizada a seguinte graduacao semi-quantitativa de células positivas: 0: 0%; 1: <5%; 2: 5-50%; 3: >50%. A
intensidade da marcagao sera graduada como 0: negativa; 1: fraca; 2: intermediaria; 3: intensa. A graduagao
final sera obtida pela soma dos parametros extensao e intensidade, e agrupada em negativa (0-2) e positiva
(4-6), tal como previamente descrito pelo grupo (31). Linhagens celulares: serdo utilizadas linhagens
resistentes ao vemurafenibe, desenvolvidas no laboratério da Profa. Silvya Stuchi Maria-Engler,
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Paulo, assim
como as respectivas linhagens parentais: A375, SK-MEL-19, SK-MEL-28, SK-MEL-29, UACC62 e WM164).
As células serao crescidas em condi¢gdes normais de crescimento (meio de cultura adequado, incluindo
vemurafenibe no caso das linhagens resistentes, em incubadora com atmosfera himida, a 37°C e 5% CO2),
bem como em condig¢des de hipoxia. Para melhor mimetizar o microambiente tumoral, as células serao
incubadas em uma camara de hipéxia (Billups- Rothenberg Inc.), em uma atmosfera de 95% de nitrogénio e
5% de CO2. Os niveis de oxigénio serdao monitorados utilizando um sensor de oxigénio (PAC 3500, Drager)
e nunca excederdo 1% no final do experimento. Caracterizagao do perfil metabélico das linhagens celulares:
Para caracterizag@o da expressao proteica, as linhagens serao crescidas em condi¢gdes normais de
crescimento e sera efetuada extragao proteica, em tampao de lise adequado, seguida de avaliagdo da
expressao proteica utilizando a técnica de Western blotting. Adicionalmente, pellets celulares serao fixados e
processados em parafina, originando cytoblocks, sendo que cortes citoloégicos destes cytoblocks serdao
sujeitos a técnica de imunocitoquimica, de uma forma semelhante a técnica de IHQ utilizada nas amostras
tumorais. As proteinas a caracterizar serdo as mesmas descritas para a imunohistoquimica. Outras
proteinas poderéao ser adicionadas ao painel

caso se justifique. Ainda, sera caracterizado o consumo de glicose e glutamina e a produgao de lactato,
medindo as quantidades de glucose, glutamina e lactato presentes em amostras de meio de cultura,
colhidas ao longo do tempo, em condigdes normais de crescimento. A quantificagdo sera realizada utilizando
kits comerciais de quantificagdo (Cayman Chemical), seguindo as instrugées dos fabricantes. Inibidores: Os
tratamentos nas linhagens celulares seréo realizados utilizando vemurafenibe, em combinagédo com
inibidores de metabolismo que se mostrem adequados de acordo com os resultados obtidos nas tarefas
anteriores. Dentre os inibidores, poderao ser utilizados: 2-DG, 3-BP, DCA, acido oxamico, quercetina,
BPTES, GPNA, entre outros. Caracterizag@o do efeito do tratamento in vitro: Os parametros celulares a
avaliar
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apos tratamento combinado de vemurafenibe com inibidores do

metabolismo, nas linhagens de melanoma resistentes ao vemurafenibe e respectivas linhagens parentais,
encontram-se brevemente descritos a seguir e otimizados pelo grupo (32)... (maiores informagdes, vide
Projeto de Pesquisa original anexo).

CRITERIOS DE INCLUSAO:

A amostragem sera realizada por conveniéncia e ira incluir todos os pacientes com diagnostico de
melanoma, de ambos os sexos, independente da idade, que possuam amostras pré e pos-tratamento com
vemurafenibe em bloco de parafina no servigo de Patologia do Hospital de Cancer de

Barretos.

CRITERIOS DE EXCLUSAO:
Seréo excluidos do estudo casos que ndo apresentem material (bloco de parafina) suficiente para a analise
de imunohistoquimica.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar o papel do metabolismo tumoral na resisténcia de células de melanoma ao vemurafenibe.
OBJETIVO SECUNDARIO
a) Caracterizar a expressao de proteinas relacionadas ao metabolismo glicolitico, oxidativo e da glutamina

em amostras de melanoma humano, antes e apos tratamento com vemurafenibe;

b) Comparar o perfil metabélico de linhagens de melanoma resistentes ao vemurafenibe com o perfil das
linhagens parentais, em condigées de normoxia e hipoxia;

c) Avaliar o efeito do tratamento combinado de inibidores de metabolismo e vemurafenibe,
utilizando modelos in vitro e in vivo.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Segundo o(a) pesquisador(a):

Riscos:

Todas as informagdes referentes aos participantes serao mantidas em sigilo, sob a responsabilidade do
investigador principal (orientador), ndo havendo divulgagao publica do nome ou de qualquer informagéo que
possa identificar o participante. Devido a necessidade de garantir material estocado no Departamento de
Patologia, para possiveis testes de diagnésticos futuros, os blocos de parafina nao serdo esgotados ou
prejudicados.

Assim, trata-se de um projeto com risco minimo ao participante da pesquisa, caracterizado apenas pela
eventual quebra de sigilo, sendo que sera solicitada dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido.

Beneficios:
O participante da pesquisa néo tera beneficio direto, no entanto, futuros pacientes diagnosticados com
melanoma poderéao se beneficiar do conhecimento gerado durante este projeto.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

¢ Vide campo ¢ Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdesy,.
Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Todos os termos foram adequadamente apresentados.
Recomendacoes:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Trata-se de uma resposta ao parecer consubstanciado CEP n.° 1435/2017 datado em 23/11/2024.

1. Item de Pendéncia (com nimero da pendéncia do parecer): 1. Nos documentos:

"Projeto_CEP_Emenda e PB_INFORMAGCOES_BASICAS_2417094_E2",tépico "Plano de Trabalho e
Cronograma de Execugao", consta inicio da nova técnica inserida no projeto em setembro. O cronograma do
estudo nao esta adequado, pois informa que ele ja teria iniciado. Sendo assim, solicitam-se esclarecimentos
e, caso necessario, a adequagao do cronograma em relagao a
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Qe

data de inicio do estudo, dado que este encontra-se em analise no Sistema CEP/Conep até a presente data.

Ressalta-se, ainda, a necessidade de adequacao do cronograma de forma a descrever a duragao das
diferentes etapas da pesquisa, com o compromisso explicito do pesquisador de que o estudo sera iniciado
somente a partir da aprovagéo pelo Sistema CEP/Conep (Norma Operacional CNS n.° 001, de 2013, item

3.3.4).

Resposta Pesquisador: O cronograma foi corrigido conforme solicitado e orientado no

documento ¢ PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEP_7217574_E2.pdfy,.

Qual documento e item/pagina é possivel localizar as alteragbes/corre¢des realizadas:
- No item 4. Plano de Trabalho e Cronograma de Execugao, sub item 4.2 2024 e 2025, Documento
Projeto_CEP_Emenda.pdf, pagina 20, e no documento PB_INFORMAGOES_BASICAS_2417094_E2.

ANALISE: pendéncia aprovada.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa ¢ CEP, de acordo com as atribuicdes definidas na
Resolugao CNS n.° 466, de 2012, e na Norma Operacional n.° 001, de 2013, do CNS, manifesta-se pela
aprovagao da emenda proposta para o projeto de pesquisa. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob

0 nimero 1435/2017.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéao
Informacdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_241709| 23/11/2024 Aceito
do Projeto 4 E2.pdf 19:45:06
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP_Emenda_2_Correcao_Pen| 23/11/2024 |MARINA PEREIRA Aceito
Brochura dencias.pdf 19:44:11 |DIAS

or

Outros Carta_de_Resposta_Pendencias_PIO_X| 23/11/2024 |MARINA PEREIRA Aceito
Il.pdf 19:41:24 |DIAS

Outros Formulario_Emenda_PDK3_corrigido.pd| 03/10/2024 |MARINA PEREIRA Aceito
f 10:13:36  |DIAS
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mo

Projeto Detalhado / | Projeto_CEP_Emenda_2.pdf 14/09/2024 [MARINA PEREIRA Aceito
Brochura 13:20:43 |DIAS
Investigador
Outros Formulario_Emenda_PDK3.pdf 14/09/2024 |MARINA PEREIRA Aceito
13:03:32 |DIAS
Outros Formulario_Emenda.docx 01/10/2018 |MARINA PEREIRA Aceito
10:18:48 |DIAS
Outros Formulario_Emenda.pdf 28/09/2018 |MARINA PEREIRA Aceito
13:30:20 _|DIAS
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP_Emenda.pdf 24/09/2018 |MARINA PEREIRA Aceito
Brochura 15:44:42 |DIAS
Investigador
Outros Cadastro_do_Projeto_de_Pesquisa.pdf | 21/08/2017 |MARINA PEREIRA Aceito
09:25:06 | DIAS
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 15/08/2017 |MARINA PEREIRA Aceito
11:56:53 |DIAS
Declaragao de Declaracao_de_Corresponsabilidade_de| 08/08/2017 |MARINA PEREIRA Aceito
Pesquisadores Estudo.pdf 18:38:50 | DIAS
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP.pdf 31/07/2017 |MARINA PEREIRA Aceito
Brochura 18:47:22 |DIAS
Investigador
Outros MABIN.pdf 31/07/2017 |MARINA PEREIRA Aceito
18:41:40 |DIAS
Declaragao de Declaracao_de_Ciencia_Autorizacao.pdff 31/07/2017 |MARINA PEREIRA Aceito
Pesquisadores 18:35:34 |DIAS
Orgamento Declaracao_Fonte_de_Financiamento.p | 19/07/2017 [MARINA PEREIRA Aceito
df 18:39:32 _|DIAS
Declaragéo de Declaracao_de_Responsabilidade_do_p| 19/07/2017 |MARINA PEREIRA Aceito
Pesquisadores esquisador.pdf 18:38:33 |DIAS

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Dr. Paulo Prata
UF: SP

Telefone: (17)3321-0347

BARRETOS, 27 de Dezembro de 2024

Assinado por:

Wilson Eduardo Furlan Matos Alves

(Coordenador(a))

CEP: 14.784-400

Municipio: BARRETOS

Fax: (17)3321-6600
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