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RESUMO 

 

Miranda FS. Efeitos do bloqueio de transportadores de monocarboxilatos sobre células 

tumorais e macrófagos [dissertação (Mestrado em Imunologia)]. Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo; 2020.  

 

Células tumorais apresentam diversas características diferentes de células normais, como a 

proliferação anormal, maior sobrevivência e maior demanda metabólica. Tumores 

frequentemente realizam glicólise aeróbica, fenômeno conhecido como “efeito Warburg”, o 

qual consiste em um maior fluxo glicolítico, que disponibiliza a energia e substratos necessários 

para a células continuarem a se dividir. Porém, dependendo das alterações genéticas, 

localização no tumor e disponibilidade de nutrientes, estas células podem favorecer diferentes 

vias para obter os substratos necessários à sua atividade e sobrevivência. Por exemplo, já foi 

demonstrado que a existência de regiões oxigenadas e hipóxicas dentro do tumor pode favorecer 

um ambiente simbiótico entre as células, onde as células hipóxicas glicolíticas secretam lactato, 

o qual pode ser utilizado na oxidação fosforilativa pelas células oxigenadas no lugar da glicose, 

disponibilizando mais desse substrato para outras células. Além de ser utilizado como fonte de 

carbono pelas células tumorais, o lactato também exerce efeito imunossupressor sobre células 

do sistema imune, como os macrófagos, uma das populações de células imunes que infiltra os 

tumores e normalmente está associada a mau prognóstico. Com efeito, estudos prévios do 

laboratório mostraram que a diminuição da concentração de lactato em coculturas de células 

tumorais e macrófagos resultou em diminuição da expressão de marcadores de fenótipo M2 

nestas células. Sabendo que as células tumorais utilizam o transportador de monocarboxilatos 

(MCT) do tipo 1 para exportar ou importar lactato, neste estudo nós objetivamos testar a 

hipótese de que o tratamento simultâneo de células tumorais e macrófagos com ácido α-ciano-

4-hidroxicinâmico (CHC), um inibidor de MCT1, causaria prejuízo às células tumorais e 

diminuiria os efeitos imunossupressores sobre macrófagos. Nossos resultados mostram que, de 

fato, o CHC causou diminuição da viabilidade das células tumorais sem acarretar o mesmo 

efeito aos macrófagos. Mais do que isso, o tratamento diminuiu a morte dos macrófagos e, 

apesar destas células causarem aumento da viabilidade das células tumorais, com ou sem 

tratamento com CHC, o uso do inibidor na cocultura mesmo assim resultou em menor 

viabilidade das células tumorais, em comparação a cocultura controle. A tendência de aumento 

das concentrações extracelulares de lactato com o tratamento indica que os efeitos foram 



mediados pela inibição do importe de lactato pelo MCT1, porém, mais estudos são necessários 

para elucidar completamente os mecanismos envolvidos nesta resposta. 

 

Palavras-chave: Células tumorais. Macrófagos. Lactato. Transportadores de 

monocarboxilatos. Metabolismo. 
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Miranda FS. Effects of the blockade of monocarboxylate transportes on tumor cells and 

macrophages [dissertation (Master thesis in immunology)] – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo; 2020. 

 

Tumor cells have several different characteristics than normal cells, such as abnormal 

proliferation, greater survival and greater metabolic demand. Tumors often perform aerobic 

glycolysis, a phenomenon known as the "Warburg effect", which consists of a greater glycolytic 

flow, which provides the necessary energy and substrates for cells to continue dividing. 

However, depending on genetic changes, location in the tumor and availability of nutrients, 

these cells can favor different pathways to obtain the substrates necessary for their activity and 

survival. For example, it has been shown that the existence of oxygenated and hypoxic regions 

within the tumor can favor a symbiotic environment between cells, where hypoxic glycolytic 

cells secrete lactate, which can be used in oxidative phosphorylation by oxygenated cells instead 

of glucose, making more of this substrate available to other cells. In addition to being used as a 

carbon source by tumor cells, lactate also has an immunosuppressive effect on cells of the 

immune system, such as macrophages, one of the populations of immune cells that infiltrates 

tumors and is usually associated with a poor prognosis. Indeed, previous laboratory studies have 

shown that the decrease in lactate concentration in cocultures of tumor cells and macrophages 

has resulted in decreased expression of M2 phenotype markers in these cells. Knowing that 

tumor cells use the type 1 monocarboxylate transporter (MCT) to export or import lactate, in 

this study we aim to test the hypothesis that the simultaneous treatment of tumor cells and 

macrophages with α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHC), an inhibitor of MCT1, would 

cause damage to tumor cells and decrease the immunosuppressive effects over macrophages. 



Our results show that, in fact, CHC reduced the viability of tumor cells without causing the 

same effect to macrophages. More than that, the treatment decreased the death of the 

macrophages and, although these cells cause increased viability of the tumor cells, with or 

without treatment with CHC, the use of the inhibitor in the coculture resulted in decreased 

viability of the tumor cells, in comparison to the control coculture. The tendency to increase 

extracellular lactate concentrations with the treatment indicates that the effects were mediated 

by the inhibition of lactate import by MCT1, however, further studies are needed to fully 

elucidate the mechanisms involved in this response.  

 

Keywords: Tumor cells. Macrophages. Lactate. Monocarboxylate transporters. Metabolism. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um importante problema de saúde pública, estando entre as quatro principais 

causas de morte antes dos 70 anos de idade na maioria dos países, de acordo com estimativas 

da Organização Mundial da Saúde (1). Como bem discutido por Hanahan e Weinberg, esta 

doença é caracterizada por diversas capacidades adquiridas pelas células tumorais em relação a 

células normais, como a proliferação sustentada, a evasão à sinais supressores de crescimento 

e a resistência à morte celular. O remodelamento metabólico acompanha e sustenta estas 

mudanças e, de fato, a capacidade de alteração do metabolismo é um fator importante para o 

desenvolvimento e progressão tumoral, também fazendo parte da lista de marcos do câncer (2). 

 

1.1 Câncer e metabolismo 

 

Células necessitam de energia para realizar suas funções, sendo a glicose a principal fonte 

dos substratos necessários para a produção de adenosina trifosfato (ATP); além disso, as células 

também utilizam lipídeos e aminoácidos para gerar energia e obter biomoléculas para o seu 

crescimento, quando estão em proliferação (3). A glicose é metabolizada por meio da glicólise, 

resultando em duas moléculas de piruvato e cofatores reduzidos. Em células normais, o piruvato 

é principalmente utilizado para gerar acetilcoenzima A (acetil-CoA), que entra no ciclo de 

Krebs e causa a geração de mais cofatores reduzidos, os quais transferem elétrons para a cadeia 

de oxidação fosforilativa para a produção de ATP (4). Enquanto isso, em muitos tumores as 

células tumorais, além de aumentarem a taxa glicolítica, metabolizam o piruvato em lactato, 

mesma na presença de oxigênio, consumindo grandes quantidades de glicose e secretando altas 

taxas de lactato, como descrito por Otto Warburg (5). Esta via metabólica resulta em uma menor 

produção de ATP/molécula de glicose, porém, a “perda” energética é compensada através de 

um maior fluxo glicolítico (4). De fato, o aumento da utilização de glicose foi documentada em 

vários tipos de tumores (revisto por (2)). Este fenômeno é atingido através da sinalização de 

diversas vias, estando associado com a hipóxia, atividade de quinases como  a proteína alvo 

mecanístico da rapamicina (mTOR), ativação de oncogenes e mutação de genes supressores de 

tumor (3, 5), que culminam em maior fluxo glicolítico ao aumentar a expressão do transportador 
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de glicose 1 (GLUT1) e de enzimas glicolíticas, além de interferir com enzimas e limitar 

substratos essenciais para a oxidação fosforilativa, como discutido nos exemplos a seguir. 

A cascata de sinalização fosfatidilinositol 3-quinase/proteína quinase B/proteína alvo 

mecanístico da rapamicina (PI3K/Akt/mTOR) está frequentemente mutada em diversos 

tumores, como revisto por Liu e colaboradores (6). A ativação desta via causa aumento dos 

níveis de RNA mensageiro (RNAm) e proteína GLUT1, e promove a translocação deste 

transportador para a membrana celular, aumentando a captação de glicose (7, 8). Além disso, 

esta via também exerce efeitos sobre enzimas glicolíticas: Akt potencializa a atividade das 

enzimas hexoquinase (HK), a qual fosforila moléculas de glicose (9), e fosfofrutoquinase 

(PFK), que catalisa a etapa irreversível da glicólise (10);  por sua vez, mTOR causa aumento 

da expressão de piruvato quinase M2 (PKM2), uma enzima glicolítica que causa acúmulo de 

intermediários carboxílicos, facilitado a biossíntese de macromoléculas para a proliferação 

tumoral (11, 12). A via de PI3K/Akt/mTOR também é capaz de favorecer a glicólise ao interagir 

com enzimas relacionadas com a oxidação fosforilativa. Um exemplo é o acúmulo de Akt ativa 

que ocorre na mitocôndria durante a hipóxia, a qual fosforila a piruvato desidrogenase quinase 

1 (PDK1), que por sua vez inativa piruvato desidrogenase, resultando em inibição da conversão 

de piruvato em acetil-CoA, limitando um substrato essencial para o ciclo de Krebs, com 

consequente desvio do metabolismo para a glicólise (13). Ademais, a sinalização por 

PI3K/Akt/mTOR também pode controlar a expressão de genes relacionados a glicólise; por 

exemplo, a expressão de proteínas glicolíticas mediadas por mTOR envolve a ativação do fator 

induzível por hipóxia 1α (HIF-1α) (14) e c-Myc (15, 16).  

O aumento da expressão e a estabilização do fator de transcrição HIF-1α em resposta a 

diversos fatores, como a ativação de mTOR (17, 18) e a hipóxia [revisto por (19)], induz a 

transcrição de GLUT-1 e de lactato desidrogenase A (LDHA) (20, 21). A LDHA catalisa a 

transformação de piruvato em lactato e o aumento da expressão desta enzima é importante para 

regenerar o dinucleotídeo de nicotinamida e adenina oxidada (NAD+, um importante cofator 

para a glicólise) através do dinucleotídeio de nicotinamida e adenina reduzida (NADH) 

utilizado na reação, já que em células normais NAD+ é regenerado a partir da oxidação 

fosforilativa (9). Além disso, HIF-1α também potencializa a transcrição das enzimas 

hexoquinase II (HK II), PDK1 e PKM2 (22-25) e controla a respiração mitocondrial através da 

regulação da expressão de fatores envolvidos com esta via, como citocromo c oxidase e 

microRNAs que interferem com a expressão de enzimas do ciclo de Krebs, sobre o que é 

possível encontrar mais detalhes na revisão de Iurlaro e colaboradores (26). 
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Mutações e alterações de expressão de oncogenes e genes supressores tumorais também 

podem favorecer o metabolismo glicolítico (19). O oncogene K-Ras mutado leva a aumento da 

expressão de GLUT-1 (27). Enquanto isso, o fator de transcrição c-Myc promove o aumento da 

expressão de GLUT1 (23, 28), além de potencializar a transcrição das enzimas glicolíticas 

HKII, PFK e LDHA (23, 29) e aumentar a expressão de transportadores de monocarboxilatos 

(MCTs) (30), mais discutidos adiante neste trabalho. Interessantemente, o supressor tumoral 

p53 regula negativamente a glicólise, contribuindo para a reprogramação metabólica tumoral, 

promovendo a oxidação fosforilativa (31, 32). A p53 diminui a expressão de GLUT1, 3 e 4 (33, 

34) e regula negativamente a via de PI3K/Akt/mTOR (35, 36). Considerando a alta taxa 

mutacional de p53 em tumores humanos, a perda da função de p53 é um fator importante que 

contribui para o efeito Warburg (19). 

Sendo assim, em resposta a diferentes condições e estímulos derivados do microambiente 

tumoral, estas células conseguem aumentar seu fluxo glicolítico, elevando a taxa de geração de 

ATP. O aumento da captação e metabolização de glicose favorece também as vias 

biossintéticas; como comentado, mTOR e HIF1-α aumentam a expressão de PKM2, a qual 

aumenta a disponibilidade de intermediários carboxílicos. Além disso, outras vias também são 

favorecidas por esse fenômeno, como a via das pentoses-fosfato (PPP); a ativação do complexo 

1 de mTOR (mTORC1) causa aumento da expressão de genes envolvidos com esta via, a qual 

utiliza intermediários glicolíticos para gerar poder redutor na forma de fosfato de dinucleotídeo 

de nicotinamida e adenina reduzida (NADPH, importante em processos biossintéticos e no 

balanço do estado de redução-oxidação da célula (4)), e precursores de RNA e DNA (19). Outra 

importante diferença do metabolismo de células altamente proliferativas, em relação às células 

quiescentes, é que muito do carbono que não é convertido em lactato para ser exportado e entra 

no ciclo de Krebs é utilizado para suprir as vias biossintéticas, as quais consomem ATP, ao 

invés de gerá-lo. Desta forma, importantes vantagens, além da geração de ATP, surgem através 

da glicólise: são geradas substâncias intermediárias necessárias para as vias biossintéticas, 

como os açúcares ribose para a formação de nucleotídeos, o glicerol e o citrato para a formação 

de lipídeos, os aminoácidos não essenciais para a síntese de proteínas, e o NADPH; dessa forma, 

o efeito de Warburg beneficia a via bioenergética e biossintética da célula (37). A Figura 1 

ilustra as principais vias metabólicas em células humanas, e as principais mudanças em células 

tumorais glicolíticas. 



22 
 

 

Figura 1. Resumo das principais vias metabólicas em células humanas e representação das vias 

favorecidas em células tumorais. 
A figura inspirada no artigo de O’Neill e colaboradores (38) esquematiza, de forma simplificada, as 

principais vias metabólicas em atividade em células humanas (A) e as vias favorecidas em células 

tumorais glicolíticas (B). As estrelas representam de forma qualitativa a proporção de ATP produzida 

em cada processo. A utilização de letras em negrito e setas mais espessas indicam as vias favorecidas 

na figura B.  
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(A) A glicose, captada pela célula através de GLUT-1, é convertida para piruvato através da glicólise, 

gerando ATP. O piruvato pode ser convertido em lactato e secretado para o meio extracelular (através 

dos MCTs) ou entrar no ciclo de Krebs, gerando NADH e FADH2 para a cadeia de transporte de elétrons, 

produzindo ATP. A glicólise também alimenta a via das pentoses-fosfato (PPP), a qual gera ribose para 

compor os nucleotídeos, aminoácidos e NADPH. O NADPH é utilizado para realizar a síntese de ácidos 

graxos, processo que utiliza citrato advindo do ciclo de Krebs, ou para reduzir espécies reativas de 

oxigênio, contribuindo para o equilíbrio do estado redutivo-oxidativo da célula. Os ácidos graxos 

também podem ser oxidados, gerando NADH e FADH2, que levam a produção de ATP. Por fim, os 

aminoácidos podem alimentar o ciclo de Krebs e são importantes para o crescimento celular e a síntese 

de proteínas.  

(B) Em grande parte das células tumorais altamente proliferativas, a via glicolítica é favorecida, com a 

maior parte da glicose sendo convertida para lactato ou utilizada para gerar substratos para biossíntese 

através da PPP. Além disso, o citrato gerado no ciclo de Krebs é utilizado para a síntese de ácidos graxos, 

e os aminoácidos são utilizados para a síntese de proteínas, ao invés de contribuírem para a geração de 

ATP por meio da cadeia transportadora de elétrons.  

Criado com BioRender. 

 

Apesar de muitos tumores apresentarem perfil glicolítico, o que traz muitas vantagens para 

as células tumorais, agora também se sabe que o tumor pode apresentar regiões onde 

predominam vias metabólicas diferentes, dependendo da disponibilidade de substratos, por 

exemplo. Como demonstrado por Sonveaux e colaboradores, pode existir no tumor uma 

simbiose, onde as células tumorais das regiões hipóxicas são glicolíticas, enquanto as células 

tumorais das regiões oxigenadas priorizam a oxidação fosforilativa, consumindo lactato para 

suprir a demanda por carbono do ciclo de Krebs, ao invés de glicose, disponibilizando este 

substrato para as células hipóxicas. A oxidação do lactato para piruvato, para utilização no ciclo 

de Krebs, resulta em produção de agentes redutores que podem amenizar o estresse oxidativo 

tumoral e ativar vias de sinalização de sobrevivência. Além disso, a oxidação de lactato não 

requer a energia inicial que é necessária para produzir ATP através da glicólise e poupa a 

energia que normalmente é gasta com enzimas glicolíticas. Sendo assim, a oxidação 

fosforilativa, alimentada por lactato, também é um processo metabólico que pode ser assumido 

pelas células tumorais e favorecer a progressão tumoral, em condições aeróbicas (39). 

Tendo em vista estas diferenças metabólicas entre células normais e cancerígenas, o estudo 

de intervenções no metabolismo de células tumorais se mostra como um campo promissor. 

Dados prévios do laboratório mostram que os níveis séricos de lactato em pacientes com câncer 

do colo uterino são mais altos do que em indivíduos saudáveis, e que a expressão de Akt 

fosforilada (marcador de ativação da via de PI3K/Akt) também estava aumentada nas células 

tumorais (40), sugerindo que a via glicolítica está ativada neste tipo de câncer, o que o torna 

um bom modelo para estudar intervenções metabólicas.  
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1.2 Câncer do colo uterino  

 

O câncer do colo do útero corresponde ao quarto câncer mais comum em mulheres no Brasil 

e no mundo (1, 41). A incidência desta doença tem decaído na maioria dos países, devido a 

detecção de lesões pré-malignas através de rotina regular de exames, porém foi observado 

aumento das taxas de incidência em gerações de mulheres mais novas em alguns países (42) e 

portanto, o câncer do colo uterino continua a ser um problema em diversos sistemas de saúde 

pelo mundo, principalmente em países subdesenvolvidos (1). A infecção persistente do colo do 

útero por Papilomavírus Humano (HPV) de alto risco oncogênico é a principal causa desta 

doença e suas lesões precursoras (43). De fato, já foi anteriormente demonstrado que o HPV 

está presente em 99,7% dos cânceres do colo uterino (44). A infecção cervical com HPV é 

bastante comum e a maioria das mulheres consegue a eliminar naturalmente (45, 46), através 

de diversos mecanismos imunes, como a secreção de citocinas antivirais pelos queratinócitos 

(como IFN-α e IFN-β), a atividade de células NK e linfócitos T citotóxicos, entre outros 

(revistos por Scott e colaboradores (47)). Porém, em alguns casos, pode ocorrer a falha da 

eliminação da infecção, tanto em consequência das condições do organismo do paciente (por 

exemplo a imunossupressão (48) e, até mesmo, fatores como o polimorfismo de genes com 

papel na resposta imune, como HLA (49)) quanto também devido a mecanismos de evasão do 

vírus (50). 

A família Papillomaviridae compreende um grupo de vírus que são capazes de infectar a 

pele e o epitélio mucoso de diversas espécies de vertebrados. O HPV pertence a esta família e, 

como o próprio nome já informa, infecta humanos (51). Este vírus possuí aproximadamente 50 

nm de dimensão e é composto de capsídeo proteico não envelopado e genoma de fita dupla de 

DNA circular. O genoma do HPV pode ser divido em três regiões funcionais: a região não 

codificadora, envolvida com a regulação da transcrição e replicação viral; a região de 

codificação precoce, que regula as fases vegetativas e produtivas do ciclo viral e contém os 

genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7; e, por fim, a região de codificação tardia, que codifica as 

proteínas do capsídeo, compreendendo os genes L1 e L2 (52). 

Os HPVs possuem tropismo por células epiteliais, infectando pele e mucosa. Muitos dos 

tipos de HPV que infectam o epitélio e a mucosa que reveste o trato anogenital pertencem ao 
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gênero α-papillomavirus (53). O ciclo do HPV se inicia quando o vírus adentra o epitélio 

através de microlesões, preferencialmente na região de transição escamo-colunar (54) e infecta 

células indiferenciadas da camada basal do epitélio estratificado, onde mantém de 50 a 100 

cópias do genoma viral. Com a divisão celular, uma célula filha permanecerá indiferenciada na 

camada basal do epitélio, enquanto a outra célula filha iniciará o processo de diferenciação 

terminal, passando a se localizar na camada suprabasal, juntamente com outras células epiteliais 

em diferenciação. O DNA viral irá se segregar entre as duas células filhas e se replicar para 

manter o número de cópias. Para continuar utilizando da maquinaria de divisão da célula em 

diferenciação, o HPV estimula a síntese de DNA de novo nessas células; desta forma, o vírus 

consegue continuar a duplicar seu genoma e, também, consegue produzir as proteínas do 

capsídeo viral, as quais são sintetizadas a partir de RNAm codificante que é ativado somente 

em células parcialmente diferenciadas. A transcrição e tradução dos genes tardios virais 

ocorrem próximo ao topo do epitélio para, por fim, ocorrer a montagem das partículas virais na 

camada córnea (55). 

Os α-papillomavirus podem ser classificados de acordo com o seu potencial oncogênico em 

HPVs de baixo e alto risco. Enquanto os HPVs de baixo risco causam lesões hiperproliferativas 

benignas, como verrugas e papilomas, as infecções com HPVs de alto risco (prevalentemente 

com HPV16 e 18) são associadas com displasias de alto grau e câncer. As lesões precursoras 

de câncer causadas por HPV são denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau 

(CIN 2 e 3) (53). 

Os HPVs de alto risco expressam, em todas as camadas do epitélio, altos níveis de E6 e E7 

(56), as quais são oncoproteínas virais capazes de imortalizar queratinócitos humanos primários 

(57). A proteína E6 é responsável por promover a degradação da proteína supressora de tumor 

p53 e ativar a expressão de hTERT, a subunidade catalítica da telomerase; já a proteína E7 se 

liga e inativa membros da família de susceptibilidade do retinoblastoma (pRb) (52). Além disso, 

essas proteínas também agem sobre outros fatores celulares, como proteínas PDZ, caspase-8 e 

ciclinas. Em conjunto, essas interações afetam a transcrição e diferenciação de queratinócitos, 

inibem a apoptose e favorecem a progressão do ciclo celular, estabelecendo as condições 

necessárias para sustentar a replicação viral, como revisto por Boccardo e colaboradores (58). 

Quando ocorre o evento de integração do DNA viral no DNA do hospedeiro, o resultado pode 

ser a desregulação da expressão dos oncogenes virais E6 e E7, os quais passam a ter expressão 

constitutiva, dando vantagem seletiva de crescimento para a célula infectada e mediando a 

oncogênese (59, 60). Além de todos esses fatores com potencial oncogênico, estes vírus ainda 
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possuem mecanismos de evasão da resposta imune, como a indução da produção de citocinas 

reguladoras (61) e da regulação negativa da expressão do receptor do tipo Toll (Toll-Like) 9 

(62), a interrupção de vias sensíveis ao IFN do tipo I (63-66), a restrição da replicação viral a 

sítios anatômicos específicos, a ausência de lise celular após a infecção da célula e a baixa 

expressão de proteínas virais (67), eventos detalhadamente revisados no trabalho de Boccardo 

et al. (58). Todos esses fatores poderão resultar na persistência da infecção, possivelmente 

resultando em lesões malignas (44).  

A avaliação do status metabólico de diferentes linhagens celulares derivadas de câncer do 

colo uterino revelou que a linhagem C33A (que não possui DNA de HPV, mas possui mutações 

em p53 e pRb (68)) apresenta forte relação negativa entre a concentração de glicose e lactato 

nos sobrenadantes de sua cultura. Já as outras linhagens testadas – HeLa e SW756, que foram 

transformadas por HPV18, e SiHa e CaSKi, que foram transformadas por HPV 16 -  não 

apresentaram tal relação. A inibição nestas células da síntese de lactato causou diminuição na 

concentração extracelular de lactato nos sobrenadantes de SW756 e C33A, enquanto causou 

aumento da concentração extracelular de glicose nos sobrenadantes de SiHa e C33A. Estes 

resultados indicam que a linhagem HPV negativa, C33A, é a mais dependente da glicólise (de 

fato, a inibição da glicólise utilizando 3-bromopiruvato causou a morte de 95% destas células) 

enquanto as células HPV positivas realizam glicólise aeróbica (como evidenciado pela 

quantificação de lactato nos sobrenadantes de cultura) e oxidação fosforilativa, apresentando 

maior facilidade de adaptação metabólica (Stone et al., 2017, dados não publicados). 

Considerando que na clínica 99,7% dos tumores de cérvice uterina são HPVs positivos, é muito 

importante considerar a plasticidade metabólica destas células quando na busca de estratégias 

terapêuticas. Além disso, é importante considerar o metabolismo das células do sistema imune, 

já que as mesmas exercem influência sobre a progressão tumoral (42). 

 

1.3 Metabolismo de células imunes 

 

Grande parte das células do sistema imune ativadas também apresentam predominância da 

glicólise. Além de suportar a proliferação destas células, a glicólise é crucial para a atividade 

funcional das mesmas, estando ligada, por exemplo, a produção de citocinas em células 

linfoides e mielóides (69-71). Em células mielóides em estado de ativação pró-inflamatório, a 
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glicólise sustenta a produção de ATP enquanto também favorece outros mecanismos, 

disponibilizando oxigênio e NADPH para a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e óxido nítrico (NO) (72, 73), e causando aumento dos níveis de succinato, o qual estabiliza 

HIF-1α, contribuindo para a expressão de IL-1β (69).   

Sem dúvidas, o infiltrado inflamatório e as substâncias por ele produzidas são de extrema 

importância no contexto do microambiente tumoral. Macrófagos correspondem a uma das 

maiores populações leucocitárias infiltrantes em cânceres (74), sendo que em tumores da 

cérvice uterina, correspondem a terceira maior população imune presente (75) e, desta forma, 

são capazes de exercer grande influência no tumor. 

 

1.3.1 Macrófagos no microambiente tumoral 

 

Diversos estudos apontam que a abundância de macrófagos no tumor correlaciona-se com 

angiogênese e mau prognóstico (74, 76). De fato, quanto maior o grau da lesão do colo do útero, 

maior o número de macrófagos presentes no ambiente tumoral (77). Macrófagos apresentam 

plasticidade fenotípica e funcional (78, 79) e, portanto, são capazes de realizar diversas funções, 

dependendo dos estímulos ambientais que recebem, existindo dois fenótipos funcionais 

principais: M1 e M2 (80-82), porém, esta classificação representa estados extremos dentro de 

uma gama de fenótipos funcionais que estas células podem assumir (78). 

Estímulos como LPS e IFN-γ promovem a geração de macrófagos com fenótipo M1 

(ativação clássica) que, no contexto de câncer, exercem funções antitumorais em tumores 

estabelecidos, como a secreção de citocinas pró-inflamatórias (como TNF, IL-12 e IL-23), a 

produção de ROS e NO, e a promoção de resposta Th1, sendo tipicamente citotóxicos (revisto 

em (83)). Já estímulos como IL-4 e IL-13 levam a geração de macrófagos com fenótipo M2 

(ativação alternativa), os quais apresentam diminuição da expressão de citocinas pró-

inflamatórias e exercem funções pró-tumorais, como por exemplo a secreção de citocinas anti-

inflamatórias (como IL-10) e metaloproteínases, a promoção da angiogênese e da cicatrização 

de feridas, e a ativação de células T regulatórias (78, 81, 84, 85). No contexto tumoral, diversos 

fatores secretados pelas células tumorais e pelas células do microambiente podem contribuir 

para a aquisição de fenótipo similar ao M2, como a produção de prostaglandina E2 (PGE2), IL-

6 (86) e CCL2 (87) pelas células tumorais e a secreção de IL-10 pelas células tumorais (88) e 
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linfócitos T reguladores (Tregs) (89); inclusive, os linfócitos T efetores que infiltram tumores 

da cérvice uterina expressam IL-4 (90) que, como já comentado, induz a diferenciação para 

perfil M2. 

Além das diferenças discutidas acima, a polarização para perfil M1 ou M2 também acarreta 

características metabólicas distintas entre essas células, em relação à utilização de glicose, 

aminoácidos, lipídeos e ferro, e evidências sugerem que o metabolismo é um importante 

determinante do fenótipo funcional adquirido por macrófagos sob a influência de estímulos 

derivados do microambiente tecidual (91). Macrófagos classicamente ativados realizam 

predominantemente glicólise (92) e apresentam aumento do alto fluxo da via das pentoses-

fosfato (PPP) e da síntese de ácidos graxos, além de possuírem ciclo de Krebs truncado (93), o 

que permite a estas células suportar microambientes hipóxicos e desencadear rápidas respostas 

citotóxicas (pois o aumento do fluxo da PPP gera mais NADPH, o qual é utilizado para a 

produção de superóxidos durante o estresse oxidativo para eliminar bactérias extracelulares (94-

96) e para a produção de antioxidantes que auxiliam na proteção destas células após o estresse 

oxidativo (97)), sendo o tipo de metabolismo mais adequado para atingir a demanda destas 

células (91). Em contraste, a oxidação fosforilativa é mais prevalente em macrófagos 

alternativamente ativados, processo que é acompanhado da oxidação de ácidos graxos e da 

queda da glicólise e da via das pentoses fosfato (93), providenciando energia sustentada para o 

reparo e remodelamento tecidual (98). 

Os estados de ativação M1 e M2 foram definidos in vitro e podem ser observados in vivo 

em condições fisiológicas e patológicas, como infecções por parasitas, alergias e muitos tipos 

de tumores. Porém, em algumas condições – em especial, em alguns cânceres – a população de 

macrófagos associados a tumores (TAMs) pode expressar um fenótipo único ou misto, que pode 

ser resultado de diversos sinais derivados do microambiente onde estas células se encontram, 

da coexistência de subpopulações celulares com diferentes fenótipos no mesmo tecido, e das 

mudanças dinâmicas durante a progressão da doença (revisto em (10, 78)). Além disso, estas 

células podem transitar entre um fenótipo e outro durante uma resposta imune ou patologia (99-

101).  

De fato, TAMs expressam genes característicos de ambos os estados M1 e M2 (99, 102). 

Estas células possuem a capacidade de rapidamente se adaptar ao microambiente tumoral e, 

sendo assim, podem assumir fenótipos e funções diferentes dependendo do estágio do tumor e 

da localização das células no mesmo, sendo estas diferenças sustentadas pelo remodelamento 
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do metabolismo energético destas células. Nos estágios iniciais da oncogênese, citocinas pró-

inflamatórias recrutam e polarizam macrófagos para um perfil semelhante a M1, com alta taxa 

glicolítica e com atividade antitumoral. Entretanto, a persistência dos sinais inflamatórios 

podem levar a um estado de inflamação crônica que contribuirá para a instabilidade genômica 

das células tumorais, favorecendo a progressão tumoral, que pode resultar na habilidade nas 

células tumorais em repolarizar os macrófagos a um perfil semelhante ao M2, com funções pró-

tumorais (103).  

Sendo assim, apesar da plasticidade fenotípica dos TAMs, a polarização para um perfil 

imunossupressor tem se mostrado como uma característica em comum de muitos tumores, nos 

quais estas células possuem propriedades funcionais semelhantes a macrófagos M2 (104), como 

a alta expressão de citocinas anti-inflamatórias e fatores angiogênicos (102, 105, 106), a 

produção de fatores de crescimento (105, 107) e enzimas proteolíticas (108, 109), e a expressão 

de moléculas inibitórias, como PD-L1 e B7-H4 (110). Todos estes fatores contribuem para o 

crescimento, evasão do sistema imune, invasão e mutação das células tumorais, favorecendo o 

desenvolvimento e progressão do câncer (revisto por (40, 104)). Tem sido demonstrado na 

literatura que TAMs com perfil semelhante ao de macrófagos M2 utilizam preferencialmente a 

fosforilação oxidativa (111-113), especialmente em áreas hipóxicas do tumor, onde a 

diminuição da atividade glicolítica dos TAMs irá aumentar a disponibilidade de glicose para 

outros usos que contribuirão para a progressão tumoral. Por exemplo, as células endoteliais 

poderão utilizar da glicose, o que as permitirá entrarem em estado hiperativo, resultando na 

formação aberrante de vasos sanguíneos, contribuindo para a metástase (113). Além disso, a 

diminuição da utilização de glicose pelos TAMs disponibiliza mais glicose para as células 

tumorais, as quais são classicamente glicolíticas em regiões hipóxicas.  

Entretanto, em experimentos com macrófagos derivados de medula óssea de murinos, 

diferenciados com extratos de câncer de mama, Liu e colaboradores mostraram que os TAMs 

eram altamente glicolíticos, apesar de apresentarem funções semelhantes a macrófagos M2 

(114). Além disso, Arts e coautores também demonstraram que o lactato produzido por células 

de carcinoma da tireoide causa a transição da oxidação fosforilativa para a glicólise em TAMs, 

acompanhada de aumento da secreção de lactato, TNF e IL-6 (115). Juntos, estes experimentos 

demonstram que os macrófagos são capazes de contribuir para a progressão tumoral apesar da 

competição pela glicose (103). Sendo assim, com base nos estudos realizados até o momento, 

é possível concluir que as células tumorais estimulam os macrófagos a promover a progressão 
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tumoral enquanto também estimulam a adaptação metabólica dos mesmos ao microambiente 

no qual se encontram, para que eles possam melhor exercer suas funções pró-tumorais. 

Em relação a tumores de cérvice uterina, estudos prévios do laboratório com modelo murino 

mostraram que a maioria dos macrófagos que infiltram tumores associados ao HPV de fato 

apresenta fenótipo semelhante a M2 e exerce função pró-tumoral ao inibir a ativação de 

linfócitos T anti-tumorais (116). Além disso, já foi demonstrado em pacientes com câncer 

avançado da cérvice uterina que a polarização dos TAMs para perfil M2 tem correlação com 

baixa resposta a quimioterapia e radioterapia, e diminuição da sobrevivência (117). Sabendo 

disso e considerando o aumento das concentrações séricas de lactato em pacientes com câncer 

do colo uterino, o laboratório buscou investigar se o lactato secretado por estas células teria 

parcela de responsabilidade sobre o fenótipo pró-tumoral de macrófagos infiltrantes destas 

lesões.  

 

1.4 Lactato e seus efeitos sobre células imunes 

 

O metabolismo glicolítico assumido por muitas células tumorais limita a disponibilidade de 

glicose para outras células do microambiente tumoral (118) e resulta em acumulação 

extracelular de lactato (119) que, como comentado anteriormente, é uma molécula produzida a 

partir de piruvato, por meio da enzima lactato desidrogenase (LDH) (120). O lactato é 

secretado, juntamente com prótons, para o meio extracelular por meio dos MCTs 

(transportadores de monocarboxilatos), prevenindo a acumulação tóxica deste metabólito e a 

acidificação do meio intracelular das células tumorais (121). Por muito tempo, esta substância 

foi considerada como “lixo” metabólico, até surgirem observações de que esta molécula 

carbônica age como sinalizadora (122, 123) e pode, inclusive, ser utilizada como fonte de 

carbono pelas células (39, 124, 125). De fato, diversos estudos demonstraram que lactato inibe 

as atividades antitumorais de células efetoras, como linfócitos T, células NK e macrófagos (3). 

Por exemplo, Husain e colaboradores mostraram que as células NK apresentam diminuição de 

citotoxicidade quando na presença de lactato (126) e outros estudos observaram que o ácido 

lático suprime a ativação e proliferação de linfócitos T in vitro (127); além disso, a produção 

de ácido lático, com consequente acidificação do meio, prejudica a expressão de IFN-γ por 

células T e NK que infiltram tumores (128). Quanto às células mielóides, Selleri e 
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colaboradores observaram que a presença de altas quantidades de lactato, durante a 

diferenciação de células dendríticas a partir de monócitos, desvia o processo para a aquisição 

de macrófagos M2, em termos de morfologia, marcadores de superfície, propriedades 

migratórias e capacidade de apresentação de antígeno (129). De fato, Colegio et al. 

demonstraram que o lactato pode promover o fenótipo M2 através da estabilização de HIF-1α 

(123). 

A expressão de MCTs apresenta correlação positiva com o grau de lesões associadas à 

infecção por HPV, sugerindo que, quanto mais a lesão progride, mais as células produzem e 

exportam lactato (130). Com efeito, nosso laboratório previamente observou que as 

concentrações séricas de lactato são maiores em pacientes com câncer do colo uterino, 

comparado com indivíduos saudáveis (40). Com base nesses dados, nosso grupo levantou a 

hipótese de que o lactato poderia modular o fenótipo de macrófagos associados a tumores de 

cérvice uterina. Para isso, esferoides tumorais foram tratados durante 24 horas com oxamato 

(inibidor de LDH) e, após este período, o meio de cultivo foi trocado por meio sem oxamato, 

contendo monócitos obtidos a partir do sangue periférico de doadores saudáveis. A cocultura 

foi mantida durante seis dias, para permitir a diferenciação dos monócitos em macrófagos e, ao 

final desta ocasião, foi observado que a diminuição da concentração de lactato sobre estas 

células resultou em alteração fenotípica das mesmas, com redução em marcadores de fenótipo 

M2 e, mais importante, com aumento na capacidade de ativação de linfócitos T, gerando 

potencialmente, segundo o perfil de secreção de citocinas, menos células T reguladoras em 

relação a células efetoras Th1 (40).  

Os efeitos imunossupressores do lactato podem ser exercidos por meio da sinalização 

gerada quando os receptores de lactato, como o receptor acoplado à proteína G 81 e 132 (GPR81 

e GPR132), são ativados pelo aumento das concentrações extracelulares desta molécula (131). 

Por exemplo, já foi demonstrado que o GPR81 medeia os efeitos inibitórios do lactato 

extracelular sobre macrófagos murinos e PBMCs humanas in vitro estimulados com LPS, 

inibindo a ativação de NFκB, diminuindo a produção de IL-1β e a ativação de componentes do 

inflamassoma (132). Também já foi mostrado que a ativação de GPR132 por lactato promove 

a polarização de macrófagos para um perfil semelhante ao M2, e a deleção de GPR132 reduziu 

a quantidade de macrófagos com este perfil e impediu a metástase do câncer de mama para os 

pulmões, em modelo murino; em humanos, foi constatada a existência de correlação positiva 

entre a expressão de GPR132 e a presença de macrófagos M2, a ocorrência de metástase e o 

mau prognóstico em pacientes com câncer de mama (133). Além disso, o metabolismo 
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glicolítico das células tumorais, com consequente exporte de lactato, acidifica o meio 

extracelular, e o recente estudo de Bohn e colaboradores mostrou que a acidificação por si só, 

independente de lactato, também induz o fenótipo regulador de macrófagos, através da 

expressão do repressor transcricional ICER, que é induzido pela ativação de receptores 

acoplados à proteína G ativados pela acidificação (134).  

Como mostrado no trabalho de Errea e colaboradores, apesar da possibilidade de sinalização 

imunossupressora pelos receptores acoplados à proteína G, a inibição exercida pelo lactato 

sobre macrófagos pode ser independente destes receptores – em específico, neste estudo, 

independente de GPR81 (135). De fato, o lactato pode também exercer efeitos 

imunossupressores sobre os macrófagos por meio de sua captação pelo transportadores de 

monocarboxilatos, exercendo efeitos diretos sobre o metabolismo e função destas células (131). 

Com efeito, nos estudos prévios do laboratório onde foi demonstrada a diminuição de 

marcadores de fenótipo M2 em consequência da diminuição da secreção de lactato pelas células 

tumorais tratadas com oxamato, resultados semelhantes foram obtidos ao se inibir a captação 

de lactato pelos monócitos, os tratando com ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHC, inibidor 

de MCT) por 15 minutos, antes de adicioná-los à cultura de esferoides tumorais (40). Estes 

resultados demonstram que o efeito imunossupressor do lactato sobre os macrófagos no cenário 

destes experimentos foi mediado pela captação desta molécula pelo MCT-1.  

 

1.4.1 Transportadores de monocarboxilatos 

 

Os transportadores de monocarboxilatos fazem parte de uma família de 14 carreadores, dos 

quais quatro (MCTs 1-4) demonstraram ser capazes de facilitar o transporte próton-dependente 

de monocarboxilatos (dentre eles, o lactato) através da membrana plasmática (119). Estes 

transportadores são capazes de realizar o transporte bidirecional de lactato, com a direção do 

transporte sendo determinada pelo pH, concentração intra e extracelular de lactato, e pela 

afinidade e níveis de outros substratos do MCT, como acetato e piruvato (136, 137). As 

principais diferenças entre as isoformas 1-4 do transportador tem relação com a afinidade dos 

mesmos por seus substratos e inibidores, a regulação de sua expressão, a distribuição tecidual 

e localização celular (119). 
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O MCT 1 é a isoforma mais predominante na maioria dos tecidos, sendo expresso em quase 

todos eles (138, 139), estando presente em células de diversos tipos de tumores (39, 119) e em 

macrófagos (140). Esta isoforma do transportador tem alta afinidade por lactato e é o principal 

exportador desta molécula quando os níveis intracelulares da mesma estão baixos. Já o MCT 4 

tem menor afinidade por lactato e também é vastamente expresso, mas está principalmente 

presente em tecidos que dependem da glicólise, como leucócitos (51, 138), estando associados 

majoritariamente com o exporte de lactato (37). 

O aumento da expressão destes transportadores em câncer é uma característica comum de 

tumores (revisto em (141)) e a proposta de que a expressão predominante do MCT 1 ou MCT4 

tem relação com o metabolismo e a localização das células dentro do tumor tem ganho cada 

vez mais destaque. De fato, o estudo de Sonveaux e colaboradores demonstrou que células 

derivadas de câncer da cérvice uterina da linhagem SiHa, que expressam maior nível de MCT1 

e baixos níveis de MCT4, apresentam metabolismo majoritariamente oxidativo e consomem 

significantemente mais lactato do que células de câncer colo retal da linhagem WiDr, que são 

altamente glicolíticas e expressam níveis maiores de MCT4 e menores de MCT1 (39). Com 

efeito, foi demonstrado que MCT4 é induzido em células hipóxicas através de HIF-1α (142), 

enquanto células tumorais próximas a vasos sanguíneos expressam MCT-1. Em conjunto, estes 

resultados vão de encontro com a proposta da simbiose metabólica tumoral comentada 

previamente, que propõe que as células tumorais glicolíticas das regiões hipóxicas do tumor 

exportam, através do MCT4, o lactato que é captado pelas células da região oxigenada através 

de MCT1 e utilizado como fonte de carbono, disponibilizando a glicose para o uso pelas células 

hipóxicas (143). 

Especificamente em tumores da cérvice uterina, foi observado que quanto maior o grau das 

lesões cervicais, maior a expressão desses transportadores; no cenário do carcinoma celular 

escamoso, foi observada maior expressão de MCT-4 do que MCT-1, apesar de ambos estarem 

mais expressos do que em suas lesões precursoras (130). Esse aumento de expressão dos 

transportadores abre uma possibilidade de tratamento que envolva a inibição de uma ou mais 

isoformas do MCT; porém, lembrando que os macrófagos são importantes componentes do 

microambiente tumoral, também é necessário levar em consideração os efeitos que este tipo de 

tratamento teriam nessas células, já que macrófagos glicolíticos (ativados por LPS, estímulo 

que leva a diferenciação para perfil M1) exportam lactato de seu meio intracelular por MCT4 

(144). 
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A utilização de agentes moduladores do metabolismo no contexto tumoral, sozinhos ou em 

combinação com outras classes de agentes, tem mostrado eficácia no tratamento de neoplasias, 

como revisado no trabalho de Sborov e colaboradores (145). Pensando nos transportadores de 

monocarboxilatos, dois inibidores tem se destacado na literatura: o ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico (CHC) e o AZD 3965. O CHC inibe o MCT1 com aproximadamente dez vezes 

mais seletividade do que o MCT4 (146) enquanto o AZD 3965 é um inibidor seletivo de MCT1 

e MCT2, tendo aproximadamente seis vezes mais seletividade pelo primeiro do que pelo 

segundo (147).  

Em confluência com a literatura, nosso laboratório mostrou que intervenções metabólicas 

no microambiente tumoral são capazes de auxiliar no combate ao tumor, ao tratar células 

tumorais com oxamato ou macrófagos com CHC. Porém, na clínica, a administração desses 

tipos de tratamentos resultaria em ação dos mesmos sobre todas as células do microambiente 

tumoral, e não apenas em um subtipo celular específico. Sendo assim, este projeto pretende 

testar a hipótese de que o tratamento de células tumorais e macrófagos em conjunto com 

inibidores do MCT1 tem potencial como possível terapia, já que estes agentes seriam capazes 

de interferir com o metabolismo das células tumorais, possivelmente as prejudicando, enquanto 

diminuiriam o efeito imunossupressor do lactato através de MCT1 nos macrófagos (123) sem 

impedir que os mesmos realizem a glicólise, pois o MCT4 ainda seria capaz de exportar lactato. 
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2 OBJETIVOS 

 

Este estudo objetiva estudar o efeito do tratamento de coculturas de células tumorais de 

linhagem cervical e monócitos com o inibidor do transportador de monocarboxilatos (MCT), 

ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHC). Para este fim, objetivos específicos foram 

conduzidos: 

- Avaliação da presença de alterações de frequência e número absoluto de células tumorais e 

macrófagos nas culturas tratadas com CHC. 

- Verificação de alterações de viabilidade das células após o tratamento com CHC. 

- Estudo das alterações fenotípicas causadas nos macrófagos com o CHC. 

- Investigação da cinética de ação do tratamento com CHC, sobre as células tumorais e 

macrófagos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Casuística 

 

Neste trabalho, avaliamos principalmente o efeito do tratamento sobre células tumorais e 

macrófagos provenientes de monócitos de doadores saudáveis. Este braço do estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas em Seres Humanos (CEPSH) do Instituto de 

Ciências Biomédicas, parecer 1377/2018, recrutando doadoras voluntárias clinicamente 

saudáveis, com idade entre 25 e 50 anos, do corpo de alunas e professoras da Universidade de 

São Paulo (USP).  

Nós também tivemos a oportunidade de iniciar um piloto com monócitos do sangue 

periférico de pacientes com câncer da cérvice uterina. Esta segunda coorte foi aprovada pelo 

Comitê de Ética do Instituto do Câncer do Estado de São Paulo, registro 1395/18, e pelo 

CEPSH, parecer 1438/2019, recrutando doadoras voluntárias saudáveis e pacientes com câncer 

do colo uterino do Instituto do Câncer do Estado de São Paulo (ICESP), com indicação de 

procedimento cirúrgico. Ambos os grupos aceitaram mulheres com idade entre 18 e 70 anos.  

Para ambas as coortes, foram considerados como critérios de exclusão gravidez, 

imunossupressão ou imunodeficiência de qualquer tipo, diabetes e caquexia. Todos os 

indivíduos envolvidos no estudo assinaram o formulário de consentimento informado antes da 

obtenção da amostra.  

 

3.2 Enriquecimento de monócitos humanos 

 

Para a obtenção de células de sangue periférico humano, foi realizada a punção venosa de 

membro superior das doadoras em tubos Vacuplast tratados com heparina de sódio (CRAL, 

Cotia, BR) utilizando equipamentos adequados para a coleta. Na sequência, o sangue diluído 

com tampão fosfato salino (PSB) 1X foi submetido a centrifugação com gradiente de densidade 

Ficoll-Paque Plus (GE, Healthcare, UK) para a separação das células mononucleares do sangue 

periférico (PBMCs). A população de monócitos foi enriquecida a partir das PBMCs por seleção 
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negativa, com a utilização do Pan Monocyte Isolation Kit (Milteny Biotec Inc, GE) ou 

EasySep™ Human Monocyte Enrichment Kit without CD16 Depletion (STEM CELL 

TECHNOLOGIES, CA), seguindo as instruções dos fabricantes. 

A viabilidade média das preparações de PBMCs e células enriquecidas de monócitos foi de, 

respectivamente, 97,36% ± 1,2% e 97,27% ± 1,5%. Amostras anteriores e posteriores a 

separação foram marcadas com anticorpo anti-CD11b (clone ICRF44) para avaliar a eficiência 

do protocolo. A frequência média de células CD11b positivas entre as PBMCs foi de 13,79% ± 

5,6%. Em todos os experimentos foi possível observar enriquecimento da população de 

macrófagos após a separação, com pureza média de 65,66% ± 8,8% e rendimento médio de 

1,03 milhões de macrófagos a cada 10 milhões de PBMCs (desvio padrão de 369,217 mil) 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Porcentagem de células CD11b positivas. 

Amostras anteriores e posteriores ao processo de separação de monócitos foram submetidas à citometria 

de fluxo. A amostra “Não marcado” não foi submetida a separação de monócitos e não foi marcada com 

o anticorpo CD11b. A amostra “Pré-separação” foi obtida da suspensão de PBMCs antes de serem 

submetidas a separação de monócitos, enquanto a amostra “Pós-separação” foi obtida da suspensão de 

células após a separação. Ambas as amostras “Pré-separação” e “Pós-separação” foram marcadas com 

o anticorpo CD11b. MONO = monócitos CD11b+. 

 

3.3 Linhagens tumorais 

 

Na maioria dos experimentos utilizamos a linhagem de célula tumoral cervical SW756, 

positiva para HPV 18, pois a mesma foi a melhor estudada no trabalho prévio do laboratório, a 

partir do qual este projeto foi formulado. No piloto com as células provenientes de pacientes 

com câncer cervical, utilizamos a linhagem HeLa, também positiva para HPV 18. As linhagens 

tumorais foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, MA) entre 

2013 e 2014. As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Thermo 
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Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 5 µg/mL de gentamicina e 2 

mM de glutamina (R10) a 37ºC, em atmosfera com 5% CO2. 

 

3.4 Geração dos esferoides tumorais e cocultura com monócitos (condição não tratada) 

 

As células cultivadas em frascos foram recolhidas por tratamento com tripsina e, em 

seguida, semeadas em placas de 96 poços com fundo em “U” sobre colchão de 50 µL de 1% de 

agarose em PBS, onde ficaram durante quatro dias para permitir a formação e crescimento do 

esferoide tumoral. No quarto dia, ¾ do meio de cultivo foi recolhido e substituído por meio 

fresco contendo monócitos recém obtidos a partir do sangue periférico de doadoras (sessenta e 

cinco mil células). A cocultura de esferoides e monócitos foi mantida em incubação por seis 

dias, permitindo a diferenciação de macrófagos (40), para ao final do período, ser avaliada em 

relação a diversos parâmetros (Figura 3); este protocolo já é bem estabelecido no laboratório. 

Além da análise ao final de dez dias de experimento, nós também realizamos experimentos 

onde a coleta das amostras foi feita no sétimo dia para compreender a cinética do tratamento, 

como melhor explicado à frente. 

 

 

Figura 3. Cocultura de células tumorais com monócitos. 
Esquema ilustrativo do protocolo de formação da cocultura não tratada de esferoides tumorais com 

monócitos, em relação à escala de tempo (dias). No primeiro dia foram semeadas sobre o “colchão de 

agarose” cinco mil células tumorais por poço na placa de 96 poços com fundo em “U”. As células foram 

incubadas por quatro dias para permitir a formação do esferoide. Após este período, sessenta e cinco mil 

monócitos obtidos de doadoras saudáveis foram adicionados à cultura e incubados nesta condição 

durante mais três (dia 7) ou seis (dia 10) dias. Ao final do período de sete ou dez dias, o conteúdo dos 
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poços foi recolhido para ser submetido às devidas análises. Os esferoides presentes na imagem foram 

formados com as células da linhagem SW756. 

 

A utilização de cultura tridimensional apresenta diversas vantagens em relação com a 

cultura em monocamada. No caso específico deste estudo, a utilização deste modelo permite 

melhor mimetização da estrutura de um tumor in vivo, se aproximando mais da realidade das 

interações célula-célula e mantendo características importantes, como a deposição de matriz 

extracelular. Além disso, a cultura tridimensional utilizando esferoides tumorais possibilita a 

realização de coculturas com outros tipos celulares que exercem grande influência na 

tumorigênese (como os macrófagos), permitindo melhor visualização de interações entre 

diferentes tipos de células e, até mesmo, diferenças na infiltração de células no esferoide (148). 

A Figura 4 apresenta imagens representativas da cultura tridimensional de células tumorais e 

macrófagos. As células tumorais são capazes de formar uma estrutura tridimensional quando 

semeadas acima da agarose devido a sua habilidade de crescimento independente de 

ancoragem, uma capacidade adquirida ao longo de sua transformação tumoral (149).  

 

 

Figura 4. Fotografias de esferoides e macrófagos por microscopia de luz invertida. 
Fotografias realizadas no aumento de 4X em microscópio de luz invertido. As imagens são 

representativas da monocultura de células tumorais (A), monocultura de macrófagos (B) e cocultura de 

células tumorais e macrófagos (C) que foram semeadas sobre 50 µL de 1% agarose, na placa de 96 

poços com fundo em U, permitindo a formação da cultura tridimensional. As imagens foram tiradas no 

décimo dia dos experimentos. As células tumorais mostradas nas imagens são da linhagem SW756. 

 

3.5 Tratamento das culturas 

 

Neste projeto objetivamos avaliar a ação dos fármacos de estudo – ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico (CHC) e AZD 3965 - sobre células tumorais e macrófagos simultaneamente, 
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mantendo os tratamentos nas culturas até o final do experimento. Desta forma, os fármacos 

foram adicionados à cultura no quarto dia de experimento e após isso, não houve 

readministração dos mesmos ou troca de meio cultura (Figura 5). Nós avaliamos os efeitos do 

CHC após seis dias de sua adição (dia 10) na cultura. Como melhor detalhado a diante, nós 

também realizamos experimentos observando os efeitos do CHC após três (dia 7) e seis (dia 

10) dias da sua adição na cultura, e comparamos os resultados do CHC com o AZD 3965, seis 

dias após a adição dos inibidores à cultura.  

 

 

Figura 5. Linha do tempo ilustrativa da estratégia de tratamento com os inibidores. 

+ significa adição do fármaco na cultura 

 

Os efeitos dos tratamentos foram observados sobre coculturas de células tumorais e 

macrófagos, além de monoculturas de macrófagos e monoculturas de células tumorais. Ambos 

os inibidores utilizados (CHC e AZD3965) necessitam de DMSO para que sejam solubilizados 

em meio de cultura. Desta forma, além das condições sem tratamento e com tratamento, nós 

também analisamos células tratadas com concentração de DMSO equivalente ou superior a 

presente nos poços com tratamento, para garantir que os efeitos observados com o tratamento 

são consequência do inibidor, e não do solvente. O piloto com as amostras das pacientes com 

câncer do colo uterino são uma exceção, não contendo o grupo controle de solvente (DMSO) e 

as monoculturas, por limitação de disponibilidade de amostra. 

 

3.5.1 Curva dose-resposta dos inibidores  
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Para a utilização dos inibidores, foram realizados experimentos testando diferentes 

concentrações das substâncias, utilizando como valores de referência dados da literatura (40, 

150-153), e observando os resultados após seis dias do tratamento. Sendo assim, para o CHC 

foram testadas as concentrações de 2, 4 e 8 mM, enquanto para o AZD3965 foram avaliadas as 

doses de 5, 25 e 50 nM. O racional para a escolha da concentração que seria utilizada para o 

restante dos experimentos foi a busca de uma dose que não fosse tóxica para os 

monócitos/macrófagos, enquanto ainda apresentasse potencial antitumoral. Para isso, 

monoculturas e coculturas de células tumorais da linhagem SW756 e macrófagos foram tratadas 

com diferentes concentrações dos inibidores no quarto dia de experimento, e avaliadas seis dias 

após o tratamento em relação a tamanho e granulosidade das células, com dados obtidos por 

citometria de fluxo. As doses estabelecidas nestes experimentos foram utilizadas no restante do 

trabalho. 

  

3.6 Fenotipagem e avaliação de viabilidade, seis dias após o tratamento com CHC 

 

Primeiramente, nós avaliamos os efeitos do tratamento com CHC após seis dias de sua 

adição nas culturas com células tumorais da linhagem SW756 e macrófagos, buscando 

investigar diferenças na frequência, viabilidade e fenótipo das células, por citometria de fluxo. 

Para obter a suspensão de células únicas necessárias para a execução das citometrias, as células 

foram digeridas com 1 mg/mL de Colagenase tipos 1 e 4 (Worthington Biochemical 

Corporation, Lakewood, NJ) por vinte a trinta minutos, 37°C, sob agitação. A reação foi 

interrompida pela adição da solução gelada de MTH (solução tampão salina Hanks’ 1x e 15 

mM de HEPES em pH 7.4, 5% de SFB e 0.5 U/mL de DNAse I) (Worthington Biochemical, 

Lakewood, NJ, USA). A viabilidade das células no momento de execução do protocolo foi 

avaliada por meio de contagem na câmara de Neubauer de células coradas com Trypan Blue. 

Antes da incubação com os anticorpos específicos, os receptores Fc das células foram 

bloqueados com 5 µg/mL de Fc block (BD Biosciences, San Jose, CA) por dez minutos. Os 

anticorpos utilizados para a marcação foram: CD14 APC (clone M5E2), CD45 V500 ou Alexa 

700 (clone H130), CD86 PE-Cy7 (clone 2331 (FUN-1)), HLA-DR APC-Cy7 (clone L243). As 

células foram incubadas com os anticorpos durante vinte minutos e em seguida foram lavadas 

com 500 µL de MTH. Para a análise da viabilidade celular por citometria de fluxo foi utilizado 

4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (Thermo Fisher Scientific, MA, US), de acordo com o 
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protocolo de Gordon e colaboradores (154), adaptando a quantidade de DAPI utilizada para a 

melhor concentração em nossas culturas. As células foram suspendidas em 200 uL de tampão 

contendo 0,05 µg/mL de DAPI logo antes de serem adquiridas no citômetro BD FACSCantoTM 

II (BD Biosciences, San Jose, CA). Nos resultados são mostrados os dados de viabilidade 

gerados com a utilização do DAPI, e não do Trypan Blue, pois os valores obtidos com o DAPI 

se aproximam mais da realidade, já que consideram maior parte das amostras e independem de 

análise humana, que pode conferir variabilidade adicional aos números. 

 

3.7 Avaliação da cinética de apoptose e necrose e comparação do CHC com o AZD 

3965 

 

Para compreender os processos de morte celular envolvidos no tratamento com CHC, as 

monoculturas e coculturas de esferoides tumorais da linhagem SW756 foram gerados 

novamente, seguindo o protocolo descrito no item 3.4. Estes experimentos envolveram dois 

objetivos: a compreensão da cinética existente por trás dos efeitos do CHC e a comparação dos 

efeitos do CHC com o AZD 3965, após seis dias da adição dos inibidores à cultura. Desta forma, 

foi realizada a marcação das células tumorais e macrófagos com Anexina V e 7AAD para 

análise por citometria de fluxo, após três (dia 7) e seis (dia 10) dias da adição do CHC à cultura 

(Figura 6). Além disso, o tratamento com o AZD 3965 também foi incluído na análise de 10 

dias, para comparar os efeitos dos inibidores após seis dias de tratamento, em relação a 

frequência de células. 

 

 

Figura 6. Linha do tempo ilustrativa dos experimentos de cinética com Anexina V e 7AAD. 
+ significa adição do fármaco na cultura 
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O protocolo de digestão e marcação das células provenientes das culturas tridimensionais 

foi o mesmo descrito no item anterior. Os anticorpos utilizados para fenotipagem das células 

nestes experimentos foram CD14 APC (clone M5E2) e CD45 V500 (clone H130). Ao final do 

período de incubação, as células foram lavadas e suspendidas em 100 µL de tampão contendo 

1 µL de Anexina V (BD Biosciences, San Jose, CA). As células foram incubadas nesta solução 

durante 15 minutos, em temperatura ambiente, no escuro. Após este período, foram adicionados 

mais 100 uL de tampão e 10 µL de 7AAD (BD Biosciences, San Jose, CA) por tubo, e as células 

foram adquiridas no citômetro BD FACSCantoTM II (BD Biosciences, San Jose, CA). 

 

3.8 Estratégia de gates por citometria de fluxo 

 

Para a interpretação dos dados obtidos por citometria de fluxo, os arquivos das aquisições 

foram analisados no software FlowJo (Becton, Dickinson & Company, EUA). Cada bloco de 

experimentos (I. Fenotipagem e avaliação de viabilidade, seis dias após o tratamento com CHC 

e II. Avaliação da cinética de apoptose e necrose e comparação do CHC com o AZD 3965) foi 

analisado seguindo uma mesma estratégia de gates para todos os experimentos que o compõem. 

 

3.8.1 Bloco I: Fenotipagem e avaliação de viabilidade, seis dias após o tratamento com 

CHC 

 

A estratégia de gates utilizada em todos os experimentos é representada nas figuras 7, 8 e 

9 para a monocultura de macrófagos, monocultura tumoral e cocultura de células tumorais e 

macrófagos, respectivamente. Em todas as condições, inicialmente foi realizada a exclusão de 

debris celulares através dos dot-plots de tamanho por granulosidade (FSC x SSC) e, em seguida, 

foram excluídos os eventos correspondentes a doublets (eventos que possuem dobro de área, 

sem possuir o dobro de altura, correspondendo a células unidas umas às outras) através dos dot-

plots de área contra altura (FSC-A x FSC-H). Na sequência, duas diferentes análises foram 

realizadas: a análise da frequência de populações de células, incluindo células vivas e mortas, 

seguida da avaliação da viabilidade de cada uma dessas populações; e a análise da expressão 

de moléculas relacionadas a apresentação de antígeno (HLA-DR e CD86) pelos macrófagos da 

monocultura e da cocultura, após a exclusão de todas as células mortas.  
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Inicialmente, a determinação das populações presentes nas amostras seguiu o critério: 

- Células que expressam CD14 e CD45 foram consideradas macrófagos; 

- Células que não expressam CD14 nem CD45 foram consideradas células tumorais; 

Porém foi possível observar em todos os experimentos que, com o tratamento das 

monoculturas e coculturas com o CHC, ocorreu o aparecimento expressivo de uma nova 

população negativa para CD14 e positiva para CD45, a qual foi chamada de POP CD45+/CD14-

. Na monocultura de macrófagos foi possível inferir que esta população corresponde, 

majoritariamente, a macrófagos vivos (Figura 7E) que perderam a expressão de CD14, porém, 

ainda expressam HLA-DR (Figura 7J). Já na monocultura tumoral, esta população se mostrou 

equivalente a células tumorais mortas que passaram a apresentar autofluorescência para o canal 

AmCyam (correspondente a fluorescência do marcador para CD45) (Figura 8D), mas não para 

o canal de APC-Cy7, continuando a serem negativas para HLA-DR (Figura 8F). Com base 

nestas informações, foi possível delinear a estratégia para identificar macrófagos e células 

tumorais dentro da POP CD45+/CD14- nas coculturas (Figura 9) e a determinação final das 

populações nas amostras seguiu o seguinte critério e nomenclatura, que será utilizada durante 

todo o trabalho: 

- Células que expressam CD14 e CD45 foram consideradas macrófagos e correspondem a 

subpopulação denominada “MAC CD14+”; 

- Células que não expressam CD14 e expressam CD45, estão vivas (ou seja, são DAPI 

negativas) e expressam HLA-DR também foram consideradas macrófagos, sendo denominadas 

como a subpopulação “MAC CD14-“; 

- Células que não expressam CD14 e CD45 foram consideradas células tumorais, sendo 

denominadas como a subpopulação “TUMOR CD45-“; 

- Células que não expressam CD14 e são autofluorescentes para AmCyam, estão mortas (ou 

seja, são DAPI positivas) e não expressam HLA-DR também foram consideradas células 

tumorais, e esta subpopulação recebeu o nome de “TUMOR autofluorescente”; 

Desta forma, a frequência final de macrófagos foi dada pela soma dos macrófagos que 

expressam CD14 com os macrófagos que não expressam essa molécula (MAC CD14+ e MAC 

CD14-) e a frequência final de células tumorais foi dada pela soma das células tumorais que 
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não expressam CD14 e CD45 com as células tumorais mortas e auto fluorescentes para 

AmCyam (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) (Figura 10). 

 

Figura 7. Estratégia de gates da monocultura de macrófagos, referente aos experimentos do bloco 

I - Fenotipagem e avaliação de viabilidade, seis dias após o tratamento com CHC. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizadas com as monoculturas de macrófagos, 

ilustrando a estratégia de gates utilizada para todos as monoculturas de macrófagos dos experimentos 

do bloco I. Primeiramente, foram excluídos da análise debris celulares (A) e doublets (B). As células 

únicas (single cells) foram então analisadas de duas formas: acima da linha pontilhada, é ilustrada a 

análise com células vivas e mortas, onde foi avaliada a frequência de populações na cultura (C) com 

posterior checagem da viabilidade de cada população (D e E); abaixo da linha pontilhada, é ilustrada a 

análise excluindo as células mortas (F) onde, após a delimitação das populações de células vivas (G), 



46 
 

foi analisada a expressão e frequência de marcadores de apresentação de antígeno (H e J: HLA-DR; I e 

K: CD86) em cada uma das populações (H e I: MAC CD14+; J e K: POP CD45+/CD14-, que na 

monocultura corresponde a MAC CD14-). 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; POP CD45+_CD14- = população que não expressa CD14 e 

expressa CD45 (na monocultura de macrófagos, corresponde a população MAC CD14-). 

 

 

Figura 8. Estratégia de gates da monocultura de células tumorais dos experimentos do bloco I - 

Fenotipagem e avaliação de viabilidade, seis dias após o tratamento com CHC. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizadas com as monoculturas tumorais, ilustrando 

a estratégia de gates utilizada para todas as monoculturas de células tumorais dos experimentos do bloco 

I. Primeiramente, foram excluídos da análise debris celulares (A) e doublets (B). As células únicas 

(single cells) foram então avaliadas quanto a frequência de populações na cultura (C) com posterior 

checagem da viabilidade de cada população – POP CD45+/CD14- (D) e TUMOR CD45- (E) - e a 

existência de autofluorescência nessas células para APC-Cy7 (F e G). Foi possível observar que a 

população autofluorescente para AmCyam presente em C corresponde a células tumorais marcadas com 

DAPI e, portanto, são células mortas (D). Ambas as células tumorais mortas e vivas não apresentam 

autofluorescência para APC-Cy7, localizando-se no gate de células HLA-DR-. 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; POP CD45+_CD14- = população que não expressa 

CD14 e tem autofluorescência para AmCyam (na monocultura de células tumorais, corresponde a 

população TUMOR autofluorescente). 
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Figura 9. Estratégia de gates das células da cocultura dos experimentos do bloco I - Fenotipagem 

e avaliação de viabilidade, seis dias após o tratamento com CHC. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizadas com as coculturas de células tumorais e 

macrófagos, ilustrando a estratégia de gates utilizada para todos as coculturas dos experimentos do bloco 

I. Primeiramente, foram excluídos da análise debris celulares (A) e doublets (B). As células únicas 
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(single cells) foram então analisadas de duas formas: acima da linha pontilhada, é ilustrada a análise 

com células vivas e mortas, onde foi avaliada a frequência de populações na cultura (C) com posterior 

checagem da viabilidade de cada população (D, E e F), além da avaliação da frequência de macrófagos 

vivos expressando HLA-DR (MAC CD14-) e células tumorais mortas autofluorescentes para AmCyam 

que não expressam HLA-DR (TUMOR CD45-) na população POP CD45+/CD14- (G e H); abaixo da 

linha pontilhada, é ilustrada a análise excluindo as células mortas (I) onde, após a delimitação das 

populações de células vivas (J), foi avaliada a expressão e frequência de marcadores de apresentação de 

antígeno (K e M: HLA-DR; L e N: CD86) em cada uma das populações (K e L: MAC CD14+; M e N: 

POP CD45+/CD14- que, sem as células mortas, corresponde a MAC CD14-).  

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; POP 

CD45+_CD14- = população que não expressa CD14 e tem autofluorescência para AmCyam, composta 

da população de MAC CD14- e TUMOR autofluorescente. 

 

 

Figura 10. Esquema ilustrativo do delineamento de populações nas culturas. 
A figura resume os critérios adotados para determinar a população total de macrófagos e de células 

tumorais nas culturas, após a delimitação dos gates nas análises. Como exemplificado na linha superior, 

foram consideradas como a população total de macrófagos as células que expressam CD14 e CD45, 

juntamente das células que não expressam CD14 e expressam CD45, estão vivas (ou seja, são negativas 

para DAPI) e expressam HLA-DR (macrófagos totais = MAC CD14+ e MAC CD14-). Por outro lado, 

foram consideradas como a população total de células tumorais as células que não expressam CD14 e 

CD45, juntamente das células que apresentaram fluorescência no canal AmCyam e estavam mortas (ou 

seja, são positivas para DAPI) e não expressam HLA-DR (células tumorais totais = TUMOR CD45- e 

TUMOR autofluorescente). Figura criada com Biorender. 

(MAC = macrófagos; TUMOR = células tumorais) 

 

3.8.2 Bloco II: Avaliação da cinética de apoptose e necrose e comparação do CHC com o 

AZD 3965 
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A estratégia de gates utilizada em todos os experimentos, nas monoculturas e coculturas, é 

representada na Figura 11. Semelhante ao bloco I, inicialmente foi realizada a exclusão de 

debris celulares através dos dot-plots de tamanho por granulosidade (FSC x SSC) e, em seguida, 

foram excluídos os eventos correspondentes a doublets através dos dot-plots de área contra 

altura (FSC-A x FSC-H). Na sequência, foi avaliada a frequência de populações de células, com 

posterior análise da marcação com Anexina V e 7AAD na população de macrófagos que 

expressam CD14 e CD45 (MAC CD14+) e na população de células tumorais negativas para 

CD14 e CD45 (TUMOR CD45-). A marcação por Anexina e 7AAD não foi analisada na 

população POP CD45+/CD14- (que corresponde a MAC CD14- e TUMOR autofluorescente) 

na cocultura pois nestes experimentos não foi possível diferenciar com clareza a população de 

macrófagos e células tumorais neste grupo devido à ausência da utilização do anticorpo anti-

HLA-DR nestes experimentos. Já nas monoculturas, a marcação por estes marcadores foi 

avaliada, já que as células podem ser consideradas com certeza células tumorais ou macrófagos 

por se tratar da cultura de um só tipo celular.  

Células marcadas com Anexina V e não marcadas com 7AAD foram consideradas células 

em apoptose inicial (que correspondem as células no quadrante Q1), enquanto células marcadas 

com Anexina V e 7AAD foram consideradas como células em apoptose tardia (ou seja, células 

que entraram em apoptose e, por não terem sido eliminadas como o são em condições in vivo, 

sofreram perda da integridade de membrana) ou células necróticas (presentes no quadrante Q2); 

por fim, células não marcadas com Anexina V e 7AAD foram consideradas células vivas (as 

quais se localizam no quadrante Q4). Os eventos que não apresentaram marcação por Anexina 

V mas apresentaram marcação por 7AAD (presentes no quadrante Q3) não foram analisados, 

pois foram considerados como artefatos de experimento, correspondendo a aproximadamente 

3,84 ± 3,16 por cento da população de células únicas. Esta estratégia de análise foi feita de 

acordo com dados da literatura (155-157). Para melhor compreensão, a seguinte nomenclatura 

foi adotada para a apresentação dos resultados referentes a estes experimentos (Figura 11E): 

- Células do quadrante Q1, que correspondem a células Anexiva V+/7AAD-, foram chamadas 

de “células em apoptose”; 

- Células do quadrante Q2, que correspondem a células Anexina V+/7AAD+, foram chamadas 

de “células mortas”   



50 
 

- Células do quadrante Q4, que correspondem a células Anexina V-/7AAD-, foram chamadas 

de “células vivas”. 

 

 

Figura 11. Estratégia de gates das células dos experimentos do bloco II - Avaliação da cinética de 

apoptose e necrose e comparação do CHC com o AZD 3965. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizadas com as monoculturas e coculturas de 

células tumorais e macrófagos, ilustrando a estratégia de gates utilizada para todos as amostras dos 

experimentos do bloco II (a figura corresponde a representação de uma cocultura). Primeiramente, foram 

excluídos da análise debris celulares (A) e doublets (B). As células únicas (single cells) foram então 

analisadas quanto a frequência de populações (C) e, na sequência, a marcação de Anexina V e 7AAD 

foi avaliada em cada uma delas (D: MAC CD14+; E: TUMOR CD45-). Células marcadas com Anexina 

V e não marcadas com 7AAD foram consideradas células em apoptose inicial e correspondem ao 

quadrante Q1; células marcadas com Anexina V e 7AAD foram consideradas células em apoptose tardia 

ou necrose e correspondem ao quadrante Q2; células marcadas apenas com 7AAD são artefatos 

experimentais, e se localizam no quadrante Q3; e, por fim, células vivas não se ligam com a Anexina V 

e não se marcam com 7AAD, correspondendo ao quadrante Q4. Nas monoculturas, a marcação por 

Anexina V e 7AAD foi avaliada levando em consideração também as células da POP CD45+CD14-. O 

dot-plot apresentado em E mostra a nomenclatura adotada nos experimentos. 
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MAC CD14+ = macrófagos CD14+; TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; POP 

CD45+_CD14- = população que não expressa CD14 e tem autofluorescência para AmCyam, composta 

da população de MAC CD14- e TUMOR autofluorescente. 

 

3.9 Quantificação de lactato extracelular 

 

A quantificação de lactato extracelular foi realizada com a utilização do kit Lactato (InVitro, 

Minas Gerais, BR), de acordo com o protocolo do fabricante. Para a quantificação, foram 

utilizados sobrenadantes coletados no último dia de experimento (dia 10), antes do 

processamento dos esferoides. 

 

3.10 Avaliação dos efeitos do CHC sobre coculturas de células tumorais da 

linhagem HeLa e monócitos de doadores saudáveis e pacientes 

 

Nós tivemos a oportunidade de iniciar um piloto testando o efeito do CHC em coculturas 

de células tumorais da linhagem HeLa com monócitos de doadores saudáveis ou pacientes com 

câncer do colo uterino, possibilitando a comparação dos efeitos em células previamente 

moduladas pela existência de tumor. Como descrito no item 3.3, esferoides foram gerados com 

células da linhagem HeLa e, no quarto dia de cultura, os monócitos foram adicionados aos 

poços – diferente do que havia sido feito previamente, devido a disponibilidade de amostra, 

adicionamos cinquenta mil monócitos por poço, ao invés de sessenta e cinco mil. Logo em 

seguida, as células foram ou não tratadas com CHC. Após seis dias do tratamento, os poços 

foram recolhidos para análise por citometria de fluxo, da mesma forma descrita no item 3.6, 

com exceção de que, para esta linhagem de célula tumoral (HeLa), não foi necessária a digestão 

com colagenase. Os anticorpos utilizados para a marcação foram: CD14 APC (clone M5E2) e 

CD45 V500 ou Alexa 700 (H130), com posterior marcação com DAPI. Nestes experimentos 

também não foi utilizado o anticorpo anti-HLA-DR e, portanto, foram avaliadas apenas as 

populações TUMOR CD45- e MAC CD14+. 

 

3.11 Análise estatística 
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Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de normalidade utilizando o teste de 

Shapiro-Wilk. Nos experimentos comparando a condição controle (CTRL), controle de 

solvente (DMSO) e os tratamentos, os dados com distribuição normal foram analisados pela 

Análise de Variância (ANOVA) unidirecional pareada, seguida do pós-teste de Tukey, 

enquanto os dados com distribuição não paramétrica foram analisados pelo teste de Friedman, 

seguido de pós-teste de Dunn. Os mesmos testes estatísticos foram aplicados para verificar 

diferenças entre o controle e o tratamento em diferentes tempos de cultura. Para a comparação 

de diferenças entre a monocultura e cocultura com o tratamento, foi realizada a ANOVA 

bidirecional pareada. Por fim, para os dados dos experimentos do piloto com pacientes de 

câncer do colo uterino, onde foi analisada apenas a condição controle (CTRL) e tratada com 

CHC (CHC), a análise realizada foi o teste T pareado para os dados com distribuição normal, 

enquanto os dados sem distribuição normal foram avaliados com o teste de Wilcoxon. 

Os dados foram analisados de forma correlacionada, quando possível, pois os monócitos de 

um mesmo experimento são provenientes do mesmo doador; além disso, tratando-se de 

amostras humanas, há grande variabilidade entre os doadores e, desta forma, a análise 

correlacionada permite melhor interpretação dos dados, já que leva em conta a diferença entre 

as condições. 

Diferenças entre grupos experimentais foram consideradas significativas quando p<0.05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Padronização das doses dos inibidores (CHC e AZD 3965) 

 

Nos estudos prévios de nosso laboratório que deram origem a este trabalho, a concentração 

de CHC utilizada para a realização dos experimentos foi estabelecida com base em objetivos 

diferentes do que os atuais – naquele estudo, os macrófagos eram expostos ao inibidor antes 

das células tumorais pois o objetivo era avaliar a inibição da captação de lactato pelos 

macrófagos. Como o objetivo atual é estudar o efeito do inibidor sobre ambas as células, 

mimetizando o que aconteceria in vivo com a administração do fármaco, foi realizada uma nova 

curva de dose-resposta com as doses de 2, 4 e 8 mM de CHC, utilizando monoculturas e 

coculturas de células tumorais e macrófagos. Devido à solubilidade do inibidor, não foi possível 

utilizar a mesma concentração de DMSO para todas as doses de CHC; desta forma, obtivemos 

concentração final de DMSO nos poços de 0.065%, 0.13% e 0.27% para as doses de 2, 4 e 8 

mM, respectivamente. Nenhuma das concentrações de DMSO utilizadas levaram a alterações 

relevantes na frequência ou viabilidade das células, em qualquer condição testada 

(monoculturas ou coculturas) (Figura 12). 
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Figura 12. Médias das frequências de células nas coculturas e viabilidade média de células nas 

coculturas e monoculturas, após a adição de diferentes concentrações do solvente DMSO. 
Gráficos com as médias e desvios padrões da frequência de células na cocultura (A e B) e da viabilidade 

das células nas coculturas e monoculturas (C, D e E), comparando a condição não tratada (CTRL) com 

as condições onde diferentes doses de DMSO foram adicionados aos poços no quarto dia de experimento 

(0,065% DMSO; 0,13% DMSO; 0,27% DMSO). (A) Frequência de macrófagos (MAC CD14+ e MAC 

CD14-) na cocultura. (B) Frequência de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) 

na cocultura. (C) Viabilidade de células na monocultura de células tumorais. (D)Viabilidade das células 

na monocultura de macrófagos. (E) Viabilidade na cocultura.  

Todas as amostras foram submetidas ao teste estatístico ANOVA one-way com pós teste de Tukey, com 

o qual não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos (p<0,05). Foram adquiridos no 

mínimo dez mil eventos por amostra (N=3). 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos CD14-; TUMOR CD45- = células 

tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais autofluorescentes para AmCyam. 
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Em relação a concentração de CHC, foi possível observar que todas as doses causaram 

alterações na cocultura, pois é possível ver, inclusive, a mudança do padrão de tamanho e 

granulosidade das células, comparado com o controle não tratado, um efeito que fica mais 

visível nas doses de 4 e 8 mM (Figura 13). A concentração de 8 mM eliminou diretamente a 

população de células da monocultura tumoral, o que torna esta dose uma candidata a 

quimioterapia convencional, onde o objetivo é a toxicidade para células tumorais; porém, como 

observado aqui, esta abordagem não evita os efeitos adversos, tendo a monocultura de 

macrófagos também sido eliminada (Figura 14). Já concentração de 4 mM não eliminou as 

células da monocultura tumoral, apesar de ter causado diminuição da frequência destas células 

na cocultura (dados não mostrados) porém, causou aumento de debris celulares enquanto 

diminuiu expressivamente a população de macrófagos na monocultura destas células em dois 

de três experimentos (Figura 15). Como o objetivo deste estudo é prejudicar a viabilidade e/ou 

a proliferação de células tumorais causando o mínimo de efeitos negativos sobre macrófagos, 

a dose escolhida foi a de 2 mM, que não eliminou a população de macrófagos, apesar de causar 

alterações de tamanho e granulosidade dessas células (tanto na monocultura, quanto na 

cocultura) (Figura 16). 

 

 

Figura 13. Tamanho e granulosidade de células da cocultura de esferoides tumorais com 

macrófagos após tratamento com diferentes concentrações de CHC. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizada com as amostras da cocultura, onde os 

tratamentos com 2, 4 e 8 mM de CHC foram testados. Os dot-plots mostram dados de tamanho (FSC) 

por granulosidade (SSC) celular, e ilustram como a população muda de aspecto com os tratamentos com 

CHC. Foram adquiridos no mínimo dez mil eventos por amostra (N=3). 
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Figura 14. Tamanho e granulosidade de células das monoculturas de células tumorais e 

macrófagos com 0,27% DMSO e 8 mM de CHC. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizadas com amostras da monocultura de células 

tumorais (linha superior) e da monocultura de macrófagos (linha inferior) comparando os poços tratados 

com 8 mM de CHC (dot-plots da direita) com os poços que receberam a concentração de DMSO 

equivalente a presente no tratamento (0,27% DMSO; dot-plots da esquerda). Os dot-plots mostram 

dados de tamanho (FSC) por granulosidade (SSC) celular e ilustram a expressiva diminuição de células 

com o tratamento com 8 mM de CHC, em relação aos grupos que receberam 0,27% de DMSO. Foram 

adquiridos no mínimo dez mil eventos por amostra (com exceção da monocultura tumoral tratada com 

8 mM CHC, para qual foram adquiridos 5 mil eventos devido a um menor número de células ao final 

do tratamento) (N=3). 
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Figura 15. Tamanho e granulosidade de células das monoculturas de células tumorais e 

macrófagos com 0,13% DMSO e 4 mM de CHC. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizadas com amostras da monocultura de células 

tumorais (linha superior) e da monocultura de macrófagos (linha inferior) comparando os poços tratados 

com 4 mM de CHC (dot-plots da direita) com os poços que receberam a concentração de DMSO 

equivalente a presente no tratamento (0,13% DMSO; dot-plots da esquerda). Os dot-plots mostram 

dados de tamanho (FSC) por granulosidade (SSC) celular e ilustram a expressiva diminuição de 

macrófagos na monocultura destas células com o tratamento de 4 mM de CHC, em relação a 

monocultura que recebeu 0,13% de DMSO, enquanto nenhum efeito foi observado sobre a monocultura 

de células tumorais. Foram adquiridos no mínimo dez mil eventos por amostra (N=3). 

 

 

 

Figura 16. Tamanho e granulosidade de células das monoculturas de macrófagos com 0,065% 

DMSO e 2 mM de CHC. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizadas com amostras da monocultura de 

macrófagos comparando os poços tratados com 2 mM de CHC (dot-plot da direita) com os poços que 

receberam a concentração de DMSO equivalente a presente no tratamento (0,065% DMSO; dot-plot da 

esquerda). Os dot-plots mostram dados de tamanho (FSC) por granulosidade (SSC) celular e ilustram 

os efeitos do tratamento de 2 mM de CHC sobre macrófagos. A dose de 2 mM resultou em diminuição 
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do tamanho e granulosidade dos macrófagos, porém, não causou diminuição expressiva da presença 

destas células na monocultura, diferente da dose de 4 mM de CHC. Foram adquiridos no mínimo dez 

mil eventos por amostra (N=3). 

 

As doses escolhidas para o desenvolvimento do piloto de estudo de dose-resposta com o 

inibidor AZD 3965 – 5, 25 e 50 nM – foram selecionadas de acordo com o estudo de doses já 

utilizadas na literatura. Existem estudos utilizando concentrações de 2 nM até 500 nM, e na 

maioria destes estudos, o objetivo é atingir efeito citotóxico direto sobre células tumorais de 

diferentes linhagens (150-153). De acordo com o trabalho de Beloueche-Babari e 

colaboradores, de forma geral, linhagens tumorais são consideradas como sensíveis ao 

tratamento com AZD3965 quando respondem a doses menores que 100 nM, enquanto as que 

não respondem são consideradas resistentes; com base neste dado, decidimos que nossa maior 

concentração de teste seria a de 50 nM, optando por uma dose mais baixa do que o máximo 

determinado para as células sensíveis, buscando evitar efeitos negativos sobre macrófagos. Já 

a concentração mais baixa foi escolhida como de 5 nM pois neste mesmo trabalho, os autores 

já haviam identificado acúmulo de lactato intracelular com dose de 2 nM (153). 

O AZD3965 também necessita ser diluído em DMSO para que seja solúvel em meio de 

cultura, porém, a quantidade de DMSO necessária para a diluição é menor do que 0,065% de 

DMSO e, portanto, o controle de solvente utilizado para os experimentos com este inibidor 

também foi a utilização de 0,065% DMSO, assim como para o CHC. Com os experimentos 

realizados, não foi possível observar diferença de efeito entre as doses, não ocorrendo diferença 

aparente entre o tamanho, granulosidade e frequência de células, na monocultura (não 

mostrado) ou cocultura (Figura 17). Portanto, a dose de 50 nM foi escolhida a escolhida para 

aprofundamento dos estudos. 
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Figura 17. Tamanho, granulosidade e frequência de células nas coculturas para avaliação do efeito 

de diferentes concentrações de AZD 3965. 
Dot-plots representativos das citometrias de fluxo realizada com as amostras da cocultura de células 

tumorais e macrófagos, onde os tratamentos com 5, 25 e 50 nM de AZD3965 foram testados, e estão 

sendo comparados a amostra que recebeu 0,065% DMSO. Os dot-plots superiores mostram dados de 

tamanho (FSC) por granulosidade (SSC) celular, e ilustram como a população não muda de aspecto com 

os tratamentos com AZD3965. Os dot-plots inferiores ilustram a frequência de células na cocultura, a 

partir da marcação com anticorpo anti-CD14 e anti-CD45, evidenciando que não há mudanças nas 

frequências de células com os tratamentos. Foram adquiridos no mínimo dez mil eventos por amostra 

(N=2). 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; MAC CD14+ = macrófagos CD14+; POP 

CD45+_CD14- = população que não expressa CD14 e tem autofluorescência para AmCyam, composta 

da população de MAC CD14- e TUMOR autofluorescente. 

 

4.2 O tratamento com CHC causa a morte de células tumorais, mas não prejudica a 

viabilidade de macrófagos. 

 

Neste trabalho, buscamos investigar se o tratamento com CHC poderia causar prejuízo às 

células tumorais, com menores efeitos negativos sobre os macrófagos, devido às suas diferenças 

metabólicas. Portanto, primeiramente foi avaliado o efeito do tratamento com este inibidor em 

coculturas de células tumorais e monócitos/macrófagos após seis dias de cocultura. Trabalhos 

prévios do laboratório demonstraram, por meio de fenotipagem por citometria de fluxo, que 

este período é suficiente para permitir a diferenciação de monócitos em macrófagos (40). Para 

melhor mimetizar a realidade de tumores, onde a administração de um tratamento exerce efeito 
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simultâneo sobre todas as células do microambiente, a cocultura foi tratada logo após a adição 

dos monócitos à ela. Para melhor compreender os efeitos que poderiam ser observados, também 

foram utilizadas monoculturas tratadas e não tratadas de ambas as células estudadas. 

O tratamento com a dose de 2 mM de CHC causou aumento significativo da frequência 

(CTRL: 5,31 ± 2,47; DMSO: 4,6 ± 1,67; CHC: 23,88 ± 9,54) e número absoluto (CTRL: 2003,8 

± 930,22; DMSO: 1895,8 ± 809,19; CHC: 9278,14 ± 5272,52) de células CD45+/CD14-, o que 

pode ser observado na Figura 18 e Figura 19, confirmando o que foi mostrado na seção de 

Materiais e Métodos. A população CD45+/CD14- corresponde a células tumorais mortas que 

passaram a apresentar autofluorescência para o canal AmCyam (TUMOR autofluorescente) e 

macrófagos que perderam a expressão de CD14 (MAC CD14-). Sendo assim, para compreender 

os efeitos do tratamento, foi contabilizado o total de cada população (células tumorais e 

macrófagos) considerando as células CD45+/CD14-, de acordo com a estratégia discutida 

previamente na seção de Materiais e Métodos. Portanto, a população total de macrófagos 

corresponde às subpopulações MAC CD14+ e MAC CD14-, enquanto a população de células 

tumorais corresponde às subpopulações TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente. 

 

 

Figura 18. Tamanho, granulosidade e frequência de células nas coculturas de células tumorais 

com macrófagos. 
Dot-plots das citometrias de fluxo realizadas com as amostras das coculturas de células tumorais da 

linhagem SW756 com macrófagos de doadores saudáveis, representativos de cinco experimentos 
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independentes. A linha superior corresponde aos dot-plots de tamanho (FSC) por granulosidade (SSC), 

enquanto a linha inferior corresponde a dot-plots de CD14 por CD45, provenientes dos “gates” da linha 

superior. Os dados relativos ao controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM 

de CHC (CHC) são mostrados da esquerda para a direita. Foram adquiridos, no mínimo, dez mil eventos 

por amostra.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; MAC CD14+ = macrófagos CD14+; POP 

CD45+_CD14- = macrófagos CD14- (MAC CD14-) e células tumorais autofluorescentes para AmCyam 

(TUMOR autofluorescente). 

 

 

Figura 19. Frequências e números absolutos de células CD45+/CD14- (MAC CD14- e TUMOR 

autofluorescente) na cocultura de células tumorais com macrófagos. 
A frequência (esquerda) e número absoluto (direita) de células CD45+/CD14- (que correspondem a 

MAC CD14- e TUMOR autofluorescente) são mostradas em gráficos, para as três condições estudadas 

nos experimentos com a linhagem tumoral SW756: controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) e 

tratamento com 2 mM de CHC (CHC). As barras indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 

Dados provenientes de cinco experimentos independentes.  

MAC CD14- = macrófagos CD14-; TUMOR autofluorescente = células tumorais autofluorescentes para 

AmCyam. 

 

Não foi possível observar alterações significantes com o tratamento ao analisar a frequência 

e número absoluto do total de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) 

na cocultura (Figura 20A). Porém, interessantemente, ao analisar estes parâmetros em relação 

a células vivas e mortas na cocultura, foi observado que, em concordância com a hipótese 

inicial, o tratamento causou diminuição significativa da frequência de células tumorais vivas e 

aumento significativo da frequência e número absoluto de células tumorais mortas (Figura 

20B). Estatisticamente, a diminuição da frequência de células tumorais vivas não obteve reflexo 

em número absoluto, apesar de haver uma clara tendência, o que pode ser resultado, por 

exemplo, do tamanho amostral. Já em relação aos macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-), 
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foi observado que o tratamento não acarretou alterações na frequência e número absoluto destas 

células, tanto ao olhar o total, como também células vivas e mortas (Figura 21). Desta forma, 

o tratamento mostrou ser capaz de trazer prejuízo à viabilidade de células tumorais, sem 

acarretar estes danos aos macrófagos. A Tabela 1 e a Tabela 2 mostram os valores das médias 

e desvios padrões das amostras em relação aos parâmetros acima comentados. 

 

 

Figura 20. Frequências e número absolutos de células tumorais totais (TUMOR CD45- e TUMOR 

autofluorescente) na cocultura de esferoides com macrófagos. 
A frequência (A e B) e número absoluto (C e D) de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR 

autofluorescente) da linhagem SW756 na cocultura são mostrados em gráficos, para as três condições 

estudadas: controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). A 

linha superior (A e C) corresponde aos dados de frequência e número absoluto do total de células 

tumorais, enquanto a linha inferior (B e D) corresponde à frequência e número absoluto de células 

tumorais vivas e mortas (TU = células tumorais). As barras indicam diferença estatística, onde o símbolo 

* corresponde a diferenças entre o valor de células vivas e o símbolo # corresponde a diferenças entre o 

valor de células mortas (p<0,05). Dados provenientes de cinco experimentos independentes.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam. 
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Figura 21. Frequências e número absolutos de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) na 

cocultura de esferoides com macrófagos. 
A frequência (A e B) e número absoluto (C e D) de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) na 

cocultura com células tumorais da linhagem SW756 são mostrados em gráficos, para as três condições 

estudadas: controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). A 

linha superior (A e C) corresponde aos dados de frequência e número absoluto do total de macrófagos, 

enquanto a linha inferior (B e D) corresponde à frequência e número absoluto de macrófagos vivos e 

mortos (MAC = macrófagos). Não existem diferenças estatísticas entre os dados analisados (p<0,05). 

Dados provenientes de cinco experimentos independentes. 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos CD14-.  

 

Tabela 1. Médias e desvios padrões das frequências (%) de células nas coculturas.  

Valores calculados a partir de cinco experimentos independentes. 

Amostra CTRL DMSO CHC 

Células tumorais totais 50,83 ± 12,08 51,71 ± 13,55 45,64 ± 14,27  

Células tumorais vivas 45,92 ± 11,59 46,96 ± 12,4 32,2 ± 11,38 

Células tumorais mortas 4,91 ± 1,56 4,75 ± 1,71 13,45 ± 5,78 

Macrófagos totais 45,25 ± 11,87 44,38 ± 12,3 46,61 ± 14,88 

Macrófagos vivos 41,96 ± 10,5 40,89 ± 11,51 44,03 ± 13,65 

Macrófagos mortos 3,29 ± 3,43 3,48 ± 3,08 2,58 ± 1,98 
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Tabela 2. Médias e desvios padrões dos números absolutos de células nas coculturas.  

Valores calculados a partir de cinco experimentos independentes. 

Amostra CTRL DMSO CHC 

Células tumorais totais 20027,2 ± 6970,02 20662 ± 4896,17 16927,8 ± 6224,48 

Células tumorais vivas 18046 ± 6334,6 18789 ± 4703,8 12059 ± 5251,8 

Células tumorais mortas 1981,6 ± 873,83 1864,2 ± 526,59 4868,7 ± 2153,1 

Macrófagos totais 17583,5 ± 5063,32 18103,7 ± 5994,67 17031,2 ± 6601,27 

Macrófagos vivos 16288 ± 4393,3 16690 ± 5678,1 16135 ± 6386,7 

Macrófagos mortos 1295,6 ± 1444,2 1413,6 ± 1234,5 896,62 ± 580,15 

 

O efeito do tratamento sobre as células também foi observado nas monoculturas de forma 

semelhante, tanto para as células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) como 

para os macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-). Como pode ser visualizado na Figura 22A, 

nenhuma das condições mostrou diferença significativa em relação ao número total de células 

nas monoculturas. Enquanto isso, analisando células vivas e mortas, foi observado que o 

tratamento também causou, de forma significativa, a diminuição da frequência de células 

tumorais vivas e o aumento da frequência de células tumorais mortas na monocultura. Em 

relação ao número absoluto de células, houve aumento significativo do número de células 

mortas com o tratamento, apenas em comparação ao grupo tratado com DMSO, apesar de ser 

possível visualizar a mesma diferença em relação ao grupo controle (Figura 22B). Semelhante 

a cocultura, uma possibilidade é que isto seja resultado do tamanho amostral, já que amostras 

humanas possuem grande variabilidade. Sendo assim, nós acreditamos que um aumento do 

número de indivíduos no estudo poderia diluir a variabilidade e permitir a visualização de 

diferença estatística com o controle também, tanto para as células vivas como para as mortas. 

Já em relação aos macrófagos, igualmente à cocultura, não foram observadas alterações de 

viabilidade com o tratamento (Figura 22C). Inesperadamente, foi observado que para alguns 

dos doadores envolvidos no estudo, o tratamento causou aumento do número total de 

macrófagos, como pode ser visualizado no gráfico pelo aumento da média na barra referente ao 

tratamento na monocultura (Figura 22A e C), porém, apesar de chamar atenção visualmente, 

esta diferença não se mostrou estatística. A Tabela 3 e a Tabela 4 mostram os valores de média 

e desvio padrão dos dados apresentados. 
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Figura 22. Frequências e número absolutos de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR 

autofluorescente) e macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) em suas respectivas monoculturas. 
A frequência e número absoluto de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) e 

macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) dos experimentos envolvendo a linhagem SW756 e 

monócitos de doadores saudáveis são mostrados em gráficos, para as três condições estudadas: controle 

(CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). (A) Número absoluto do 
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total de células tumorais na monocultura. (B) Frequência de células tumorais vivas e mortas na 

monocultura. (C) Frequência de macrófagos vivos e mortos na monocultura. (D) Número absoluto do 

total de macrófagos na monocultura. (E) Número absoluto de células tumorais vivas e mortas na 

monocultura. (F) Número absoluto de macrófagos vivos e mortos na monocultura. As barras indicam 

diferença estatística, onde o símbolo * corresponde a diferenças entre o valor de células vivas e o 

símbolo # corresponde a diferenças entre o valor de células mortas (p<0,05). Dados provenientes de 

cinco experimentos independentes. (TU = células tumorais; MAC = macrófagos). 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam; MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos 

CD14-. 

 

Tabela 3. Médias e desvios padrões das frequências (%) de células nas monoculturas.  

Valores calculados a partir de cinco experimentos independentes. 

Amostra CTRL DMSO CHC 

Células tumorais vivas 74,84 ± 14,83 77,8 ± 10,51 52,28 ± 22,56 

Células tumorais mortas 25,16 ± 14,83 22,2 ± 10,51 47,72 ± 22,56 

Macrófagos vivos 94,7 ± 3,6 94,38 ± 3,95 92,38 ± 4,74 

Macrófagos mortos 5,3 ± 3,6 5,62 ± 3,95 7,62 ± 4,74 

 

Tabela 4. Médias e desvios padrões dos números absolutos de células nas monoculturas.  

Valores calculados a partir de cinco experimentos independentes. 

Amostra CTRL DMSO CHC 

Células tumorais totais 16153,3 ± 7345,18 14325 ± 9812,14 13661,7 ± 5789,99 

Células tumorais vivas 12013 ± 5424,1 11196 ± 7445,4 7637,1 ± 3864,9 

Células tumorais mortas 4140,6 ± 2856,6 3129,4 ± 2558,9 6024,6 ± 3315,3 

Macrófagos totais 9250 ± 3763,4 9475 ± 2616,32 14820 ± 3106,17 

Macrófagos vivos 8768,2 ± 3624,1 8968,3 ± 2590,7 13634 ± 2637,3 

Macrófagos mortos 481,83 ± 305,67 506,75 ± 339,78 1185,8 ± 929,71 

 

O trabalho de Stone e colaboradores mostrou que o cultivo de células tumorais com 

monócitos/macrófagos resulta em aumento da viabilidade daquelas células após seis dias de 

cocultura, evidenciando que as células mielóides são moduladas pelo tumor para promover o 

crescimento tumoral (40). De forma semelhante, a cocultura de células tumorais com 

macrófagos nestes experimentos também causou aumento significativo da viabilidade 

(frequência de células vivas) das células tumorais em relação a monocultura, em todas as 

condições envolvidas no estudo – controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento 

com CHC (CHC) (Figura 23A, Tabela 5), enquanto não acarretou diferenças para a viabilidade 

dos macrófagos (Figura 23B, Tabela 5). Porém, um achado importante deste trabalho é que, 

apesar de mesmo com o tratamento com CHC haver aumento da viabilidade das células 
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tumorais na presença de macrófagos, a viabilidade destas células ainda é significantemente 

menor do que nas coculturas controles, não apresentando diferença com as monoculturas 

controles. Assim como nas figuras anteriores, a viabilidade foi analisada considerando a 

população total de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) e a 

população total de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-). 

 

 

Figura 23. Frequência de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) e 

macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) vivos nas monoculturas e coculturas. 
Frequência de células tumorais (A) e macrófagos (B) vivos (equivalentes as células DAPI-) nas 

monoculturas e coculturas em três diferentes condições: controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) 
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e tratamento com 2 mM CHC (CHC). A população de células tumorais é composta de TUMOR CD45- 

e TUMOR autofluorescente, enquanto a população de macrófagos é composta pelas subpopulações 

MAC CD14+ e MAC CD14. Os dados foram submetidos a ANOVA bidirecional, onde as diferenças 

foram consideradas significativas quando p<0,05. O símbolo * indica diferença entre os pares 

(monocultura:cocultura), enquanto as barras indicam diferenças entre as condições (CTRL, DMSO, 

CHC). Valores provenientes de cinco experimentos independentes.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam; MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos 

CD14-. 

 

Tabela 5. Médias e desvios padrões das frequências (%) de células vivas (DAPI-).  

Valores calculados a partir de cinco experimentos independentes. 

Amostra CTRL DMSO CHC 

Células tumorais - Monocultura 74,84 ± 14,83 77,8 ± 10,51 52,28 ± 22,56 

Células tumorais - Cocultura 90,1 ± 3,31 90,66 ± 2,65 70,57 ± 9,56 

Macrófagos - Monocultura 94,7 ± 3,6 94,38 ± 3,95 92,38 ± 4,74 

Macrófagos - Cocultura 93,28 ± 6,37 92,32 ± 6,64 94,75 ± 3,16 

 

Apesar da presença dos macrófagos resultar em maior viabilidade das células tumorais, 

ainda existia a possibilidade de que, em relação aos controles, a diminuição da viabilidade com 

o tratamento com CHC fosse maior na cocultura do que na monocultura. Sendo assim, para 

compreender se os efeitos do tratamento observados sobre a viabilidade das células tumorais 

eram ou não intensificados pela presença dos macrófagos, nós investigamos se a taxa de morte 

tumoral (levando em conta as subpopulações TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) é 

maior na cocultura tratada do que na monocultura tratada. Para isso, nós calculamos a razão da 

frequência de células tumorais mortas com o tratamento sobre a frequência de células tumorais 

mortas com o controle de solvente (DMSO). A razão foi feita em relação ao controle de solvente 

(DMSO) e não em relação ao controle (CTRL) pois, como o solvente está sempre presente no 

tratamento, esta condição é a mais adequada para se escolher como controle. Como pode ser 

observado na Figura 24, apesar de haver aparente maior taxa de morte na cocultura, isto não 

se mostrou significativamente diferente da taxa na monocultura (CHC/DMSO monocultura: 

2,17 ± 0,23; CHC/DMSO cocultura: 3,29 ± 1,18) e, portanto, não é possível afirmar que os 

macrófagos, tratados juntamente com as células tumorais na cocultura, possam estar 

intensificando a morte das células tumorais.  
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Figura 24. Razão da frequência de células tumorais mortas com o tratamento com CHC em 

relação ao controle de solvente (DMSO) na cocultura e monocultura de células tumorais. 
A taxa de aumento de células tumorais mortas foi calculada através da divisão da frequência de células 

mortas no tratamento com CHC pela frequência de células tumorais mortas na condição controle de 

solvente (DMSO). A taxa foi calculada para as células da monocultura tumoral e para as células tumorais 

provenientes da cocultura com macrófagos, e os valores foram submetidos à análise estatística onde foi 

constatado que não há diferença entre estes valores. Uma linha tracejada foi posicionada no eixo 

horizontal na posição correspondente ao valor “1” para indicar que valores acima disto caracterizam 

aumento da frequência de células mortas com o tratamento em relação ao DMSO. Para o cálculo das 

células mortas, foi levado em consideração as células DAPI+ de ambas as subpopulações TUMOR 

CD45- e TUMOR autofluorescente. Valores provenientes de cinco experimentos independentes. 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam. 

 

Sendo assim, em conjunto os dados desta seção mostraram que o tratamento não prejudica 

a viabilidade de macrófagos, enquanto é capaz de causar danos diretamente às células tumorais, 

de forma independente de macrófagos. Além disso, de acordo com os resultados provenientes 

da análise de viabilidade, foi possível concluir que, apesar da presença de macrófagos resultar 

em aumento de viabilidade das células tumorais em todas as condições, a viabilidade na 

cocultura tratada ainda é menor que nas coculturas controles; ou seja, mesmo na presença de 

macrófagos, o tratamento foi capaz de resultar em menor viabilidade tumoral, o que indica que 

o CHC foi capaz de contornar, em partes, os efeitos pró-tumorais da presença de macrófagos 

na cultura, apesar de não ter eliminado totalmente a contribuição destas células à viabilidade 

das células tumorais. 

Outra conclusão importante a partir dos dados mostrados até o momento é de que a 

concentração de DMSO utilizada realmente não exerce efeito sobre os parâmetros avaliados já 

que, em nenhuma das condições avaliadas, foi observada diferença estatística entre o controle 

(CTRL) e o controle de solvente (DMSO) e, portanto, é possível afirmar que todos os efeitos 

observados com o CHC são decorrentes da ação do inibidor e não do solvente utilizado para 
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diluição do mesmo. Por esse motivo, deste momento em diante ambas as condições controle 

(CTRL) e controle de solvente (DMSO) serão chamadas conjuntamente de “controles”, quando 

conveniente. 

 

4.3 O tratamento com CHC altera tamanho, granulosidade e expressão de CD14 dos 

macrófagos. 

 

O tratamento com CHC não mostrou exercer efeito sobre a frequência total de macrófagos, 

porém, outros efeitos foram observados. Primeiramente, como comentado na seção 4.1, o CHC 

causou diminuição do tamanho e granulosidade dos macrófagos em sua monocultura e na 

cocultura com células tumorais, em comparação com os controles (CTRL e DMSO) em todos 

os experimentos realizados. Este mesmo efeito não foi observado com as células tumorais, 

sendo, portanto, específico dos macrófagos. 

O tratamento com 2 mM de CHC causou aumento expressivo da quantidade de macrófagos 

que perderam a expressão de CD14 (MAC CD14-), uma subpopulação muito pouco presente 

nas condições controle (CTRL e DMSO). A Figura 25, a Tabela 6 e a Tabela 7 mostram as 

médias e desvios padrões das subpopulações de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) na 

cocultura e monocultura. É possível observar que o tratamento com CHC causou aumento 

significativo da frequência e número absoluto de macrófagos CD14- na cocultura, enquanto 

não houve diminuição significativa da frequência e número de macrófagos CD14+ na cocultura 

(Figura 25A e C).  
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Figura 25. Frequência e número absoluto de células das subpopulações de macrófagos na 

cocultura e monocultura. 
A frequência e número absoluto de células das subpopulações de macrófagos (MAC CD14+ e MAC 

CD14-) derivados de doadores saudáveis, cultivados sozinhos (monocultura) ou com células tumorais 

da linhagem SW756 (cocultura), são mostrados em gráficos, para as três condições estudadas: controle 

(CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). (A) Frequência de 

macrófagos CD14+ e CD14- na cocultura. (B) Frequência de macrófagos CD14+ e CD14- na 

monocultura. (C) Número absoluto de macrófagos CD14+ e CD14- na cocultura. (D) Número absoluto 

de macrófagos CD14+ e CD14- na monocultura. As barras indicam diferença estatística, onde o símbolo 

* corresponde a diferenças entre o valor de MAC CD14+ e o símbolo # corresponde a diferenças entre 

o valor de MAC CD14- (p<0,05). Dados provenientes de cinco experimentos independentes. 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos CD14-. 

 

Já na monocultura, o tratamento foi responsável pela diminuição e aumento significativo da 

frequência das subpopulações MAC CD14+ e MAC CD14-, respectivamente, em relação ao 



72 
 

controle (CTRL). O mesmo resultado foi obtido na análise do número absoluto de células. 

Apesar de visualmente parecer apresentar as mesmas diferenças com o controle de solvente 

(DMSO), o tratamento com CHC não apresentou diferença estatística com aquela condição em 

relação a frequência de células, enquanto apresentou diminuição significativa do número de 

macrófagos CD14+ em comparação com o DMSO (Figura 25B e D). Novamente, parece que 

a variabilidade é provavelmente o fator responsável por estas diferenças na estatística, já que 

os dados do CTRL e DMSO seguem, durante todo o trabalho, apresentação extremamente 

semelhante. A menor frequência total de macrófagos (somando as células das subpopulações 

MAC CD14+ e MAC CD14-) observada na monocultura tratada com CHC (Figura 25B) ocorre 

porque, em alguns experimentos, o tratamento causa o aparecimento de uma terceira pequena 

subpopulação que não expressa CD14 nem CD45, apesar de as células estarem vivas. No 

entanto, isto não se repete ao analisar o número absoluto de células pois, apesar de não ser 

significativo, é possível observar tendência de maior número total de macrófagos com o 

tratamento. 

 

Tabela 6. Médias e desvios padrões das frequências (%) das subpopulações de macrófagos na 

monocultura e cocultura.  

Valores calculados a partir de cinco experimentos independentes. 

Amostra CTRL DMSO CHC 

MAC CD14+ Cocultura 43,7 ± 11,23 42,78 ± 12,33 34,06 ± 15,73 

MAC CD14- Cocultura 1,55 ± 0,69 1,6 ± 0,48 12,55 ± 5,39 

MAC CD14+ Monocultura 82,36 ± 7,69 80,94 ± 4,96 32,86 ± 16,62 

MAC CD14- Monocultura 10,02 ± 6,34 10,75 ± 3,89 40,70 ± 8,71 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos CD14-. 

 

Tabela 7. Médias e desvios padrões dos números absolutos das subpopulações de macrófagos na 

monocultura e cocultura.  

Valores calculados a partir de cinco experimentos independentes. 

Amostra CTRL DMSO CHC 

MAC CD14+ Cocultura 16991 ± 4828,5 17445 ± 5901,4 12090 ± 4852,2 

MAC CD14- Cocultura 592,06 ± 279,17 658,59 ± 272,68 4940,9 ± 3146,9 

MAC CD14+ Monocultura 7397,7 ± 2084,1 7587,8 ± 1716,7 4652,4 ± 2114, 2 

MAC CD14- Monocultura 1116,2 ± 1255,2 1086,5 ± 670,15 6095,5 ± 2060,7 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos CD14-. 
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Além do aumento significativo da frequência da subpopulação MAC CD14-, o tratamento 

também trouxe diferenças na expressão de CD14 nos macrófagos CD14+. O CHC causou 

diminuição significativa na expressão dessa molécula tanto na monocultura (CTRL: 6676,4 ± 

2771,7; DMSO: 6849,8 ± 3295,1; CHC: 3170,2 ± 1350,1) quanto na cocultura (CTRL: 10784 

± 4725,7; DMSO: 10928 ± 4577,2; CHC: 4308,4 ± 1589,4); a expressão de CD14 entre ambas 

estas condições não é diferente, e ambas são menores do que a expressão de CD14 nas 

monoculturas e coculturas controles (CTRL e DMSO). De fato, nas condições controles, há 

aumento da expressão de CD14 na cocultura, em relação a monocultura (Figura 26A). A 

Figura 26B sumariza o que foi descrito sobre a subpopulação MAC CD14+, mostrando 

simultaneamente as diferenças de frequência e expressão (Número de eventos versus 

Intensidade de fluorescência). Estes dados mostram que as células tumorais provocam aumento 

da expressão de CD14 pelos macrófagos da subpopulação MAC CD14+, porém, o tratamento 

com CHC abole este efeito, resultando em significativa menor expressão dessa molécula na 

monocultura e cocultura. 
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Figura 26. Expressão de CD14 na subpopulação MAC CD14+ da monocultura e cocultura. 
A expressão da molécula CD14 pela subpopulação MAC CD14+ na monocultura e cocultura é 

representada de forma gráfica (esquerda) e em histograma (direita), para as condições controle (CTRL), 

controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). O gráfico da esquerda também 

ilustra os resultados da análise por ANOVA bidirecional, onde as diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. O símbolo * corresponde a diferença entre os pares 

(monocultura:cocultura), enquanto as barras indicam diferença entre as condições (CTRL, DMSO e 

CHC). Os dados são provenientes de cinco experimentos independentes. 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+. 

 

4.4 O CHC diminui a expressão de HLA-DR e CD86 em macrófagos na monocultura 

em relação aos controles, porém, o efeito é perdido na cocultura. 
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Sabendo que o CHC causou alterações na expressão de CD14, nós também avaliamos os 

efeitos do tratamento sobre duas outras moléculas relacionadas ao fenótipo de macrófagos: 

HLA-DR e CD86. Para isso, analisamos a frequência e expressão dos marcadores na população 

de células vivas. Em relação as células da subpopulação MAC CD14+, o tratamento com CHC 

foi responsável por significativa menor frequência de células HLA-DR positivas na 

monocultura (CTRL: 98,74 ± 1,47; DMSO: 99,12 ± 0,52; CHC: 91,2 ± 8,26), porém, a 

frequência voltou a ser equivalente aos controles na cocultura (CTRL: 98,38 ± 1,55; DMSO: 

98,6 ± 1,13; CHC: 93,7 ± 4,44) (Figura 27A). Quanto a expressão desta molécula, foi 

observado que o tratamento causou diminuição da expressão da mesma na monocultura, em 

relação aos controles (CTRL: 65677 ± 42718; DMSO: 54936 ± 34292; CHC: 18800 ± 14446). 

Porém, o cultivo de macrófagos com células tumorais não alterou a expressão de HLA-DR 

quando na presença de CHC, enquanto a cocultura causou a diminuição significativa da 

expressão desta molécula nos controles, que então perderam a diferença de expressão que 

possuíam com o tratamento (CTRL: 26275 ± 15621; DMSO: 29066 ± 20459; CHC: 13913 ± 

7563,2) (Figura 27B). A Figura 27C resume os achados da frequência e expressão de HLA-

DR nos macrófagos CD14+, mostrando que, apesar de o tratamento implicar em diferenças 

significativas na monocultura, a situação de cocultura com células tumorais revela que o CHC 

não causa diferenças significativas para HLA-DR em relação aos controles.   

Já em relação a molécula CD86, o tratamento com CHC resultou em menor frequência de 

células positivas para este marcador, tanto na monocultura (CTRL: 98,92 ± 0,85; DMSO: 98,46 

± 1,17; CHC: 68,4 ± 22,51), quanto na cocultura (CTRL: 92,32 ± 5,9; DMSO: 93,22 ± 4,15; 

CHC: 66,9 ± 16,54) (Figura 27D). Quanto a expressão desta molécula, foi observado 

exatamente o mesmo efeito que ocorreu sobre a expressão de HLA-DR, descrito no parágrafo 

anterior (CTRL monocultura: 19829 ± 10916; DMSO monocultura: 18700 ± 8110,4; CHC 

monocultura: 6255,8 ± 5566,8; CTRL cocultura: 8049,4 ± 3588,7; DMSO cocultura: 8445,2 ± 

3283,8; CHC cocultura: 4299,8 ± 2550,8) (Figura 27E). Sendo assim, apesar de o tratamento 

resultar em um número significantemente menor de macrófagos CD14+/CD86+, a expressão 

desta molécula por estas células não é modificada pelo tratamento na cocultura, em relação aos 

controles (Figura 27F). 
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Figura 27. Frequência e expressão de HLA-DR e CD86 pela subpopulação MAC CD14+ da 

monocultura e cocultura. 
A frequência e expressão das moléculas HLA-DR e CD86 por células da subpopulação MAC CD14+ 

da monocultura e cocultura é representada de forma gráfica (A, B, D e E) e em histograma (C e F), para 

as condições controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). (A) 

Frequência de macrófagos CD14+ HLA-DR+. (B) MFI da expressão de HLA-DR por macrófagos 
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CD14+. (C) Histograma da expressão de HLA-DR (MFI pelo número de eventos). (D) Frequência de 

macrófagos CD14+ CD86+. (E) MFI da expressão de CD86 por macrófagos CD14+. (F) Histograma da 

expressão de CD86 (MFI pelo número de eventos). Os dados foram analisados por ANOVA 

bidirecional, onde as diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. O símbolo * 

corresponde a diferença entre os pares (monocultura:cocultura), enquanto as barras indicam diferença 

entre as condições (CTRL, DMSO e CHC). Os dados são provenientes de cinco experimentos 

independentes. 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+. 

 

Para poder determinar as células que são macrófagos na população de células 

CD45+/CD14- na cocultura, o marcador diferencial analisado é HLA-DR; portanto, todos os 

macrófagos CD14- são, obrigatoriamente neste trabalho, HLA-DR positivos e, por isso, a 

frequência de macrófagos CD14-/HLA-DR+ é de cem por cento em todas as condições (Figura 

28A). Em relação a expressão desta molécula nos macrófagos CD14-, o mesmo fenômeno 

observado para os macrófagos CD14+ também é observado para estas células, como pode ser 

visualizado na Figura 28B e C e, sendo assim, a mesma conclusão pode ser assumida (CTRL 

monocultura: 40931 ± 21126; DMSO monocultura: 34307 ± 12026; CHC monocultura: 10288 

± 5469,6; CTRL cocultura: 10206 ± 2575,6; DMSO cocultura: 12521 ± 3913,7; CHC cocultura: 

8143,4 ± 2982,2).  

Já para a molécula CD86, a frequência de macrófagos CD14- que são CD86+ nas 

monoculturas controles é significantemente maior do que na monocultura tratada (CTRL: 92,5 

± 3,97; DMSO: 94,32 ± 3,9; CHC: 58,72 ± 21,92). Além disso, há indícios, que precisam ser 

melhor compreendidos, de que o cultivo com células tumorais, nas condições controles, causa 

diminuição da frequência de células positivas para este marcador, que passa a não ter mais 

diferença significativa de frequência com o tratamento (Figura 28D). Isto precisa ser melhor 

estudado pois, apesar de haver diminuição significativa da frequência na cocultura da condição 

controle de solvente (DMSO), a mesma diferença estatística não foi constatada no controle 

(CTRL). Apesar disso, diferente do que foi visto com os macrófagos CD14+, na cocultura 

tratada com CHC, a frequência de macrófagos CD14- que são CD86+ não é diferente das 

coculturas controles (CTRL: 75,94 ± 8,84; DMSO: 74,12 ± 17,71; CHC: 63,52 ± 16,36). 

Finalmente, a expressão de CD86 nos macrófagos CD14- segue padrão geral semelhante aos 

macrófagos CD14+, tendo o tratamento mais uma vez causado menor expressão da molécula 

na monocultura tratada (CTRL: 17903 ± 9504,9; DMSO: 25598 ± 14741; CHC: 2822,8 ± 

1989,9), porém, na cocultura a expressão do marcador não é diferente entre as condições 

(CTRL: 7256,5 ± 5861,4; DMSO: 11403 ± 7798,8; CHC: 3259,8 ± 1545,5) (Figura 28E e F). 
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Figura 28. Frequência e expressão de HLA-DR e CD86 por células da subpopulação MAC CD14- 

da monocultura e cocultura. 
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A frequência e expressão das moléculas HLA-DR e CD86 pela subpopulação MAC CD14- da 

monocultura e cocultura é representada de forma gráfica (A, B, D e E) e em histograma (C e F), para as 

condições controle (CTRL), controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). (A) 

Frequência de macrófagos CD14- HLA-DR+, a qual corresponde a 100% para todas as condições, pois 

todos os macrófagos CD14- expressam HLA-DR. (B) MFI da expressão de HLA-DR por macrófagos 

CD14-. (C) Histograma da expressão de HLA-DR (MFI pelo número de eventos). (D) Frequência de 

macrófagos CD14- CD86+. (E) MFI da expressão de CD86 por macrófagos CD14-. (F) Histograma da 

expressão de CD86 (MFI pelo número de eventos). Os dados foram analisados por ANOVA 

bidirecional, onde as diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. O símbolo * 

corresponde a diferença entre os pares (monocultura:cocultura), enquanto as barras indicam diferença 

entre as condições (CTRL, DMSO e CHC). Os dados são provenientes de cinco experimentos 

independentes. 

MAC CD14- = macrófagos CD14-. 

 

4.5 O efeito do CHC só é significante sobre células tumorais após seis dias de 

tratamento. 

 

Para melhor compreender como o CHC causa o aumento da frequência de células tumorais 

mortas enquanto não resulta em diminuição da população de macrófagos, foram realizados mais 

três experimentos avaliando a cinética (em três e seis dias) dos efeitos do CHC – dentre estes 

efeitos, foi investigada a morte das células em cultura, utilizando o protocolo de marcação com 

Anexina V e 7AAD. Como foi observado em todos os experimentos que não há diferença entre 

os resultados provenientes do controle (CTRL) e do controle de solvente (DMSO), para efeito 

de simplicidade, nós mostraremos nos resultados da seção 4.5, 4.6 e 4.7 apenas os dados do 

controle de solvente (DMSO). 

Nestes experimentos, não foi utilizado o anticorpo anti-HLA-DR e, portanto, não é possível 

discernir macrófagos e células tumorais na população CD45+/CD14- na cocultura da mesma 

maneira que nos experimentos anteriormente comentados e, portanto, para a cocultura, apenas 

as subpopulações MAC CD14+ e TUMOR CD45- foram analisadas, sendo necessários mais 

estudos para investigar a população CD45+/CD14- na cocultura, a qual corresponde as 

subpopulações MAC CD14- e TUMOR autofluorescente. De qualquer forma, com estes 

experimentos foi possível constatar que o tratamento continuou causando o aumento da 

frequência de células CD45+/CD14- na cocultura, um efeito significativo após três (DMSO: 

4,73 ± 1,2; CHC: 17,07 ± 1) e seis (DMSO: 7,82 ± 4,93; CHC: 21,93 ± 5,33) dias da adição dos 

monócitos à cultura (Figura 29). 
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Figura 29. Frequência de células CD45+/CD14- (MAC CD14+ e TUMOR autofluorescente) na 

cocultura de células tumorais com macrófagos, em três e seis dias. 
A frequência de células CD45+/CD14- (que correspondem a população MAC CD14+ e TUMOR 

autofluoresente) em três e seis dias é mostrada em gráfico, para as condições controle de solvente 

(DMSO) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). Resultados referentes aos experimentos com a 

linhagem tumoral SW756. As barras indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05). Dados 

provenientes de três experimentos independentes.  

TUMOR autofluorescente = células tumorais autofluorescentes para AmCyam; MAC CD14-= 

macrófagos CD14-. 

 

Nós analisamos na sequência os resultados referentes aos principais efeitos causados pelo 

CHC observados nos experimentos anteriores: as mudanças referentes a frequência de células 

tumorais vivas e a frequência das subpopulações de macrófagos. Para poder comparar a 

frequência da população tumoral na cocultura com o que foi observado nos experimentos 

anteriores, a frequência foi analisada descontando as células positivas para 7AAD, isto porque 

este corante funciona de forma semelhante ao DAPI, corando células que não tem integridade 

de membrana e, portanto, estão mortas. A subpopulação de células tumorais TUMOR CD45- 

que não se coraram com 7AAD é equivalente a população de células tumorais vivas dos 

experimentos anteriores, para as quais foi vista uma diminuição significativa de frequência com 

o tratamento, em relação aos controles (CTRL e DMSO) (Figura 20B). Nesta triplicata, é 

possível observar que não há diferença estatística na frequência destas células com o tratamento, 

em três (DMSO: 36,76 ± 8,34; CHC: 30,89 ± 9,12) e seis (DMSO: 52,32 ± 9,05; CHC: 39,71 

± 16,69) dias (Figura 30A); porém, é possível visualizar tendência de diminuição da frequência 

em seis dias de tratamento, em relação ao resultado do DMSO em seis dias. É possível que a 
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ausência de diminuição significativa seja decorrente do pequeno grupo amostral que, além do 

tamanho, também teve como desvantagem a variabilidade individual, pois para uma das 

doadoras avaliadas o tratamento não apresentou a mesma eficácia do que para as outras 

doadoras. 

Na contrapartida, para poder comparar a análise da frequência de macrófagos CD14+ (MAC 

CD14+) nas coculturas desta triplicata com os experimentos feitos anteriormente, não foi 

necessário excluir as células mortas, já que naqueles experimentos a análise das subpopulações 

de macrófagos foi feita dentro da população total. De acordo com o que foi observado em 

experimentos anteriores, não houve diferença significativa da frequência de macrófagos CD14+ 

após três (DMSO: 52,47 ± 9,83; CHC: 46,87 ± 11,81) ou seis (DMSO: 35,27 ± 12,68; CHC: 

32, 33 ± 12,24) dias de tratamento com CHC, em relação ao DMSO, na cocultura (Figura 30B).  

 

 

Figura 30. Frequência de células tumorais (TUMOR CD45-) vivas e MAC CD14+ nas coculturas, 

em três e seis dias. 
A frequência de (A) células tumorais tumorais (TUMOR CD45-) vivas e (B) macrófagos CD14+ na 

cocultura, em três e seis dias, são mostradas em gráficos, para as duas condições comparadas nestes 

experimentos com as células tumorais da linhagem SW756: controle de solvente (DMSO) e tratamento 

com 2 mM de CHC (CHC). Não há diferença estatística entre os dados (p<0,05). Resultados 

provenientes de três experimentos independentes.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; MAC CD14+ = macrófagos CD14+. 

 

Nas monoculturas, é possível afirmar com certeza que a população de células 

CD45+/CD14- corresponde a subpopulação TUMOR autofluorescente na monocultura tumoral 

e a subpopulação MAC CD14- na monocultura de macrófagos e, portanto, a análise da 

frequência de células foi feita levando em consideração as células desta população. A análise 
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das células da monocultura tumoral mostra com mais clareza os indícios observados na 

cocultura. De fato, os efeitos sobre as células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR 

autofluorescente) só são visualizados após seis dias de tratamento. Como pode ser observado 

na Figura 31A, a diminuição da frequência de células tumorais vivas na monocultura tratada 

não ocorre em três dias (DMSO: 78,53 ± 7,18; CHC: 78,70 ± 5,13), só sendo significativa em 

relação ao DMSO após seis dias do tratamento com CHC (DMSO: 78,87 ± 8,73; CHC: 65,20 

± 8,57). De mesma forma, o aumento da frequência de células tumorais mortas também não 

ocorre após três dias de tratamento com o CHC (DMSO: 21,47 ± 7,18; CHC: 21,30 ± 5,13), 

mas é significativo após seis dias (DMSO: 21,13 ± 8,73; CHC: 34,80 ± 8,57) (Figura 31B). 

Já para os monócitos/macrófagos da monocultura, não foram observadas diferenças 

significativas que indicassem diminuição da frequência de macrófagos CD14+ (Figura 31C) 

ou aumento da frequência de macrófagos CD14- (Figura 31D) na monocultura tratada em 

relação a monocultura da condição DMSO em três dias (MAC CD14+ DMSO: 78,40 ± 9,42; 

MAC CD14+ CHC: 50,53 ± 18,54; MAC CD14- DMSO: 11,93 ± 9,01; MAC CD14- CHC: 

38,10 ± 21,77) ou em seis dias (MAC CD14+ DMSO: 70,77 ± 16,46; MAC CD14+ CHC: 35,27 

± 6,49; MAC CD14- DMSO: 15,18 ± 7,14; MAC CD14- CHC: 40,97 ± 12,98). A única 

diferença estatística existente é a diminuição significativa da frequência de macrófagos CD14+ 

após seis dias de tratamento em relação a frequência destas células na condição DMSO em três 

dias. Apesar da ausência de mais diferenças estatísticas, visualmente é possível notar tendência 

de diminuição da frequência de macrófagos CD14+ e de aumento de macrófagos CD14- já em 

três dias após o tratamento, indicando que, possivelmente, neste período o tratamento já 

começou a causar alterações na população de macrófagos, porém, é necessário repetição destes 

experimentos com um grupo amostral maior para poder confirmar esta hipótese.  
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Figura 31. Frequência de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) vivas e 

mortas e frequência das subpopulações de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) nas 

monoculturas, em três e seis dias. 
As frequências de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) da linhagem SW756 

vivas e mortas, e as frequências das subpopulações de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) são 

mostradas em gráficos, para as duas condições analisadas nestes experimentos: controle de solvente 

(DMSO) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). (A) Frequência de células tumorais vivas na 

monocultura tumoral. (B) Frequência de células tumorais mortas na monocultura tumoral. (C) 

Frequência de macrófagos CD14+ na monocultura de macrófagos. (D) Frequência de macrófagos 

CD14- na monocultura de macrófagos. As barras indicam diferença estatística entre as condições 

(p<0,05). Dados provenientes de três experimentos independentes. 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam; MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos 

CD14-.  

 

4.6 Análise da marcação por Anexina V e 7AAD em macrófagos e células tumorais. 

 

A análise da marcação por Anexina V e 7AAD seguiu o mesmo racional descrito no item 

4.5, ou seja, na cocultura a marcação foi analisada nas células da subpopulação TUMOR CD45- 

e na subpopulação MAC CD14+, enquanto na monocultura foi possível analisar a marcação em 
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toda a população de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) e 

macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-). Em relação as células tumorais TUMOR CD45- na 

cocultura, não foram observadas diferenças significativas entre as condições avaliadas (Tabela 

8 e Figura 32). Isto era esperado, já que foi observado nos experimentos anteriores que as 

células tumorais que morrem se tornam autofluorescentes para AmCyam e, portanto, passam a 

pertencer a subpopulação TUMOR autofluorescente. Desta forma, estes dados não 

correspondem a todas as células tumorais mortas e mais experimentos utilizando o anticorpo 

HLA-DR se fazem necessários para investigar a cinética do aparecimento das células “TUMOR 

autofluorescentes” na cocultura. De qualquer forma, este experimento permitiu a observação 

de que, em relação a apoptose inicial, o tratamento não causa diferenças em relação ao DMSO, 

em três e seis dias (Figura 32B). 

 

Tabela 8. Médias e desvios padrões das frequências (%) de células da subpopulação TUMOR 

CD45- vivas, em apoptose e mortas na cocultura.  

Valores calculados a partir de três experimentos independentes. 

Amostra Tempo Viabilidade DMSO CHC 

 
 

Células tumorais 
TUMOR CD45- 

(Cocultura) 

Três dias Vivas 71,23 ± 1,3 68,27 ± 10,12 

Em apoptose 16,53 ± 1,81 20,87 ± 8,98 

Mortas 6,31 ± 0,79 7,13 ± 2,22 

Seis dias Vivas 82,7 ± 3,9 76,03 ± 5,54 

Em apoptose 11,58 ± 3,29 14,83 ± 6,40 

Mortas 4,52 ± 1,88 6,54 ± 1,52 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-. 
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Figura 32. Frequência de células tumorais TUMOR CD45- vivas, em apoptose ou mortas na 

cocultura, em três e seis dias. 
As frequências de células tumorais da subpopulação TUMOR CD45- vivas (A), em apoptose inicial (B) 

e mortas (C) na cocultura são apresentadas nos gráficos, onde são mostrados os dados de três e seis dias, 

comparando as condições controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). Não há 

diferença estatística entre os grupos (p<0,05). Dados provenientes de três experimentos independentes 

com a linhagem tumoral SW756. 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-.  

 

Ainda em relação às células tumorais, na monocultura (Tabela 9) foi possível analisar a 

marcação por Anexina V e 7AAD em todas as células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR 

autofluorescente) e, portanto, seria esperado ver diminuição da frequência de células vivas e 

aumento da frequência de células mortas após seis dias de tratamento com CHC. Como pode 

ser observado na Figura 33, apesar de ser possível notar tendência de diminuição da frequência 

de células vivas (Figura 33A) e de aumento da frequência de células mortas (Figura 33C) seis 

dias após o tratamento com CHC, esse resultado não apresentou significância estatística em 

relação ao DMSO. Em três dias, esta tendência não é observada e, portanto, estes dados 

corroboram com a hipótese levantada de que o tratamento mostra resultados sobre as células 

tumorais após seis dias de tratamento, e não em três. Nós acreditamos que o número pequeno 

de amostras nesses experimentos seja o responsável pela ausência de significância e, desta 

forma, mais experimentos são necessários para confirmar o efeito em seis dias. Por fim, assim 



86 
 

como visto na cocultura, não existe aparente diferença entre a frequência de apoptose com o 

tratamento, em três ou seis dias (Figura 33B). 

 

Tabela 9. Médias e desvios padrões das frequências (%) de células tumorais (TUMOR CD45- e 

TUMOR autofluorescente) vivas, em apoptose e mortas na monocultura.  

Valores calculados a partir de três experimentos independentes. 

Amostra Tempo Viabilidade DMSO CHC 

 
Células tumorais 
(Monocultura) 

Três dias Vivas 51,27 ± 15,82 53,37 ± 7,58 

Em apoptose 27,27 ± 8,64 25,33 ± 3,24 

Mortas 18,73 ± 7,52 17,93 ± 5,04 

Seis dias Vivas 61,1 ± 8,16 46,23 ± 3,20 

Em apoptose 17,77 ± 7,37 18,97 ± 10,60 

Mortas 18,93 ± 8,46 31,57 ± 6,25 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam. 

 

 

Figura 33. Frequência de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) vivas, 

em apoptose e mortas na monocultura, em três e seis dias. 
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As frequências de células tumorais (TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) vivas (A), em 

apoptose (B) e mortas (C) na monocultura são apresentadas nos gráficos que mostram os dados de três 

e seis dias, comparando as condições controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC 

(CHC). Não há diferença significativa entre as condições (p<0,05). Dados provenientes de três 

experimentos independentes com a linhagem tumoral SW756.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam.  

 

Diferente do que causou em células tumorais, o tratamento com CHC não provocou a 

diminuição da frequência de macrófagos viáveis após três ou seis dias de tratamento. Na 

cocultura (Tabela 10 e Figura 34), é possível observar uma pequena tendência de aumento da 

frequência de macrófagos CD14+ vivos em três dias, a qual se torna significativamente 

relevante após seis dias do tratamento com CHC, em relação ao DMSO (Figura 34A). O reflexo 

deste aumento da viabilidade pode ser observado na Figura 34C, onde também é possível ver 

tendência de diminuição de células mortas após três dias de tratamento com CHC, a qual se 

torna estatisticamente significativa após seis dias. Novamente, em relação a apoptose (Figura 

34B) nenhuma alteração relevante foi observada. Em conjunto, estes dados mostram que o CHC 

demonstra efeitos significativos sobre os macrófagos após seis do tratamento. 

 

Tabela 10. Médias e desvios padrões das frequências (%) das células da população MAC CD14+ 

vivas, em apoptose e mortas na cocultura.  

Valores calculados a partir de três experimentos independentes. 

Amostra Tempo Viabilidade DMSO CHC 

 
 

Macrófagos 
CD14+ 

(Cocultura) 

Três dias Vivas 52,27 ± 13,72 68,43 ± 8,35 

Em apoptose 20,93 ± 0,71 20,07 ± 9,18 

Mortas 20,30 ± 12,08 7,72 ± 4,16 

Seis dias Vivas 24,57 ± 5,68 59,10 ± 9,54 

Em apoptose 21,77 ± 21,61 17,23 ± 11,13 

Mortas 39,50 ± 9,61 18,33 ± 2,72 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+. 
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Figura 34. Frequência de macrófagos CD14+ vivos, em apoptose e mortos na cocultura, em três e 

seis dias. 
As frequências de macrófagos CD14+ vivos (A), em apoptose (B) e mortos (C) na cocultura são 

apresentadas nos gráficos, onde são mostrados os dados de três e seis dias, comparando as condições 

controle de solvente (DMSO) e tratamento com 2 mM CHC (CHC). As barras indicam diferença 

estatística entre os grupos (p<0,05). Dados provenientes de três experimentos independentes com a 

linhagem tumoral SW756.  

MAC CD14+ = macrófagos CD14+. 

  

Em relação a monocultura de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) (Tabela 11 e 

Figura 35), é possível observar uma tendência de aumento da frequência de células vivas 

(Figura 35A) e diminuição da frequência de células mortas (Figura 35C) em três e seis dias 

após o tratamento com CHC, porém, esta tendência não se mostrou significativa. O único efeito 

com significância estatística é o aumento da frequência de células mortas que ocorre após seis 

dias de cultura em relação a três dias de cultura, para ambas as condições (DMSO e CHC) o 

que mostra que os macrófagos vão morrendo ao longo dos seis dias de monocultura.  Ao 

analisar a marcação por Anexina V e 7AAD separando as subpopulações de macrófagos CD14+ 

e CD14-, um padrão muito semelhante de distribuição dos dados e diferenças estatísticas é 
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visualizado, confirmando que os resultados observados, referentes a monocultura de 

macrófagos, não são influenciados mais por um subtipo ou outro de macrófagos (resultados não 

mostrados). Em conclusão, mais experimentos são necessários para confirmar se a ausência de 

diferença significativa em relação à viabilidade neste caso é ou não resultado do pequeno grupo 

amostral ou se o aumento da viabilidade com o tratamento só ocorre caso as células tumorais 

estejam presentes. 

 

Tabela 11. Médias e desvios padrões das frequências (%) de macrófagos (MAC CD14+ e MAC 

CD14-) vivos, em apoptose e mortos nas monoculturas.  

Valores calculados a partir de três experimentos independentes. 

Amostra Tempo Viabilidade DMSO CHC 

 
 

Macrófagos 
(Monocultura) 

Três dias Vivas 47,27 ± 12,11 65,77 ± 18,16 

Em apoptose 26,43 ± 10,87 27,17 ± 17,09 

Mortas 20,67 ± 4,33 4,78 ± 1,49 

Seis dias Vivas 28,43 ± 5,52 49,93 ± 8,24 

Em apoptose 16,88 ± 11,82 14,7 ± 2,43 

Mortas 48,7 ± 12,62 32,5 ± 8,30 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos CD14-. 

 



90 
 

 

Figura 35. Frequência de macrófagos (MAC CD14+ e MAC CD14-) vivos, em apoptose e mortos 

na monocultura, em três e seis dias. 
As frequências de macrófagos (que correspondem ao conjunto das populações MAC CD14+ e MAC 

CD14-) vivos (A), em apoptose (B) e mortos (C) na monocultura são apresentadas nos gráficos, onde 

são mostrados os dados de três e seis dias, comparando as condições controle de solvente (DMSO) e 

tratamento com 2 mM CHC (CHC). As barras mostram a existência de diferença significativa entre as 

condições (p<0,05). Dados provenientes de três experimentos independentes. 

MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos CD14-. 

 

4.7 O tratamento de coculturas e monoculturas de células tumorais e macrófagos com 

50 nM AZD3965 não apresenta o mesmo resultado do tratamento com 2 mM CHC. 

 

Após a observação dos efeitos antitumorais do CHC, além de investigarmos as alterações 

de morte celular desencadeadas pelo mesmo, nós também buscamos compreender melhor o 

mecanismo envolvido para desencadear estes efeitos. Por isso, além da análise da cinética de 

marcação por Anexina V e 7AAD, a última triplicata de experimentos com a linhagem SW756 
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também envolveu a inclusão de monoculturas e coculturas tratadas com AZD 3965 na dose de 

50 nM (AZD), analisadas após seis dias do tratamento. Além disso, quantificamos a 

concentração de lactato em sobrenadantes destas culturas, para verificar se os efeitos 

observados possuem relação com a inibição do transporte desta molécula. Como comentado no 

item 4.5, nesses experimentos não foi utilizado o anticorpo anti-HLA-DR e, portanto, a análise 

foi conduzida da mesma forma que nos dois itens anteriores (4.5 e 4.6). Além disso, para efeito 

de simplicidade, continuaremos mostrando como controle apenas o grupo controle de solvente 

(DMSO) 

Primeiramente, em relação a cocultura, foi observado que o AZD, diferente do CHC, não 

causou o aumento da frequência de células CD45+/CD14- (que correspondem as subpopulações 

MAC CD14- e TUMOR autofluorescente), não possuindo diferença estatística com o DMSO 

(DMSO: 7,82 ± 4,93; AZD: 10,13 ± 8,13; CHC: 21,93 ± 5,33) (Figura 36A). Em relação as 

células tumorais da subpopulação TUMOR CD45- vivas, previamente havia sido observada 

uma tendência de diminuição da frequência das mesmas com o tratamento com CHC, tendência 

esta que não foi observada com o tratamento com AZD (DMSO: 52,32 ± 9,05; AZD: 51,01 ± 

10,94; CHC: 39,71 ± 16,69) (Figura 36B). Por fim, como esperado, nenhuma diferença 

estatística foi observada em relação a subpopulação MAC CD14+ na cocultura (Figura 36C), 

nem mesmo com o CHC (DMSO: 35,27 ± 12,68; AZD: 32,37 ± 6,37; CHC: 32,33 ± 12,24). 

Sendo assim, estes primeiros dados indicam que o AZD nesta dose não está exercendo o mesmo 

efeito que o CHC. 
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Figura 36. Frequência das subpopulações de células nas coculturas de células tumorais com 

macrófagos após os diferentes tratamentos. 
As frequências das subpopulações de células nas coculturas de células tumorais da linhagem SW756 

com macrófagos de doadores saudáveis são mostradas nos gráficos, para as três condições avaliadas: 

controle de solvente (DMSO), tratamento com 50 nM AZD 3965 (AZD) e tratamento com 2 mM de 

CHC (CHC). (A) Frequência de células das populações MAC CD14- e TUMOR autofluorescente na 

cocultura. (B) Frequência de células tumorais TUMOR CD45- na cocultura. (C) Frequência de 

macrófagos CD14+ na cocultura. As barras indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 

Dados provenientes de três experimentos independentes.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam; MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos 

CD14-.  

 

Em concordância com o que os dados acima indicam, na monocultura também foi 

constatado que o AZD na dose de 50 nM não exerce os mesmos efeitos do CHC. Novamente, 

na monocultura tumoral, foi avaliado o total destas células (juntando TUMOR CD45- e 
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TUMOR autofluorescente). Como pode ser observado na Figura 37, o CHC causou diminuição 

da frequência de células tumorais vivas (DMSO: 78,87 ± 8,73; AZD: 75,20 ± 4,75; CHC: 65,30 

± 8,53) (Figura 37A) e aumento da frequência de células tumorais mortas (DMSO: 21,13 ± 

8,73; AZD: 24,80 ± 4,75; CHC: 34,70 ± 8,53) (Figura 37B) em relação aos controle de solvente 

(DMSO) e também em comparação ao AZD, que não apresentou diferença alguma com o 

DMSO. De forma semelhante, o CHC também causou diminuição significativa da frequência 

de macrófagos CD14+ em relação ao DMSO e ao AZD, que também se mostrou equivalente 

aos controles neste parâmetro (DMSO: 70,77 ± 16,46; AZD: 71,93 ± 12,81; CHC: 35,27 ± 6,49) 

(Figura 37C). Por fim, apesar de ausência de significância estatística, o CHC mostrou 

tendência em aumentar a frequência de macrófagos CD14-, o que não foi observado para o 

AZD (DMSO: 15,18 ± 7,14; AZD: 16,67 ± 10,68; CHC: 40,97 ± 12,98) (Figura 37D). 

 

 

Figura 37. Frequência das subpopulações de células nas monoculturas de células tumorais e 

macrófagos após os diferentes tratamentos. 
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As frequências de células vivas e mortas nas monoculturas de células tumorais (contabilizando as 

subpopulações TUMOR CD45- e TUMOR autofluorescente) da linhagem SW756 e as frequências das 

subpopulações MAC CD14+ e MAC CD14- nas monoculturas de macrófagos de doadores saudáveis 

são mostradas nos gráficos, para as três condições avaliadas: controle de solvente (DMSO), tratamento 

com 50 nM AZD 3965 (AZD) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). (A) Frequência de células 

tumorais vivas na monocultura. (B) Frequência de células tumorais mortas. (C) Frequência de 

macrófagos MAC CD14+ na monocultura. (D) Frequência de macrófagos MAC CD14- na monocultura. 

As barras indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05). Dados provenientes de três 

experimentos independentes.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-; TUMOR autofluorescente = células tumorais 

autofluorescentes para AmCyam; MAC CD14+ = macrófagos CD14+; MAC CD14- = macrófagos 

CD14-.  

 

Para melhor compreender os efeitos causados pela dose de 2 mM CHC, e suas diferenças 

com a dose de 50 nM de AZD, a concentração de lactato extracelular, presente nos 

sobrenadantes das culturas, foi quantificada. Primeiramente, foi quantificado o lactato 

extracelular de três experimentos diferentes (triplicata biológica), avaliando os efeitos do 

tratamento com CHC. Além da triplicata biológica, também foram feitas triplicatas 

experimentais, na tentativa de obter dados mais homogêneos. Mesmo assim, como pode ser 

observado principalmente pela ampla distribuição das barras de cada condição da monocultura 

de células tumorais (Figura 38B), a variabilidade da concentração extracelular de lactato em 

culturas é grande. Apesar disso, os resultados sugerem que o efeito do CHC tem relação com o 

transporte de lactato; como pode ser observado na Figura 38B, o grupo de sobrenadantes de 

amostras das monoculturas tumorais tratadas com CHC foi o único que mostrou diferença 

significativamente estatística com os sobrenadantes de células tumorais em cultura de quatro 

dias (onde os sobrenadantes foram coletados logo antes da adição dos monócitos), enquanto o 

DMSO não apresentou esta mesma diferença (DMSO: 28,77 ± 8,80; CHC: 33,81 ± 4,70; TU 4 

dias: 17,94 ± 2,59). Além disso, os sobrenadantes de macrófagos da monocultura tratados 

mostraram possuir quantidade significativamente maior de lactato do que o controle de solvente 

DMSO (DMSO: 15,38 ± 2,55; CHC: 17,99 ± 2,93) (Figura 38C). Apesar de não haver 

diferença na cocultura (DMSO: 47,21 ± 6,65; CHC: 47,42 ± 2,46) (Figura 38A), estes achados 

demonstram que, mesmo não sendo detectável na cocultura, esta dose de CHC interfere com o 

transporte de lactato. Além disso, apesar de parecem possivelmente pequenas, estas diferenças 

são relevantes, já que aproximadamente 10,71 ± 2,18 do lactato extracelular corresponde ao 

lactato presente no meio de cultura. 
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Figura 38. Concentrações extracelulares de lactato nas monoculturas e coculturas, nas condições 

controle de solvente (DMSO) e tratadas com CHC. 
As concentrações extracelulares de lactato, quantificadas a partir dos sobrenadantes das culturas, são 

mostradas nos gráficos em miligramas por decilitro, comparando as condições controle de solvente 

(DMSO), tratamento com 2 mM CHC (CHC) e, exclusivamente na monocultura de células tumorais, os 

valores também foram comparados com a quantidade de lactato no sobrenadante de esferoides tumorais 

com 4 dias de cultura, ou seja, logo antes da adição dos monócitos (TU 4 dias). Os sobrenadantes são 

provenientes dos experimentos com a linhagem SW756 e macrófagos provenientes de monócitos de 

doadores saudáveis. (A) Concentração extracelular de lactato nas coculturas de células tumorais com 

macrófagos. (B) Concentração extracelular de lactato nas monoculturas de células tumorais. (C) 

Concentração extracelular de lactato nas monoculturas de macrófagos. As barras indicam diferença 

estatística entre as condições (p<0,05). Dados provenientes de três experimentos independentes, 

quantificados em triplicatas experimentais.  

 

As concentrações extracelulares de lactato também foram avaliadas com o tratamento com 

AZD, porém, neste caso, foram quantificados apenas os sobrenadantes de um experimento, em 

triplicata (triplicata experimental) e, por isso, não foi realizada a análise estatística. Porém, este 
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piloto nos mostrou que enquanto CHC claramente causou alterações na concentração 

extracelular de lactato, o AZD não parece alterar a concentração desta molécula em relação aos 

controles, em nenhuma condição de cultura (Tabela 12 e Figura 39). Portanto, com estes 

experimentos, foi possível concluir que os efeitos exercidos pelo CHC tem relação com 

alterações do transporte de lactato e que o AZD, nas concentrações utilizadas, não surtiu os 

mesmo efeitos.  

 

Tabela 12. Médias e desvios padrões dos valores referentes a concentração extracelular de lactato 

(mg x dL-1) nas monoculturas e coculturas. 

Valores calculados a partir da triplicata experimental de um experimento. 

Amostra DMSO AZD CHC 

Cocultura 41,74 ± 2,99 40,08 ± 0,36 45,84 ± 2,75 

Monocultura tumoral 17,15 ± 1,17 19,92 ± 1,24 28,28 ± 0,79 

Monocultura de macrófagos 13,05 ± 0,50 12,57 ± 0,71 15,62 ± 0,92 

Células tumorais com 4 dias de 
cultura 

--- --- --- 
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Figura 39. Concentrações extracelulares de lactato nas monoculturas e coculturas, nas condições 

controles e tratadas com CHC ou AZD. 
As concentrações extracelulares de lactato, quantificadas a partir dos sobrenadantes das culturas, são 

mostradas nos gráficos em miligramas por decilitro, comparando as condições controle de solvente 

(DMSO), tratamento com 50 nM AZD (AZD), tratamento com 2 mM CHC (CHC) e, exclusivamente 

na monocultura de células tumorais, os valores também foram comparados com a quantidade de lactato 

no sobrenadante de esferoides tumorais com 4 dias de cultura, ou seja, logo antes da adição dos 

monócitos (TU 4 dias). Os sobrenadantes são provenientes dos experimentos com a linhagem SW756 e 

macrófagos provenientes de monócitos de doadores saudáveis. (A) Concentração extracelular de lactato 

nas coculturas de células tumorais com macrófagos. (B) Concentração extracelular de lactato nas 

monoculturas de células tumorais. (C) Concentração extracelular de lactato nas monoculturas de 

macrófagos. Os dados são provenientes de um experimento, quantificado em triplicata experimental e, 

por isso, não foi submetido à análise estatística. 
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4.8 Avaliação dos efeitos do CHC sobre coculturas de células tumorais da linhagem 

HeLa com monócitos de doadores saudáveis e pacientes com câncer do colo uterino 

 

Como comentado anteriormente, nós tivemos a oportunidade de iniciar um piloto incluindo, 

além de monócitos de doadores saudáveis, monócitos provenientes de pacientes com câncer do 

colo uterino que foram cultivados com células tumorais da linhagem HeLa. Por se tratar de um 

piloto, nem todas as condições experimentais feitas para os experimentos com a linhagem 

SW756 puderam ser utilizadas nestes experimentos. Portanto, de forma semelhante aos 

experimentos comparando o CHC com o AZD, neste caso também fomos capazes de comparar 

apenas a frequência e número absoluto de células CD45+/CD14-, células tumorais TUMOR 

CD45- e macrófagos CD14+, comparando a condição controle (CTRL) com a condição tratada 

com 2 mM CHC (CHC). Foi possível observar aumento significativo da frequência de células 

CD45+/CD14-, tanto para os doadores (CTRL: 32,63 ± 23,41; CHC: 43,5 ± 25,50), como para 

as pacientes (CTRL: 22,35 ± 19,45; CHC: 34,63 ± 22,39) (Figura 40A e C), porém, o aumento 

não se mostrou significativo quando comparando o número absoluto de células (CTRL 

doadores: 15081 ± 11498; CHC doadores: 20551 ± 12919; CTRL pacientes: 11440 ± 13834; 

CHC pacientes: 14138 ± 9778,4) (Figura 40B e D). 
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Figura 40. Frequência e número absoluto de células CD45+/CD14- na cocultura de células 

tumorais com macrófagos de doadores saudáveis e pacientes com câncer do colo do útero. 
A frequência (A e C) e número absoluto (B e D) de células CD45+/CD14- de doadores saudáveis (A e 

B) e pacientes com câncer cervical (C e D) é mostrada em gráfico, para as duas condições estudadas nos 

experimentos com a linhagem tumoral HeLa: controle (CTRL) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). 

As barras indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05). Dados provenientes de experimentos 

independentes com 3 doadores e quatro pacientes.  

 

Em relação às células tumorais TUMOR CD45-, da mesma forma que antes, nós 

comparamos a frequência e número absoluto de células tumorais vivas. Diferente do que havia 

sido observado previamente, não houve redução significativa da frequência (CTRL doadores: 

27,41 ± 5,24; CHC doadores: 23,38 ± 9,44; CTRL pacientes: 32,83 ± 5,15; CHC pacientes: 

24,80 ± 7,58) ou número absoluto (CTRL doadores: 11248 ± 5225,7; CHC doadores: 11272 ± 

8759,9; CTRL pacientes: 13783 ± 7516,7; CHC pacientes: 10206 ± 5621) dessas células com 

o tratamento, em nenhum dos grupos (doadores e pacientes), apesar de ser possível observar 
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uma tendência, que se mostra mais evidente para os pacientes (Figura 41C e D). Nós 

acreditamos que a ausência de diferenças proeminentes e significativas, tenha ocorrido por 

conta da variabilidade humana, isso porque, ao analisarmos estes parâmetros amostra por 

amostra, é possível observar que enquanto um doador e três pacientes claramente mostram 

diminuição da frequência e número absoluto de células, um doador parece não responder ao 

tratamento e um doador e um paciente resultam em aumento da frequência de células tumorais 

ao final o experimento (Figura 42).  

 

 

Figura 41. Frequência e número absoluto de células tumorais TUMOR CD45- vivas na cocultura 

de células tumorais com macrófagos de doadores saudáveis e pacientes com câncer do colo do 

útero. 
A frequência (A e C) e número absoluto (B e D) de células tumorais TUMOR CD45-, provenientes da 

cocultura com macrófagos de doadores saudáveis (A e B) e pacientes com câncer cervical (C e D), é 

mostrada em gráfico, para as duas condições estudadas nos experimentos com a linhagem tumoral HeLa: 

controle (CTRL) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). Não há diferença estatística entre os grupos 

(p<0,05). Dados provenientes de experimentos independentes com 3 doadores e quatro pacientes.  

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-. 
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Figura 42. Frequência e número absoluto de células tumorais TUMOR CD45- vivas na cocultura 

de células tumorais com macrófagos de doadores saudáveis e pacientes com câncer do colo do 

útero, amostra por amostra. 
A frequência (A e C) e número absoluto (B e D) de células tumorais TUMOR CD45-, provenientes da 

cocultura com macrófagos de doadores saudáveis (A e B) e pacientes com câncer cervical (C e D), é 

mostrada em gráfico, para as duas condições estudadas nos experimentos com a linhagem tumoral HeLa: 

controle (CTRL) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). Os valores são mostrados para cada amostra, 

separadamente. Dados provenientes de experimentos independentes com 3 doadores e quatro pacientes. 

TUMOR CD45- = células tumorais CD14-/CD45-.  

 

Finalmente, em relação aos macrófagos CD14+, nós comparamos a população total destas 

células (da mesma maneira previamente feita). O tratamento com CHC não causou diminuição 

significativa da frequência (CTRL doadores: 19,5 ± 8,05; CHC doadores: 12,89 ± 5,06; CTRL 

pacientes: 17,88 ± 6,74; CHC pacientes: 14,58 ± 6,94) ou número de células (CTRL doadores: 
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9317,2 ± 7443,2; CHC doadores: 6655,7 ± 5230,2; CTRL pacientes: 7539,3 ± 4911,1; CHC 

pacientes: 6324,6 ± 3764,3) totais destas células na cocultura (Figura 43) e, ao se olhar os 

dados amostra por amostra, é possível observar que há uma tendência geral de diminuição na 

frequência e número absoluto de macrófagos CD14+, resultados que não diferem do que havia 

sido observado previamente (Figura 44). 

 

 

Figura 43. Frequência e número absoluto de macrófagos CD14+ na cocultura de células tumorais 

com macrófagos de doadores saudáveis e pacientes com câncer do colo do útero. 
A frequência (A e C) e número absoluto (B e D) de macrófagos CD14+, provenientes da cocultura com 

células tumorais da linhagem HeLa, são mostrados em gráfico para as doadoras saudáveis (A e B) e 

pacientes com câncer cervical (C e D), comparando as duas condições estudadas nos experimentos com 

a linhagem tumoral HeLa: controle (CTRL) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). Não há diferença 

estatística entre os grupos (p<0,05). Dados provenientes de experimentos independentes com 3 doadores 

e quatro pacientes.  

MAC CD14+ = macrófagos CD14+. 
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Figura 44. Frequência e número absoluto de macrófagos CD14+ na cocultura de células tumorais 

com macrófagos de doadores saudáveis e pacientes com câncer do colo do útero, amostra por 

amostra. 
A frequência (A e C) e número absoluto (B e D) de macrófagos CD14+, provenientes da cocultura 

células tumorais da linhagem HeLa, são mostrados em gráfico para as doadoras saudáveis (A e B) e 

pacientes com câncer cervical (C e D), comparando as duas condições estudadas nos experimentos com 

a linhagem tumoral HeLa: controle (CTRL) e tratamento com 2 mM de CHC (CHC). Os valores são 

mostrados para cada amostra, separadamente. Dados provenientes de experimentos independentes com 

3 doadores e quatro pacientes.  

MAC CD14+ = macrófagos CD14+. 
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Desta forma, este piloto nos leva indica que é possível que o CHC exerça efeito também 

sobre células já moduladas pela existência de tumor, porém, a variabilidade humana presente 

nas amostras indica que nem todas as pacientes irão responder ao tratamento. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Alterações metabólicas compõem um dos marcos do câncer, sustentando as atividades 

necessárias para a progressão tumoral. Além disso, a evasão da resposta imune e o estímulo da 

inflamação com efeitos pró-tumorais também são características da doença (2), sendo os 

macrófagos associados a tumores (TAMs) potenciais aliados das células neoplásicas (83). 

Porém, diversos estudos têm demonstrado que o fenótipo pró-tumoral das TAMs, similar ao 

fenótipo M2, é reversível (158-161). Sabendo disso, e das diferenças entre o metabolismo de 

células tumorais e macrófagos, neste trabalho nós objetivamos testar se o tratamento de 

coculturas de células tumorais e monócitos em diferenciação para macrófagos com o inibidor 

do transportador de monocarboxilatos, CHC, seria capaz de prejudicar a progressão tumoral, 

sem causar danos a viabilidade dos macrófagos. Além disso, nós investigamos outros efeitos 

que o tratamento poderia possuir sobre macrófagos que contribuísse para uma melhor resposta 

antitumoral.  

Como mostrado nos resultados, o tratamento de células tumorais com o CHC, sozinhas ou 

em cocultura com macrófagos, diretamente causou diminuição da frequência de células 

tumorais vivas e aumento da frequência de células tumorais mortas. Estes resultados 

corroboram com outros trabalhos disponíveis na literatura que mostraram a capacidade deste 

inibidor em causar a morte de células tumorais (39, 162, 163), sob diferentes abordagens. Isto 

porque o transporte de lactato pelos MCTs é dependente do gradiente desta molécula através 

da membrana plasmática e do metabolismo da célula em questão (119) e, portanto, o CHC pode 

prejudicar a atividade das células tumorais por impedir o efluxo ou o influxo do lactato pelas 

mesmas, dependendo da atividade metabólica das células tratadas; esta característica do 

transporte explica os diferentes mecanismos de morte desencadeados por este tratamento em 

diferentes estudos. 

Os trabalhos de Colen et al. e Kim et al. mostram que o aumento de necrose observado em 

seus experimentos é decorrente do impedimento do efluxo do lactato produzido pelas células 

tumorais em questão, que são altamente glicolíticas, causando acidificação intracelular que leva 

a morte das células (162, 163). Por outro lado, o trabalho de Sonveaux e colaboradores 

demonstrou que a morte das células tumorais tratadas com CHC foi em decorrência da 

competição das células por glicose, isto porque o tratamento impediu que as células com 
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metabolismo oxidativo utilizassem o lactato como fonte de carbono e, por isso, estas células 

passaram a consumir glicose, competindo pela mesma com as células hipóxicas glicolíticas que, 

sem glicose, morrem (39).  

Sendo assim, nós nos perguntamos qual seria o mecanismo envolvido na morte das células 

tumorais no nosso cenário. O fato de que os efeitos contra a viabilidade das células tumorais 

não foram significativamente observados após três dias de tratamento, tendo sido evidenciados 

com clareza somente seis dias após a adição do CHC à cultura, sugere que no nosso caso, a 

acidificação intracelular pode não ser a responsável pela morte destas células já que, se este 

fosse o caso, seria esperado observar significativo aumento da morte já em três dias após o 

tratamento, considerando que a acidificação seria um efeito agudo observado logo após o 

tratamento. Ainda não foi documentada na literatura por quanto tempo o CHC é capaz de 

permanecer exercendo inibição na cultura, porém, é esperado que a inibição seja maior logo 

após a administração do mesmo na cultura e que com o tempo a inibição diminua. De fato, o 

estudo de Bola e colaboradores mostrou que a inibição do transporte de MCT1 utilizando o 

AZD 3965 pôde ser observada em períodos de tratamento tão curtos como 24 horas, onde os 

pesquisadores observaram aumento significativo das concentrações de lactato intracelulares nas 

células tratadas (151). Desta forma, sabendo que o aumento da concentração intracelular de 

lactato é acompanhada de acidificação celular, e que isto é um efeito que já pode ser observado 

em 24 horas de tratamento, os resultados aqui apresentados sugerem que outro mecanismo está 

por trás dos efeitos observados sobre às células tumorais. 

A tendência de aumento da concentração extracelular de lactato, observada especialmente 

nas monoculturas, indica que, realmente, esta dose de CHC interferiu com o transporte desta 

molécula e que os efeitos citotóxicos sobre as células tumorais não parecem ter sido mediados 

por impedimento do efluxo de lactato pois, se este fosse o caso, provavelmente nós 

observaríamos uma diminuição da concentração extracelular do mesmo. De fato, o estudo 

prévio de Pinheiro e colaboradores demonstrou, por meio da análise por imunohistoquímica de 

biópsias da cérvice uterina, que há aumento, na transição de normalidade para malignidade, da 

expressão de MCT1 e MCT4 no epitélio escamoso (130). A linhagem SW756 é derivada de 

carcinoma celular escamoso da cérvice uterina (164) e, portanto, é esperado que estas células 

apresentem expressão de MCT4. Como o CHC inibe o MCT1 com maior seletividade do que o 

MCT4 (146), nossa hipótese é que, deveras, as células em questão não tenham morrido por 

acidificação intracelular, já que ainda seriam capazes de exportar o lactato através do MCT4, 

ainda que não com a mesma eficiência do que sem a inibição. De fato, já foi demonstrado que 
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a expressão de MCT4 é responsável pela resistência ao tratamento de tumores glicolíticos com 

inibidores de MCT1 (152). 

A aparente tendência de aumento da concentração extracelular de lactato pode ser um 

indicativo de que a morte causada pelo CHC foi decorrente do impedimento da utilização de 

lactato como fonte de carbono pelas células. Como comentado anteriormente, as células 

tumorais HPV positivas, como a SW756, realizam glicólise e oxidação fosforilativa, sendo 

capazes de se adaptar quando no impedimento de realizar glicólise (Stone et al., 2017, dados 

não publicados). Nosso trabalho sugere, porém, que a limitação de um substrato importante 

para alimentar o ciclo de Krebs pode, por sua vez, apresentar prejuízos às células tumorais desta 

linhagem por aumentar a competição por glicose no microambiente, semelhante ao que foi 

observado no trabalho de Sonveaux e colaboradores (39). Considerando a realidade destes 

experimentos in vitro, onde durante seis dias o meio de cultura não é trocado, é esperado que, 

de forma semelhante a realidade no câncer, possa haver uma competição por glicose pelas 

células presentes nos poços, ainda mais caso seja impedida a utilização de outros substratos que 

diminuiriam esta competição.  

Esta hipótese faz ainda mais sentido ao lembrarmos que utilizamos em nossos experimentos 

o modelo de cultura tridimensional, no qual há de fato uma diferença da pressão de oxigênio 

no esferoide, já que as células do centro da esfera tem menor acesso aos gases (e nutrientes) do 

que as células da periferia, caracterizando uma região hipóxica que pode ter perdido a 

competição pela glicose, aumentada pelo tratamento com CHC. Esferoides com diâmetro maior 

do que 0,4 mm desenvolvem centro hipóxico e ativam vias de sinalização de sobrevivência para 

manter a viabilidade (148); como mostrado na seção de materiais e métodos, nossos esferoides 

possuem mais de 1mm e, portanto, apresentam região central hipóxica e reforçam a 

possiblidade da hipótese ser verdadeira. Além disso, como o consumo de glicose e, portanto, a 

diminuição da disponibilidade da mesma, é algo que ocorre de forma gradativa, isso poderia 

explicar porque os efeitos só foram significativamente observados após seis dias do tratamento. 

Portanto, nossos dados indicam que a morte tumoral observada com o tratamento é decorrente 

de uma maior competição por glicose desencadeada pelo impedimento do influxo de lactato, 

porém, mais experimentos são necessários para confirmar esta hipótese, como a quantificação 

extracelular de glicose nos sobrenadantes. 

Apesar do CHC ser capaz de causar a morte de células tumorais, como demonstrado aqui, 

a taxa de morte observada evidencia que a utilização deste inibidor na dose de 2 mM, sem 
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associação com outros tratamentos, não é capaz de sozinha combater eficientemente o tumor. 

Desta forma, nossos dados reforçam a utilização do CHC como um bom adjuvante para outras 

terapias. De fato, a utilização deste inibidor em associação com a radioterapia já demonstrou 

ser bem sucedida, por aumentar a sensibilidade das células tumorais a radiação, tanto em 

tumores altamente glicolíticos, onde o CHC causa diminuição de moléculas anti-oxidantes 

(165), como em tumores com ambas as regiões com predominância de oxidação fosforilativa e 

regiões hipóxicas glicolíticas, onde o CHC causa aumento da pressão de oxigênio, contribuindo 

para os efeitos da radiação (39).  

Além de contribuir para os efeitos citotóxicos da radioterapia, o CHC também pode 

contribuir na resposta antitumoral devido seus efeitos sobre outras células do microambiente 

tumoral. Por exemplo, diferentes trabalhos da literatura demonstraram que a internalização de 

lactato por meio de MCT1 em células endoteliais contribui para a angiogênese, por causar a 

fosforilação de IκBα, estimulando a via de NF-κB/IL-8, causando migração celular e formação 

de vasos (166), e por levar a ativação de HIF-1α, o que causa aumento da expressão do receptor 

2 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR2) e do fator de crescimento básico de 

fibroblastos (bFGF), também contribuindo para a angiogênese (167). Nesse cenário, o bloqueio 

de MCT1 com a utilização de CHC inibiu a ativação de HIF-1α, causando efeitos anti-

angiogênicos (167). Além disso, como comentado anteriormente, o lactato induz a polarização 

de macrófagos para perfil M2 (123, 129), os quais classicamente possuem atividades pró-

tumorais (104). Sabendo que os efeitos imunossupressores do lactato sobre macrófagos são 

mediados por MCT1, nós também investigamos neste trabalho os efeitos do CHC sobre os 

macrófagos. 

Estudos prévios demonstraram que o tratamento de macrófagos murinos derivados de 

medula óssea com 1 mM de CHC não revelou toxicidade contra estas células (168). 

Extrapolando estes achados, nossos experimentos demonstraram de forma consistente que a 

dose de 2 mM de CHC também não apresenta efeitos tóxicos para macrófagos derivados de 

monócitos do sangue periférico de doadores saudáveis. Apesar de não diminuir a viabilidade, 

o CHC demonstrou exercer outros efeitos sobre os macrófagos. 

O primeiro fenômeno observado sobre macrófagos tratados com CHC foi a redução do 

tamanho e granulosidade destas células, visualizada por citometria de fluxo. A diminuição 

destes parâmetros pode indicar processo apoptótico (169), causando as alterações vistas nos 

dot-plots de tamanho por granulosidade. Porém, este não é o caso para estes experimentos, já 
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que a análise de apoptose e necrose com a utilização de Anexina V e 7AAD não revelou 

aumentos significativos destes parâmetros com o tratamento, em relação aos controles; do 

contrário, estes experimentos mostraram diminuição da frequência de macrófagos mortos. 

Outra possibilidade seria a de que o tratamento tivesse impedido a diferenciação dos 

monócitos em macrófagos, já que uma característica da diferenciação de macrófagos é o 

aumento do tamanho das células (170, 171) e, portanto, o menor tamanho em consequência do 

tratamento poderia significar que as células não diferenciaram. Porém, este também não parece 

ser o caso, já que os únicos monócitos que seriam capazes de sobreviver durante os seis dias de 

cultura seriam os monócitos não clássicos (CD14loCD16+), os quais apresentam alta expressão 

de HLA-DR (172) e, em nosso caso, com o tratamento pudemos observar diminuída expressão 

de HLA-DR. Já foi demonstrado na literatura que existem na doença obstrutiva pulmonar 

crônica macrófagos de maior e menor tamanho (173, 174). Estes achados, e o fato de que o 

cultivo de monócitos com soro (no nosso caso, com soro fetal bovino) leva a diferenciação de 

macrófagos (175), nos indica que estas células correspondem a macrófagos de menor tamanho. 

Isto também nos leva a considerar que a diferença de tamanho e granulosidade observada possa 

ter relação com a função destas células. 

Nós então investigamos as diferenças fenotípicas causadas pelo tratamento com CHC, 

focando em 3 marcadores: CD14, HLA-DR e CD86. Nestes experimentos foi possível observar 

que a cocultura dos monócitos com as células tumorais, nas condições controles, causou 

aumento significativo da expressão da molécula CD14, em relação a monocultura. Porém, o 

tratamento dos monócitos com CHC anulou este efeito e, mais do que isso, resultou em 

expressão significativamente menor desta molécula em relação aos controles, tanto na 

monocultura, quanto na cocultura. Além disso, o tratamento causou o aumento significativo da 

frequência de uma subpopulação de células que não expressam CD14, apesar de serem CD45+ 

e HLA-DR+.  

Em relação aos outros marcadores (HLA-DR e CD86), um achado importante foi o de que, 

nas condições controles, o cultivo dos macrófagos com células tumorais resultou em diminuição 

significativa da expressão dessas moléculas nos macrófagos, em relação a monocultura destas 

células. A ativação do fator de transcrição NFκB tem relação com a indução da expressão das 

moléculas HLA-DR e CD86 (176-178) e já foi demonstrado que a expressão deste fator de 

transcrição é inibida por lactato (40) e, sendo assim, é possível imaginar que a diminuição da 

expressão destas moléculas possa ser resultado da inibição de NFκB por lactato. Além disso, 
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outros trabalhos prévios do laboratório mostraram que a inibição deste fator está sobre controle 

parcial da ativação de STAT3 (Rossetti et al., 2019, em submissão). De fato, já foi demonstrada 

a ativação constitutiva do eixo IL-6/STAT3 no tumor e nos TAMs, em modelo murino de câncer 

da cérvice uterina (179). Sabendo que o impedimento da captação de lactato pelos macrófagos 

com a utilização do CHC não foi capaz de sozinho recuperar a expressão de HLA-DR e CD86 

(tendo, na verdade, causado diminuição da expressão das mesmas, mesmo sem a presença de 

células tumorais), estes achados nos levam a considerar que, possivelmente, a diminuição na 

expressão destas moléculas pelos macrófagos ao serem cultivados com as células tumorais 

possa ser resultado também da inibição de NFκB devido à atividade de STAT3 nas células 

tumorais e nos TAMs e, portanto, uma perspectiva interessante seria a utilização de inibidor de 

STAT3 em combinação com CHC, objetivando diminuir os efeitos imunossupressores do 

microambiente tumoral sobre os macrófagos. 

Sendo assim, de forma geral, foi observado que, apesar da existência de diferenças na 

expressão de HLA-DR e CD86 entre a monocultura tratada e as monoculturas controles, não 

há diferença entre as condições na expressão destas moléculas entre as células provenientes da 

cocultura com células tumorais. Falando de outra forma, as diferenças na expressão destas 

moléculas que eram causadas pelo tratamento são eliminadas pelos estímulos provenientes do 

cultivo com células tumorais, indicando que, para estas moléculas, o contato com células 

tumorais exerce maior influência em sua expressão do que o tratamento. Em relação a 

frequência, o mesmo fenômeno foi observado para HLA-DR nos macrófagos CD14+ e, como 

explicado anteriormente, não há diferença na frequência desta molécula nos macrófagos CD14- 

pois a expressão de HLA-DR é um dos critérios para pertencer a esta população. Já em relação 

a frequência de células CD86 positivas, o fenômeno se repete para os macrófagos CD14-, 

porém, para os macrófagos CD14+, a presença de células tumorais não foi capaz de anular a 

diminuição significativa da frequência de células positivas para este marcador causadas pelo 

tratamento, sendo esta a única exceção ao efeito anulador que a cocultura apresentou possuir 

sobre os efeitos do tratamento aos macrófagos.  

Desta forma, estes resultados mostraram que os efeitos que o tratamento com CHC 

exerceram sobre os macrófagos, que não foram anulados pela interação com células tumorais, 

foram a diminuição do tamanho, granulosidade e expressão de CD14, o aparecimento de 

população CD14- e a diminuição da frequência de macrófagos CD14+/CD86+. A expressão de 

CD14 entre monócitos e macrófagos é variada, existindo monócitos com alta e baixa expressão 

(monócitos clássicos e não clássicos, respectivamente), assim como macrófagos (por exemplo, 
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macrófagos peritoneais e alveolares, respectivamente). Além disso, dependendo do estímulo 

que recebem, a expressão de CD14 pelas células pode aumentar, diminuir, ou não mudar, como 

já discutido por Andreesen e colaboradores e Ziegler-Heitbrock desde 1990 (180, 181). Por 

exemplo, a diferenciação de monócitos para macrófagos causa diminuição da expressão de 

CD14 (182), inclusive para monócitos diferenciados a partir de M-CSF ou GM-CSF (183). 

Porém, diferentes estímulos podem também interferir na expressão, podendo aumenta-la ou 

diminuí-la. Por exemplo, já foi demonstrado há anos que o estímulo de monócitos do sangue 

com IFN-γ causa a diminuição da expressão de CD14, enquanto LPS induz aumento da 

expressão em baixas concentrações, mas causa diminuição em altas concentrações (184).  

No caso da polarização de macrófagos, foi demonstrado que macrófagos com perfil M2, 

ativados por IL-10, possuem maior expressão de CD14 do que macrófagos com perfil M1 (185). 

Além disso, este mesmo estudo mostrou que a expressão de CD86 não varia entre os 

macrófagos M1 e M2. Porém, também existem trabalhos demonstrando que macrófagos com 

perfil M2, ativados por IL-4, apresentam diminuição da expressão de CD14 (186) e um recente 

estudo mostrou que os TAMs apresentam ainda menor expressão de CD14 do que macrófagos 

M1 e M2 (187). Sendo assim, até o presente momento não pudemos compreender com clareza 

o que as alterações fenotípicas significam nestes experimentos, até porque a caracterização do 

perfil de polarização de macrófagos necessita de avaliação de diversos marcadores fenotípicos 

e funcionais, não sendo suficiente apenas a análise das três moléculas aqui investigadas (CD14, 

CD86 e HLA-DR). 

Apesar disso, nós suspeitamos que a diferenciação dos monócitos para um perfil mais 

semelhante a M1 possa acontecer com o tratamento com CHC, já que, ao inibir o MCT1, esta 

substância poderia causar a mudança do metabolismo das células para o perfil glicolítico, 

classicamente característico dos macrófagos M1. De fato, foi possível observar aumento 

significativo da quantidade de lactato extracelular nas monoculturas de macrófagos tratadas 

com o CHC, o que pode indicar um perfil mais glicolítico destas células, já que o lactato ainda 

poderia ser exportado pelo MCT4 nos macrófagos tratados. Além disso, na cocultura, o CHC 

traria uma vantagem extra, ao inibir a captação e, portanto, os efeitos imunossupressores, do 

lactato.  

Além dos efeitos sobre o fenótipo, o tratamento com CHC também causou diminuição da 

frequência de macrófagos mortos, um efeito que se mostrou significativo na cocultura destas 

células com células tumorais. Apesar de não ser significativo na monocultura, os gráficos dos 
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experimentos mostram tendência de diminuição da frequência de macrófagos mortos e de 

aumento da frequência de células vivas. De fato, nós observamos em nossos experimentos uma 

tendência de aumento do número total de macrófagos com o tratamento com CHC, o que 

poderia ser explicado por diminuição da morte em decorrência do tratamento. Há muito tempo 

se sabe que a ativação de monócitos, levando a diferenciação em macrófagos, envolve a 

manifestação de diversos fenômenos, como o aumento da atividade metabólica e sinais de 

sobrevivência; neste sentido, Perera e Waldmann mostraram que a ativação de monócitos 

humanos com produtos bacterianos, como LPS, resultou em resistência a apoptose, 

particularmente àquela induzida por DAMPs, por meio da diminuição da expressão de caspase-

8/FLICE e indução de Bfl-1, o membro anti-apoptótico da família Bcl-2 (188). Não existem 

evidências até o momento de que o CHC cause estes mesmos efeitos, porém, estas informações 

nos fazem questionar se o CHC não poderia contribuir para a ativação destas células ao induzir 

a glicólise nas mesmas, ativação esta que poderia então ser a responsável por aumentar a 

resistência a apoptose. São necessários mais estudos para melhor compreender os efeitos do 

CHC sobre esta via e para confirmar se o aumento da viabilidade dos macrófagos após o 

tratamento só ocorre na presença de células tumorais ou se a falta de significância estatística na 

monocultura é apenas resultado de pequeno grupo amostral. 

Um dado interessante deste estudo é que, em concordância com o trabalho de Stone e 

colaboradores (40), o cultivo das células tumorais com os monócitos/macrófagos proporcionou 

aumento da viabilidade daquelas células, confirmando que os macrófagos contribuem para a 

progressão tumoral. Este aumento de viabilidade ocorreu mesmo com o tratamento com CHC, 

mostrando que o mesmo não foi capaz de abolir as influências pró-tumorais das células 

mielóides. Porém, felizmente, o CHC foi eficiente em diminuir a intensidade deste efeito já 

que, como mostrado nos resultados, a viabilidade das células tumorais cultivadas com 

macrófagos provenientes da condição tratada com CHC se mostrou menor do que a viabilidade 

destas células quando cultivadas com macrófagos nas condições controles. Além disso, a 

viabilidade destas células cultivadas com macrófagos e tratadas com CHC não se mostrou 

diferente da viabilidade das células tumorais em monocultura não tratadas. Sendo assim, estes 

resultados reforçam que o CHC é um potencial candidato a translação pois, além de causar 

danos diretamente às células tumorais, também se mostrou capaz de inibir, pelo menos em 

partes, os efeitos pró-tumorais dos macrófagos. 

Como o CHC possui outros efeitos além da inibição de MCT1, como a inibição de MCT4 

(apesar de com expressiva menor afinidade) (146) e a inibição do transportador mitocondrial 
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de piruvato (189-192), para melhor compreender a relação dos fenômenos observados com o 

transporte de lactato, nós comparamos o CHC com o inibidor específico de MCT1, AZD 3965 

(147). Para isso, nós testamos 3 diferentes concentrações deste inibidor (5, 25 e 50 nM) com 

base nas doses já utilizadas na literatura e que se mostraram capazes de inibir o MCT1, com 

estudos observando efeitos inibitórios com concentrações tão baixas quanto 2 nM (150-153). 

Nenhuma das concentrações apresentaram diferenças entre si nos parâmetros avaliados e, 

portanto, nós seguimos os experimentos com a dose mais alta (50 nM). Para nossa surpresa, o 

AZD nesta concentração não causou os mesmo efeitos que o CHC e diferentes possiblidades 

podem estar por trás deste achado. É possível que a dose de AZD escolhida (50 nM) ainda não 

seja a suficiente para inibir de forma expressiva a atividade de MCT1 em células tumorais e 

macrófagos. Esta é uma possiblidade válida, já que a sensibilidade ao tratamento é diferente 

entre diferentes linhagens de células tumorais (153) e pode ser também diferente nos 

macrófagos.  

Outra possibilidade é que os efeitos que foram observados com o tratamento com CHC não 

sejam totalmente causados apenas pela interferência no transporte de lactato, já que 

ultimamente têm aumentado o número de trabalhos relacionando os efeitos causados pelo 

tratamento com CHC ao transporte de piruvato. Vale ressaltar que o AZD também pode 

interferir no transporte de piruvato, mas não da mesma forma do CHC, isto porque o AZD tem 

a capacidade de interferir com o transporte de piruvato apenas pelo MCT1 (150), enquanto o 

CHC é capaz de interferir nesta atividade tanto por bloquear MCT1, como também por bloquear 

o transportador mitocondrial de piruvato, como discutido previamente. De fato, o estudo de 

Diers e colaboradores mostrou que o tratamento de células tumorais com CHC causou 

diminuição do crescimento tumoral devido a inibição pelo CHC da importação de piruvato; 

com isso, os autores sugerem que a inibição do transporte de piruvato pode ser um efeito que 

soma ao bloqueio do transporte de lactato, contribuindo para os efeitos antitumorais causados 

pelo CHC. Os autores ainda discutem que, como o CHC é mais efetivo em inibir o transporte 

mitocondrial do que o transporte a nível de membrana plasmática, provavelmente os efeitos 

observados foram consequência da inibição do transporte mitocondrial de piruvato, e não do 

transporte pelo MCT1 (193), o que explicaria porque o mesmo efeito não foi atingido com o 

AZD 3965.  

O impedimento da importação de piruvato para a mitocôndria pode, de fato, contribuir para 

os prejuízos causados a células tumorais, já que o mesmo é necessário no ciclo de Krebs para a 

biossíntese de macromoléculas necessárias para sustentar a rápida proliferação de células 
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tumorais (193-195). Concentrações de 1 mM de CHC já se mostraram capazes de inibir o 

transporte de piruvato pelo seu transportador mitocondrial (196) e, dessa forma, não podemos 

descartar a possibilidade de que os efeitos aqui observados possam resultar de um somatório de 

efeitos sobre o transporte de lactato e piruvato. Desta forma, mais experimentos são necessários 

para investigar o mecanismo por trás dos efeitos do CHC.  

Por fim, os resultados de nosso piloto com monócitos de pacientes com câncer do colo 

uterino levantam indícios de que o tratamento com CHC seria capaz de causar a diminuição da 

frequência de células tumorais vivas, mesmo na presença de macrófagos diferenciados a partir 

de monócitos já modulados pela existência de tumor. Apesar de ser possível observar que as 

culturas cultivadas com os monócitos de alguns indivíduos responderam ao tratamento, a 

diminuição não se mostrou estatística e nós suspeitamos que o motivo da ausência da 

significância seja a variabilidade humana, já que é possível observar que alguns indivíduos, 

tanto do grupo de doadores, como do grupo de pacientes, não responderam ao tratamento. Isso 

reforça a necessidade de associação do CHC com outras terapias e revela que, apesar de possuir 

o potencial para contribuir numa resposta antitumoral, é possível que nem todos os indivíduos 

tratados com este inibidor respondam ao mesmo, o que é uma problema recorrente na oncologia, 

devido à grande variabilidade genética de tumores.  
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6 CONCLUSÃO 

 

Com os resultados aqui apresentados, concluímos que o CHC causa diminuição 

significativa da viabilidade de células tumorais da linhagem SW756, de forma independente de 

e sem causar os mesmos efeitos em macrófagos, o que indica que a utilização deste inibidor 

nesta dose pode apresentar menos efeitos tóxicos sobre as células não tumorais do que as 

terapias convencionais. Além disso, o tratamento com CHC parece diminuir a morte de 

macrófagos e inibir parcialmente seus efeitos pró-tumorais, mostrando potencial 

imunomodulador. Os resultados sugerem que os efeitos observados são em decorrência da 

inibição do transporte de lactato, porém, mais estudos são necessários para melhor compreender 

este mecanismo e a colaboração da inibição do transporte de piruvato para este fenômeno.  

Outra importante conclusão do trabalho é de que o cultivo de macrófagos com células 

tumorais causa diminuição na expressão das moléculas HLA-DR e CD86 naquelas células, um 

efeito que não pôde ser anulado pelo tratamento com CHC. Por fim, com base em todos os 

dados apresentados, nós concluímos que, apesar de ter causado o aumento da morte tumoral, o 

melhor cenário seja a associação de intervenções metabólicas com outras terapias, já que, além 

da vasta variabilidade genética, grande parte dos tumores apresenta regiões com diferentes 

disponibilidade de nutrientes e metabolismo e, como reforçado por este estudo, a intervenção 

em apenas uma via não é suficiente para eliminar o tumor e seus efeitos imunossupressores.  
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