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Resumo 

Toledo G.F. Efeitos antineoplásicos do dicloroacetato de sódio (DCA) e omeprazol em 

linhagens de melanoma oral canino: estudo dos mecanismos de ação. [Dissertação]. São Paulo: 

Universidade de São Paulo, Faculdade De Medicina, São Paulo. 2022. 
 

O dicloroacetato de sódio (DCA) é um inibidor da piruvato desidrogenase quinase (PDK), e o 

omeprazol (OMP) é um inibidor da bomba de prótons. Neste trabalho, investigamos a hipótese 

de que DCA e OMP possuam efeitos antineoplásicos sinérgicos desencadeados a partir da 

modulação metabólica da via glicolítica, e seus mecanismos de ação em células de melanoma 

oral canino (MOC) e melanoma cutâneo humano. Para tanto, as linhagens celulares CMGD5 

(melanoma oral canino) e SK-MEL-28 (melanoma humano) foram cultivadas e tratadas com 

diferentes concentrações de DCA e OMP individualmente ou em associação. Uma triagem 

inicial para determinação da viabilidade celular após o uso das duas drogas individualmente ou 

em associação foi realizada por meio do ensaio de cristal violeta. A morte celular por apoptose 

ou necrose foi estudada por citometria de fluxo, utilizando os marcadores fluorescentes anexina 

V e iodeto de propídeo. A análise bioenergética das células tratadas ou não com DCA e/ou 

OMP foi realizada por meio do ensaio de SeaHorseXF, avaliando os níveis de consumo de 

oxigênio (OCR) de ambas as linhagens após o tratamento com DCA e/ou OMP. O uso da 

combinação dos dois fármacos produziu redução significante na viabilidade das linhagens de 

melanoma oral canino e melanoma humano. A combinação entre DCA e OMP na linhagem 

CMGD5 acarretou maiores índices de morte por apoptose precoce, enquanto na linhagem SK-

MEL-28 os dois tipos de morte predominantes foram apoptose precoce e necrose. Na avaliação 

de OCR, DCA ou OMP não produziram efeitos bioenergéticos significativos nas células 

CMGD5 e SK-MEL-28; seus efeitos foram similares aos das células não tratadas. Em 

conclusão, por apresentarem redução de viabilidade celular e morte por apoptose, DCA e OMP 

podem ser considerados drogas de reaproveitamento para o tratamento de melanoma. Quanto 

aos mecanismos de ação, DCA e OMP parecem não interferir em uma perspectiva metabólica 



 
 

glicolítica nas concentrações testadas nas células CMGD5 e SK-MEL-28. Mais estudos são 

necessários para determinar os mecanismos metabólicos que levam aos efeitos antineoplásicos 

de DCA e OMP em melanoma oral canino e melanoma humano para considerar as drogas no 

uso da rotina de pacientes com melanoma.  

Palavras-chave: Omeprazol. Moduladores metabólicos. Neoplasias. Melanoma. Canino.  

Ácido dicloroacético. 

  



 
 

Abstract 

Toledo G.F. Antineoplastic effects of dichloroacetate sodium and omeprazole in canine oral 

melanoma cell lines: a study of the mechanisms of action. São Paulo: Universidade de São 

Paulo, Faculdade De Medicina, São Paulo. 2022. 
 

Sodium dichloroacetate (DCA) is a pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) inhibitor, and 

omeprazole (OMP) is a proton pump inhibitor. In this work, we investigated the hypothesis 

that DCA and OMP have synergistic antineoplastic effects triggered by the metabolic 

modulation of the glycolytic pathway, and their mechanisms of action in canine oral melanoma 

(MOC) and human cutaneous melanoma cells. Therefore, the cell lines CMGD5 (canine oral 

melanoma) and SK-MEL-28 (human melanoma) were cultivated and treated with different 

concentrations of DCA and OMP individually or in association. An initial screening to 

determine cell viability after the use of the two drugs individually or in combination was 

performed using the crystal violet assay. Cell death by apoptosis or necrosis was studied by 

flow cytometry, using the fluorescent markers annexin V and propidium iodide. Bioenergetic 

analysis of cells treated or not with DCA and/or OMP was performed using the SeaHorseXF 

assay, evaluating the levels of oxygen consumption (OCR) of both strains after treatment with 

DCA and/or OMP. The use of the combination of the two drugs produced a significant 

reduction in the viability of the canine oral melanoma and human melanoma strains. The 

combination of DCA and OMP in the CMGD5 strain resulted in higher death rates by early 

apoptosis, while in the SK-MEL-28 strain the two predominant types of death were early 

apoptosis and necrosis. In the evaluation of OCR, DCA or OMP did not produce significant 

bioenergetic effects on CMGD5 and SK-MEL-28 cells; its effects were similar to those of 

untreated cells. In conclusion, as they present reduced cell viability and death by apoptosis, 

DCA and OMP can be considered reusage drugs for the treatment of melanoma. As for the 

mechanisms of action, DCA and OMP do not seem to interfere in a glycolytic metabolic 

perspective at the concentrations tested in CMGD5 and SK-MEL-28 cells. More studies are 



 
 

needed to determine the metabolic mechanisms leading to the antineoplastic effects of DCA 

and OMP in canine oral melanoma and human melanoma, and if they are eligible drugs to treat 

canines with oral melanoma. 

Keywords:  Enzime inhibitors. Omeprazole. Metabolic modulators. Neoplasms. Melanoma. 

Canine. Dichloroacetic acid.
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1 INTRODUÇÃO  

 

O melanoma oral canino (MOC) é a neoplasia maligna mais comum de cavidade oral 

nessa espécie. É uma neoplasia de caráter extremamente agressivo e metastático, pouco 

responsiva a modalidades terapêuticas disponíveis atualmente, o que ocasiona altos índices de 

recidiva, metástases e baixo tempo de sobrevida após o diagnóstico, mesmo após associação 

de diversas modalidades terapêuticas. Ao longo dos anos, diversos estudos vêm sendo 

propostos na Oncologia Veterinária a fim de se determinar terapias efetivas para o tratamento 

de MOC, no intuito de promover melhor qualidade de vida aos pacientes e um maior tempo de 

sobrevida após o diagnóstico da doença.  

Devido à escassez de novas moléculas com atividades antineoplásicas efetivas, 

atualmente, o “reuso” ou “repurposing” de compostos já utilizados para o tratamento de outras 

doenças vem sendo amplamente investigado, com uma perspectiva de uso em terapias para o 

tratamento de diversos tipos de canceres em seres humanos. O dicloroacetato de sódio (DCA) 

e o omeprazol (OMP) são duas moléculas que vêm se destacando nas últimas décadas por 

apresentarem efeitos antineoplásicos promissores no tratamento de diversos tipos de cânceres 

em seres humanos e em animais experimentais. Em estudos prévios realizados no Laboratório 

de Oncologia Experimental e Comparada da FMVZ-USP, o tratamento com DCA e OMP de 

linhagens celulares de melanoma oral canino não só determinou efeitos inibitórios do 

crescimento das células tumorais, mas quando usados em associação, apresentaram um efeito 

sinérgico. O mecanismo de ação e eventos subcelulares de DCA e OMP ainda não foram bem 

elucidados na literatura veterinária, e estudos do uso associado destas duas drogas em linhagens 

tumorais celulares caninas ainda não foi descrito. Este é o primeiro estudo em que visa 

aprofundar a investigação pré-clinica dos efeitos do tratamento de linhagens celulares de 

melanoma oral canino com DCA e OMP in vitro. Com diferentes concentrações de DCA e 
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OMP individual ou em associação, investigamos seus efeitos na viabilidade celular, morte e 

apoptose e efeito bioenergético sobre o tratamento de células de linhagem de melanoma oral 

canino CMGD5 em comparação com células de linhagem de melanoma cutâneo humano SK-

MEL-28, e assim, temos como objetivo elucidar mais profundadamente as alterações 

metabólicas e os mecanismos de ação que estas duas drogas apresentam individualmente ou 

em associação sobre estas linhagens celulares. 

Propusemo-nos a estudar se o uso de moduladores metabólicos seria interessante para 

promover ações antineoplásicas no tratamento de MOC. É sabido que alguns moduladores 

metabólicos privam as células cancerígenas de importantes fatores para sua sobrevivência, 

crescimento e invasão, e podem atuar como drogas possivelmente sinérgicas a quimioterapias 

atualmente utilizadas na rotina em indivíduos portadores de melanoma. As linhagens celulares 

de melanoma humano e oral canino foram tratadas com DCA e OMP e as respostas foram 

comparadas das duas linhagens foram comparadas entre si, a fim de determinar alguns de seus 

mecanismos de ação antineoplásicos, e determinar a possibilidade do uso das duas drogas no 

tratamento de MOC. A viabilidade celular, morte celular e respiração mitocondrial foram 

avaliadas para esclarecer o mecanismo de ação destes fármacos, seja em uso individual ou em 

associação. Estes fármacos já são amplamente reconhecidos e utilizados para o tratamento de 

outras doenças metabólicas, são seguros e de baixo-custo, sendo clinicamente relevantes para 

maiores estudos na associação destes ao tratamento de pacientes portadores de MOC.   
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2 OBJETIVOS  

 

 

2.1 Objetivos Gerais 

 

Avaliar os efeitos do tratamento com DCA e OMP isoladamente ou em associação em 

linhagens de melanoma oral canino e melanoma cutâneo humano visando elucidar as respostas 

celulares e os mecanismos subjacentes. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

2.2.1 Realizar triagem de concentrações de DCA e OMP e seus efeitos sobre a viabilidade 

celular após o tratamento das linhagens CMGD5 e SK-MEL 28 utilizando o ensaio 

cristal violeta; 

2.2.2 Avaliar o tipo de morte celular nas linhagens CMGD5 e SK-MEL 28 acarretada pelo 

uso das drogas DCA e OMP em associação, por meio de citometria de fluxo utilizando 

os fluoróforos anexina V e iodeto de propídeo,  

2.2.3 Avaliação bioenergética do consumo de oxigênio das linhagens CMGD5 e SK-MEL 

28 após o tratamento com DCA e OMP em monoterapia ou em associação, pelo ensaio 

de SeaHorse XFe96. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

 

3.1 A ligação entre o cão e o humano: a importância da oncologia comparada 

 

A proximidade entre o cão doméstico e os seres humanos é um evento reportado há 

milhares de anos. A evolução da forte ligação entre as duas espécies criou uma espécie de co-

dependência entre elas, que se perpetua e se fortalece no decorrer dos séculos (1, 2). Evidências 

indicam que os cães foram os primeiros animais a serem domesticados por seres humanos. 

Após sua domesticação, os cães ajudaram os seres humanos a sobreviverem e evoluírem devido 

à sua agilidade, ferocidade e força, e se tornaram ferramentas indispensáveis de caça e de 

proteção do território, defendendo seus tutores e família de inimigos e animais selvagens (1,2).  

Ao longo dos anos, houve um debate intenso a respeito da ancestralidade das raças caninas 

domésticas atuais e, através de inúmeras evidências da era paleozoica, foi comprovada a 

ancestralidade dos cães domésticos a um único ancestral, o lobo cinzento (canis lupus) (3–5).  

Com o rápido crescimento desta forte interação entre humano e cão, muitas raças foram criadas, 

não somente por conta de sua funcionalidade, mas também caráter estético que agrada seus 

tutores e características comportamentais (1,3). Nos dias atuais, já existem mais de 400 raças 

de cães diferentes conhecidas (5). Com esta seleção de características rigorosas e inbreeding, 

foi favorecido o surgimento de doenças hereditárias (Figura 1).  
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Figura 1 – Variabilidade genética e fenotípica de diferentes padrões de raças caninas. Alguns animais possuem 

predisposição à incidência de diferentes tipos de tumores, comportamento e prognósticos diferentes. Foto: 

https://br.freepik.com/fotos-vetores-gratis/animais-de-estimacao’>Animais de estimação foto criado por 

wirestock – br.freepik.com. 

 

O perfil genético de algumas raças puras pode predispor ao surgimento de alguns tipos 

específicos de tumores malignos e até mesmo apresentar tumores malignos semelhantes, porém 

com comportamentos totalmente divergentes (2,4). Um exemplo disto são os mastocitomas 

cutâneos em cães da raça Pug. Geralmente nesta raça o prognóstico é mais favorável e o 

comportamento menos agressivo quando comparados a outras raças que também possuem 

predisposição a desenvolverem mastocitoma, mas que apresentam um comportamento mais 

agressivo, de difícil controle e tratamento como é no caso dos cães da raça Shar-pei (Figura 2)  

(1,6,7).  
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Figura 2 – À esquerda, paciente da raça Pug portador de mastocitoma grau II baixo grau. À direita, cão da raça 

Shar Pei, que pode apresentar a forma mais agressiva do tumor de mesma origem, ilustrando a interferência da 

variabilidade genética para cada raça canina. (Foto a esquerda: repertório pessoal MV. Gabriela F. Toledo, 2022/ 

a direita: https://www.pexels.com/pt-br/foto/cao-adoravel-deitado-no-prado-verde-5205386/) 

 

Com o decorrer dos anos, foi notada uma impressionante similaridade de doenças 

crônicas e tumores entre os cães domésticos (canis lupus familiaris) e seres humanos, tornando 

os cães domésticos um modelo essencial no estudo comparativo de diversas doenças crônicas 

e principalmente do câncer (3).  

Com o aumento destas novas pesquisas, tendo o cão doméstico como modelo, novas 

terapias e evidências genéticas vem beneficiando tanto os pacientes oncológicos humanos 

quanto os pacientes caninos, e mostrando cada vez mais a forte importância na união da 

medicina humana e da medicina veterinária para o avanço da oncologia como um todo (1).  

Devido ao compartilhamento do mesmo ambiente e rotina semelhante a dos seres 

humanos, é possível que a etiologia de certas doenças seja semelhante entre as duas espécies 

(2,3). Exposição a fatores ambientais como poluentes, tabaco, e fatores não ambientais como 

pesticidas, dietas, e também devido ao desenvolvimento de padrões divergentes de raças 
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conferem alterações genômicas e  maior incidência de doenças relacionadas às neoplasias (2–

4). Os cânceres caninos compartilham diversas alterações genômicas que também são 

encontradas nos cânceres da espécie humana, além de similaridades na iniciação e progressão 

da carcinogênese (1,8). 

O câncer é uma das doenças mais frequentemente relatadas em cães, o que tem gerado 

grande preocupação no meio médico veterinário e aumento da necessidade de pesquisas sobre 

etiologia, diagnóstico e novas alternativas de tratamento (3).  

 

 

3.2 Melanoma Oral Canino 

 

3.2.1 Patogênese  

 

Os melanócitos são células dendríticas originárias de melanoblastos da neuroectoderme 

que durante a sua embriogênese migraram para diferentes locais como epiderme e derme (8,9). 

É sabido que todo tumor maligno se utiliza de três principais etapas para se diferenciarem de 

uma célula normal para uma maligna: iniciação, promoção e progressão (10). A diferenciação 

de um melanócito normal em maligno não é diferente, e da mesma forma, respeita um longo 

processo de carcinogênese (10) (Figura 3).  

Diferentemente dos seres humanos que possuem a exposição a raios UVA e UVB como 

o principal fator da etapa de iniciação da transformação em melanoma cutâneo, os cães, de 

forma geral, não apresentam a interferência desta exposição como um fator de iniciação para o 

desenvolvimento de melanoma, devido ao fato da pele ser recoberta por pelos, que serve como 

uma barreira protetora a incidência de raios solares. O melanoma de cavidade oral não é 

suscetível a radiação solar, e seus fatores de risco e etiologia ainda são desconhecidos (8,9) . 
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Até o momento, não se concluiu quais fatores ativam a iniciação e mutações de 

melanócitos para sua transformação em melanoma maligno nos cães, entretanto, alguns autores 

mencionam mutação de genes regulatórios de fatores de crescimento, predisposição racial e 

pigmentação cutânea escura como fatores críticos para a transformação neoplásica dos 

melanócitos (8,9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Desenho ilustrativo das diferentes etapas da carcinogênese. Em um primeiro momento, na etapa de 

iniciação, uma célula normal passa por mutação genômica. Devido à detecção de mutações, mecanismos de reparo 

de ciclo celular, genes supressores e apoptose celular são ativados na tentativa de reverter o processo de mutação. 

Entretanto, com a persistência da mutação em proto-oncogenes e genes supressores tumorais, além de 

instabilidade genômica, ocorrem perdas de genes supressores tumorais e aumento de fatores de crescimento 

tumoral, beneficiando assim um processo proliferativo intenso de células mutadas, sendo denominada esta fase 

como promoção, já irreversível. Por fim, ocorre a etapa de progressão tumoral, invasão tecidual, capilar e linfática 

promovendo o destacamento das células tumorais de seu sítio primário e disseminação (metástases) para outros 

órgãos.  

 

A segunda etapa do ciclo de carcinogênese requer a atuação de agentes promotores 

tumorais. A mutação de proto-oncogenes e genes supressores tumorais são considerados 

facilitadores do desenvolvimento neoplásico (10) . Os proto-oncogenes são genes que 

codificam proteínas que por sua vez, promovem a progressão do ciclo celular e proliferação. 

Os genes supressores tumorais codificam proteínas que inibem ou impedem a proliferação e o 

ciclo celular. Em uma célula normal, o equilíbrio destes genes promove um controle eficaz no 

ciclo celular (9,10). A mutação nos proto-oncogenes e nos genes supressores tumorais possui 
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um efeito direto no desenvolvimento neoplásico (9). Algumas mutações em genes supressores 

tumorais, como a ausência do p21/Waf-1 e Rb-1 já foram descritas em melanoma oral canino 

(9). Em um estudo recente, cientistas sequenciaram através de whole-exome sequencing (WES) 

diversos tumores caninos. No melanoma oral foi detectada a amplificação da proteína MDM2 

(regulador negativo do gene supressor tumoral p53) e alteração na via do gene p53 (11) . 

Alteração direta no gene p53 é amplamente descrita em melanomas cutâneos humanos, porém 

em cães, a mutação direta no gene ainda é controversa (8,11). Mutações de proto-oncogenes 

para oncogenes em melanoma também já foram descritos in vivo, como é o caso dos oncogenes 

c-myc,c-erb-B-2, c-yes, c-kit e ras (8).  

Invasão e metastatização são etapas da progressão da carcinogênese e ocorrererão após a 

transformação das células neoplásicas e proliferação descontrolada do tumor (10). De maneira 

resumida, a metástase tumoral apenas acontecerá quando as células perderem a adesão de sua 

massa primária (Figura 2). As células neoplásicas então conseguem ultrapassar o endotélio e 

percorrem vasos linfáticos e sanguíneos, se aderindo e percorrendo pelo endotélio vizinho, 

onde irão se anexar em um local secundário e manter a proliferação descontrolada e progressão 

(8).  

 

3.2.2 Aspectos epidemiológicos do melanoma oral canino  

 

O melanoma é uma neoplasia relativamente comum na espécie canina. Sua incidência 

consiste em 3-7% de todas as neoplasias nos cães, além de cerca de 9-20% de todos os tumores 

cutâneos desta espécie (9,12). De todas as neoplasias de cavidade oral, o melanoma oral canino 

(MOC) tem se destacado em sua incidência com números exorbitantes em literatura cientifica 

ao redor do mundo (9,12,13). Em diversos estudos, o melanoma oral canino foi relatado como 
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a malignidade oral mais comum na espécie, seguida de carcinoma de células escamosas e 

fibrossarcoma (9,12,14,15). 

A predisposição racial para a incidência de MOC ainda é muito discutível. A popularidade 

de raças naquele determinado momento, ou alguns aspectos culturais e sociais de cada país de 

estudo é um fator limitante para determinar a real incidência de MOC em determinada raça de 

cães. Nos Estados Unidos, reportam-se uma alta incidência de MOC em cães das raças: 

Schnauzers, Doberman Pinschers, Golden Retrievers, Setter Irlandês e Setter Gordon, Scottish 

Terrier (9). 

Em um estudo no Brasil, houve maior incidência de melanoma  em cães mestiços, 

machos, de pelagem escura. Somente 3,6% felinos domésticos foram acometidos pela doença 

neste estudo epidemiológico (8,16). Neste mesmo estudo, realizado por autores da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, a localização dos 

melanomas orais caninos é frequentemente relatada na gengiva e mucosa labial, porém a 

localização pode ser variada podendo acometer mandíbula, maxila e palato (16). 

MOC é uma doença que atinge em grande maioria cães idosos, entretanto, cães mais 

jovens também podem ser acometidos (9,12,16). A localização do tumor pode predizer a 

invasão e o prognóstico da doença, mas não é o único fator a ser considerado. Tumores 

pequenos, localizados na pele coberta por pelos, normalmente tendem a se comportar forma 

benigna quando comparados a tumores maiores, localizados em regiões de mucosa, ungueal, 

oral, digital e plantar. Apesar disso, metástases e morte devidas à progressão tumoral de 

pacientes caninos com melanoma cutâneos histologicamente classificados como “benignos” 

são relatados em literatura cientifica (12,17).   
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3.2.3 Aspectos histopatológicos e clínicos do melanoma oral canino 

 

O melanoma oral canino é uma das doenças neoplásicas mais comuns na espécie e está 

altamente relacionada com um prognóstico ruim devido ao seu alto índice de invasão local e 

metastático. Em se tratando de uma doença tão agressiva, é de extrema importância definir o 

prognóstico da doença através de critérios de malignidades específicos, para se definir a melhor 

abordagem terapêutica para aquele paciente (18).   

A avaliação histopatológica é o método diagnóstico padrão ouro para MOC. O MOC pode 

se apresentar ao exame histopatológico com diversos padrões morfológicos: epitelióide, 

fusiforme, misto, em “casca de cebola”, com células em balões, células em anel de sinete, 

células claras e tipos celulares adenóides, e assim, serem facilmente confundidas com outros 

tipos tumorais da cavidade oral (19).  

Diferenciar melanoma maligno de lesões benignas ou tumores similares, como a forma 

amelânica do melanoma, é primordial para que se possa estadiar a doença como um todo e 

definir a abordagem terapêutica mais adequada para aquele paciente. Quando o método 

histopatológico convencional não é confirmativo, a ferramenta imuno-histoquímica é de 

grande valia e pode ser utilizada com grande especificidade para a tomada de decisão 

diagnóstica. Um painel imuno-histoquimico (IHQ) de marcadores melanocíticos que incluem 

os anticorpos Anti MELAN-A, TRP-1, TRP-2, PNL2 tem se mostrado com 100% de 

especificidade e 93,9% de sensitividade para o diagnóstico de MOC (20). Curiosamente, o 

diagnóstico de melanomas amelânicos por meio do método IHQ mostra-se mais dificultoso 

quando comparado a lesões melânicas. Um estudo recente utilizou expressão gênica adicionada 

a técnica de IHQ para aumentar a acurácia na diferenciação de melanoma oral canino amelânico 

do tipo fusiforme de sarcomas de partes moles da cavidade oral  (19,20). Os índices de 

expressão de Ki-67 têm sido considerado como um importante fator para definição prognóstica 
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de melanomas orais tanto em humanos quanto em cães (21,22). Estudos relacionando 

melanomas orais caninos que expressam COX-2, KIT, metaloproteinases, EGFR, SOX e 

proteínas relacionadas a transição epitélio-mesênquima, correlacionam-se a comportamento 

mais agressivos da doença (18,23–25).  

O estadiamento utilizado para MOC segue o esquema da Organização Mundial da Saúde 

(WHO -World Health Organization), o sistema TNM, sendo T: para o tamanho do tumor 

primário, N: acometimento de linfonodos regionais ou sentinela e M: invasão metastática para 

outros órgãos (Quadro 1) (26). Entretanto, diversos autores questionam as limitações do 

esquema de estadiamento para prever o prognóstico de cães com melanoma oral. Importantes 

critérios histológicos, tais como índices mitóticos, invasão vascular e invasão e/ou lise óssea 

do tumor primário, localização do tumor primário e adequação de margens cirúrgicas após a 

ressecção, são fatores sabidamente importantes e que interferem diretamente na sobrevida dos 

pacientes e estes fatores não eram considerados no esquema, levando a grandes inseguranças 

quanto à precisão do estadiamento da doença através deste esquema (12,27).   

Um recente consenso reuniu diversos estudiosos do meio da oncologia veterinária para 

proposição de um novo esquema para estabelecimento do prognóstico para o MOC. Neste 

esquema, além da adição de características histopatológicas foi proposta a inclusão de fatores 

como atipias nucleares, invasão vascular e índices mitóticos para definição prognóstica (18).  
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Figura 4 – Paciente canino portador de melanoma oral melânico em região gengival de incisivos superiores. Foto 

gentilmente cedida pela MV. Msc. Joyce Carvalho.  

 

O melanoma oral canino pode se apresentar nas formas melânicas e amelânicas. O grau 

de pigmentação das células melanocíticas malignas também foi um critério incluído como fator 

determinante de prognóstico e sobrevida destes animais. Animais que possuíam melanomas 

orais com maior grau de pigmentação foram correlacionados com maiores expectativas de vida 

quando comparados a animais que possuíam o tipo amelânico (com pouca ou sem presença de 

pigmentação celular) da doença (Figuras 4, 5 e 6) (18,20).   
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Figura 5 – Paciente canino portando melanoma oral amelânico e melânico misto  em gengiva maxilar. O tumor 

apresenta-se supurado tomando grandes proporções e extensão da maxila. Foto gentilmente cedida pela MV.Msc. 

Cássia C. Yasumaru.  

 

O melanoma oral é a forma mais agressiva de melanoma em cães. Devido à dificuldade 

de visualização pelos tutores dos pacientes, sua detecção tardia muitas vezes já envolve 

metástases na ocasião do diagnóstico. Por isso, é de extrema importância a inspeção de 

cavidade oral de todos os pacientes veterinários. 

É um tumor altamente refratário à maioria dos tratamentos disponíveis relacionando-se 

assim a uma curta sobrevida do animal. As metástases de melanoma oral normalmente ocorrem 

para linfonodos regionais e tecidos vizinhos, como linfonodos mandibulares, retrofaríngeos, 

tecidos adjacentes e pulmões. Metástases em formas multicêntricas de melanoma oral canino, 

na medula óssea, cérebro, coração e baço já foram relatadas em literatura cientifica (9,12,28) .  
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Figura 6 – Paciente canino com melanoma oral melânico, acometendo a região da língua e palato. Foto 

gentilmente cedida pela MV. Msc. Joyce Carvalho.  

 

O tratamento de eleição para todas as formas de melanoma em cães é a ressecção 

cirúrgica, porém na maioria das vezes não é curativo. Um estudo demonstrando a importância 

da ressecção cirúrgica com margens amplas, de 2-3 cm, incluindo margens ósseas e 1cm de 

ressecção de tecido mole, demonstrou um intervalo médio livre de doença de >567 dias e tempo 

médio de sobrevida >874 dias com somente 10% dos casos estudados tendo recidivas locais 

(29). A análise histopatológica de linfonodos regionais e/ou sentinelas em cães com melanoma 

oral fornece informações importantes sobre disseminação linfática da doença. Animais com 

linfonodo macroscopicamente normais ainda assim, podem apresentar disseminação linfática. 

A linfadenectomia é uma forma de determinar o estádio clínico da doença e auxiliar no melhor 

planejamento terapêutico e é altamente recomendada como parte do tratamento para MOC 

(18,29,30).  
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Quadro 1 – Quadro mostrando o estadiamento baseado em TNM da Organização Mundial da 

Saúde para cães com melanoma oral 

T: Tumor primário 

 T1 Tumor ≤2cm de diâmetro 

 T2 Tumor 2-4cm de diâmetro 

 T3 Tumor >4cm de diâmetro 

N: Linfonodos regionais  

 N0 Sem evidência de envolvimento de linfonodo regional 

 N1 Citologia/histologia com evidência de envolvimento em linfonodo regional 

 N2 Linfonodos aderidos 

M: Metástases a distância  

 M0 Sem evidências de metástases  

 M1 Evidências de metástases  

Estadio I= T1 N0 M0 

Estadio II= T2 N0 M0 

Estadio III= T2 N1 M0 ou T3 N0 M0 

Estadio IV= Qualquer T Qualquer N M1  

Fonte: Owen, 1980 (26) 

 

Como forma de tratamento local, a radioterapia é uma boa opção principalmente para 

tumores dos quais as margens cirúrgicas foram incompletas ou da impossibilidade de ressecção 

cirúrgica do tumor, seja pela opção do próprio tutor ou devido a tumores com grande invasão 

local e não ressecáveis, como forma paliativa de controle local. A maioria dos protocolos de 

radioterapia para MOC são baseados em protocolos hipofracionados (de 3 a 6 a frações 

semanais ou duas vezes por semana) que incluem no campo linfonodos regionais. Alguns 

fatores limitantes para escolha da radioterapia como terapia única seria a alta taxa de metástases 

após o tratamento. Estudos sugerem cerca de 44-58% de taxa de metástases após o tratamento 

de radioterapia em cães com melanoma oral, além de ser uma terapia ainda de alto custo. 

Entretanto, pode ser uma boa alternativa em casos paliativos com uma média de sobrevida de 

234 – 363 dias (18,31).   
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Uma nova alternativa de controle local vem sendo amplamente utilizada principalmente 

na América do Sul e Europa, a eletroquimioterapia. Ela se baseia na aplicação de um campo 

magnético em um tumor ou leito cirúrgico após a excisão tumoral para que ocorra aumento da 

permeabilidade do quimioterápico bleomicina localmente nas células tumorais ainda 

persistentes após a cirurgia ou diretamente ao tumor, em doses reduzidas aplicado por via 

endovenosa (Figura 7). Um estudo recente neste assunto encontrou um bom controle local em 

pacientes com MOC nos estádios I e II da doença, em cães que não passaram por ressecção 

cirúrgica ou qualquer tratamento adjuvante, entretanto, por se tratar de nova modalidade 

terapêutica, mais estudos necessitam ser realizados para se avaliar os benefícios do uso como 

monoterapia em MOC (18,32).   

 

 

Figura 7 – Foto ilustrativa mostrando paciente canino com melanoma oral, recebendo tratamento por 

eletroporação após administração de Bleomicina por via endovenosa. Foto de repertório: MV. MSc. Dra. Simone 

Crestoni Fernandes.  
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Uma outra modalidade terapêutica muito utilizada na oncologia veterinária é a 

quimioterapia adjuvante para o tratamento de diversos tipos de cânceres (Figura 8). É de 

extrema importância que cada paciente receba um estadiamento apropriado e completo da 

doença neoplásica para que possa ser indicado ou não o uso de quimioterapia adjuvante, ou 

qualquer outra intervenção como forma de tratamento.  

O uso da quimioterapia adjuvante para o controle da recidiva e de metástases de 

melanoma oral canino ainda é um assunto controverso. Um estudo retrospectivo em 2012  

avaliou o tratamento adjuvante de 17 cães com o agente quimioterápico platinado carboplatina 

após excisão cirúrgica de MO, com ou sem tratamento por radioterapia (33). Os pacientes que 

receberam o tratamento adjuvante com carboplatina com ou sem tratamento radioterápico, 

tiveram uma média de tempo livre de doença de 259 dias e sobrevida média de 440 dias. Neste 

estudo, relatou-se ainda que cães que receberam tratamento cirúrgico conservativo, sem 

excisão com margem, resultaram em uma sobrevida média (SM) bem menor, de 90-120 dias. 

Cães com cirurgias agressivas com pelo menos 1cm de margem excisada (inclusa retirada de 

osso quando necessária) apresentaram uma SM de 273-297 dias (33). Os animais do estudo 

que receberam radiação hipofracionada em tumores orais não ressecáveis, possuíram 237 dias 

de SM. A proporção de recorrência local dos tumores orais em cães que não receberam 

tratamento com radioterapia, apenas modalidade de quimioterapia adjuvante após a cirurgia, 

foi de 67% enquanto os pacientes que receberam radioterapia concomitante para controle de 

margens tiveram taxa recidiva local menor de 27%. Isso sugere que a radiação pode ser útil no 

controle local da doença. No estudo, metástase pulmonar foi limitante para determinação da 

terapia. Cerca de 29% dos cães apresentaram-se com metástases pulmonares mesmo após o 

tratamento adjuvante com quimioterapia. (33).  
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Figura 8 – Paciente canino da raça Rhodesian Ridgeback recebendo quimioterapia endovenosa para o tratamento 

de Linfoma Multicêntrico de células grandes de alto grau. Foto de repertório: MV. Gabriela F. Toledo, 2022. 

 

Outro estudo demonstrou que cães que possuem melanoma oral tratados apenas com 

cirurgia, apresentaram sobrevida média de 17 a 18 meses, 5 a 6 meses e 3 meses para cães com 

estádios I, II e III, respectivamente (12). Em outro estudo, pacientes com MOC em estádios I 

e II que passaram por ressecção cirúrgica incompleta, receberam protocolo hipofracionado de 

radioterapia adjuvante sendo tratados com cisplatina (10-30mg/m2) ou carboplatina (90mg/m2) 

60 minutos antes da exposição à radiação. Destes animais, 15% dos pacientes apresentaram 

recidiva tumoral em 139 dias, 51% apresentaram doença metastática em média de 311 dias 

após o tratamento e a SM destes animais foi de 363 dias (34). Cães com melanomas em dígitos, 

sem acometimento de linfonodos ou metástases à distância, quando tratados com amputação 

possuem uma SM de ~12meses com 42–57% vivos em até 1 ano, e 11–13% vivos em 2 anos 

(35,36).   
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A descoberta de que células do sistema imunológico interagem com células tumorais no 

propósito de eliminá-las é um assunto que vem ganhando força nos últimos 20 anos e se 

mostrado cada vez mais benéfica em estudos com tumores imunogênicos, como é o caso do 

MOC. Recentemente, o Laboratório de Vetores Virais do Instituto do Câncer do Estado de São 

Paulo, Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, desenvolveu uma vacina, ainda 

em estudos pré-clínicos de vetor viral adenovírus não replicante AdRGD-PG que tem como 

princípio reativar p53 e agir como uma proteína supressora tumoral em células de melanoma 

cutâneo humano e canino (18). Além disso, o Laboratório de Imunologia e Oncologia 

Comparada da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, 

vem desenvolvendo estudos clínicos de vacinas dendríticas de pacientes caninos portadores de 

melanoma oral, tendo como princípio a utilização autóloga do próprio tumor do indivíduo a 

ponto de criar uma resposta imuno-alvo àquele específico tumor (18). Uma outra perspectiva 

em fase de desenvolvimento de terapia imunomoduladora vem sendo estudada com benefícios 

a alguns pacientes portadores de melanoma oral canino. Oncotherad® é designada nano-

imunoterapia que exibe efeitos antitumorais e imunomodulatórios. Oncotherad® desenvolve 

uma resposta imune inata mediada pelos receptores toll-like (TLRs), desencadeando uma 

cadeia de resposta imunológica mediada através de células dendríticas, natural killers e 

macrófagos contra o tumor (18).  Estes estudos são de extrema importância na Oncologia 

Comparada, levando em conta de que os cães são excelentes modelos para melanoma em 

humanos, e da necessidade de novas alternativas de tratamento beneficiando tanto os pacientes 

humanos quanto pacientes veterinários.  

Mais estudos sobre terapias alternativas e novas abordagens para o tratamento de 

melanoma oral canino são extremamente necessárias na tentativa de promover boa qualidade 

de vida aos pacientes portadores de MOC.  
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3.2.4 Metabolismo adaptativo: marca registrada do câncer 

 

O conceito de que células normais se utilizam de diferentes vias para transformarem-se 

em neoplásicas não é novo. Em 2000 e 2011, Hanahan e Weinberg publicaram revisões que 

revolucionaram as pesquisas em oncologia. Na primeira, os autores citaram 6 marcas 

registradas (hallmarks) das  neoplasias malignas (Figura 9). Fatores como a independência de 

fatores de crescimento para a proliferação celular, insensibilidade a fatores supressores do 

crescimento, evasão de morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, 

angiogênese sustentada, invasão tecidual e metástase, demonstraram a eficiência destas 

adaptações na carcinogênese (37,38).  

 

 

Figura 9 – As 6 marcas registradas (hallmarks) de adaptações adquiridas da célula tumoral maligna. (Figura 

adquirida do artigo “Hallmarks of Cancer: The Next Generation” https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013). 

 

https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013
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Em artigo subsequente, os autores adicionaram às originais marcas registradas, mais 4 

importantes fatores facilitadores da carcinogênese (Figura 10). Entre elas, a capacidade de 

reprogramação metabólica, que promove a célula tumoral maligna importante fatores de 

replicabilidade, o que se tornou uma das marcas registradas mais importantes na progressão 

tumoral.  A instabilidade genômica tumoral, promove diversas mutações aleatórias em seu 

DNA (rearranjo cromossomal, translocações entre outras) o que implica na promoção destes 

fatores de progressão tumoral. (38).  

 

 

Figura 10 – Ilustração das duas marcas registradas importantes do câncer, adicionadas pelos autores em 2011. A 

habilidade e modificação e/ou reprogramação do metabolismo celular bioenergético utilizado a favor da 

carcinogênese e a capacidade do tumor de evadir destruição imunológica. (Figura adquirida do artigo “Hallmarks 

of Cancer: The Next Generation” https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013). 

 

Além disso, o estado inflamatório do microambiente das lesões malignas promove um 

ambiente favorável para a progressão tumoral fornecendo moléculas bioativas às células 

tumorais que por sua vez irão sustentar uma sinalização proliferativa exacerbada, sinalização 

https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013
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para a sobrevivência celular e inibição de morte, fatores pró-angiogênicos, enzimas que 

degradam a matriz extracelular vão facilitar a angiogênese, invasão e metástases e outros 

fatores que possibilitam a progressão do tumor em um ambiente inóspito, tal como a 

desregulação bioenergética da célula tumoral (38).  

Nos últimos anos, a modulação do microambiente tumoral vem sendo alvo de muito 

estudo devido à perspectiva de utilização do metabolismo tumoral como alvo terapêutico para 

alguns tipos de cânceres.  

 

 

3.2.5 O Metabolismo do câncer  

 

As células tumorais malignas apresentam diversas formas de se adaptarem para 

sobrevivência, crescimento e invasão, conforme descritas anteriormente neste trabalho de 

revisão. O conceito de metabolismo tumoral não é novo e vem tomando grande expansão 

devido a possibilidade de intervenções bioenergéticas antitumorais (39).  

Em 1920, o pesquisador alemão Dr. Otto Warburg, contemplado com o Premio Nobel, 

caracterizou uma importante mudança metabólica fenotípica denominada nas células tumorais 

de “efeito Warburg”. Estudando as observações de Louis Pasteur aplicadas à fermentação de 

glicose para produção de etanol, Warburg descobriu que diferentemente de células normais 

bem diferenciadas, as células cancerosas tendem a “fermentar” glicose em lactato mesmo na 

presença de oxigênio suficiente para suportar a fosforilação mitocondrial oxidativa, ou seja, as 

células tumorais  possuem preferência em gerar energia através da via glicolítica (40,41). Para 

melhor elucidar a alteração metabólica realizada pelas células tumorais é necessário visualizar 

a atuação metabólica de uma célula normal como um todo.  
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Na presença de oxigênio, a maior parte das células bem diferenciadas vão metabolizar 

glicose a partir do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) ou ciclo de Krebs. A reação produz 

NAD+ reduzido, NADH (adenina nicotinamida dinucleotideo) que vai alimentar a via de 

fosforilação oxidativa e maximizar a produção de ATP com produção mínima de lactato. 

Nestas células, é somente sob condições anaeróbicas que produzirão grandes quantidades de 

lactato (40). De maneira oposta, a maior parte das células tumorais malignas produzem altos 

níveis de lactato independente da presença de oxigênio disponível em seu meio, referindo-se 

ao termo de “glicólise aeróbica”. Durante um tempo, esta alteração metabólica em células 

tumorais foi confundida como uma disfunção mitocondrial, até mesmo pelo próprio autor Dr. 

Warburg. Entretanto, estudos recentes demonstram que as células tumorais não possuem um 

déficit mitocondrial e mantém preferência pela via adaptativa para beneficiar sua carcinogênese 

de outras maneiras (40,42) (Figura 11).  

Apesar de somente produzir duas moléculas de adenosina trifosfato (ATP) por glicose 

metabolizada, comparando-se à produção de 36–38 moléculas de ATP formadas pelas células 

normais em condições de normóxia, as células malignas mantêm a preferência pela via de 

glicólise aeróbica, mesmo que ocorra baixa produção de ATP. Células em altas taxas de 

proliferação utilizam-se maiores níveis de glicose para biossíntese de precursores 

macromoleculares, como acetil-CoA para síntese de ácidos graxos, que são intermediadores na 

via glicolítica para amino ácidos, ribose e nucleotídeos, essenciais para mitose, por exemplo. 

Além disso, a glicose e glutamina fornecem uma grande parcela de carbono, nitrogênio e 

energia livre para sustentar divisão e crescimento celular constante (40).  
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Figura 11 – Esquema adaptado demonstrando diferenças entre o metabolismo de fosforilação oxidativa, glicólise 

anaeróbica e glicólise aeróbica (efeito Warburg). As células normais não-proliferativas, quando na presença de 

oxigênio, metabolizam glicose em piruvato a partir da via glicolítica e posteriormente oxidam completamente 

grande parte do piruvato presente na mitocôndria em CO2 durante o processo de fosforilação oxidativa. Oxigênio 

é uma molécula indispensável e atua como finalizadora de elétrons para oxidar completamente a glicose. Somente 

se existe indisponibilidade de oxigênio é que as células diferenciadas podem redirecionar moléculas de piruvato 

geradas a partir da glicólise para geração de lactato (seguindo a via de glicólise anaeróbica), que vai permitir que 

a glicólise persista (mantendo a circulação de NADH de volta a NAD+ ) mas por outro lado, resultando em mínima 

produção de ATP quando comparada a via tradicional de oxidação fosforilativa. As células tumorais ou células 

bem diferenciadas em constante proliferação, tendem a converter grande parte de glicose em lactato independente 

dos níveis de oxigênio disponíveis em seu meio. A mitocôndria destas células permanece funcional e existe 

continuidade da fosforilação oxidativa. Entretanto, glicólise aeróbica é menos eficiente na produção de ATP do 

que oxidação fosforilativa (40) . Figura: adquirida do artigo: “Understanding the Warburg Effect The Metabolic 

Requirements of Cell Proliferation - DOI: 10.1126/science.1160809 Fuel. 

 

A adaptação metabólica é mediada por meio de inúmeras intervenções de oncogenes, 

fatores de transcrição e genes supressores tumorais. É muito provável que em tumores 

malignos, a superexpressão do fator de transcrição  HIF-1-α (Hypoxia Inducible Factor – 1- 

Alpha), seja o fator driver para o início do aumento da via glicolítica (42).  HIF-1-α pode ser 

ativado em aerobiose por citocinas, fatores de crescimento, espécies reativas de oxigênio e 

óxido nítrico ou pelo piravuto, lactato e oxalacetato. HIF-1-α é somente detectado em tumores 

malignos, pois tecidos normais ou tumores benignos impedem a ação do fator de transcrição 
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devido a ação de genes supressores tumorais. HIF-1-α nas células tumorais malignas estimula 

o fluxo glicolítico através da promoção de diversos fatores estimulantes da via glicolítica (42). 

É capaz de aumentar a expressão do complexo piruvato desidrogenase (PDK) quinase, que por 

sua vez inibe diretamente a fosforilação diminuindo o influxo de piruvato para a 

retroalimentação do ciclo de Krebs (42). Além de estimular a expressão de transportadores de 

membrana específicos para o aumento da absorção de glicose pela célula (transportadores de 

glicose da família GLUT), é também um ativador da PDK. A enzima PDK, quando ativada, 

inibe a piruvato desidrogenase (PDH), que é responsável pela conversão de piruvato em acetil-

CoA e consequente entrada do acetil-CoA na mitocôndria através do complexo piruvato 

desidrogenase (CPD) (43). 

A alteração metabólica por meio de fatores de crescimento também é conhecida em 

células tumorais malignas. Alguns fatores de crescimento aumentam a expressão de oncogenes 

como PI3K/AKT, que atuam no aumento de expressão de transportadores de glicose na 

membrana celular, e c-myc estimulando a glutaminólise para produção de NADPH e que 

também é correlacionado com o aumento da estimulação de transportador de glicose 1 

(GLUT1) (40,42,44).  

Alguns autores mencionam que o déficit energético é compensado por meio do aumento 

de absorção de glicose pela célula através dos transportadores de glicose, principalmente das 

famílias GLUT 1 e GLUT 3 (44). Curiosamente, uma das hipóteses para o acontecimento desta 

adaptação fenotípica metabólica é devido ao microambiente hostil durante a carcinogênese em 

suas fases iniciais, que por sua vez acaba selecionando células tumorais capazes de 

sobreviverem nestas condições inadequadas para células normais (45). Além disso, o ambiente 

hipóxico criado pelo rápido crescimento e rápida expansão de tumores sólidos é um outro fator 

que vem a contribuir diretamente com o efeito Warburg. Células tumorais em rápido 

crescimento causa rápida expansão da massa tumoral como um todo, criando partes do tumor 
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pouco irrigadas pela neovascularização, o que limita a disponibilidade de oxigênio para a 

respiração mitocondrial e síntese de ATP, obrigando as células tumorais a aumentar a via 

glicolítica como via principal de produção energética (40,45). 

A geração energética via glicólise aeróbica exibe diversas vantagens na carcinogênese: o 

aumento da fermentação de glicose em lactato no citoplasma e efluxo de lactato e íons H+  para 

o meio extracelular (MEC), o aumento do transporte de prótons através de significativo 

aumento na quantidade de bombas e transportadores de prótons para o MEC, e 

consequentemente a redução de pH do microambiente tumoral estão relacionados à resistência 

apoptótica, escape imunológico, quimiorresistência e caráter metastático em diversos tumores 

considerados agressivos (46–49).  

Devido a isto, novas propostas de tratamento tendo como alvo o metabolismo desregulado 

de alguns tumores malignos em humanos vem atraindo diversos grupos de pesquisa. Nosso 

propósito é estudar o benefício de utilizar-se do metabolismo bioenergético desregulado em 

tumores de melanoma oral canino. 

 

3.2.6 Drug-Repurposing de moduladores metabólicos na Oncologia Veterinária e 

Comparada 

 

Com a escassez de novas terapias efetivas contra o câncer, o alto custo de pesquisas e 

longo tempo de adequação de uma nova molécula para ser testada e aprovada cientificamente 

para uso no mercado, a recolocação de drogas antigas utilizadas para o tratamento de outras 

doenças e reutilização delas para o tratamento de doenças neoplásicas vem sendo cada vez mais 

aceito na comunidade cientifica (50). 

Um fármaco conhecido tem chamado a atenção de pesquisadores ao redor do mundo. O 

dicloroacetato de sódio (DCA), fármaco antigamente utilizado para o tratamento de distúrbios 
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como acidose lática, vem sendo estudado in vitro em neoplasias humanas e in vivo em modelos 

experimentais (48,51–55). O DCA é um análogo do ácido acético, no qual dois de três átomos 

de hidrogênio de um grupo metila são substituídos por átomos de cloreto, e seus sais e ésteres 

são chamados dicloroacetato (56,57). Na célula tumoral, o DCA atua como um “modulador 

metabólico” redirecionando o metabolismo de glicólise aeróbica para oxidação de glicose pela 

via mitocondrial. O DCA age estimulando o complexo de multienzimas CPD (complexo 

piruvato desidrogenase), complexo este responsável pela descarboxilação oxidativa de 

piruvato em acetil-CoA no citosol, co-enzima que atua diretamente no ciclo de Krebs, 

direcionando a produção energética para oxidação fosforilativa (OXFOS).  O estímulo do CPD 

acontece através da inibição da atividade de piruvato desidrogenase quinase (PDK). Como 

citado anteriormente, PDK é uma enzima quinase que inibe a transformação de piruvato em 

acetil-CoA e leva ao acúmulo de lactato no citosol (48,51–53,56,58). 

Além de reduzir drasticamente a produção de lactato e prótons pela célula, o DCA utiliza-

se de duas vias apoptóticas importantes, sendo uma delas a despolarização mitocondrial e 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), como peróxido de hidrogênio (H2O2), 

gerando assim apoptose dependente da ação mitocondrial. Sua outra via é a ativação de canais 

Kv1.5 onde o potássio intracelular (K+)i, é diminuído e assim sinalizando a ativação de 

caspases através da inibição do fator nuclear de células T (NFAT1), um fator de transcrição 

que está diretamente relacionado com a redução de apoptose de células tumorais (48). 

Ultimamente, diversas publicações relatam seu potencial terapêutico em diversos tipos de 

cânceres em seres humanos. Em 2013, foi investigada a atividade antitumoral do DCA em 

células de glioma in vitro e in vivo. O DCA foi capaz de inibir a proliferação destas células, 

além de induzirem apoptose in vitro. In vivo, os autores mostraram a habilidade do DCA de 

diminuir drasticamente o tumor em ratos e camundongos carreadores de tumores cerebrais 

tratados por gavagem, com doses variando entre 25–125mg/kg de DCA (53). Um relato em 
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literatura cita uma paciente humana com câncer de colón em estádio 4 que manteve doença 

estável por 4 anos sendo tratada apenas com DCA por via oral diariamente (59).O uso do DCA 

como terapia única após falha de resposta a outras modalidades terapêuticas, manteve a doença 

estável por um período de 5 anos em um paciente humano portador de  melanoma (60). Uma 

pesquisa realizada no Laboratório de Oncologia Experimental e Comparada da FMVZ-USP 

determinou efeitos antineoplásicos in vitro e in vivo utilizando-se o DCA em melanoma 

murino. O tratamento de células de melanoma B16-F10 in vitro reduziu drasticamente a 

viabilidade destas células. Camundongos portadores de melanoma B16-F10 no subcutâneo 

apresentaram diminuição do volume tumoral após o tratamento oral com diferentes 

concentrações de DCA, com nenhum efeito adverso detectável (61).  

O fato de algumas células tumorais realizarem glicólise aeróbica faz com que ocorra 

acúmulo intracelular de ácido lático e prótons. Uma das adaptações de células tumorais para se 

evitar este acúmulo intracelular letal, é a elevada quantidade de bombas e transportadores de 

prótons, o que acaba por acidificar o meio extracelular (MEC) da célula tumoral, carreando 

prótons para o MEC (48,62–65). 

Esse microambiente ao redor da célula tumoral com maior acidificação confere benefícios 

de sobrevivência ao tumor, maior resistência a quimioterápicos e está relacionado a um 

mecanismo de escape imunológico, assim como um comportamento mais agressivo e invasivo 

das células neoplásicas (46,63,64). 

Alguns dos agentes antineoplásicos utilizados atualmente na oncologia humana e 

veterinária são diretamente afetados pelo pH ácido do microambiente tumoral, o que confere 

um aumento na probabilidade de resistência tumoral ao tratamento antineoplásico de escolha. 

Normalmente, em uma célula tumoral, o pHi (pH intracelular) é alto e o pHe (extracelular) é 

baixo, conferindo à célula maligna uma adaptação em meios ácidos e o surgimento de 

resistência a múltiplas drogas (MDR, Multi Drug Resistance) e isso ocorre por meio de 
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proteínas transmembranais tais como os transportadores ABC (ATP-binding cassette). Uma 

outra hipótese de resistência tumoral é a presença de vesículas ácidas capazes de absorver 

prótons e transportar H+ para o MEC. A superexpressão de V-ATPase na membrana celular e 

hiper-regulação da atividade destes transportadores já foi amplamente relacionado com 

quimiorresistência e a atividade metastática de diversos tumores malignos em seres humanos 

(65). Estratégias de modulação de pHi e pHe tumorais vem sendo discutidas ao longo dos anos 

como uma possibilidade de intensificar a resposta de terapias antineoplásicas (63,64). 

O omeprazol (OMP) é um fármaco bastante conhecido, pertencente ao grupo de 

inibidores da bomba de prótons (PPI), utilizada com grande frequência no tratamento de 

diversas doenças relacionadas com refluxos gastroesofágicos, gastrites entre outras alterações 

patológicas gastrointestinais, tanto na medicina humana quanto veterinária. OMP é uma pró-

droga (inativada), que age diretamente nas células parietais na mucosa gástrica, sendo 

acumulada e reduzida em um metabólito ativo que interage diretamente com H+-K+-ATPase, 

que por sua vez, causa uma inativação irreversível desta bomba  e neutralização do pH (66).   

A segurança do uso a longo prazo do omeprazol foi descrita anteriormente em uma pesquisa 

que administrou OMP na dose de 0,17mg/kg uma vez ao dia, diariamente em cães saudáveis 

da raça Beagle por 7 anos (67). O uso deste fármaco pode resultar na redução da acidificação 

tumoral, inibindo as bombas de prótons das células cancerosas alvo, e assim, diminuindo o pHi 

e neutralizando o pHe, conferindo um aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e desencadeando processos sinalizadores pró-apoptóticos nas células malignas. O OMP 

em outros estudos já foi correlacionado com aumento dos níveis de apoptose celular pelo 

aumento da atividade de caspases e acúmulo de ROS dentro da célula maligna. E, já foi relatado 

seu efeito de modulação da autofagia em células cancerosas, inibição da atividade H+ -ATPase 

do tipo vacuolar com consequente aumento no pHe e pH lisossomal, inibição da sinalização de 

mTOR, um regulador de crescimento celular promovendo redução do crescimento celular e 
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levando a célula a morte celular através de apoptose. Outros relatos na literatura relacionam a 

capacidade do OMP em agir especificamente em células-alvo cancerosas pelo seu 

microambiente ácido, poupando os riscos de citotoxicidade em tecidos saudáveis e reduzindo 

assim chances de efeitos colaterais severos (68).  

Um estudo demonstrou que o OMP inibe a proliferação e modula a autofagia de células 

de câncer pancreático humano através de diversos mecanismos, e aumenta o efeito in vitro do 

quimioterápico 5-fluorouracil (69). A multirresistência a drogas (MDR) antitumorais é também 

um fator importante que pode ser correlacionado com a acidificação do microambiente tumoral, 

conforme mencionado anteriormente. Níveis altos de prótons e lactato induzem a protonação e 

neutralização de drogas quimioterápicas, impedindo a sua ação nas células tumorais. Este 

microambiente tumoral ácido dispõe de expressão exacerbada de bombas de prótons na sua 

membrana celular, potencializando o efeito MDR e interferindo na eficácia da maioria dos 

tratamentos quimioterápicos em alguns tipos de cânceres. Uma via da MDR pode ser revertida 

com o uso de alguns inibidores da bomba de prótons devido à sua ação inibitória nas bombas 

V-ATPases e aumentando a absorção e metabolização dos antineoplásicos dentro da célula 

cancerígena. Além disso, diversos relatos complementam a potencialização do efeito de drogas 

quimioterápicas e até mesmo do tratamento com quimio-radioterapia com o uso concomitante 

de OMP (63,64,69–73).  

  



32 
 

4 Material e Métodos 

 

4.1 Linhagens e cultivo celular 

 

Células de melanoma oral canino CMGD5 foram adquiridas da empresa Kerafast 

(Kerafast Inc.– Estados Unidos), e são provenientes de um cão macho orquiectomizado de 13 

anos da raça Poodle Miniatura (https://www.kerafast.com/item/1079/canine-melanoma-cell-

line-cmgd-5).  

Células da linhagem SK-MEL-28, provenientes de um indivíduo homo sapiens de 51 

anos, foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro – BRJ, Rio De Janeiro, Brasil 

(https://bcrj.org.br/celula/Sk-Mel-28-Melanoma-Human).  

As células comercialmente adquiridas já possuíam certificação de autenticidade e testes 

para micoplasma negativos na ocasião da compra.  

Todas as linhagens celulares foram mantidas em garrafas de cultivo celular com meio 

Dulbecco’s Eagle Modified Medium High Glucose (DMEM alta glicose Gibco, USA) e 

suplementadas com 10% de soro fetal bovino (Gibco, USA) e quando necessário suplementou-

se com 1% de antibiótico/antimicótico (Gibco, USA) antes do uso em experimentação. Foram 

mantidas em incubadora a 37ºC em 5% de CO2 em atmosfera úmida. O acompanhamento 

diário por microscopia foi realizado para a avaliação de possíveis contaminações por fungos 

ou bactérias e avaliação da confluência (Figura 12).  
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Figura 12 – Fotomicrografia de cultivo celular 2D (monocamada aderente) das linhagens de melanoma oral 

canino: A) CMGD5, B) SK-MEL-28, no aumento 10x. Toledo, G.F, 2020. 

 

 

4.2 Drogas 

 

O dicloroacetato de sódio (Sodium Dichloroacetate - DCA) foi adquirido da empresa 

Sigma Aldrich, USA. Antes de cada experimento, o DCA foi dissolvido em meio de cultura 

DMEM suplementado com 10% SFB na concentração desejada e filtrado com filtro de 

porosidade de 0.2 micrômetro para sua esterilização.  

O omeprazol foi adquirido da Sigma Aldrich, USA (Omeprazole 100mg) e foi diluído em 

veículo dimetilsulfóxido (DMSO) para preparo de solução estoque a 0.25M, mantido sob 

congelamento em temperatura de -20ºC. A partir da solução estoque de 0.25M foram 

preparadas as concentrações desejadas e filtradas com um filtro de 0.2 μm. 

 

 

4.3 Ensaio de citotoxicidade pelo método cristal violeta 
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Inicialmente, 0.4x104 células por poço foram plaqueadas em placas de 96 poços de fundo 

chato com as linhagens celulares CMGD5 e SK-MEL-28. O design de placas era feito da 

seguinte maneira para as duas linhagens (Figura 13):  

 

 
 

 
 

Figura 13 – Figura representativa do design das placas de 96 poços para os ensaios de citotoxicidade e análise de 

dose-efeito pelo ensaio colorimétrico do cristal violeta. Ambas as linhagens obedeceram a mesma formatação de 

placa em cada repetição experimental. 

 

Após 24 horas do plaqueamento, as células foram tratadas com as diferentes 

concentrações de DCA e OMP conforme mostradas no quadro a seguir (Quadro 2). A 

incubação com as drogas se deu por 48 horas. Após o período de incubação, seguiu-se com o 

ensaio do cristal violeta: foram adicionados 10uL de solução de cristal violeta por poço e após 

incubação por 10 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi desprezado, a placa 

vertida e cuidadosamente lavada em água corrente. Em seguida, as placas foram colocadas para 

secagem protegidas de sujidades do meio externo. Após secagem, 100uL/poço de metanol puro 

(Synth, Brasil) foram adicionados em cada poço e seguiu-se com a leitura das placas em 

espectrofotômetro a 570nm.  

Foram definidas as combinações de tratamento conforme demonstradas no quadro a 

seguir (Quadro 2): 
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Quadro 2 – Concentrações e combinações utilizadas nos experimentos de avaliação de citotoxicidade e 

sinergismo. 

 

Individual Individual Combinação 

DCA (mM) OMP(µM) DCA (mM) + OMP (µM) 

2,5 44,44 2,5 + 44,44 ou 66,66 ou 100 ou 150 ou 225 

5 66,66 5,0 + 44,44 ou 66,66 ou 100 ou 150 ou 225 

10 100 10 + 44,44 ou 66,66 ou 100 ou 150 ou 225 

20 150 20 + 44,44 ou 66,66 ou 100 ou 150 ou 225 

40 225 40 + 44,44 ou 66,66 ou 100 ou 150 ou 225 

 

O ensaio foi repetido por 3 vezes. Os dados foram analisados e a estatística realizada a 

partir do software GraphPad Prism5 pelo cálculo estatístico ANOVA de uma via, sendo p<0,05 

considerado estatisticamente relevante e utilizando-se pós-teste de Dunnett’s como teste 

múltiplo para comparação entre os tratamentos e o controle (veículo).  

 

 

4.4 Análise de morte celular por citometria de fluxo com uso dos fluoróforos anexina V e 

iodeto de propídeo  

 

Para análise de morte celular após o tratamento das linhagens CMGD5 e SK-MEL-28 

com DCA e OMP, optou-se pela análise por meio da marcação com anexina V e iodeto de 

propídeo e posterior análise em citometria de fluxo utilizando-se o kit Alexa fluor 488 

annexinV/Dead cell Apoptosis Kit – Alexa fluor 488 annexin V and PI for Flow Cytometry 

(Invitrogen, USA). Cada linhagem foi submetida ao mesmo desenho experimental para análise 

de ciclo celular conforme descrito a seguir na Figura 14.  

Neste ensaio, 6 x 104 células/poço foram plaqueadas em placas de 6 poços (Alemanha, 

Starstedt). Determinou-se os seguintes grupos de tratamento conforme ilustrada na figura 14 a 

seguir:  

• DCA 10mM + OMP 100µM;  

• DCA 10mM + 200µM;  



36 
 

• DCA 20mM + OMP 100µM;  

• DCA 20mM + OMP 200µM;  

• Controle (DMSO);  

• Controle Sem Iodeto de Propídeo (PI);  

• Controle Sem Anexina 5 (anx);  

• Controle sem nenhuma marcação (Branco) 

 

 

 

Figura 14 – Figura representativa do design das placas de 6 poços para os ensaios de morte celular com anexina 

V e iodeto de propídeo detectados por citometria de fluxo. 

 

Após 24 horas do plaqueamento, o meio foi desprezado, os poços lavados com 2 ml de 

PBS 1x. Após lavagem, foi adicionado 4 ml de meio starving (DMEM High glucose + 2% soro 

fetal bovino) com intuito de manter as células na mesma etapa de ciclo celular, prévio ao 

tratamento. Após 24 horas de incubação em incubadora de células, dividiu-se as placas em seus 

respectivos grupos de tratamento e o grupo controle foi tratado com DMSO no mesmo volume 

equivalente utilizado para dissolução do OMP. As concentrações foram pré-definidas 

baseando-se nos resultados médios adquiridos no ensaio de citotoxicidade e viabilidade por 

cristal violeta anteriormente.  

As placas foram tratadas em dose única por um período de 48 horas. Após 48 horas de 

incubação com o tratamento, o meio de cada poço foi descartado, as placas foram lavadas 

delicadamente com PBS 1 x por uma vez, e tripsinizadas, a fim de adquirir o máximo conteúdo 

de células provenientes de cada poço de tratamento para leitura no citômetro de fluxo. A 

solução celular foi reservada em tubos de leitura de citometria de fluxo, e coradas de acordo 

com manual de usuário do kit Alexa Fluor 488 annexinV/Dead Cell Apoptosis Kit (Invitrogen, 

USA). A leitura foi realizada em colaboração com o laboratório de Farmacologia e Toxicologia 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, com o auxílio 
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da Profª Dra Cristina de Oliveira Massoco de Salles Gomes. O citômetro de fluxo utilizado foi 

o FACSCalibur, e a leitura foi realizada em no máximo 10 minutos após as células terem sido 

coradas e filtradas para eliminação de grumos. Foram salvos no mínimo 10000 eventos para 

análise e adquiridos pelo software FlowJo 10. 

 

 

4.5 Avaliação bioenergética pelo ensaio de SeaHorse XFe96. 

 

O aparelho SeaHorse XFe96 quantifica em tempo real a respiração mitocondrial e 

glicólise das células tumorais. O aparelho possui cartuchos com sensores para fluoróforos 

diferentes, um que se incorpora com O2 e outro que possui sensibilidade a alterações no pH do 

meio, quantificando de forma real-time o consumo de oxigênio (OCR) – respiração 

mitocondrial e os níveis de acidificação extracelular (ECAR) – glicólise.  

Além da quantificação dos níveis basais de OCR das células, foram adicionados reagentes 

moduladores da respiração mitocondrial, que inibem ou estimulam os complexos da via de 

fosforilação oxidativa de forma a revelar parâmetros essenciais de sua função 

mitocondrial.  Para isso, foram utilizadas 3 diferentes injeções de inibidores ou estimulantes 

dos complexos respiratórios. A primeira mensuração é do nível basal das células. A primeira 

injeção, a oligomicina, é um inibidor do complexo V – ATP sintase, da qual inibirá a liberação 

de ATP e reduz o OCR a um valor mínimo. Esta redução de OCR está diretamente relacionada 

à produção de ATP celular. A segunda injeção, o carbonil cianida p-

trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) atua como um desacoplador químico do transporte de 

elétrons da fosforilação oxidativa e permite que os prótons retornem para a matriz mitocondrial 

sem passar pela ATP-sintase, fazendo com que a cadeia fosforilativa atue na sua capacidade 

máxima e, portanto, aumentando OCR ao seu maior nível. Esta capacidade máxima de 
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respiração define a capacidade média em que a célula é capaz de responder a demandas 

energéticas maiores ou quando está sob estresse.  A terceira e última injeção é uma mistura de 

dois compostos, a rotenona (um inibidor do complexo I) e a antimicina A (que inibe o complexo 

III). A combinação delas desliga a respiração mitocondrial e providencia a quantificação de 

respiração não mitocondrial, que é mediada por meio de processos externos à mitocôndria 

(Figura 15). 

 

  
 

Figura 15 – Ilustrações das injeções dos inibidores de respiração mitocondrial e suas ações em cada complexo da 

cadeia de fosforilação oxidativa. (Imagens adaptadas do manual Agilent Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit). 

 

Para a realização do ensaio se fez necessária uma etapa antecedente para a definição da 

concentração ideal de FCCP para a densidade celular das linhagens de melanoma canino e 

humana utilizadas neste projeto (dados de ensaios de padronizações não demonstrados). 

 

 

4.5.1 Teste de contaminação celular por micoplasma por ensaio PCR 

 

Já previamente testadas para micoplasma na ocasião da compra das linhagens CMGD5 e 

SK-MEL-28 de seus respectivos bancos de células, realizamos novamente o teste para 

micoplasma antes da realização dos ensaios no laboratório colaborador de Genética 
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Mitocondrial do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. O teste foi realizado por 

meio de reação em cadeia polimerase (PCR) em gel de poliacrilamida em TBE 10% adaptando 

o protocolo da reação de Mcgarrit G.J, 1975.  

 

 

4.5.2 Avaliação bioenergética das linhagens CMGD5 e SK-MEL-28 após 24 horas de 

monoterapia ou combinação de diferentes concentrações de DCA e OMP 

 

Devido a inúmeros estudos corroborando a capacidade dos fármacos DCA e OMP de 

interferirem diretamente no efeito Warburg e na alteração de pH do meio extracelular de 

diversas células tumorais in vitro, utilizamos o ensaio SeaHorse XFe96 (Agillent, USA) a fim 

de determinarmos a resposta do uso destes fármacos na respiração celular mitocondrial das 

linhagens CMGD5 e SK-MEL-28, e se o tratamento realmente afeta a via metabólica nestas 

linhagens. Para isto, 3x103 células de cada linhagem foram plaqueadas em duas diferentes 

placas de 24 poços de SeaHorse XFe96 (Agillent, USA) com 200uL de meio completo (DMEM 

High Glucose com adição de 10% de soro fetal bovino). O design de placa foi planejado de 

acordo com a Figura 16 abaixo. Após 24 horas de adesão das células às placas, os grupos de 

tratamento foram definidos da seguinte maneira:  

• Grupo 1: DCA 10mM;  

• Grupo 2: OMP 100uM; 

• Grupo 3: DCA 10mM + OMP 100uM; 

• Grupo controle veículo (DMSO) 

 

Após o término do tratamento, as placas foram mantidas em estufa de oxigênio e CO2 a 

fim de mimetizar as condições normais de acidificação no organismo.  
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Figura 16 – Desenho das placas de tratamento SeaHorseXF com diferentes concentrações de DCA e OMP em 

monoterapia ou uso combinado. A definição das concentrações foi desenvolvida após screening de concentrações 

em teste de viabilidade celular por cristal violeta e morte celular por citometria de fluxo, e após repetidos 

experimentos pilotos de ambas as linhagens nestas concentrações.  

 

Após 24 horas do tratamento, as placas foram retiradas da estufa celular convencional, os 

poços foram lavados com meio adaptado para a leitura do SeaHorse (sem a adição de tampão 

contendo bicarbonato de sódio e soro fetal bovino para não interferir com as trocas 

metabólicas). Os poços foram lavados cuidadosamente com o novo meio por 3 vezes 

consecutivas. Após as lavagens, as placas foram embaladas em papel alumínio com furos e 

mantidas em estufa a 37Cº sem CO2, por exatamente 1 hora, até a leitura no equipamento 

SeaHorse XFe96. A primeira leitura realizada foi dos níveis basais de OCR de cada poço, 

seguida de injeções de oligomicina [1mM], FCCP [1,5mM], rotenona [0,5uM] e antimicina A 

[0,5uM]. Após a leitura, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante de cada poço, adicionou-se 

100uL de TCA 10% (Ácido Tricloroacético 10%) para fixação, as placas foram então seladas 

com papel filme e armazenadas em geladeira convencional até a realização da normalização. 

Este ensaio foi repetido diversas vezes (mais de 7 repetições) até sua padronização, com 

diferentes concentrações dos fármacos e design de placa, para se estabelecer a melhor 

concentração que foi demonstrada neste estudo. Após definidas as concentrações dos grupos 

(Grupo 1: DCA 10mM, Grupo 2: OMP 100uM, Grupo 3:  DCA 10mM + OMP 100uM, Grupo 

4: DMSO), o experimento foi realizado em 3 replicações independentes (3 placas para cada 
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linhagem com as mesmas definições de densidade celular e grupos de tratamento). Os dados 

brutos sem normalização das leituras foram adquiridos pelo Software Wave® do próprio 

fabricante da máquina (Agillent, USA). Após a realização da leitura bruta, realizou-se a 

normalização das placas.      

 

 

4.5.3 Normalização das células após leitura bioenergética por SeaHorse 

 

Na ocasião da normalização, as células foram lisadas com 200uL/poço de solução de 

hidróxido de sódio (NaOH) na concentração de 1M após a retirada do TCA e lavagem com 

PBS 1X. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37Cº por 1 hora. Após o período 

de incubação, com um micropipetador de 1000uL foi-se homogeneizado bem cada poço a fim 

de destacar todas as células lisadas de cada poço. Com as células lisadas em suspensão, 

mensuramos a absorbância em espectrofotômetro a 260nm com o equipamento que aceita a 

dimensão da própria placa de SeaHorse XFe96 para leitura. A quantidade de DNA em cada 

poço, é linearmente correlacionada com o número de células, então, os valores de absorbância 

a 260nm (A260) foram utilizados para normalizar as medidas de consumo de O2 pelas células 

de cada grupo de tratamento.   

 

 

4.6 Análise estatística 

 

Para o estudo de viabilidade celular, os valores de leitura de densidade óptica de cada 

grupo de tratamento foram transformados em porcentagem em relação ao controle. Foi 

utilizado o software GraphPad Prism5 para a transformação dos dados e cálculo estatístico. O 
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teste estatístico utilizado foi a Análise de Variância (ANOVA) de 1 via seguido do pós teste de 

Dunnet de múltipla comparação.  Foram considerados estatisticamente significantes os valores 

de p quando p<0.05.  

No estudo de morte celular avaliados por citometria de fluxo, a média amostral de cada 

tratamento foi analisada pelo teste estatístico ANOVA de 2 vias. Foram considerados 

estatisticamente relevantes os valores de p<0.05. 

Na avaliação do consumo de oxigênio, os dados adquiridos pelo aparelho SeaHorse 

XFe96 foram normalizados através de espectrofotometria a 260nm (A260) conforme descritos 

no material e métodos anteriormente. Após adquiridos os valores de A260, estes foram 

transferidos a uma planilha no Excel, e foi-se utilizada a seguinte fórmula para definição do 

consumo de O2 de cada poço normalizado:  

CON=(OCR/A260)        

Sendo:  CON: consumo de O2 Normalizado, OCR: consumo de oxigênio da leitura bruta, 

A260: leitura da absorbância a 260nm.  

 

Após o cálculo da normalização de cada poço, foi calculada a média das leituras das três 

placas de cada grupo de tratamento. Após isso, seguiu-se com o cálculo do desvio padrão. 

Obtendo os dados de desvio padrão, inserimos os valores no software GraphPad Prism para o 

cálculo da estatística de cada linhagem usando-se o teste estatístico Kruskal-Wallis. Foi 

determinada a significância estatística quando p<0.05.  
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5 Resultados 

 

 

5.1 Ensaio de citotoxicidade pelo método cristal violeta das linhagens CMGD5 e SK-

MEL-28 

 

Primeiramente, foram avaliados os efeitos isolados do DCA e OMP nas células de 

melanoma oral canino CMGD5 pelo ensaio colorimétrico do cristal violeta, previamente 

descrito.  

Foi detectado que o DCA produz um efeito do tipo “hormese” quando utilizado como 

monoterapia nas linhagens CMGD5, devido ao estímulo no crescimento celular em 

concentrações mais baixas, como de 2.5mM e inibição do crescimento nas concentrações mais 

altas de 20 e 40mM (Figura 17A). 

Em seguida, avaliamos a resposta da linhagem CMGD5 ao OMP como monoterapia e 

demonstramos que OMP produz um efeito inibitório concentração-dependente a partir da 

concentração intermediária de 66.66 uM (Figura 17B). 
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Figura 17 – Efeitos de DCA e OMP na linhagem de melanoma oral canino CMGD5. A) Resposta do tratamento 

com diferentes concentrações de DCA (2.5 – 40mM) após 48 horas de tratamento. B)  Resposta do tratamento 

com diferentes concentrações de OMP (44.44 – 225uM) após 48 horas de tratamento. (Relevância estatística 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

 

Quando associamos as duas drogas e suas concentrações, foi possível demonstrar um 

efeito importante de redução da viabilidade celular de forma concentração-dependente, em 

todas as combinações testadas DCA 2.5 – 40mM com OMP 44.44 – 225uM (Figuras 18A-E).  

  

A B 
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Figura 18 – Tratamento das células CMGD5 com DCA e OMP em associação. A-E) Screening de concentrações 

de DCA (2.5 – 40mM) e omeprazol (44.44 – 225uM) em associação exibem um efeito inibitório de viabilidade 

celular avaliado pelo método cristal violeta (Significância estatística *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

 

Da mesma forma, avaliamos os efeitos isolados e em combinação do DCA e OMP na 

linhagem de melanoma humano SK-MEL-28. A linhagem SK-MEL-28 apresentou um efeito 

de estimulação da viabilidade celular com ambos os tratamentos individuais de DCA e OMP, 

quando comparados ao grupo controle (Figura 19 A e B). Hipotetizamos que a linhagem SK-

MEL-28 seja mais resistente aos efeitos das duas drogas quando em monoterapia.  

 

A B

B 

C 

D E 
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Figura 19 – Efeitos de DCA e OMP na linhagem de melanoma cutâneo humano SK-MEL-28. A) Resposta das 

diferentes concentrações de DCA (2.5 – 40mM) após 48 horas de tratamento. B)  Resposta das diferentes 

concentrações de OMP (44.44 – 225uM) após 48 horas de tratamento. (Significância estatística *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001). 

 

Quando utilizados os dois fármacos em associação, a linhagem SK-MEL-28 respondeu 

de forma concentração-dependente somente a partir das concentrações mais altas de DCA 

20mM e 40mM e OMP 100 - 225 uM (Figura 20A – E). 
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Figura 20 – Tratamento das células SK-MEL-28 com DCA e OMP em associação. A-E) Screening de 

concentrações de DCA (2.5 – 40mM) e omeprazol (44.44 – 225uM) em associação exibem um efeito inibitório 

da viabilidade celular a partir das maiores concentrações de DCA associado ao OMP, avaliado pelo método cristal 

violeta. (Significância estatística *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

 

 

5.2 Avaliação de morte celular das linhagens CMGD5 e SK-MEL-28 pelo método da 

anexina V e iodeto de propídeo por citometria de fluxo 

 

Quando avaliadas as combinações de tratamento de DCA e OMP na indução de morte 

celular, podemos notar que a linhagem canina CMGD5 apresenta maiores índices de morte 

celular concentração-dependentes quando em comparação com o seu próprio controle. Todas 

as combinações apresentam níveis crescentes tanto de morte celular por apoptose quanto por 

necrose, entretanto, morte celular por apoptose parece ser maior (Figura 21A). A linhagem 

humana SK-MEL-28 apresenta resultados variáveis de morte celular induzida pelas diferentes 

concentrações, sendo que quando comparadas ao controle, as combinações DCA 10mM + 
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OMP100uM e DCA20mM + OMP200uM mostraram maiores níveis de morte por necrose 

(Figura 21B). 
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Figura 21 – A) Avaliação da morte celular da linhagem CMGD5 após 48 horas de tratamento com as combinações 

determinadas de DCA e OMP. B) Avaliação da morte celular da linhagem SK-MEL-28 após 72 horas de 

tratamento com as combinações determinadas de DCA e OMP. (Significância estatística: *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001). 

 

Figura 22 – DCA e OMP causam morte celular em diferentes porcentagens nas linhagens de CMGD5 (A) e SK-

MEL-28 (B) após 48 horas de tratamento com as combinações determinadas de DCA e OMP. A determinação da 

média foi calculada a partir de triplicatas e quadruplicatas em uma repetição experimental. 
 

A 

 
B 
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Aprofundando mais a análise de morte celular, determinamos as populações de células 

que apresentaram apoptose precoce (Q3), apoptose tardia (Q2), necrose (Q1) e àquelas que se 

mantiveram-se viáveis (Q4) após as 48 horas de tratamento com as diferentes concentrações 

de DCA e OMP, conforme demonstrado na figura 22A para a linhagem CMGD5 e 22B para a 

linhagem humana SK-MEL-28. Podemos notar um aumento gradual de células em apoptose 

precoce conforme se aumenta a concentração das duas drogas na linhagem CMGD5(Figura 

22A). Já na linhagem humana SK-MEL-28, foi detectada morte por apoptose precoce e também 

morte por necrose (Figura 22B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 – Determinação da porcentagem de células viáveis, e porcentagem de células 

apresentando morte por apoptose precoce, apoptose tardia e necrose das linhagens CMGD5 (A) e 

SK-MEL-28 (B), após 48 horas de tratamento com as determinadas combinações de DCA e OMP. 

A porcentagem foi definida a partir da média das triplicatas ou quadruplicatas em uma repetição 

experimental. Relevância estatística em relação ao controle: α = apoptose precoce (p<0.01), β = 

apoptose precoce (p<0.001), γ = apoptose precoce (p<0.5), κ = necrose (p<0.05), ψ = necrose 

(p<0.001). Gráficos do ensaio de Anexina V e PI no eixo Y mostrando a porcentagem de células 

viáveis e no eixo X os diferentes tipos de morte celular detectados de cada linhagem celular: 

apoptose precoce, apoptose tardia e necrose. A mensuração foi realizada após 72 horas de 

tratamento com diferentes combinações de DCA em associação com OMP. A porcentagem das 

células foi determinada através da média de 3 amostras de cada tratamento. Relevância estatística 

comparada ao grupo controle: ANOVA 2-vias seguido do teste Bonferroni post-hoc: *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 
 

 

Para equiparar os gráficos visuais em dotplot com as porcentagens populacionais das duas 

linhagens e seu comportamento em relação a morte celular com o tratamento das duas drogas, 
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foi calculada a porcentagem de cada uma das populações, conforme demonstradas na Figura 

23A e 23B, para as linhagens CMGD5 e SK-MEL-28, respectivamente. Na linhagem de 

melanoma oral canina CMGD5, observa-se uma porcentagem maior de células em apoptose 

precoce, onde nas combinações DCA 20mM + OMP 100 uM e DCA 20 mM + OMP 200 uM 

a fração de células em apoptose precoce foi maior (Figura 23A). Células que se apresentaram 

em necrose ou em apoptose tardia não foram estatisticamente relevantes. A linhagem humana 

de melanoma cutâneo SK-MEL-28 apresentou uma resposta diferente, onde foi possível 

detectar populações apresentando necrose e apoptose precoce (23B). As únicas combinações 

de SK-MEL-28 que não apresentaram apoptose precoce em uma porcentagem estatisticamente 

relevante foram as combinações: DCA 10 mM + OMP 200 uM e DCA 20 mM + OMP 100 

uM, porém demonstraram uma população significativa de células em necrose.  

 

 

5.3 Avaliação bioenergética pelo ensaio de SeaHorse XFe24 

 

 

5.3.1 Teste PCR para verificar contaminação por micoplasma 

 

Após o teste para micoplasma por PCR, não foi detectada nenhuma contaminação de nas 

linhagens CMGD5 e SK-MEL-28 (Figura 24).  
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Figura 24 – Gel de poliacrilamida em TBE 10% para PCR para detecção de contaminação com micoplasma nas 

linhagens celulares CMGD5 e SK-MEL-28 (SKMEL). 

 

Após a testagem negativa para infecção de micoplasma nas culturas celulares, retomamos 

os ensaios de bioenergética. 

 

 

5.3.2 Avaliação bioenergética das linhagens CMGD5 e SK-MEL-28 após tratamento com 

DCA e OMP em monoterapia ou associação pelo ensaio de SeaHorse XFe96. 

 

O comportamento inibitório de DCA em PDK é amplamente relacionado, em 

diversas publicações, com a redução de lactato e reestabelecimento da oxidação 

fosforilativa e produção energética através da respiração mitocondrial. OMP de uma 

maneira, já foi relacionado com a alteração de pH em células tumorais, levando à 

ativação da cascata apoptótica através do aumento de espécies reativas de oxigênio, 

entretanto, seu mecanismo em células tumorais ainda não foi bem elucidado. Para 

avaliarmos a resposta bioenergética de células de melanoma oral canina e células de 

melanoma cutâneo humanas, realizamos o experimento SeaHorse XF para avaliação 

do consumo de O2
 exatamente 24 horas após o tratamento das linhagens CMGD5 e 
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SK-MEL-28 com as concentrações de DCA 10mM, OMP 100uM e a combinação 

DCA 100mM + OMP 100uM, conforme descrito anteriormente no material e 

métodos. 

No presente estudo, não houve diferença estatística quando avaliados os níveis 

de consumo de oxigênio basal (figura 25 A)  e máximo (Figura 25 B) entre o controle 

e as células da linhagem CMGD5 e SK-MEL-28. Portanto, nestas concentrações 

definidas, conclui-se que não houve alteração no consumo de oxigênio com o uso em 

monoterapia ou em associação de DCA e OMP em ambas as linhagens, canina e 

humana.  
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Figura 25 – Os níveis de consumo de oxigênio (OCR) foram mensurados em tempo real nas células 

da linhagem CMGD5 e SK-MEL-28 tratadas ou não com DCA e OMP, em associação ou não. O grupo 

controle foi tratado com DMSO. Foi determinada (A) a respiração mitocondrial basal (basal OCR) e 

(B) a respiração mitocondrial máxima (maximal OCR), após as injeções  de 1 M FCCP. Os resultados 

apresentados são a média  SD de 3 experimentos independentes, realizados em quadruplicatas.  
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6 Discussão  

 

 

Nas últimas décadas, a escassez de descoberta de novas moléculas eficazes para o 

tratamento de câncer tem gerado muitas pesquisas utilizando-se fármacos de “repurposing” 

(ou reaproveitamento). Fatores como o conhecimento da farmacodinâmica destas drogas, 

toxicidade e doses pré-estabelecidas para uso em outras doenças além do menor tempo para 

disponibilização de seu uso no mercado, vêm aumentando o interesse de cientistas ao redor do 

mundo a moléculas já conhecidas que possuem ações antineoplásicas. Na oncologia veterinária 

também não é diferente. O uso de drogas conhecidas com efeitos antineoplásicos é um tema 

que tem chamado a atenção de muitos pesquisadores para o uso em tratamentos veterinários 

(50).   

A reprogramação metabólica é uma adaptação de células neoplásicas bastante 

reconhecida, o forte impacto dela com a carcinogênese tornou esta adaptação uma das marcas 

registrada do câncer (38,57,74). O fato de que a maioria dos tumores sólidos apresentam 

mecanismos metabólicos alterados, tornou a utilização da via metabólica como alvo terapêutico 

e tem gerado muito interesse entre os grupos de pesquisa nos últimos anos (45).  

O mecanismo do DCA em células tumorais, conforme descrito anteriormente em revisão 

literária, envolve a inibição da piruvato desidrogenase quinase (PDK), retomada do 

metabolismo celular de glicólise aeróbica para fosforilação oxidativa, aumento de superóxidos 

mitocondriais e ativação dos canais Kv, levando à morte celular por apoptose e redução de 

proliferação celular em tumores sólidos (48,57). Além disso, as células tumorais apresentam 

um aumento exuberante de bombas de prótons, além de exibirem um microambiente ácido, o 

que promove resistência a diversos quimioterápicos e evasão do sistema de vigilância 

imunológica, beneficiando a carcinogênese e a progressão tumoral. A ação do OMP toma uma 
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via diferente do DCA, porém de uma forma complementar. OMP é capaz de aumentar a 

produção de espécies reativas de oxigênio acionando uma cascata apoptótica nas células 

tumorais, além de aumentar o pH extracelular no microambiente tumoral, beneficiando a ação 

de drogas terapêuticas e imunovigilância (63,71). Com este raciocínio, propomos por meio 

deste estudo avaliar a ação destes dois moduladores metabólicos, DCA e OMP, em células de 

melanoma oral canino e células de melanoma cutâneo humanas. Ambas as drogas já foram 

amplamente descritas com ações antineoplásicas em diversos tumores de forma experimental 

(57,75).  

Outro objetivo em nosso estudo foi avaliar a possibilidade destes dois fármacos 

apresentarem ação antineoplásica em células de melanoma oral canino e comparar os efeitos 

adquiridos nesta linhagem ao melanoma cutâneo humano, ou seja, avaliar se as mesmas 

respostas aos fármacos são obtidas em melanomas de espécies diferentes (cães e humanos). 

Para isso, primeiramente avaliamos como ambas as drogas agem sobre a viabilidade celular 

das duas linhagens diferentes sob perspectiva de local de origem (um melanoma oral e outro 

cutâneo) e de espécie. Estudamos a princípio como estes fármacos atuam quando utilizados em 

monoterapia. O DCA nas células da linhagem canina CMGD5 apresenta um efeito inibitório 

da viabilidade celular apenas nas maiores concentrações 20 e 40 mM. Já na concentração de 

2.5mM notamos um aumento da viabilidade quando comparada ao controle. O aumento desta 

viabilidade é um fenômeno denominado efeito hormese. Este efeito já foi anteriormente 

descrito em outros estudos in vitro. No estudo de Harting et al. com células mamárias caninas 

tratadas com DCA demonstrou-se que  em concentrações menores do que 10mM, as células 

demonstraram um maior estímulo de sua viabilidade em (58). Por este ser um estudo inédito 

avaliando a resposta do OMP em linhagens de melanoma canino e humano, até o momento 

desta publicação, não encontramos relatos na literatura para que possamos associar um 

comparativo da resposta de diminuição de viabilidade das células CMGD5 a partir da 
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concentração de 66,66 uM de OMP demonstradas. Por isso, concluímos que as células CMGD5 

são mais sensíveis ao tratamento de OMP em monoterapia quando comparadas ao DCA nas 

concentrações testadas.  

 Com isso, comparamos os efeitos do tratamento com as drogas DCA e OMP na 

viabilidade celular de células de melanoma humano, para avaliar se a resposta se representaria 

de forma igualitária. As mesmas concentrações de DCA e OMP utilizadas na linhagem 

CMGD5 foram usadas na linhagem SK-MEL28 e verificamos um efeito de estímulo da 

viabilidade celular quando comparado ao controle, tanto no tratamento das células com DCA 

quanto com OMP em monoterapia. Hipotetizamos que a linhagem SK-MEL-28 seja mais 

resistente aos efeitos das duas drogas quando em monoterapia. Por meio da comparação entre 

as células, mostramos a individualidade de resposta de cada linhagem aos fármacos testados. 

Podemos considerar que melanomas de diferentes espécies (humana e animal), localizações e 

até o mesmo tipo histológico podem apresentar respostas divergentes aos fármacos, ou seja, a 

possibilidade de resposta individual de cada paciente deve ser levada em consideração, levando 

em conta a espécie e até mesmo estadiamento do da doença. Um estudo in vitro semelhante 

utilizando inibidores da bomba de prótons esomeprazol e OMP também mostrou redução da 

viabilidade celular dose-dependente em células de melanoma humano metastático, e indicou 

que o efeito de citotoxicidade foi muito maior em um pH baixo (68).  

Tendo em vista a ação inibitória de viabilidade nas células CMGD5 e resistência de 

resposta da linhagem SK-MEL-28, questionamos se a associação das duas drogas afetaria de 

forma diferente ou sinérgica, a viabilidade das duas linhagens. De forma surpreendente, a 

associação das duas drogas sobre o tratamento da linhagem canina mostrou efeitos inibitórios 

sinérgicos em todas as concentrações associadas, exceto na combinação DCA 2.5mM e OMP 

44.44uM. Quando avaliamos a combinação das drogas no tratamento da linhagem de 

melanoma humano, combinações a partir de DCA 5mM + 100uM de OMP mostraram uma 
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redução de viabilidade pelo teste de cristal violeta, porém mesmo assim, demonstraram uma 

certa resistência à associação das duas drogas quando comparadas aos efeitos da linhagem 

CMGD5, confirmando mais uma vez nossa hipótese de resposta heterogênea entre as duas 

linhagens. Reiteramos que as concentrações utilizadas neste estudo, são altas para uso in vivo, 

entretanto nosso objetivo neste estudo foi de entender melhor o mecanismo de ação do uso 

destes fármacos sobre linhagens de melanoma canino em comparação com linhagem de 

melanoma humano. Determinamos que as linhagens de melanoma possuem uma resposta 

sinérgica de redução da viabilidade celular, e sugerimos que mais estudos deverão ser 

realizados para que possamos determinar se DCA e OMP podem ser efetivos no tratamento de 

melanoma oral canino. Nossos resultados demonstraram resposta indireta de sinergismo das 

duas drogas sobre o tratamento de MOC e melanoma cutâneo humano, sendo assim, candidatos 

interessantes para as próximas etapas de estudos pré-clínicos e clínicos.  

Salvo maior juízo, só existe um estudo avaliando os efeitos do uso da combinação de 

DCA e OMP. Este estudo foi realizado com células de fibrossarcoma in vitro e in vivo. In vitro, 

a combinação de DCA com OMP exibiu um efeito antitumoral mais potente quando comparado 

ao uso das drogas isoladas. Nesse estudo, foi demonstrado que a redução da viabilidade celular 

das células malignas,  foi maior quando o uso associado das concentrações de  DCA e OMP, e 

as drogas foram capazes de poupar fibroblastos normais, o que demonstra de forma indireta, 

que DCA e OMP tem como alvo células tumorais malignas (52).  

Visto que DCA e OMP apresentam efeitos inibitórios nas linhagens de melanoma canino 

e humana, testamos a externalização da fosfatidilserina, um fosfolipídeo exclusivamente 

encontrado na face interna da membrana celular em células saudáveis e que é exposta durante 

o processo de morte programada (apoptose). Questionamos se a morte celular apresentada 

ocorria a partir de necrose e/ou apoptose. Para isso, utilizamos o ensaio de morte celular e 

apoptose e avaliação por citometria de fluxo, conforme descrito nos materiais e métodos acima. 
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As células da linhagem CMGD5 apresentaram maiores níveis de morte celular por apoptose 

sendo que os índices de apoptose precoce predominaram nesta linhagem em todas as 

combinações (Figura 23A). Já a linhagem humana SK-MEL-28 apresentou maiores índices de 

morte celular por necrose do que apoptose precoce ou tardia (Figura 23B). Até o momento, não 

encontramos nenhum trabalho que associa a combinação das duas drogas em células de 

tumores melanocíticos, sendo este um estudo pioneiro das duas drogas em associação em 

tumores melanocíticos. Um estudo investigou a ação de DCA individualmente sobre as células 

de glioma C6 in vitro nas doses de 5, 20 e 40mM, concentrações próximas às utilizadas neste 

atual trabalho; o autor demonstrou um aumento dose-dependente de morte celular por apoptose 

(53). Já foi relatado que o Omeprazol determina morte celular programada (apoptose) em 

células de linfoma B humanas através de via de ROS (65). Até o momento, não encontramos 

relatos de que as drogas possam apresentar morte celular por necrose, entretanto, um estudo 

relatou que em células de carcinoma mamário canino, DCA não induziu apoptose e sim apenas 

inibição da proliferação destas células (58). Hipotetizamos que a sensibilidade às drogas, entre 

as duas espécies canina e humana inter-espécies e de tumores diferentes possam expressar uma 

heterogeneidade em suas respostas. Mais estudos são necessários para que possamos afirmar o 

real mecanismo de morte celular no uso destes fármacos sobre linhagens de melanoma 

maligno. 

Como ambas as drogas atuam em vias metabólicas diferentes, estudamos a possibilidade 

de DCA e OMP e seu uso em monoterapia ou politerapia poderem interferir na via glicolítica 

e aumentar os níveis de consumo de oxigênio pelas células de melanoma oral canino e 

melanoma cutâneo humano, sugerindo assim uma reprogramação da via glicolítica através do 

desbalanceamento do efeito Warburg. As células da linhagem canina CMGD5 e SK-MEL-28 

não apresentaram níveis representativos de aumento no consumo de oxigênio, mantendo-se em 

níveis muito parecidos das células controle não tratadas, com o uso em monoterapia de DCA e 
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OMP nas concentrações de 10mM e 100uM respectivamente ou a associação das duas drogas 

nestas concentrações. Isto pode sugerir que estas concentrações não foram suficientes para 

reprogramar o metabolismo bioenergético das duas linhagens. Sugerimos mais estudos com 

maior variedade de concentrações para avaliar a possibilidade de ambas as drogas possuírem 

um efeito direto na bioenergética destas linhagens. Outra possibilidade é que, nestas linhagens, 

o mecanismo de ação das drogas pode não ter como alvo o metabolismo celular glicolítico, o 

que contradiz a maior parte dos estudos envolvendo DCA em células tumorais malignas. 

Nenhum outro estudo, utilizando o SeaHorseXF e a associação de ambas as drogas foi realizado 

no nosso conhecimento até o momento, para que possamos equiparar os resultados. Alguns 

estudos utilizando o DCA em diferentes tipos de tumores avaliaram a bioenergética como um 

fator alvo importante no mecanismo de ação do DCA.  Um recente estudo associando o uso de 

DCA e metformina, um antidiabético inibidor do complexo I da cadeia fosforilativa, 

demonstrou que DCA em monoterapia sobre células de glioblastoma humano aumentou o 

consumo de oxigênio nestas células, que foi reduzido após a associação da metformina ao 

tratamento (76). Em células mamárias caninas, DCA na concentração de 10mM não afetou a 

expressão de PDK-1, entretanto, em ensaio indireto de mensuração de ROS, DCA 

aparentemente aumentou os níveis de ROS e produção de ATP via ATP sintase (58), sugerimos 

que talvez DCA em alguns tipos celulares não interfira diretamente com o metabolismo 

glicolítico como forma única. Futuramente, propomos estudar se existe algum tipo de relação 

do aumento de acúmulo de lactato e alteração do pH microambiente tumoral após o tratamento 

das linhagens de melanoma com DCA e OMP, para que possamos determinar se o OMP atua 

realmente alterando o funcionamento das bombas de prótons, e por sua vez, aumentando os 

níveis de pH do microambiente tumoral, o que corroboraria com a expectativa de que o 

mecanismo do OMP nas células tumorais também envolve a alcalinização e modulação do 

microambiente tumoral.  
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Outros estudos com mais concentrações e em diferentes linhagens devem ser realizados 

para que possamos entender como estas drogas reagem em uma perspectiva metabólica.  

Apesar de mais estudos serem necessários para a determinação do mecanismo de ação 

das duas drogas sobre o tratamento de melanoma oral canino, obtivemos resultados 

promissores de redução da viabilidade celular e morte por apoptose e necrose das células das 

linhagens CMGD5 e SK-MEL-28. Propomos então que DCA e OMP podem ser drogas 

promissoras para o uso no tratamento de pacientes veterinários portadores de melanoma oral 

canino. Um estudo mais aprofundado destas drogas se faz necessário, e poderá significar uma 

nova modalidade terapêutica para estes animais.  
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7 Conclusões 

- DCA e OMP isoladamente, e em diferentes concentrações, determinaram a diminuição 

da viabilidade de células CMGD5.  

- Isoladamente, DCA e OMP não reduziram significantemente a viabilidade de células de 

melanoma cutâneo humano (SK-MEL-28). 

 - DCA e OMP quando em associação, atuam significantemente de forma sinérgica na 

inibição da viabilidade celular em células de melanoma oral canino porém menos intensas nas 

células de melanoma cutâneo humano.  

- Em associação, ambos os fármacos determinam morte celular nas linhagens CMGD5 e 

SK-MEL-28, entretanto, o tipo de morte celular difere entre as duas linhagens.  

- Na perspectiva bioenergética, DCA e OMP não aumentam o consumo de oxigênio das 

células das linhagens CMGD5 e SK-MEL-28 nas concentrações utilizadas, portanto, nas 

concentrações utilizadas DCA e OMP não atuam como reprogramadores do metabolismo 

glicolítico destas linhagens.  

  



61 
 

Anexo: Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais 
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