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O cancer é considerado o mal do século, segundo a OMS, sendo 0 de mama o0 mais
letal entre as mulheres. Baixos niveis de oxigénio e nutrientes séo fatores limitantes do
microambiente tumoral. Porém, a proliferacdo celular maligna é garantida pela
sobrevivéncia e adaptacdo de células tumorais que apresentam perfil metabdlico glicolitico
anaerobio e aer6bio. Nesse contexto, alteracdes metabdlicas influenciam altamente a
biologia dessas células. Assim, a metformina tem sido considerada uma possivel droga
adjuvante no tratamento de cancer, pois, apesar da incerteza sobre o principal fator
antitumoral, a droga € capaz de promover a diminuicdo da concentracdo de insulina
circulante e ativacdo da AMPK. Dessa forma, compreender melhor o comportamento desse
fenbmeno em células cancerigenas sob tratamento pode contribuir para o desenvolvimento
de novas terapias combinadas, o que possibilita melhorar o tratamento e progndstico dos
pacientes. Para realizacdo do projeto, as células da linhagem MDA-MB-231
(adenocarcinoma mamario humano) foram cultivadas em meio L-15 (Leibovitz Medium)
suplementado com solugdo antibidtica e Soro Fetal Bovino. No teste de viabilidade foram
semeadas cerca de 7x 1073 células, em triplicata, para o tratamento de 5 concentracdes
com metformina e para o controle do experimento. A placa contendo as células foi incubada
a 37°C, overnight. Apés a adesao celular, foram adicionados ao meio metformina (100 mM,
em agua). A citotoxidade da droga nas células MDA _MB-231 foram determinadas pelo
ensaio padrao por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), cuja a
concentragao seguiu as recomendacdes do fabricante. As placas foram lidas a 595 nm no
espectofotbmetro Spectramax M5 (Molecular Devices — USA). A porcentagem de inibicao
do crescimento celular foi determinada através da comparacdo da densidade celular das
células tratadas com as células controle. Cerca de 750x10”3 células foram plaqueadas por
poco para andlise da expressao génica. Apdés 24 h de incubacédo, entre 4 pocos, trés
receberam tratamento com metiformina, e um formou o grupo controle. Apés o tempo de
exposicao de 24h, as células foram submetidas a extracdo de RNA utilizando o kit Power
SYBR® Green Cells-to-Ct™ (Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendac¢des do
fabricante. Afim de analisar a expressao de trés genes da via glicolitica, serdo desenhados
iniciadores para os genes que codificam as enzimas hexocinase, fosfofrutocinase e
piruvato cinase, bem como para os genes do controle endégeno (tubulina e miosina), para
utilizagao na técnica de gPCR em tempo real. O teste de viabilidade, no qual foram testadas
5 concentra¢cfes de metformina, indicou uma sobrevida de aproximadamente 84,4% das
células MDA-MB-231 tratadas com 1,25mM, cerca de 82,4% com 2,5mM de metformina,
66,2% sobreviveram na concentragdo de 5mM, 47,45% na presenca de 10mM e, por fim,
22% de sobrevida com a utilizagdo de 20mM. Os experimentos de qPCR em tempo real
estdo em processo de finalizagdo. Dessa forma, a conclusdo do projeto sera melhor
elucidado ap6s o termino do experimento de gPCR em tempo real.

Palavras-Chave: Cancer de mama. Metformina. MDA-MB-231.
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1. INTRODUCAO

Na proliferacdo celular, mecanismos de gestdo e controle possibilitam que o
processo ocorra de forma sustentavel. Entretanto, falhas podem ter como consequéncia o
cancer (SANTOS, 2015). Nesse sentido, o progressivo acumulo de uma massa de células
advindas de um processo replicativo e excessivo ndao compensado pela perda celular

apropriada é caracterizado como cancer (CASCIATO, 2008).

O céancer é considerado o mal do século e, de acordo com a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) foram gastos mundialmente, com o cancer, 1,16 bilh6es de dodlares, no
ano de 2010, enquanto a taxa de mortalidade atribuida a doenca foi de 8,8 milhdes de
pessoas no mundo, em 2015. No Brasil, o cancer mais letal entre as mulheres é o de mama,

representando 16,8% das causas de morte pela doenca (OMS, 2014).

Aparentemente, as células se tornam malignas devido a ocorréncia de mutacdes
genéticas que tém como consequéncia o aumento da sobrevivéncia e reproducdo celular
(JACQUELINE, 2017). Apesar de existirem fatores de risco associados a doenca, 0s genes
BRCA1 e BRCAZ2 estéo diretamente relacionados ao desenvolvimento do cancer de mama,
podendo aumentar em até 80% o risco de desenvolvimento dessa neoplasia maligna
(LOPES, 2013), enquanto alteracdes em genes supressores de tumor (eg. TP53, PTEN)
gue provocam a perda dos seus fatores protetivos, aumentam em até 50% as chances de
desenvolvimento de cancer de mama (CASCIATO, 2008). Nesse sentido, conclui-se que
em células de cancer, alteracdes metabdlicas importantes favorecem a biologia dessas

células.

O metabolismo é definido como o conjunto de todas as reacfes quimicas que
ocorrem no organismo. Dentre elas, de forma generalizada, existem as reacfes anabdlicas
- reacOes que combinam estruturas moleculares simples em compostos complexos - e as
reacfes catabolicas - reacfes que quebram compostos complexos em estruturas
moleculares simples (TORTORA, 2012).

s

Em organismos aerobios, a fosforilagdo oxidativa € a rota final do metabolismo
produtor de energia, para a qual converge o catabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas (NELSON, 2014). Contudo, na auséncia de oxigénio, a fosforilagdo oxidativa &
inibida, ficando a célula dependente da glicolise para a sintese de ATP, sendo dependente
do processo de fermentacao (efeito Pasteur) - conversao de piruvato em lactato - para
renovar NAD+, molécula essencial da via glicolitica. Entretanto, em células tumorais,

observa-se a troca da fosforilacdo oxidativa por glicélise aerdbia - realizacao de glicdlise,
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seguida de fermentacao, em detrimento da fosforilagdo oxidativa sob altas concentracdes
de oxigénio (efeito Warburg) (LOPES, 2013; NELSON, 2014).

Os baixos niveis de oxigénio e nutrientes sdo fatores limitantes do microambiente
tumoral. Porém, acabam por selecionar células neoplasicas com perfil metabalico glicolitico.
Tendo em vista que a glicélise proporciona maior producdo de ATP em menor tempo, em
comparacdo com a fosforilacdo oxidativa, a proliferacdo celular maligna é garantida pela
sobrevivéncia e adaptacdo de células tumorais que apresentam metabolismo glicolitico
anaerobio e aerdbio (LOPES, 2013).

A metformina tem sido considerada uma droga que pode ser utilizada como
adjuvante no tratamento de diferentes tipos de cancer, inclusive o de mama. Porém, os
resultados controversos obtidos pelos pesquisadores, deixa clara a necessidade de mais
pesquisas sobre o comportamento do metabolismo das células de cancer mediante o
tratamento com metformina. Ainda néo esta claro se a acéo indireta da metformina através
da diminuicdo da concentragdo de insulina circulante é o principal fator antitumoral
promovido pela droga; ou se sua agao direta através da ativacdo da AMPK tem maior poder
antitumorigénico; ou ainda se uma combinacdo entre esses dois mecanismos pode ser o
melhor caminho. Nesse sentido, a avaliacdo do comportamento metabdlico através da
analise da expressao de proteinas-chave da via glicolitica em células de cancer de mama
podera contribuir para compreender alguns questionamentos que permeiam a utilizacdo da
metformina no tratamento da doenca.

No Brasil, o cancer de mama € o segundo com maior incidéncia, ficando atras
apenas do cancer de pele ndo-melanoma (INCA, 2016). O tratamento do cancer de mama
exige uma série de analises que leva em consideracao o estadiamento da doenca. Cirurgia
e gquimio/radioterapia sdo os métodos mais utilizados nos tratamentos dos pacientes,
porém, a adversidade trazida por essas abordagens tém impulsionado as buscas por
inovacgdes terapéuticas contra o cancer de mama.

Atualmente, o interesse dos efeitos da metformina sobre o desenvolvimento,
tratamento e progressdo do cancer de mama tem aumentado de forma consideravel devido
a estudos que demonstraram a diminuigdo da incidéncia de cancer de mama em mulheres
diabéticas tratadas com metformina. Porém, embora os resultados com a metformina sejam
promissores, algumas questdes metabolicas ainda precisam ser elucidadas para melhor
esclarecer se as vias influenciadas pelo uso dessa droga sdo favoraveis ou ndo ao uso

terapéutico da mesmo, no tratamento do cancer de mama.



Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar os niveis de expresséo de
proteinas da via glicolitica em células de cancer de mama submetidas ao tratamento com
metformina, in vitro. Através do cultivo da linhagem de células de cancer de mama - MDA-
MB-231 -, da analise da viabilidade das células ap0s o tratamento com metformina, da
guantificacdo da disponibilidade de glicose no meio de cultivo das células apds este
tratamento, e, por fim, comparacdo dos niveis de expressdo cénica relacionada as
proteinas Hexocinase, Fosfofrutocinase e Piruvato Cinase em células de cancer apds o

tratamento com metformina.



2. FUNDAMENTACAO TEORICO
2.1. Cancer de Mama

O cancer de mama € o tipo de cancer mais comum em mulheres, responsavel por
cerca de 29% dos canceres diagnosticados por ano (CASCIATO, 2008). Na maioria dos
casos, o cancer de mama demora aproximadamente 8 anos, e trinta duplicacdes
consecutivas, para chegar ao tamanho de 1 cm (GOMES, 1997).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, os tumores malignos de mama
podem ser classificados em epiteliais n&o invasivos, epiteliais invasivos, mistos epiteliais
mesenquimais e tumores malignos diversos. Os tumores n&o invasivos séo classificados
dessa forma por respeitarem a membrana basal epitelial.

Menarca precoce, antes dos 12 anos de idade, primeira gravidez tardia, apds 28
anos de idade, nulipariedade, menopausa tardia, ganho significativo de peso na vida adulta,
uso distendido de contraceptivos orais, historico familiar, tempo prolongado de terapias com
reposicdo hormonal s&o alguns fatores associados ao aumento de risco do
desenvolvimento do cancer de mama (EVANS et al., 2002).

Ha algumas comprovacfes que mulheres com cancer de mama herdado possuem
um prognostico pior que em uma populagéo controle (FOULKES et al., 1997). Assim, o fator
hereditario € um dos aspectos de risco mais importantes a ser considerado para o
desenvolvimento de cancer de mama (EVANS et al., 2002). Exceto em casos raros como
a sindrome de Cowden, ndo ha pistas fenotipicas que ajudem a identificar as pessoas que
possuem mutacdes patologicas (EVANS et al., 2002).

Evidéncias sugerem que ha varias mutacdes genéticas envolvidas na predisposicédo
a cancer de mama (NAROD et al., 1995). Entretanto, as mais comuns sao alteracdes nos
genes BRCA-1 e BRCA-2 (EVANS et al., 2002). Individuos com mutacdes nos genes
BRCA-1 e BRCA-2 possuem o cancer de mama como a neoplasia maligna mais comum e
apresentam, assim, um risco de morte entre 46% a 87% (PRETRUCELLI et al., 2016).

O gene BRCA-1, localizado no brago longo do cromossomo 17, aparentemente é
responsavel pela supressdo da sinalizagéo a partir do receptor de estrogeno nas células
epiteliais mamarias. Mais de 500 mutacdes podem ocorrer nesse gene e sado herdadas
como um fator autossdmico dominante, de penetrancia variavel. As mulheres que
apresentam mutacdo em BRCA-1 tém chances de 50% a 85% de desenvolverem o cancer
de mama. Os tumores de mama que possuem esta mutagéo tendem a se apresentar como
negativo para o receptor de estrégeno (ER-) (CASCIATO, 2008).

O gene BRCA-2, localizado no cromossomo 13, assim como o gene BRCA-1, é um

gene supressor de tumor, porém possui uma complexidade maior que o gene BRCA-1. As
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alteracdes nesse gene aumentam o risco de desenvolvimento de melanoma, cancer de
mama, de ovarios e de pancreas e, majoritariamente, ocorre em idades mais avancgadas do
gue os que tém mutacdes no gene BRCA-1. O tumor com esta mutagdo em mulheres com
cancer de mama tende a se apresentar como positivos para o receptor de estrégeno (ER+)
(CASCIATO, 2008).

De acordo com as diretrizes da National Comprehensive Cancer Network, é
aconselhavel as mulheres com alterac6es nos genes BRCA-1 e BRCA-2 considerarem a
mastectomia bilateral como um tratamento cirdrgico primario para o cancer de mama,
devido a sua elevada taxa de cancer de mama ipsilateral e contralateral.

Em relag&o a outras formas de tratamento, a imunoterapia baseada em inibidores de
ponto de verificacdo combinada com a quimioterapia é considerada como um campo
promissor para o cancer de mama. O receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2) e CDK4/6 sédo dois alvos biolégicos mais importantes para o cancer de
mama. Dessa forma, os tratamentos anti-HERZ2 e inibidores de CDK4/6 aumentam a

resposta objetiva e a sobrevivéncia livre de progressao (HU et al., 2017).

2.2. Metabolismo Glicolitico das Células de Cancer

O metabolismo energético das células depende, principalmente, da glicélise e da
fosforilacdo oxidativa para a sintese de ATP. Durante a glicélise, a glicose € convertida em
duas moléculas de piruvato (com producéo de 2ATPs e 2NADH) que, posteriormente, entra
na mitocondria e € oxidado no ciclo de Krebs, processo no qual sdo produzidos NADH e
FADH2, moléculas que sao utilizadas na fosforilacdo oxidativa que, ao final, produz 36
ATPs. A fosforilacdo oxidativa é uma processo mitocondrial no qual a diferenca de
concentracao de ions H+ impulsiona a sintese de ATP pela enzima ATP-Sintase, localizada
na membrana mitocondrial interna. Porém, a geracao dessa diferenca de concentracdo de
ions H+ depende do oxigénio como aceptor final dos elétrons trazidos pelas moléculas de
NADH e FADH2. Sendo assim, na ocorréncia de hipoxia, a célula realiza fermentacao,
processo no qual o piruvato proveniente da glicolise é convertido em lactato ou etanol
atraves da interacdo com o H+ entregue pelo NADH (processo que renova NAD+), uma vez
gue a fosforilagéo oxidativa torna-se inviavel. A fermentacao é essencial para a manutencéo
da sintese de ATP, pois, uma vez que a fosforilacdo oxitativa esta impedida de ocorrer, a
célula fica dependente das duas moléculas de ATP produzidas pela gliclise, sendo essa
vida metabdlica dependente do NAD+ para prosseguir (NELSON E COX, 2014; BERG et
al., 2014).



Em meados de 1920, Otto Warburg e seus colaboradores descreveram o efeito
Warburg (ou glicélise aerdbica), afirmando que as células de céancer produzem lactato,
mesmo em condi¢cdo de altas concentracbes de oxigénio. Embora esse efeito tenha sido
proposto em detrimento da fosforilagdo oxidativa mitocondrial devido a algum defeito na
organela (WARBURG, 1956), estudos demonstraram que a atividade mitocondrial, bem
como a fosforilagéo oxidativa permanecem inalterados (MORENO-SANCHEZ et al., 2007;
Barbosa et al., 2012). As observacgdes de Warburg ajudaram a compreender melhor sobre
0 metabolismo energético das células cancerigenas e sao (teis na distincdo da
agressividade do tumor (ROMERO-GARCIA et al., 2011).

Em células pré-malignas foram observadas a ocorréncia de hipoxia e acidose
decorrentes da auséncia inicial de angiogénese, sendo esses fatores apontados como
pressbes seletivas que dirigem a adaptacdo dessas células no sentido de priorizar a
glicélise em detrimento da fosforilacdo oxidativa, sendo a hipdxia intratumoral relacionada
com o aumento do risco de metastase, resisténcia ao tratamento e mortalidade do paciente
(GORT et al., 2008; SEMENZA, 2008; HEDDLESTON et al., 2010).

Embora a fosforilacdo oxidativa continue ativa em células de cancer, ha uma
aumento significativo da glicélise comprovado por observacdes que indicam um elevado
novel de expressao dos genes relacionados aos transportadores de glicose, bem como as
enzimas envolvidas na via glicolitica (ALTENBERG E GREULICH, 2004; MORENO-
SANCHEZ et al., 2007; LU et al., 2007).

O aumento do fluxo glicolitico esta associado a maior atividade da enzima bifuncional
fosfofrutociase-2 (PFK-2)/frutose-2,6-bifosfatase-2 (FBPase-2) (Yalcin et al., 2009). A acéo
da PFK-2 nessa enzima favorece a sintese de frutose-2,6-bifosfato (F2,6BP) que, por sua
vez, aumenta a atividade da enzima fosfofrutocinase-1 (PFK-1). A PFK1 é uma enzima
chave na regulacdo do fluxo da glicélise, determinado se essa via estara acelerada ou
retardada. Como mencionado acima, a hipdéxia € uma ocorréncia natural em tumores
malignos e, embora a producéo de ATP pela via glicolitica seja 18 vezes menor do que na
fosforilacdo oxidativa, a velocidade na qual esse processo ocorre parece compensar essa
diferenca, sendo a glicolise o melhor caminho para a producdo de ATP no cancer (ROBEY
E HAY, 2009; ALTENBERG E GREULICH, 2004). A alta taxa de glicélise em células
cancerigenas tem como outras consequéncias ao aumento da sintese de acidos graxos e
nucleotideos, duas moléculas que contribuem para o metabolismo anabdlico do cancer.

Além da rapida producdo de ATP e da sintese de muitas biomoléculas
indispensaveis para o crescimento, proliferacdo e biossintese celular (CAZZANIGA E

BONANNI, 2015), a glicolise oxidativa proporciona outras vantagens importantes para as
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células tumorais. Com a diminuicédo da fosforilagdo oxidativa, as células tumorais reduzem
a producado de espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species), uma vez
gue esses compostos sdo gerados pela fosforilagdo oxidativa quando o oxigénio utilizado
nesse processo € convertido em superoxido que, posteriormente, deixa a mitocondria e €
transformado em perdoxido de hidrogénio, um composto toxico para a célula (SAITO, et al.,
2015). A (glicolise anaerbbia parece também estar envolvida na resisténcia a terapia
antitumoral. Nesse processo, o favorecimento da sintese de ribose-5-fosfato devido ao
acumulo de precursores provenientes da via glicolitica, tem como consequéncia o aumento
de producédo de glutationa, o principal antioxidante do ambiente celular. O aumento da
concentracdo da glutationa favorece a prevencdo contra danos oxidativos nas células
tumorais, bem como a detoxificacdo de drogas antitumorais, mecanismo no qual a
glutationa estaria atuando como antagonista da droga utilizada no tratamento (SAITO, et
al., 2015).

As células de cancer apresentam alteracdes em sua capacidade de ativar o
mecanismo de morte celular programada (apoptose) sendo, muitas vezes imortais. A
preferéncia pela glicélise aerébica em detrimento da fosforilacdo oxidativa parece
favorecer, também, protecdo contra o acionamento da apoptose. Os fatores pro-apoptoticos
sédo liberados pela mitocondria devido a alteracdes na permeabilidade da membrana
provocadas pela diferenca de potencial de membrana durante a fosforilagéo oxidativa. Uma
vez que a glicélise aerdbica proporciona a diminui¢do da fosforilacdo oxidativa, a alteracéo
da permeabilidade da membrana €, também, diminuida. Contudo, a glicélise aerdbica atua
de forma mais direta nessa alteracéo de permeabilidade da membrana mitocondrial: através
da hexocinase, a primeira enzima da glicdlise. Essa enzima se liga a uma proteina,
localizada na membrana interna da mitocondria, responsavel por permitir a saida dos
fatores pré-apoptéticos, sendo essa ligacdo uma dos fatores responsaveis pela diminuicéo
da apoptose em células de cancer (CAZZANIGA E BONANNI, 2015).

Nesse sentido, a glicolise aerdbica que ocorre nas células tumorais parece contribuir
com muitos aspectos patolégicos do cancer. Compreender melhor o comportamento desse
fendbmeno em células cancerigenas sob tratamento pode contribuir para o desenvolvimento
de novas terapias combinadas que poderdo melhorar o tratamento e prognostico dos

pacientes.

2.3. Uso de Metformina no Tratamento de Cancer
A metformina € uma droga utilizada no tratamento do diabetes e que tem

apresentado bons resultados em pacientes com cancer de mama, surgindo como uma novo
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potencial na terapia anticancer. Além de ter demonstrado uma menor incidéncia da doenca
em populac¢des que fazem o uso da metformina (EVANS et al., 2005; LIBBY et al., 2009),
em pacientes com céancer de mama foram observadas a inibicdo da proliferacdo tumoral,
bem como o impedimento da colonizacdo e a parada na fase G1 do ciclo celular, com
consequente diminuicdo da mortalidade (ALIMOVA et al., 2009).

Para células de cancer, o mecanismo de acdo propostos para metformina envolve
duas vias, uma direta e outra indireta. Na via indireta, uma vez que a insulina é considerada
um agente mitdgeno, a metformina esta relacionada com a diminuicdo da concentracao de
insulina circulante, uma vez que a metformina aumenta a atividade dos receptores de
insulina que, por sua vez, aumentam a translocacao dos transportadores de glicose (GLUT
2) nas células hepaticas (GUNTON et al., 2003) e musculares (FISCHER et al., 1995;
GUNTON et al., 2003). Esse mecanismo faz com que mais glicose seja transportada para
dentro das células (aumentando também a taxa de glicélise) e menos glicose esteja
circulando na corrente sanguinea, fazendo com que ocorra a diminuicdo da secrecao de
insulina pelo pancreas com consequente queda na concentracdo de insulina circulante
(PERNICOVA E KORBONITS, 2014).

A via direta proposta para o mecanismo da metformina envolve a diminuicdo da
sintese de ATP através do bloqueio do primeiro complexo enzimatico da cadeia
transportadora de elétrons localizado na membrana mitocondrial interna. Com a queda na
sintese de ATP ocorre o aumento da concentracao de AMP, fazendo com que a enzima
AMPK seja ativada via a cinase LBK1. A ativacdo da AMPK provoca a inativacdo da via
PISK/AKT/mTOR, conhecida por promover a proliferacdo celular. Porém, a ativacao da
AMPK pode estar relacionada a uma maior producao de energia através de vias catabdlicas
como, por exemplo, a glicolise (HARDIE E ALESSI, 2013); sendo esse um comportamento
gue poderia favorecer o metabolismo das células de cancer. Devido a obtencdo de
resultados controversos em relacdo a metformina, investigacdes sobre os efeitos diretos e
indiretos dessa droga no tratamento do cancer precisam continuar sendo explorada, no
intuito de esclarecer melhor as relacbes metabodlicas desencadeadas com esse tipo de

tratamento.
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3. METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado em parceria com o laboratorio de microscopia localizado
no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, sob supervisdo da
professora Dra. Sénia Nair B4o.

3.1. Cultivo e manutencéao das células

As células da linhagem MDA-MB 231 (adenocarcinoma mamario humano) foram
cedidas pelo Laboratério de Morfologia da Universidade de Brasilia. Estas células foram
cultivadas em meio L-15 (Leibovitz Medium) suplementado com 1% de solucéo antibidtica
(25 pug/ml de gentamicina) e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino). As células foram mantidas

em incubadora Umida a 37°C com 5% de COs..

3.2. Andlise da Viabilidade Celular

3 . .
Cerca7x10 células MDA-MB 231 foram semeadas, em triplicata, para o tratamento
com metformina; enquanto outra triplicata com o mesmo numero de células foi cultivada

para o controle do experimento. A placa contendo as células foi incubada a 37°C, overnight.

ApoOs a adeséo celular, foi descartado o meio e, em seguida, adicionados aos grupos
teste 150 uL de metformina diluida em &4gua e meio L-15, enquanto as células controle
permanecerdo em meio sem metformina. Foram testados 5 concentragdes de metformina
- 1,25 mM, 2,5mM, 5mM, 10mM e 20mM.

A citotoxidade da metiformina nas células MDA-MB-231 foi determinada pelo ensaio
padrdao por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), cuja a
concentracdo seguiu as recomendacdes do fabricante. Ap6s o periodo de tratamento de
24h, foram adicionados 150 pL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) em
cada poco da placa que contem as células (tratamento e controle), seguido de incubagéo
por 4 horas, no escuro e a 37°C. Em seguida, a solucdo de MTT sera retirada, sendo
adicionado 200 pyL de DMSO a cada um dos pocos para a diluicao dos cristais de formaram

(formados pela metabolizagdo do MTT nas mitocondrias das células viaveis).

Por fim, as placas foram lidas a 595 nm no espectofotbmetro Spectramax M5
(Molecular Devices — USA). A porcentagem de inibicdo do crescimento celular foi
determinada através da comparacdo da densidade celular das células tratadas com as
células controle, sendo essa comparacdo determinada pela férmula: porcentagem de

inibicdo = (1 — densidade da célula do grupo tratado)/densidade da célula do grupo controle.
13



3.3 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

Cerca de 750 x103 células por poco foram plagueadas para andlise da expressao
génica. Apos 24 horas de incubacdao, trés das quatro amostras receberam tratamento com
200 pL de metiformina diluida em agua e meio, enquanto a outra formou o grupo controle.
Cada poco teste recebeu uma concentracao diferente de metformina - 1,25mM, 10mM e
20mM. Apds o tempo de exposicdo de 24 horas, as células foram submetidas a extracao
de RNA utilizando o kit Power SYBR® Green Cells-to-Ct™ (Thermo Fisher Scientific),

seguindo as recomendacdes do fabricante.

O RNA total extraido sera quantificado por fluorimetria (Qubit, Invitrogen®) e as
concentracbes serdao igualadas entre tratamento e controle. A fim de retirar tracos
remanescentes de DNA gendmico ainda presentes apos a extracdo de RNA total, sera
realizado o tratamento de 1 mg de RNA com DNAse | (Roche®) a 37°C por 30 min. Ao
final, a DNAse sera desnaturada a 65°C por 10 min. Os cDNAs serao sintetizados utilizando
o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen®), de acordo com o manual
do fabricante. Na reacdo de sintese dos cDNAs sera utilizada uma aliquota que
corresponda a 1 mg de RNA a qual sera adicionado 2 uL de iniciadores [hexameros e oligo
(dT)20] e 1 uL de tampéo de anelamento, sendo a reacéao incubada a 65°C por 5 min seguida
de resfriamento em gelo por 1 min. Em seguida, serdo adicionados a reacao 10 uL de
tampao de reacdo (2X) e 2 uL da SuperScript Il e a sintese do cDNA ocorrera a 50°C por
50 min, sendo terminada a 85°C por 5 min. Apds sua sintese, o cDNA sera armazenado a
-20°C.

3.4 Desenho de Iniciadores

A fim de analisar a expressao de trés genes da via glicolitica, serdo desenhados
iniciadores para os genes que codificam as enzimas hexocinase, fosfofrutocinase e piruvato
cinase, bem como para os genes do controle enddgeno (tubulina e miosina), para utilizagao
na técnica de gPCR em tempo real. A sequéncia de nucleotideos para desenho desses
iniciadores, bem como dos genes que serdo utilizados como padrao, estdo disponiveis no
banco de dados GenBank. O iniciadores serdo desenhado através da ferramenta disponivel

na plataforma Primer3 Plus.

3.5 Andlise da Expressao Génica
A gPCR em Tempo Real seré realizada em triplicata para cada um dos tratamentos.
Como controle enddgeno sera utilizado a Tubulina e Miosina, o que possibilitara normalizar
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a expressao dos genes-alvo e corrigir possiveis variagoes entre as replicas. A comparacao
do perfil de expresséo dos genes relacionados a hexocinase, fosfofrutocinase e piruvato
cinase sera realizada através da quantificacdo relativa pelo método 222CT (Livak e
Schmittgen, 2001). A qPCR em Tempo Real sera realizada em reacfes de 12 uL contendo
6 uL do Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas®), 1 yL de cada par de
iniciadores (direto e reverso) a concentracdo de 0,1 uM, 2 uL de cDNA e 2 pL de agua no
equipamento Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR System utilizando o SYBR®
Green como indicador de fluorescéncia. As reacdes serdo montadas em placas de 96 pocos
de 0,1 mL (Applied Biosystem®) e centrifugadas por 1 min a 4000 rpm a fim de evitar
possiveis diferencas no volume final das rea¢des. Os parametros do ciclo de amplificacdo
serdo: desnaturacao inicial a 95°C por 2 min, seguida por 50 ciclos de desnaturacao a 95°C

por 50 s e anelamento/extenséo a 60°C por 48 s.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de viabilidade celular demonstrou que o uso de metformina na concentracao
de 1,25mM, ocasionou em aproximadamente 84,4% de sobrevivéncia das células MDA-
MB-231. Na concentracdo de 2,5mM, cerca de 82,4% das células sobreviveram, enquanto
gue na concentracdo de 5mM, foi de 66,2%. Por fim, nas concentracdes de 10mM e 20mM,
ocorreu uma
sobrevida das células

de, 1207 Metformina
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respectivamente, 47,45% e 22%.
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Todos os dados foram expressos como valor médio + EPM (erro padrdo da média)
de pelo menos trés experiéncias independentes. A diferenca entre os grupos foi analisada
usando analise one-way ANOVA. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas em P <0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o software do
GraphPad Prism 6.

A partir da analise de variancia com um fator (one-way ANOVA), constatou-se que a
comparacao entre o grupo controle e a concentracéo de 1,25mM, a concentracdo de 2,5mM
e a de 1,25mM, a concentracdo de 2,5mM e 5mM néo sao estatisticamente significativos.
Em relagdo a comparacdo com o controle, houve significancia ao relacionar com as
concentracfes 5mM, 10mM e 20mM. Além disso, entre outras comparacdes significativas,
destacam-se a relagéo entre 1,25mM com 10mM, 1,25mM com 20mM e 10mM com 20mM.

Dessa forma, a partir das comparacdes estatisticamente significativas foram
selecionados trés das cinco concentracoes testadas de metformina -1,25mM, 10mM e
20mM -, além do grupo controle, para extracdo do RNA e posteriormente andlise da
expressdo génica. Os experimentos de qPCR em tempo real estdo em processo de
finalizacdo, desse modo, os resultados sobre a expressdo génica ainda nao foram

esclarecidos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Embora o tratamento com metformina possa proporcionar um beneficio de sobrevida
para as células saudaveis quando adicionado a terapia sistematica, pode-se concluir,
através dos resultados, que o farmaco acarretou maleficios as células da linhagem de
cancer de mama, pois gerou diretamente efeitos inibitorios na proliferacdo celular,
principalmente com o uso de concentracdes maiores que 5mM.

Apesar disso, a metformina ainda ndo é usada no cenério de combate ao cancer de
mama pois, ainda ha a necessidade de mais pesquisas com assuntos relacionando
metformina e cancer. Neste quesito, pelo fato desse farmaco ser muito utilizado e fazer
parte do programa Farmécia Popular do Ministério da Saude no Brasil contribui ainda mais
para a importancia de mais pesquisas, pois logo se comprovado, traria grande beneficio

para a populacao.
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