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RESUMO

O cancer é uma doenca que acomete diferentes 6rgdos do organismo, com
comportamento biolégico variavel. O adenocarcinoma de préstata corresponde a 10% do
total de canceres. O feocromocitoma € um tumor neuroenddcrino derivado de células
cromafins que se encontram na medula da glandula supra-renal. Tem sido descrito efeito
inibidor da metformina sobre sobrevivéncia e crescimento celular, in vitro, em algumas
linhagens celulares de cancer. O presente estudo tem como objetivo investigar o efeito
citotoxico da metformina em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata humano
e de feocromocitoma de ratos. Foram utilizadas duas linhagens de adenocarcinoma de
préstata humano, LNCaP (andrégeno-sensivel) e PC3 (andrégeno-resistente) e células
de feocromocitoma, PC12-Adh. Foi utilizado o ensaio de MTT para a determinar a
viabilidade celular antes, apds tratamentos e na associacao de farmacos. Para avaliar se
metformina altera o ciclo celular da linhagem PC12-Adh foi realizado ensaio com
citometria de fluxo, usando concentracdes de 20,85mM de metformina e 8,23uM de
sunitinib. Por meio de Western Blot, foi avaliado se a metformina altera a expressao de
proteinas pro-apoptéticas. Os resultados mostraram que a metformina inibiu a viabilidade
de ambas as linhagens celulares de adenocarcinoma de prostata, LNCaP e PC3. A
metformina também inibiu a viabilidade das células PC12-Adh, com efeito de magnitude
semelhante ao sunitinib. Nao foi observado efeito sinérgico ou potencializacéo do efeito
do sunitinib sobre a inibicdo da viabilidade celular em células de feocromocitoma, quando
foi adicionada metformina. Esse resultado sugeriu possivel interacdo entre os dois
farmacos, onde o efeito do sunitinib foi aparentemente impedido quando as células foram
tratadas com metformina concomitantemente. O tratamento com metformina na
concentracédo de 20,85mM por 48h néo alterou o ciclo celular. Contudo, nessas mesmas
condic¢des, houve um aumento da expressao de proteina caspase 3, sugerindo inducéo
de apoptose. Os resultados sugerem que a metformina inibe a viabilidade das células
LNCaP de forma mais intensa que das células PC3, sugerindo que esse efeito possa ser
mediado pelo receptor de andrégeno. A metformina inibe a viabilidade das células PC12-
Ahc, nas concentracdes utilizadas, em magnitude semelhante a induzida pelo sunitinib.
Observou-se possivel interacdo entre metformina e sunitinib, in vitro, caracterizada pela
interferéncia com o efeito do sunitinib induzida pela adicdo de metformina nas menores
concentracdes. A metformina néo interfere no ciclo celular das células PC12-Adh apos 48
horas de tratamento, poréem induz aumento da expressdo caspase 3, sugerindo efeito
pro-apoptotico.



PALAVRAS-CHAVE: adenocarcinoma de céancer; feocromocitoma, metformina;
bicalutamida; sunitinib
ABSTRACT

Cancer is a disease that affects different organs and displays with variable
biological behavior. Prostate adenocarcinoma accounts for 10% of all cancers.
Pheochromocytoma is a neuroendocrine tumor derived from chromaffin cells situated in
adrenal medulla. It has been reported inhibitory effect, in vitro, of metformin on survival
and growth of some cancer cell lines. The present study aims to investigate the cytotoxic
effect of metformin on human prostate adenocarcinoma and rats pheochromocytoma cell
lines. Were used two human prostate adenocarcinoma cells lines, LNCaP (androgen-
sensitive) and PC3 (androgen-resistant), and pheochromocytoma cell line PC12-Adh. The
MTT assay is used to determined cell viability before and after treatment and metformin
with sunitinib combination. To assess whether metformin changes cell cycle of PC12-Adh,
the flow cytometry was performed, using metformin 20,85mM and sunitinib 8,23uM in
PC12-Adh cells. Western blot was used to determinate if metformin alter the expression of
pro-apoptotic proteins. The results show that metformin inhibited the cell viability in both
prostate adenocarcinoma cell lines, LNCaP and PC3. Metformin also inhibited PC12-Adh
cells viability similarly to sunitinib. There was no change in the inhibition of viability in
pheochromocytoma cells induced by sunitinib when metformin was added, suggesting an
inhibitory effect of metformin upon suntinib. This result suggested a possible interaction
between these two drugs, where the effect of sunitinib was apparently prevented when the
cells were concurrently treated with metformin. Treatment with metformin in the
concentration of 20,85mM for 48 hours did not alter the cell cycle. However, under these
same conditions, there was an increase in caspase-3 protein expression, suggesting
apoptosis. The results that metformin inhibits the viability of LNCaP cells more intensely
compared to PC3 cells, suggesting that this effect may be mediated by the androgen
receptor. Metformin inhibits viability of PC12-Adh cells, in similar concentrations those
induced by sunitinib. We propose a possible interaction between metformin and sunitinib
in vitro, characterized by interference with the effect of sunitinib induced by the addition of
metformin in lower concentrations and although metformin does not interfere with P~
Adh cell cycle after 48 hours of treatment, it leads to increased expression of caspe
suggesting a pro-apoptotic effect.

KEYWORDS: adenocarcinoma cancer; pheochromocytoma; metformin; bicalutamide;
sunitinib
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1 INTRODUCAO

O céancer foi responsavel por 8,2 milhdes de mortes nho mundo no ano de
2012 e estima-se que esse numero chegue a 13,2 milh6es em 2030. No Brasil, as
estimativas sdo de aproximadamente 576 mil novos casos de cancer no ano de
2015, de acordo com Instituto Nacional do Cancer (1). Trata-se de uma doenca
complexa, que acomete diferentes érgdos do organismo, com comportamento
biolégico varidvel e cuja fisiopatologia esta relacionada a fatores enddgenos e
fatores ambientais. Em comum, sabe-se que o desenvolvimento de cancer decorre
de desregulacdo nos mecanismos de controle da proliferacdo celular e apoptose.
Alteracbes em genes supressores tumorais, em genes que codificam microRNAs
(micro-ribonucleic acid) e em oncogenes tém sido identificados como fatores causais
em canceres, uma vez que podem interferir nesses mecanismos de sobrevivéncia

celular (2).

O adenocarcinoma de prostata € a segunda maior causa de morte
relacionada a cancer e a primeira em homens, chegando a 10% do total de canceres
(1). E um tipo de cancer comum, que esta associado a fatores genéticos, dieta
hipercalorica, estilo de vida e etnia (3). O feocromocitoma € um tumor
neuroendocrino derivado de células cromafins que se encontram na medula da
glandula supra-renal. E um tipo de tumor raro, usualmente benigno, porém com
elevada morbi-mortalidade. A prevaléncia do feocromocitoma é de 1:4500 com uma
incidéncia anual de 3 a 8 casos por um milhdo na populacdo geral (4). Quando
malignos, os feocromocitomas ainda ndo tém tratamento efetivo e constituem um

desafio desde o diagndéstico até seu manejo (5).

A metformina € um farmaco da classe das biguanidas, classificado como anti-
hiperglicemiante oral, utilizado no tratamento do Diabetes Mellitus tipo 2, no qual seu
principal efeito € o aumento do consumo da glicose pelo figado e musculo
esquelético (6). O mecanismo de acao envolve alteracdes metabodlicas que afetam a
producdo de energia da célula e interferem na homeostase. Recentemente foram
propostos possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos da metformina em alguns
tipos de canceres, como adenocarcinomas de mama (7), pancreas (8), pulméo (9),
intestino (10), prostata (7), mieloma mdltiplo (11), dentre outros. O efeito da

metformina nesses tipos de céanceres pode estar relacionado a mecanismos
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moleculares que envolvem estimulagdo de vias compostas por proteinas
supressoras tumorais e inibicdo de vias de proliferacdo e crescimento celular (12).
Entretanto, esses mecanismos encontram-se em investigacao inicial e precisam
ainda ser melhor elucidados em uma variedade de tumores com comportamento

distinto e nao justificam, até o0 momento, o uso clinico da metformina no cancer.

A insercdo de farmacos na terapia ou prevencdo do céancer, sejam eles
novos ou compostos que j& apresentem efeito terapéutico especifico, requer
detalhado entendimento dos efeitos envolvidos, em nivel molecular (intracelular),
tecidual, farmacocinético e clinico propriamente dito. Idealmente, busca-se identificar
farmacos seguros, com baixo risco de efeitos adversos e de baixo custo. Nesse
sentido, a busca por efeitos “secundarios” ou adjuvantes de medicamentos ja
amplamente conhecidos e efetivamente utilizados na préatica clinica, como a

metformina, é racional e interessante.

No que diz respeito ao cancer de préstata, os efeitos in vitro sobre diferentes
tipos de células de adenocarcinoma de préstata humanas tém sido bastante
explorados nos ultimos anos (13-15), porém esses efeitos sobre algumas vias de
proliferacéo ou de supressao tumoral ainda ndo sdo completamente compreendidos.
Por outro lado, pouco se sabe sobre os mecanismos que determinam o
desenvolvimento e comportamento biolégico (benigno ou maligno, localizagéo,
resposta terapéutica, etc.) de feocromocitomas, e os efeitos da metformina nesses
tumores sdo desconhecidos. Porém, foram descritos efeitos da metformina, in vitro,
em linhagens celulares com origem embrionaria semelhante aos de
feocromocitomas, tais como neuroblastomas, gliomas e ganglioneuroblastomas.
Nesses tumores, 0s quais sdo também originarios de células cromafins, observou-se
efeito antiproliferativo, diminuicdo da progressdo do tumor e diminuicdo da

viabilidade celular, quando tratados com metformina (16, 17).

Dessa forma, para melhor entendimento acerca da acao da metformina em
cancer de prostata e de feocromocitoma faz-se necessario realizar ensaios que
contribuam para esclarecer o comportamento das células tumorais na presenca da
metformina. Considerando a relevancia em se esclarecer os efeitos da metformina

sobre diferentes tipos de cancer e as possibilidades de sua inser¢do como parte do
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tratamento, o estudo acerca do comportamento de células de cancer de prostata e
de feocromocitoma na presenca de metformina foi realizado no presente trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ADENOCARCINOMA DE PROSTATA

Adenocarcinoma de pristata € o cancer mais comum em homens e esta atras
apenas do cancer de pele ndo melanoma no Brasil. E 0 sexto tipo de cancer mais
comum no mundo, representando cerca de 10% do total, com estimativa de 68.800
novos casos em 2015. A taxa de incidéncia é maior em paises desenvolvidos. O

maior indice ocorre em homens com mais de 65 anos (1).

O rastreamento inicial baseia-se na elevacdo dos niveis de PSA (Prostate-
specific antigen) e exame de toque retal, que € o exame mais especifico para
deteccdo do cancer de prostata. Caso ocorra a positivacdo desses exames, € entao
indicada a biopsia prostatica por ultrasonografia transretal. O progndstico
fundamenta-se na diferenciacdo histoldégica de Gleason, que € composta por 5
padrdes na escala de graduacéo. Essa escala varia de 2 a 10, sendo que de 2a 6 o
tumor classifica-se como mais diferenciado ou comportamento menos agressivo,
enquanto de 7 a 10 o tumor apresenta comportamento mais agressivo, sendo um

tumor menos diferenciado (18).

No caso de tumor localizado, o tratamento pode feito por prostatectomia
radical ou radioterapia. Em alguns casos, a doenca é considerada incipiente e é
apenas recomendado controle clinico, sem necessidade de intervencéo cirdrgica ou
radioterapia (19). Para pacientes com tumores que evoluem para doenca avancada
metastatica, o tratamento inicial indicado é a supresséo androgénica (20).

A terapia de supressao ou deprivacdo androgénica pode ser realizada de
diferentes formas, que incluem desde o uso de analogos de GnRH (Gonadotropin-
releasing hormone), os quais inibem o eixo hipotalamo-hipofise-testiculo, até o uso
de farmacos antiandrogénicos (21). Dentre estes, a bicalutamida € um
antiandrogénico nao esteroidal (Figura 1), que se liga a receptores de andrégenos

no citosol da célula, inibindo, assim, sua agédo. A bicalutamina é, portanto, um

antagonista do receptor de androgenos, que induz diminuicdo da sinalizagédo
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mediada por mTOR (mammalian target of rapamycin) e inibe a autofagia (renovacao

das organelas celulares) (22).

A bicalutamida apresenta elevada ligagdo a proteinas plasmaticas (até 96%),
sofre metabolismo hepatico de glicuronidacdo e oxidacdo, e € excretada por via
renal e fecal. Seus efeitos adversos comuns incluem edema, dor abdominal,
constipagdo, diarreia, nausea, astenia, hematuria, dispneia e dor. Pode ainda
apresentar efeitos adversos graves como insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto

do miocérdio, hepatotoxiciadade e faléncia hepética (22).

Estudo realizado por McLeod e colaboradores mostrou que pacientes com
cancer de prostata localizado avancado tiveram bom prognéstico quando tratados

com bicalutamida (23).

Figura 1: Estrutura da bicalutamida.

A enzalutamida atua também como antiandrogénico, porém interfere na
transcricdo de proteinas essenciais para autofagia (24). A abiraterona interfere na
sintese do hormbnio androgénico e, consequentemente, resulta em diminuicdo da

sinalizacao intracelular dependente da ativacdo do AR (androgen receptor) (25, 26).

Estudos recentes tém demonstrado diminuicdo da viabilidade celular de
células de adenocarcinoma de prostata humano tratadas com metformina,
principalmente em linhagens celulares sensiveis a deprivagdo androgénica (13).
Além de mostrar boa resposta na viabilidade celular desse tipo de célula, foi também
observado aumento da apoptose provocado pela metformina em células de cancer
de prostata sensiveis a androgenos e foram descritas algumas vias de sinalizacao

intracelular que poderiam estar envolvidas nesse efeito pré-apoptético da
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metformina (14). A identificacdo dessas vias tem se demonstrado essencial para a

caracterizacdo de novos alvos terapéuticos intracelulares mais especifico.

2.2 FEOCROMOCITOMAS

Feocromocitomas séo tumores neuroendocrinos raros, derivado de células
cromafins localizadas na medula da glandula adrenal. Essas células armazenam,
secretam e produzem catecolaminas: epinefrina, noraepinefrina e dopamina (27, 28).
Na maioria dos casos, os feocromocitomas originam-se na medula das adrenais e
tém comportamento benigno, porém com elevada morbi-mortalidade devido a
hipersecrecdo desregulada de catecolaminas e as emergéncias cardiovasculares
resultantes. Mais raramente, esses tumores sdo originados das células cromafins
dos ganglios do sistema nervoso autbnomo que estdo presentes em varios 6rgaos.
Nesse caso, sua origem € extra-adrenal, mais frequentemente no térax, abdome,

pelve, cabeca e pescoco, e sdo chamados paragangliomas (29).

A prevaléncia de feocromocitoma e paraganglioma € de aproximadamente
0,6% em pacientes com hipertensdo arterial, e até 1,7% em criancas com
hipertensdo arterial (5). Sintomas frequentes que ocorrem em portadores de
feocromocitoma s&o: hipertensdo, que pode ser paroxistica ou nao, cefaleia,
palpitacbes e diaforese. A mortalidade nesses pacientes esta relacionada com
complicacBes cardiovasculares, principalmente, infarto do miocardio, acidentes
cerebrovasculares (30).

Feocromocitomas e paragangliomas sdo tumores frequentemente
relacionados a fatores hereditarios com mutacfes em genes especificos. Embora
ambos tenham origem embriolégica semelhante, o comportamento da doenca é
variavel. Enquanto a malignidade ocorre em aproximadamente 10% dos
feocromocitomas, até 40% dos paragangliomas podem apresentar comportamento

maligno e em idade mais precoce, frequentemente na infancia (28).

O tratamento é feito com base no comportamento do tumor e visa
inicialmente sua retirada cirdrgica e a supressdo da secrecdo enddcrina de
catecolaminas (29). Nao ha marcadores diagnésticos de malignidade nesses
tumores e somente a evolucéo e a evidéncia de recidivas confirma a malignidade, o

gue pode ocorrer muitos anos apés a doenca inicial. Nos casos malignos, a resposta
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a guimioterapia e radioterapia é muito limitada, e a mortalidade é elevada, mesmo
em individuos mais jovens (5). Recentemente, novas terapias alvo-dirigidas vém
sendo estudadas, tais como o uso de inibidores de tirosina-quinase (sunitinib,
sorafenib), porém seus efeitos ainda sédo variaveis e parecem depender de outras
vias intracelulares envolvidas na tumorigénese (31). Resultados de estudos clinicos
preliminares que avaliaram a efetividade do sunitinib tem demonstrado resposta
conflitante, porém alguns confirmaram seu efeito antiproliferativo e melhora clinica
(28, 32).

O sunitinib (Figura 2) é um farmaco antagonista de mdultiplos receptores do
tipo tirosina-quinase (33) e apresenta efeitos antiangiogénico e antitumoral, agindo
principalmente na via VEGFR2/Akt/mTOR/S6K1 (vascular endothelial growth fator
receptor 2/ serine/threonine protein kinase Akt/ mammalian target of rapamycin/
ribosomal protein S6 kinase). Essa via de sinalizagéo intracelular esta relaciona a
sintese de proteinas ribossomais e a proliferacdo celular (32). Dentre os principais
receptores do tipo tirosina-quinase que sao inibidos pelo sunitinib, destacam-se os
PDGFRs (Platelet-derived growth factor receptors), o c-kit (Stem cell fator) e o
VEGTF, tanto a isoforma VEGFR-2 quanto a VEGFR-3 (34, 35).

O sunitinib ja tem sido indicado para o tratamento de alguns tipos de cancer,
tais como tumores de pancreas com origem neuroenddcrina (35), tumor de estroma
gastrintestinal, carcinoma hepatocelular e leucemias (36).

A farmacocinética do sunitinib envolve ligagdo a proteinas plasmaticas de
95%, metabolismo predominantemente hepético pela CYP3A4 (Cytochrome P450
3A4), excrecao fecal e renal e tempo de meia-vida de 40 a 60 horas (33).

Os efeitos adversos observados com o uso do sunitinib sdo: vomito, diarreia,
astenia e fadiga (37), dor abdominal, constipacdo, anemia, leucopenia,

linfocitopenia, aumento de niveis de acido Urico (33) e hipotireoidismo(38).


http://en.wikipedia.org/wiki/Platelet-derived_growth_factor_receptor
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Figura 2: Estrutura do sunitinib.

Assim, embora sejam raros, os feocromocitomas e paragangliomas malignos
ainda carecem de tratamento efetivo e representam importante modelo para o
estudo dos mecanismos de tumorigénese neuroenddcrina e desenvolvimento de

novas terapias antineoplasicas alvo-especificas.

2.3 METFORMINA
2.3.1 Origem e dados histoéricos

Na Idade Média, a planta francesa Galega officinales era utilizada para aliviar
a polidria, um dos sintomas observados em pacientes com diabetes. Na década
1920, foi isolada a guanidina, obtida do extrato dessa planta. A guanidina € um
composto ativo ao qual foram atribuidos os efeitos na melhora dos sintomas de
polidria. A partir da guanidina, foram sintetizadas as guanidas, e a associacéo delas
deu origem a biguanidas. Os primeiros farmacos da classe das biguanidas a serem

sintetizados foram fenformina (Figura 3) e buformina (Figura 4) (7, 39, 40).

Qj}—(:Hz—CH2 H
"N—C—N H—C—NQH

I I
H  NH NH

Figura 3: Estrutura da fenformina
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H,C—CH;CH,CH, H
"N—C—N H—c—NiH

A I
H  NH NH

Figura 4: Estrutura da Buformina

Em 1950, foi aprovada a comercializagdo desses farmacos na Europa e a
partir de entédo foram registrados graves efeitos adversos ao seu uso, principalmente
a acidose lactica. Posteriormente, obteve-se uma molécula com alteracdo em suas
cadeias terminais e insercdo de 2 grupos metil, a qual originou a metformina (Figura
5) (39). Entre 1994 e 1995, quando comprovada sua seguranca, o FDA (Food and
Drug Administration) aprovou seu uso e a metformina comecou a ser comercializada
nos Estados Unidos. Atualmente a metformina é o farmaco antidiabético oral mais
prescrito para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2 associado a resisténcia

insulinica (41).

H.C.. _H
N—C—NH—C—N_
g H

I I
HC  NH NH

3

Figura 5: Estrutura da metformina

2.3.2 Farmacocinética

A metformina € administrada por via oral com doses variando de 500mg a
2550 mg/dia (42). A absorcdo se da principalmente no seguimento superior do
intestino delgado, chega a circulagéo portal e acumula-se nos hepatocitos. Este € o
seu primeiro sitio de acdo, porém ndo sofre metabolizacdo hepatica. A meia-vida

varia de 4 a 8 horas e o0 pico de acao € atingido entre 1,5 a 2 horas (43). Nao se liga
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a proteinas plasmaticas, isto é, desloca-se livremente pela circulacdo e é excretada

predominantemente pelos rins por secrec¢ao tubular (43, 44).

A metformina penetra nas células por meio de um transportador ativo de
membrana chamado SLC22A (Amphiphilic Solute Transporter branch). Atua
principalmente nas mitocondrias, onde induz estresse energético celular, um
processo que pode estar relacionado com a maioria dos efeitos causados pela
metformina. Outros transportadores também foram descritos que podem atuar na
entrada de glicose na célula sdo OCT1, OCTN1(organic cation transporter 1), MATE
(aluminum-activated citrate transporter) e PMAT(Plasma membrane monoamine
transporter) (45, 46).

2.3.3 Aplicacdes clinicas

O uso de metformina aumenta a captacdo de glicose, mediada por maior
sensibilizacdo do receptor de insulina, e aumenta a utilizacdo da glicose pelas
células. Entretanto, os mecanismos intracelulares ou teciduais associados a esses
efeitos ainda ndo estdo completamente elucidados e tém sido alvo de pesquisas
recentes (45). Devido a esses efeitos sistémicos que favorecem a sensibilizacdo a
insulina, a metformina € utilizada em diversas enfermidades além do diabetes
mellitus, principalmente aquelas relacionadas a resisténcia insulinica, diabetes
gestacional, sindrome dos ovarios policisticos (47), esteatose hepéatica (44) e

sindrome metabdlica (48).

Atualmente, é um farmaco frequentemente prescrito nessas situacdes, com
perfil de seguranca bastante favoravel quando utilizado em doses baixas (49). Ha
evidéncias de que o uso de metformina esta relacionado a risco diminuido de
doencas cardiovasculares e a reducdo das complicagbes microvasculares no
paciente diabético (50). Outros efeitos atribuidos a metformina sdo a reducdo da
aterogénese, reducdo das concentracbes plasmaticas de colesterol total e de

triglicerideos, e a redistribuicdo de adipdcitos viscerais (44).


http://en.wikipedia.org/wiki/Plasma_membrane_monoamine_transporter
http://en.wikipedia.org/wiki/Plasma_membrane_monoamine_transporter
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2.3.4 Efeitos adversos

Os efeitos adversos observados com o uso da metformina s&o principalmente
desconforto gastrintestinal, nduseas e diarreia. Acidose lactica é um efeito adverso
pouco frequente e é observado em 1% da populacdo que faz o uso de metformina e
em pacientes com disfuncao renal (7, 51). Em uma revisdo da Cochrane 2010, com
347 estudos clinicos, observou-se que o uso da metformina ndo estava relacionado
ao risco de acidose lactica (52). Acidose latica é, portanto, rara, ocorrendo
predominantemente em pacientes como hepatopatia, insuficiéncia renal e abuso do
alcool (51). Acidose lactica parece estar relacionada ao efeito inibitorio da
metformina sobre o complexo 1 da cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria e

estresse energético intracelular (41, 44).

Outro efeito adverso é anemia megaloblastica. O uso crdénico de metformina
associa-se a deficiéncia de vitamina B12, provavelmente devido a diminui¢cdo de sua

absorcéao (53).

2.4.5 Metformina - mecanismos de acao

2.4.5.1 Mecanismos propostos para os efeitos metabdlicos da metformina

Dentre os principais efeitos metabdlicos da metformina, e mais recentemente
reconhecido, esta a inibicdo da gliconeogénese e efeito antagonista do hormonio
alfa pancreatico, o glucagon (54, 55). O glucagon é liberado em situacdes de
hipoglicemia, age no figado e promove gliconeogénese e glicogendlise. Em
hepatocitos de camundongos, verificou-se que o efeito antagonista do glucagon
ocorre como resultado do aumento dos niveis de AMP (adenosine monophosphate)
intracelular, que reduz a atividade de enzima adenilato ciclase, a qual, por sua vez,
reduz os niveis de cAMP (Cyclic adenosine monophosphate) e inibe a PKA (protein
Kinase A). A inibicdo da PKA impede a fosforilagdo de alvos criticos intracelulares e
o efeito final é o bloqueio da gliconeogénese hepética mediada pelo glucagon e da

glicogendlise (54).
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A metformina aumenta a sensibilidade & insulina e resulta na redugcdo dos
niveis de glicose plasmética e a estimulacdo da utilizacdo de glicose pelos
musculos. Ha evidéncias de que inibe genes que participam da gliconeogénese (48),
e de que a metformina melhora a atividade de tirosina-quinase, que medeia a
ativacao do receptor de insulina. Consequentemente, ocorre aumento da sinalizagao
celular que favorece a transposicdo dos canais GLUT1 (Glucose transporter 1),
(presente principalmente no figado) e GLUT 4 (Glucose transporter 4)
(transportadores de glicose para dentro da células musculares esquelética) para as

membranas celulares, o que resulta em maior captacéo de glicose sérica (39, 46).

A metformina também induz diminuicdo da lipélise e consequente diminuicdo
de substratos que poderiam ser utilizados para gliconeogénese. O AMPK (adenosine
monophosphate-activated protein kinase) ativado, gera diminuicdo da ativacdo da
HMGCoA redutase (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzime A reductase), enzima
qgue participa da sintese do colesterol. Ocorre reducdo dos produtos gerados por
essa sintese, sendo que alguns deles sédo esses essenciais para proliferacdo e
sobrevivéncia celular (49).

Mais recentemente, observou-se que a metformina inibe o complexo 1 da
cadeia de transporte de elétrons, o que gera acumulo intracelular de NADH
(Nicotinamide adenine dinucleotide reduced). O NADH funciona como sinalizador
energético na célula; & medida em que é formado, é utilizado pelo complexo 1 ou
NADH desidrogenase da cadeia de transporte de elétrons, que entdo oxida NADH
em NAD e H'. Essa reacéo possibilita a formac&o de energia ao final da fosforilacéo
oxidativa (terceira rota metabdlica). Com a inibicdo do complexo 1 da cadeia de
transporte de elétrons, o aumento de NADH sinaliza em direcéo a interrupcao de sua
producéo a partir das duas primeiras rotas metabdlicas para obtencdo de energia: a
glicolise e ciclo do acido ciclico. Essa interrupcdo gera estresse energético. Na
auséncia de energia suficiente ou sua diminui¢do, o piruvato formado ao final da

gliclise é desviado para a via do lactato em células hepaticas (55-58).

Diversos outros mecanismos tém sido propostos com base em estudos que
avaliaram efeitos pontuais da metformina em diferentes tecidos. Os principais

mecanismos estdo sumarizados a seguir (55):
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e Retardo na absorcéo intestinal de glicose e aumento da secrecdo de GLP-1
(Glucagon-like peptide-1);

e Aumento na producgédo de lactato pelos enterdcitos;

e Ativacdo da AMPK em hepatdcitos, resultante da reducdo de sua carga
energeética e da inibicdo da sinalizagdo induzida pelo glucagon, de enzimas
glicoliticas, da transcricdo de enzimas gliconeogénicas e do complexo

mitocondrial 1.

2.4.5.2 Estudos clinicos e mecanismos propostos para o efeito antineoplasico da
metformina

Os efeitos da metformina em alguns tumores comecaram a ser observados
em séries de pacientes com diabetes mellitus que faziam uso deste medicamento e
tinham diagnostico confirmado de um determinado tipo de tumor. Véarios desses
estudos observacionais demonstraram reducao da progressédo do cancer e aumento
da sobrevida dos pacientes (7). Dentre os canceres em que foi demonstrada
reducdo de sua progressao ou cura, destacam-se mama, préstata, colo-retal, dentre
outros (59-62).

A partir de entéo, diversos outros estudos verificaram associa¢des entre 0 uso
de antidiabéticos orais e reducdo da progressao ou incidéncia do cancer e sugeriram
que a metformina seria o antidiabético oral que tinha efeitos sobre a progresséao do
cancer (60, 61, 63-66).

Estudo coorte feito por Bowler e colaboradores avaliou a mortalidade por
cancer em pacientes que faziam uso de metformina em comparag¢do ao grupo com
sulfonilureia, e observou maior mortalidade relacionada ao cancer em pacientes que
utilizavam sulfonilureias (67). Em revisdo sistematica que incluiu 15 estudos, Singh e
colaboradores descreveram efeito protetor da metformina, estatisticamente

significativo, sobre a incidéncia de cancer de colo-retal (66).

Os mecanismos envolvidos em possiveis efeitos antineoplasicos da
metformina ainda ndo foram elucidados, porém tém sido propostos modelos

promissores, que apontam para a inibicdo da proliferacdo celular e da progressao do
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cancer, estabilizacdo do ciclo celular na fase GO e estimulo a apoptose. As relacdes
entre metabolismo celular e malignidade tém sido reconhecidas ha varios anos e
recentemente tém sido alvo de pesquisas com novos agentes terapéuticos. Tem
sido investigado um possivel efeito diferencial da metformina sobre vias de
sinalizacdo metabdlica fisiolégica, em células normais, ou sinaliza¢do anormal, como
ocorre em células neoplasicas, supondo-se um efeito preferencial ou mais especifico

em células neoplasicas (41).

Em células normais, ndo neoplésicas, a energia é gerada na forma de ATP
(adenosine monophosphate), a partir de trés rotas metabdlicas principais: a)
glicdlise; b) ciclo do acido citrico; c) cadeia de transporte de elétrons ou cadeia
respiratéria, seguida de fosforilacdo oxidativa. Na primeira etapa, ocorre conversao
de glicose a piruvato no citoplasma. O piruvato formado nesta via aerdbia, isto €, em
condicBes de elevada disponibilidade de oxigénio, entra na matriz mitocondrial, onde
é convertido a Acetil CoA (Acetil coenzime A). Esse, por sua vez, € utilizado no ciclo
do acido citrico, onde sdo produzidos NADH, FADH, (Flavin adenine dinucleotide),
GDP (Guanosine diphosphate) e ATP (7, 39). Resumidamente, as reacbes da
glicélise aerdbia e do ciclo do acido citrico resultam principalmente em acumulo do
intermediario NADH, e o desfecho final é a producdo de ATP a partir de ADP
(adenosine diphosphate) e fosfato, um processo que é definido como fosforilacao
oxidativa (15, 57).

NADH e FADH2 formados nas primeiras duas rotas metabdlicas seguem para
a terceira rota metabdlica que € a cadeia de transporte de elétrons. Esta é composta
por quatro complexos enzimaticos principais: NADH desidrogenase (complexo 1),
succinato desidrogenase (complexo 2), ubiquitinol oxidoredutase (complexo 3) e
citocromo oxidase (complexo 4). O complexo 1 atua juntamente com o complexo 3 e

4, assim como o complexo 2 (7, 39).

Na cadeia de transporte de elétrons, as enzimas do complexo 1 oxidam o
NADH formado a partir da glicélise e ciclo do acido citrico (2 primeiras rotas
metabdlicas), gerando NAD, H+ e um elétron para cada molécula de NADH
formada. O acumulo de NADH ativa mecanismos de transporte de elétrons atravées

da membrana interna da mitocondria, em uma série de reacdes em cadeia mediadas
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pelas enzimas dos complexos 1, 3 e 4. O Complexo 2 atua da mesma forma, porém
oxida o FADH2, ao invés de NADH, e converte succinato a fumarato (57).

O aumento do gradiente de protons (H+) no espaco intermembrana das
mitocondrias, resultante da atividade dos complexos enzimaticos da cadeia
respiratoria, ativa a enzima ATP sintase que € a responsavel final pela fosforilagéo

oxidativa, culminando com a disponibilizacéo de energia a célula (57)

Esses mecanismos de regulacdo da producédo de energia celular encontram-

se esquematizados na Figura 6.

Nas células neoplasicas, observam-se alteracdes metabdlicas que as
distinguem de células ndo neoplasicas. Sao células que se proliferam rapidamente e
o processo de proliferacdo celular e crescimento tumoral requer alta energia (7, 39,
49). Em células neoplasicas, ha predominio das vias da glicélise em detrimento da
fosforilacdo oxidativa. Assim, ha aumento da oxidacdo do piruvato formado e
também sintese de acido lactico, mesmo sob condi¢cbes aerdbias (com alto aporte
de oxigénio). Esse processo € chamado efeito Warburg, tipicamente observado em
células com transformacdo maligna. A gliconeogénese também é aumentada. Um
dos mediadores principais desse processo de reprogramacdo metabdlica de alta
eficiéncia no cancer é o HIF-lalfa, um fator de transcricdo, ativado por mTORCL1
(mammalian target of rapamycin 1), que promove aumento da expressao de enzimas
glicoliticas, de transportadores de glicose (GLUT-1) e de MCT4 (monocarboxylate
transporter 4), um transportador de acido lactico nas células.
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Figura 6: Cadeia de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa, figura adaptada (68).

Dentro desse contexto fisiopatoldgico, onde o desenvolvimento do cancer
envolve as alteragBes caracteristicas no metabolismo energético da célula

neoplasica, os mecanismos propostos para metformina reduzir a sobrevida de
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células de cancer esta relacionado basicamente & supressdo da energia e
consequentemente interrupc¢do ou reducao da proliferacao celular (49).

Ativacdo de AMPK e inibicdo de mTOR como alvos farmacolégicos

principais

De maneira semelhante aos seus efeitos metabdlicos, a metformina ativa a
AMPK, o0 sensor energético que aumenta em condicdes de estresse energético
celular. Até o momento, tem-se que esses efeitos parecem ser precedidos ou
induzidos pela inibicdo do complexo enzimatico 1 da cadeia de transporte de
elétrons. Assim, a metformina tenderia a gerar estresse energético, o que, para a
célula neoplasica, comprometeria basicamente seus processos de geracdo de
energia (15, 41). A inibicdo do complexo 1 da cadeia de transporte de elétrons
parece ser o principal mecanismo de inducdo de estresse, pois gera diminuicdo do
gradiente de prétons no espaco intermembrana, e consequente diminuicdo da
atividade de ATP sintase. Ocorre diminuicdo da formacdo de ATP e aumento dos
precursores AMP e ADP (45, 69). Com o estresse energético gerado pela
metformina ao inibir o complexo 1 da cadeia de transporte de elétrons, ocorre o
aumento da razao AMP/ATP (7, 8, 41). Os niveis aumentados dos precursores AMP
e ADP nas células, e reducao do ATP, induzem ativacdo alostérica da AMPK.

A AMPK ativada fosforila outras proteinas que funcionam como supressores
tumorais e que diminuem a sinalizacdo de proteinas relacionadas a crescimento e

proliferacéo celular, dentre elas, mTOR (7, 39).

7

MTOR é a subunidade catalitica central de dois complexos proteicos
(mMTORC1 e mTORC2), os quais tém papel central na promoc¢do do crescimento
celular. O mTORC1 esta associado ao RAPTOR e apresentam funcdo essencial na
sintese proteica que sinaliza para ativacao de outras proteinas como S6K (ribosomal
protein S6 kinase) e a proteina 4E-BP1, que controla mRNAs. Tem sido relado
sinalizacdo positiva do mTORC1 para receptores nucleares que participam da
sintese de lipideos. O mMTORC2 esta associado ao RIPTOR, porém sua funcao

celular € pouco elucidada. Supostamente o complexo mTROC2 participa da

regulacdo e sobrevivéncia celular, progresséo no ciclo celular e anabolismo (70).
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Quando Rheb (Ras homolog enriched in brain) esta bloqueado em virtude da
ativacdo de AMPK pela metformina, ocorre entdo interrupcdo na sinalizacdo do
MTOR que é uma proteina central que regula outras proteinas ribossomais e

crescimento celular (41) (Figura 7).

Além disso, outros complexos proteicos como LKB1 (liver kinase B1),
CaMKK2 (calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2) e TAK1 (TGF-B
activated kinase 1) auxiliam na ativacdo da AMPK, a qual, por sua vez, ativa o
complexo TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis 1/ tuberous sclerosis 2), que funciona
como um supressor tumoral. Isso resulta em bloqueio do Rheb, que é um regulador
distal do mTOR (7, 8, 41). AMPK ativada também inibe diretamente a proteina
RAPTOR (Regulatory-associated protein of mTOR), a qual ativa mTOR
constitutivamente (7) (Figura 7).

Os efeitos de inducdo da AMPK e consequente inibicdo de mTOR constituem
0S mecanismos dominantes propostos para um efeito direto da metformina sobre as
células de cancer (Figura 7). Uma vez ativada, AMPK inibe a neoglicogénese e a
sintese proteica, reduzindo a carga energética produzida na célula. Além disso, o
aumento de AMPK inibe mTOR, que é uma molécula efetora distal das vias de
sinalizacdo de fatores de crescimento celular, comumente ativada em células
cancerigenas e associada a resisténcia a farmacos antineoplasicos (49). Em outras
palavras, a supressdo de mTOR depende da ativacdo de AMPK, e esse processo
parece representar o efeito antineoplasico mais potente da metormina. A inibicdo de
MTOR afeta a sintese proteica e, consequentemente, a proliferacdo das células

tumorais (71).
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Figura 7: Ativagcdo de AMPK e inibigdo de mTOR como alvos
Farmacoldgicos principais, figura adaptada (7).
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Inibicdo da sinalizagdo induzida por fatores de crescimento (insulina e

IGF-1) e por receptores acoplados a proteina G (GPCR)

Adicionalmente, a AMPK ativada inibe IRS-1 (Insulin receptor substrate 1), um
mediador da ativacdo dos receptores de insulina (IR- insulin receptor) e do IGF1R
(insulin-like growth factor 1 receptor), que atuam como fatores de crescimento
celular. A inibicdo de IRS-1 resulta em inibicdo da fosforilacdo de AKT
serine/threonine protein kinase Akt) e, consequentemente, gera diminuicdo da
sinalizacdo do mTORC1 (7, 71).

Com a diminuicdo da sinalizagdo de mTORC1, ocorre regulacdo negativa
(downregulation) de receptores de membrana acoplados a proteina G (GPCR - G
protein—coupled receptors) que sinalizam por meio de uma cascata de proteinas de
crescimento epitelial Raf/MEK/ERK (fibrosarcoma rapidly accelerated/ MAP kinse-
ERK kinase/extracellular signal-regulated kinases). Assim, a metformina gera

diminuicao do crescimento celular por inibir a via Raf/MEK/ERK (7, 41).

Em conjunto, tem-se que a metformina altera o cross-talk entre as vias de
sinalizacdo induzidas por fatores de crescimento, mediadas por IRS-1 e por GPCrs
(7). (Figura 8)


http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
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Metformina @

Figura 8: Inibicdo da sinalizacdo induzida por fatores de crescimento (insulina e IGF-1)
e por receptores acoplados a proteina G (GPCR), figura adaptada (7).

Inibicdo de HIF-1a

O fator induzivel por hipéxia HIF1a (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) é
expresso quando a célula entra em estado de hipoxia. Essa proteina é ativada pela
proteina ribossomal 70S6K, que é ativado diretamente por mTOR. HIF1a fosforilado
(ativado) migra para o nucleo e liga-se a regido HRE (Hormone response element)
no DNA (Deoxyribonucleic acid), onde ativa a transcricdo de varios genes, incluindo

VEGF. Em consequéncia, hd aumento da angiogenese (72).


http://en.wikipedia.org/wiki/Hormone_response_element
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Tadakawa e colaboradores relatam que na presenca de metformina os niveis
de HIF1a estdo diminuidos, em associacdo a diminuicdo da sinalizagdo do mTOR, o
que resulta em inibicdo de VEGF e reducdo da angiogénese (72). A reducédo de
HIF1a regula negativamente o efeito Warburg observado em células neopasicas, 0

que contribui para o efeito antineoplasico da metformina (41).

Ativacao de p53

A inducdo da fosforilacdo de AMPK pela metormina ativa a proteina
supressora tumoral p53 (protein 53), que esta envolvida no controle do ciclo celular.
p53, por sua vez, ativa varios genes que inibem AKT e mTORC1(8). Contudo, o

papel da metformina na ativacao de p53 ainda permanece controverso (41).

Inibicdo de mTOR independente de AMPK

A inibicdo de mTOR também é gerada pela metformina por outras vias
independentes de AMPK. Por exemplo, a metformina inativa o complexo regulatorio
RagGTPase (enzime Ras-related GTP), um mediador da ativacdo de mTORC1
induzida por aminoacidos, independente de AMPK (39, 41).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como principal objetivo investigar o efeito citotdxico da
metformina em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata humano e de

feocromocitoma de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a viabilidade de linhagens de células de adenocarcinoma de préstata
humano — uma androgénio sensivel e outra androgénio resistente - e de

feocromocitoma de ratos tratadas com metformina em doses crescentes;

- Investigar o efeito da metformina associada ao sunitinib sobre a viabilidade celular

de linhagens de feocromocitoma;

- Investigar o efeito da metformina sobre o ciclo celular de linhagens de células

feocromocitoma;

- Identificar o efeito da metformina sobre a expressdo de proteinas da via da
apoptose de células de feocromocitoma;
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4 METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES E CULTURA DE CELULAS

4.1.1 Adenocarcinoma de préstata

Foram utilizadas duas linhagens de células de cancer de prostata, a LNCaP
gue tem origem de lesdo metastatica de cancer de prostata humano e se classifica
como adenocarcinoma (73). Trata-se de um tipo de células androgénio dependentes
que apresenta caracteristicas semelhantes as células de préstata normal. Outra
linhagem de cancer de prostata utilizada nos ensaios foram as células PC3, que
também classificam-se como adenocarcinoma e sao derivadas de céancer

metastatico com caracteristica mais resistente (74).

As células LNCaP foram cultivadas em RPMI 1640 (Sigma) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 1% de penicilina 100UI/mL +
estreptomicina 100ug/pL (Gibco), piruvato de soédio (Gibco) e HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid ) (Sigma). As células PC3 foram
cultivadas em meio de cultura HAM-F12K (Sigma) suplementado com 10% de SBF
(soro bovino fetal) (Gibco), penicilina 100UI/mL e estreptomicina (100ug/mL) (Gibco).
O cultivo celular segue especificagdes do Banco de células do Rio de Janeiro
(BCRJ) do qual foram adquiridas estas células. As células foram mantidas em

condic@es ideais em incubadora com 5% de CO, e temperatura de 37°C.

4.1.2 Feocromocitoma

A linhagem PC12-Adh é um tipo de feocromocitoma proveniente de Ratus
norvergicus e foi cultivada em meio de cultura HAM-F12 (Sigma) suplementado com
5% de SBF, 15% de soro de cavalo (Sigma), penicilina 100UI/mL e estreptomicina
100pg/mL. O cultivo celular segue especificagcbes do Banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ) do qual foram adquiridas estas células. As células foram mantidas

em condi¢des ideais em incubadora com 5% de CO, e temperatura de 37°C.
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Tabela 1: Caracteristicas das linhagens celulares.

Adenocarcinoma de préstata Feocromocitoma
LNCaP PC3 PC12-Adh
Homo sapiens Homo sapiens Ratus norvergicus
Androgeno Cancer metastatico Medula adrenal
dependentes
Semelhantes as células  Resistentes - Menos Secretam dopamina e
de prostata normal diferenciadas noraepinefrina
AR positivo AR negativo N&o secretam epinefrina

4.2 VIABILIDADE POR MTT

Para investigar os efeitos da metformina sobre a viabilidade das linhagens
LNCaP, PC3 e PC12-Adh foi feito o ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiliiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazol) e para avaliar se esse efeito era consideravelmente
importante foi feito o mesmo ensaio com bicalutamida nas linhagens LNCaP e PC3
e sunitinib na linhagem PC12-Adh. Apdés a obtencdo dos dados, foi construida uma
curva dose resposta para se determinar o Clsp (50% da concentracdo inibitoria
méaxima) dos tratamentos. Este valor de Clsq foi utilizado como padrdo nos ensaios

seguintes.

Células metabolicamente ativas reduzem o MTT a cristais de formazam
insoliveis em 4gua e sollveis em etanol. Dessa forma, quanto mais células viaveis,

mais cristais sdo formados e maior serd a absorbancia da amostra (75, 76).

Para realizar o experimento, foram plaqueadas 5x10* células por poco em
uma placa de 96 pogos com volume total de 80pL/poco. Foram incubadas 24h para

que as células se aderissem a placa e foram adicionados os tratamentos nas

concentracfes mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2: Concentracbes dos tratamentos utilizados no ensaio de
viabilidade celular com MTT.

Metformina (mM) Bicalutamida (uM) Sunitinib (UM)
LNCaP PC3 PC12-Adh LNCaP PC3 PC12-Adh

1 1 1 10 10 2
5 5 5 20 20 4
10 10 10 40 40 5
15 15 15 60 60 6
20 20 20 80 80 8
30 100 100 9
10

Os tempos de tratamento realizados foram 24 e 48 horas tanto para a
metformina quanto para o maleato de sunitinib (Sigma) e a bicalutamida (Sigma).
ApoOs estes tempos, 0 meio com tratamento foi aspirado e foram adicionados 80uL
de meio de cultura especifico para cada linhagem celular e 8uL (10%) de MTT
(Sigma) na concentragdo de 5mg/mL em cada pogo e foram incubadas por 4h 37°
5% CO,. Em seguida, foram adicionados 80uL de isopropanol acidificado, os cristais
formados foram homogeneizados até a dissolucao e em seguida foi feita a leitura em
espectrofotometro (Shimadzu) com comprimento de onda de 570nm. Para a
metformina foi feito um controle em um poc¢o contendo células e meio de cultura
correspondente a cada linhagem celular e para o sunitinib e bicalutamida foram
feitos controles em pocos contendo células, meio de cultura para cada linhagem

celular e DMSO:EtOH (Dimetilsufoxido:etanol) (2:3), veiculo para esses farmacos.

4.3 CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliar se havia interferéncia da metformina nas fases do ciclo celular
das células PC12-Adh, foi feito um ensaio utilizando a citometria de fluxo laminar, o
qual classifica particulas microscopicas suspensas em meio isotdnico através de um
fluxo luminoso. As células tratadas foram marcadas com iodeto de propideo que se
intercala ao DNA da célula e permite a diferenciacdo do tamanho do nucleo. O
iodeto emite fluorescéncia que € captada por canais de fluorescéncia selecionados

no citbmetro de fluxo. As células foram separadas de acordo com tamanho do
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nacleo, diferenciando cada fase do ciclo celular realizando a contagem em eventos a

medida que as células passam pelo fluxo.

Para realizar esse experimento, foram plaqueadas 200x10* células/poco em
placas de 6 pocos. Ap6s 24h, o meio foi aspirado e foi adicionado um novo meio
livre de SBF e de soro de cavalo, para que as células sincronizassem-se em uma so
fase do ciclo celular (cadenciamento). Apds 24h o meio foi aspirado e foi adicionado
meio com as seguintes concentragbes de tratamento: metformina 20,85mM e
sunitinib 8,23uM. Para a metformina foi feito um controle em um poc¢o contendo
células e meio de cultura e para o sunitinib foi feito um controle em poco contendo
células, meio de cultura e DMSO:EtOH (2:3).

Os tratamentos foram adicionados e foi aguardado 48h. ApGs esse tempo, foi
adicionado PBS gelado (tampéo fosfato salino - meio isotbnico), as células foram
tratadas com tripsina 0,5% por 3 minutos, coletadas para um microtubo de centrifuga
de 1,5 mL, centrifugadas a 2000rpm por 3 minutos, ressuspensas com 300uL de
PBS gelado e foram adicionados 700uL de etanol absoluto para fixacdo das células

na fase do ciclo celular que se encontravam.

Apbs 24h de fixacdo, as células foram centrifugadas e ressupensas em PBS.
Essas células foram marcadas com 50ug/mL de iodeto de protideo (intercala ao
DNA permitindo a diferenciacdo pelo tamanho do nucleo) e mantidas no escuro a
4°C por pelo menos 1 hora e em seguida foi realizada a leitura em citbmetro de fluxo
laminar FACSCalibur (BD Biosciences).

A coleta do material e a fixacdo foram realizadas no Laboratério de
Farmacologia Molecular da Universidade de Brasilia. A leitura das amostras foi
realizada gentilmente pelo biélogo Fabio Haach Téo sob concessao do Professor Dr.
Ricardo Coletta no Laboratério de Biologia Celular e Molecular da UNICAMP

(Universidade Estadual de Campinas).

4.4 EXPRESSAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Para investigar a expressdo de proteinas da via da apoptose nas células

PC12-Adh foi selecionado o ensaio Western blot utilizando o anticorpo anticaspase
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3 (Santa Cruz) que reconhece proteinas caspase 3 integras (procaspase — massa
molecular 33kD) e clivadas (caspase 3 — massa molecular 17kD). Para o controle
interno do Western blot foi utilizado o anticorpo anti-GAPDH (Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) (Abcam) que reconhece as proteinas GAPDH (37kD),

que sao proteinas constitutivas das células.

Para obter as proteinas, foram plaqueadas 3x10° células em placas de 10cm,
24h depois foi feito o tratamento com a metformina 20,85mM e sunitinib 8,23uM.
Para a metformina foi feito um controle em um pog¢o que continha células e meio de
cultura e para o sunitinib foi feito controle em um poc¢o que continha células, meio de
cultura e DMSO:EtOH (2:3).

ApOs 48h, o meio de cultura contendo os tratamentos foi aspirado e
adicionado PBS, as células foram coletas em microtubo de centrifuga de 1,5mL e
centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos. Logo a seguir, as células foram
ressuspensas com tampao de lise (10% de sacarose, 1% NP40, 20mM de Tris — pH
8,0, 137mM de NaCl, 10% de glicerol, 2mM de EDTA, 10nM de NaF e inibidor de
protease — Roche). As células foram lisadas e centrifugadas novamente a
12000rpm por 20 minutos.

As proteinas foram quantificadas pelos métodos de Lowry (Sigma)(77) e
BradFort (Bio-Rad). Uma curva-padrdo foi construida com BSA (bovine serum
albumin). As absorbancias encontradas das proteinas foram interpoladas com a
curva de BSA, determinando assim a concentracdo de proteinas totais em cada

amostra.

Apbs a determinacdo da concentracdo dessas proteinas, uma amostra foi
preparada (40ug de proteinas + tampéo de amostra com betamercaptoetanol e 4gua
destilada suficiente para completar 20uL), as proteinas foram desnaturadas a uma
temperatura de aproximadamente 96°C por 5 minutos e depois mantidas no gelo por
no minimo 5 minutos, prontas para serem aplicadas em um gel de acrilamida com
concentracdo de 14%. Esse gel foi previamente hidratado com tampao de corrida,
submetido a uma corrente de 160V por 15 minutos. Em seguidas, foram aplicados
20pL de amostra em cada pocgo e foi submetido a uma corrente de 110V por

aproximadamente 2 horas.


http://en.wikipedia.org/wiki/Bovine_serum_albumin
http://en.wikipedia.org/wiki/Bovine_serum_albumin
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ApGs a corrida o gel de acrilamida, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, previamente ativada com metanol. Essa transferéncia
ocorreu apos a submissdo a uma corrente de 24V por 1 hora e 30 minutos. Nesse
processo, as proteinas que estdo separadas no gel por peso molecular, passam
entdo para membrana. Essa membrana foi submetida a bloqueio, com solugéao
bloqueadora 10% (albumina do leite) por 12h. Apds este tempo, a membrana foi
lavada com tampéao Tris-salina (0,2 M) e 0,1% de Tween 20 (TBST) e foi incubada
com anticorpo primario anticaspase 3 em uma concentracao de 1:500 por 2 horas e
em seguida, foi incubada com anticorpo secundario anti-rabbit (o anticorpo primario
utilizado é rabbit) (Santa Cruz) em uma concentragcdo 1:5000 por 1 hora. Foi
aplicado ECLPRIME (GE) por 5 minutos (esse reagente contém o substrato para
enzima ligada ao anticorpo secundario). Os filmes foram expostos em tempos que
variavam de instantdneo a 30 minutos e revelados. Essa mesma membrana foi
lavada com tampéo de stripping - glicina, SDS, Tween 20 — (para retirar 0s
anticorpos) e reencubada com anticorpo primario anti-GAPDH com concentracéo de
1:1000 (por 2 horas) e o anticorpo secundario anti-goat (o anticorpo primario € goat)
com concentracdo 1:6000 (por 1 hora). Foi aplicado o ECLPRIME e revelado. A
quantificacdo das bandas do western Blot foi feita utilizando o software imageJ®.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os valores das absorbancias encontrados no ensaio de viabilidade celular
foram plotados no Microsoft Excel 2010 e foi encontrada a porcentagem de células
viaveis. A andlise estatistica selecionada foi regressédo nao linear com variavel slope
da dose de inibicdo versus resposta e célculo do Clso. Para a analise dos dados da
associacdo de farmaco foi selecionada a regressao linear. Esses dados foram

plotados no GraphPadPrism® versao 5.0 para Windows.

As porcentagens encontradas nos histogramas do ciclo celular foram plotadas
no GraphPadPrism® versao 5.0 usando a analise de variancia TWO-way ANOVA

com padrédo de comparacao pos-teste Bonferroni.

A quantificacdo das bandas do Western blot gerou valores de proteina liquida

e obteve-se a razao dividindo o tratado pelo controle. Os valores encontrados foram
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plotados no GraphPadPrism® versdo 5.0 usando a analise de variancia One-way

ANOVA com padrdo de comparacao pos-teste Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DA METFORMINA SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS DE CANCER
DE PROSTATA E DE FEOCROMOCITOMA

5.1.1 Efeito da metformina sobre a viabilidade das células LNCaP

Foi feito um padrdo utilizando bicalutamida, um farmaco que sabidamente
exerce efeito sobre a viabilidade das células LNCaP, atuando como antagonista do
receptor de andrégeno, para validar o ensaio , um farmaco. A Figura 9A mostra a
reducdo da viabilidade em 55% no tratamento das células LNCaP com bicalutamida
por 48h.

O efeito da metformina sobre a viabilidade das células LNCaP nos periodos
de 24 e 48h pode ser visto na Figura 9B. Com o aumento da concentracdo da
metformina a viabilidade celular foi decaindo, pode-se inferir que o efeito da
metformina nas células LNCaP é dose e tempo dependente e o valor do Clsg
encontrado foi igual a 7,96mM em 24h e 7,89mM em 48h (Tabela 3).

A B

1201 120- — 24hs

100+ --- 48hs

100+

804 80

60-
404

40-

Viabilidade celular (%)

204 204

Viabilidade celular (%)

OTO OTS 1?0 1?5 2?0 2?5 OTO 075 1?0 175
log [bic] (uM) log [met] (mM)

Figura 9: Ensaio de viabilidade celular por MTT. A - Células LNCaP tratadas com bicalutamida (bic)
por 24 e 48 horas nas concentragdes 1, 10, 20, 40, 60, 80 e 100uM .B - Células LNCaP tratadas
com metformina (met) por 24 e 48 horas nas concentragfes 1, 5, 10, 15 e 20mM usando o ensaio de
MTT. Os pontos no gréfico representam a média+EPM de 3 experimentos independentes em
triplicata.
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5.1.2 Efeito da metformina sobre a viabilidade das células PC3

A metformina reduz a viabilidade das células LNCaP, uma linhagem sensivel
que expressa AR (androgen receptor). Para investigar a possibilidade desse efeito
sobre a viabilidade estar relacionado ao receptor de androgénios, optou-se por
realizar o0 mesmo ensaio com uma célula que ndo expressa esse receptor. As
células PC3 foram tratadas com bicalutamida, para padronizacdo do ensaio e foi
observada uma reducédo na viabilidade de 40% e inibicdo de 20% quando as células

foram tratadas com metformina por 48h com Clsp= 19,2mM (Figura 10 e Tabela 3).
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Figura 10: Ensaio de viabilidade celular por MTT. A- Células PC3 tratadas com bicalutamida (bic) por
24 e 48 horas nas concentracdes de 1, 10, 20, 40, 60, 80 e 100uM. B - Células PC3 tratadas com
metformina (met) por 24 e 48 horas nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20mM. Os pontos no gréfico
representam a médiaztEPM de 3 experimentos independentes em triplicata.
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5.1.3 Efeito da metformina sobre a viabilidade das células PC12-Adh

Os efeitos da metformina na linhagem celular de feocromocitoma - PC12-Adh,
nao estao descritos, dessa forma, foi realizado um ensaio de viabilidade usando
MTT e para padronizacdo do ensaio foi utilizado o sunitinib, um inibidor de tirosina-
quinase que sabidamente exerce efeito sobre a linhagem PC12-Adh(32). O
resultado mostrou uma redugéo da viabilidade celular em aproximadamente 55%
com Clsp= 8,23uM com tratamento feito em 48h (Figura 11A). O tratamento com
metformina mostrou uma reducdo da viabilidade celular em 40% das células em
tratamento feito por 48h com 20,85Mm (Figura 11B). A Figura 11C mostra reducéo
ndamero de células PC12-Adh com tratamento com sunitinib 8,23uM por 48h e
alteracdo da morfologia das células e reducdo do nimero de células tratadas com

metformina 20,85 mM por 48 horas comparando com controle (Tabela 3).
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Figura 11: Ensaio de viabilidade celular por MTT. A- Células PC12-Adh tratadas com sunitibib (sun)
por 24 e 48h nas concentracdes 2, 4,5, 7, 8, 9 e 10uM. B - Células PC12-Adh tratadas com
metformina (met) por 24 e 48h nas concentra¢des 1, 5, 10, 15, 20 e 30 mM . Os pontos no gréfico
representam a média+EPM de 3 experimentos independente em triplicata. C- Células PC12-Adh
visualizada no aumento de 20X. C-1 controle DMSO:EtOH 2:3 + meio de cultura; C-2 tratamento com
sunitinib na concentracdo 8.23uM por 48h; C-3 controle (meio de cultura); C-4 tratamento com
metformina 20.85mM por 48h; Imagens da autora.
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Tabela 3: Clg, e inibicdo maxima da viabilidade das linhagens celulares de adenocarcinoma de
prostata e de feocromocitoma tratadas, utilizando o ensaio MTT.

Linhagem  Clgy 24Hs Inibic&o Clsg 48Hs Inibic&o
celular maxima da maxima da
viabilidade(%) viabilidade(%)
Metformina LNCaP 7,96mM 50% 7,89mM 97%
Bicalutamida LNCaP - 50% - 50%
Metformina PC3 10,28 mM 10% 19mM 20%
Bicalutamida PC3 - 20% - 40%
Metformina PC12-Adh 9,59 mM 10% 20,85 mM 40%
Sunitinib PC12-Adh 7,53 UM 60% 8,23 uM 65%

5.1.4 Efeito da associacdo de metformina e sunitinib sobre a viabilidade das
células PC12-Adh

A metformina e o sunitinib inibem a viabilidade das células PC12-Adh e esse
efeito é mais evidente no tratamento de 48h. Com o intuito de potencializar o efeito
de inibicAo da viabilidade celular do sunitinib, foi associada a metformina
(concentragdes entre 1 e 30mM) com uma concentragao fixa do sunitinib (8,23uM —
concentracdo esta igual a Clsp obtida no ensaio de viabilidade celular com MTT),
mostrando reducdo da viabilidade em aproximadamente 35% com Clsp= 12,57mM
em 24h e Clso= 13,78mM em 48h como pode ser observado na Figura 12A.

A acao do sunitinib sozinho na concentracdo de 8,23uM nas células PC12
reduziu a viabilidade das células para 67%. Ao adicionar-se metformina nas
concentracfes de 1 a 30mM houve uma reducéo da inibicdo da viabilidade celular,
ou seja, a viabilidade celular foi para aproximadamente 90%. O aumento da
concentracdo de metformina provocou uma diminuicdo da viabilidade celular até
atingir 70% e 55% (em 24 e 48h, respectivamente) na concentracdo mais alta do
ensaio que foi 30mM. Pensando no efeito protetor da metformina na acdo do
sunitinib, foi construida uma curva aumentando a concentracdo do sunitinib para
20uM e mantendo as concentracfes da metformina variando entre 1 a 30mM e foi
observado que esse efeito de protecdo permanecia. A viabilidade das células
usando somente sunitinib chega a 43%, quando é adicionada a metformina, nas

primeiras doses observa-se um reestabelecimento da viabilidade para 80% e a
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medida que aumentam as doses da metformina, a viabilidade reduz para 48% em 24
e 48h (Figura 12 e Tabela 4).
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Figura 12: Efeito da associacdo de metformina e sunitinib sobre a viabilidade das células PC12-Adh.
Ensaio de viabilidade celular por MTT. A — Concentracdo constante de sunitinib 8,23uM e
concentragdes crescentes de metformina 1, 5, 10, 15, 20 e 30mM por 24 e 48 horas. B-

Concentracdo constante de sunitinib 20uM e concentragdes crescentes de metformina 1, 5, 10, 15, 20
e 30mM por 24 e 48 horas. Os pontos no grafico representam a médiatEPM de 3 experimentos
independentes em triplicata.

Tabela 4: Associacdo de metformina em concentragBes crescentes e sunitinib em concentragcbes
fixas 8,23uM e 20uM em 24 e 48 horas.

Viabilidade celular
Metformina  Sunitinib 8,23uM  Sunitinib 8,23uM  Sunitinib 20uM  Sunitinib 20uM

24 hs 48 hs 24 hs 48hs

0 67% 67% 50% 43%
imM 88% 90% 70% 80%
5mM 91% 87% 55% 70%
10mM 80% 80% 55% 60%
15mM 77% 65% 50% 60%
20mM 65% 60% 50% 50%
30mM 70% 55% 48% 48%

5.2 EFEITO DA METFORMINA NOS EVENTOS DO CICLO CELULAR DAS
CELULAS PC12-Adh
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Inicialmente foi avaliado o efeito do sunitinib sobre as células PC12-Adh para
estabelecer um padrédo e foi utilizado na concentracdo de 8.23uM por 48h. Nao

houve alteracdo nos eventos do ciclo celular, como mostra a Figura 13.
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Figura 13: Ensaio da avaliacdo do ciclo celular em citbmetro de fluxo. Ciclo celular de células PC12-
Adh tratadas com sunitinib 8.23uM por 48h. A - Imagem representativa da distribuicdo dos eventos
marcados com iodeto de propideo no histograma: fase GO/G1 — 1° pico em vermelho, fase G2/M — 2°
pico em - fase S - vermelho e regido tracejada. Al - controle (meio de cultura + DMSO:EtOH 2:3);
A2 - sunitinib (8,23 uM). B - Representagéo de 3 experimentos independentes dos eventos por fase
do ciclo celular.

A metformina reduz a viabilidade de células PC12-Adh como visto na Figura
11B. Com base nos dados obtidos no ensaio de viabilidade das células PC12-Adh

tratadas com metformina optou-se em realizar um ensaio que avaliasse o efeito da
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metformina 20,85 mM nos eventos do ciclo celular. Os dados da Figura 14 mostram
que nao houve aumento da quantidade de células PC12-Adh na fase do ciclo GO/G1
quando tratadas, dessa forma, metformina ndo altera o ciclo celular das células

PC12-Adh com tratamento feito em 48h.
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Figura 14: Ensaio de avaliagao do ciclo celular em citbmetro de fluxo. Ciclo celular de células PC12-
Adh tratadas com metformina 20.85 mM por 48h.. A - Imagem representativa da distribuicdo dos
eventos e marcagdo das células com iodeto de propideo no histograma: fase GO/G1 — 1° pico em
vermelho, fase G2/M — 2° pico em vermelho - fase S - e regido tracejada. Al - controle (meio de
cultura); A2 — metformina ( 20,85mM ). B - Representacdo de 3 experimentos independentes dos

eventos por fase do ciclo celular.
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5.3 EFEITO DA METFORMINA NA EXPRESSAO DE PROTEINAS DA VIA DA
APOPTOSE DAS CELULAS PC12-Adh

Para identificar o efeito da metformina sobre a expressao de proteinas da via
da apoptose, caspase 3, inicilamente foi estabelecido um padréo utilizando sunitinib
8,23uM por 48 horas em células PC12-Adh como pode ser visto na Figura 15 que
mostrou aumento da expressédo de caspase 3 clivada e reducdo da expressao de
pro-caspase (P<0,05).
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Figura 15: Ensaio da avaliacdo da expresséo da proteina caspase 3 da via da apoptose das de
células PC12-Adh tratadas com sunitinib 8.23uM por 48h (40ug de proteinas). A - Imagem
representativa de 1 experimento. B - Quantificacéo das bandas de 3 experimentos independentes
(*P<0,05).
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Nos experimentos anteriores, foi observado que a metformina reduz a
viabilidade das células PC12-Adh em 40% com tratamento feito por 48h com a
concentracdo de 20,85mM. Para investigar se a metformina poderia interferir na
expressdo de proteinas da via da apoptose das células PC12-Adh, foi realizado o
ensaio de Western blot com anticorpo anticaspase 3 que reconhece proteinas
caspase 3 da via da apoptose. Os resultados mostrados na Figura 16 sugerem que
a metformina aumenta a expresséo de proteinas caspase 3 clivada quando tratadas

com a concentracao de 20,85mM por 48h.
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Figura 16: Ensaio da avaliacdo da expressao da proteina caspase 3 da via da apoptose das células
PC12-Adh tratadas com metformina 20.85mM por 48h (40ug de proteinas). A - Imagem
representativa de 1 experimento. B -Quantificacdo das bandas de 1 experimento.
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6 DISCUSSAO

O cancer é uma doenca de alta complexidade. Opc¢des terapéuticas ainda séo
limitadas e variam conforme sua origem e comportamento biolégico. Nesse sentido,
novas opcdes de tratamento vem sendo exploradas, que busquem aumentar a
eficacia do tratamento e diminuir os efeitos adversos. Neste contexto, a incluséo de
alternativas terapéuticas seguras e eficazes, adjuvantes, curativas ou que visem

aumentar a sobrevida do paciente com qualidade de vida € necessaria (78).

7

A metformina é o antidiabético oral mais prescrito para o tratamento do
Diabetes Mellitus devido a sua seguranca e eficacia no controle glicemico (53).
Diversos estudos clinicos apontaram para associacdo entre o uso de metformina e a
reducdo e prevencado na progressdao em diferentes tipos de cancer (7, 59-66). O
efeito citotéxico desse farmaco em células tumorais tem sido explorado, mais
amplamente, a partir de estudos in vitro, porém, em alguns tipos de cancer, seus

efeitos e mecanismos farmacoldgicos ainda nao foram totalmente esclarecidos.

Inibicdo da viabilidade celular induzida pela metformina em linhagens de

adenocarcinoma de prostata (LNCaP e PC3)

O cancer de préstata esta entre os mais prevalentes na populacdo geral. A
maioria tem bom progndstico, quando diagnosticado precocemente, porém, em
muitos casos ndo ocorre resposta terapéutica adequada e a doenca evoluiu, 0 que
piora 0 prognostico do paciente. Tumores mais responsivos ao tratamento,
normalmente sdo tumores mais diferenciados, que possuem caracteristicas mais
semelhantes aos tecidos normais (79). No presente estudo, utilizou-se inicialmente a
linhagem celular LNCaP, um tipo de célula de adenocarcinoma de préstata bem
diferenciado, isso €, com varias caracteristicas proximas as ceélulas de proéstata
normal, basicamente no que diz respeito a expressao de receptores hormonais.
Essa linhagem expressa a proteina AR (androgen receptor), a qual constitui alvo

terapéutico ja bem estabelecido (13).
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No presente trabalho, quando essas células andrégeno-sensiveis foram
submetidas ao tratamento com bicalutamida na concentragdo de 100uM, a
viabilidade celular foi reduzida em 60%, o que esta de acordo com estudos

anteriores e valida o método utilizado nos ensaios realizados (Figura 9A) (13-15).

Nessa mesma linhagem (LNCaP), a metformina reduziu a viabilidade celular
em 97% com o tratamento feito por 48h usando concentracdo de até 20mM (Figura
9B). Colquhoun e colaboradores mostraram reducdo da viabilidade das células
LNCaP em 95% utilizando metformina na concentracdo de 10mM em um
tratamento feito por 5 dias, determinado por ensaio clonogénico. Neste mesmo
trabalho foi feita a associacdo da metformina e bicalutamida, a qual mostrou a
reducdo da viabilidade dessas mesmas células em até 100% (13). Sahra e
colaboradores, utilizando azul de tripan para avaliar a viabilidade, também
verificaram diminui¢do da viabilidade celular de 70% na linhagem LNCaP com uma
concentracdo de 5mM de metformina (15). O presente estudo, portanto, corrobora a
expressiva reducgéo da viabilidade em células LNCaP induzida por metformina, que
variou entre 70 e 97%, quando utilizada em diferentes concentragdes, diferentes

tempos de tratamento e métodos de analise.

Com a finalidade de observar se o efeito sobre a viabilidade das células
LNCaP estaria relacionado a presenca do receptor de androgénios optou-se em
realizar 0 mesmo ensaio, com as mesmas concentragdes, em outra linhagem de
cancer de prostata, a PC3. Esta linhagem é menos diferenciada, isso €, um tipo de
cancer que perdeu caracteristicas de células normais de préstata, sendo mais
resistentes a terapia de privacdo androgénica. Essas células ndo expressam
receptor de andrégeno (13). Nessa linhagem (PC3), a inibicdo da viabilidade celular
induzida pelo tratamento com metformina por 48h na concentracdo maxima de
20mM foi de apenas 20%, o que é considerado um efeito muito pequeno, a despeito
das altas concentracdes de metformina utilizadas. Por outro lado, uma melhor
resposta foi obtida com tratamento usando bicalutamida nas concentracdes entre
1uM a 100uM, a qual inibiu a viabilidade celular em 40% no tratamento feito por 48h.
Em contraste com os resultados do presente estudo, em células PC-3, Colquhoun e
colaboradores mostraram a inibicdo de 60% da viabilidade celular usando
concentracdo maxima de 10mM de metformina, enquanto reducéo da viabilidade foi

minima (20%), quando tratadas com bicalutamida (13).



58

No presente estudo, as diferentes respostas verificadas na viabilidade celular
de linhagens LNCaP e PC3 (reducdo de 97% e 20%, respectivamente) apos
tratamento com metformina sugerem que esse efeito possivelmente € mediado ou
ocorre por interferéncia em vias relacionadas ao AR. Ummuhan Demir e
colaboradores demonstraram que a metformina interfere na sintese do receptor de
androgénio, diminuindo os niveis dessa proteina e consequentemente diminuindo a
sinalizacdo desse receptor que funciona como fator de crescimento celular para as

células prostaticas neoplasicas (80).

Inibicdo da viabilidade celular em linhagem celular de feocromocitoma

As células PC12-Adh séo células de feocromocitoma que se caracterizam por
secretarem dopamina e norepinefrina, porém, ndo produzem epinefrina. Sao células
de origem neuroenddcrina, obtidas a partir de um tumor adrenal de rato. Apresentam
caracteristicas morfolégicas e citoquimicas semelhantes a células de
feocromocitoma humano, bem como de medula adrenal normal (81). Essa linhagem
tem sido util para estudo dos processos de sintese, armazenamento e secrecdo de
catecolaminas, e também do transportadores intracelulares de noradrenalina.
Contudo, ao contrario da maioria das células cromafins normais, as células PC12-
Adh tém expressdao muito baixa ou ausente da enzima feniletanolamina-N-
metiltransferase ~ (PNMT-  phenylethanolamine-N-methyltransferase), que é
responsavel pela sintese de adrenalina a partir da noradrenalina. Assim, essas
células tém um fendtipo tipicamente noradrenérgico. Quando tratadas com fator de
crescimento neural (NGF - nerve growth factor), essas células diferenciam-se
facilmente em neurbnios, com desenvolvimento de neuritos, parada no ciclo celular e
aumento da expressédo de catecolaminas. O tratamento com dexametasona induz
um fendtipo neuroendocrino tipico de células cromafins (81). Assim, embora venham
sendo utilizadas ha varios anos, a grande plasticidade fenotipica das células PC12-
Adh limita conclusdes definitivas sobre a eficacia de medicamentos antineoplasicos
in vitro (82).
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Em 2000, foi obtida uma linhagem celular de feocromocitoma de
camundongo, chamada MPC (mouse pheochromocytoma), derivada de animais
knockout para o gene nfl (neurofiboromatose 1 gene). A neurofibromatose em seres
humanos cursa frequentemente com feocromocitoma. Essa linhagem tem se
mostrado complementar & PC12, uma vez que expressa a enzima da biossintese de
adrenalina, PNMT, e também altos niveis do receptor do tipo tirosina-quinase, RET
(rearranged during transfection protooncogene), o qual transmite sinais originarios
da membrana para o crescimento e proliferacdo celular. O RET é um proto-
oncogene, que, quando ativado constitutivamente, estd associado ao
desenvolvimento de varios tumores, incluindo feocromocitomas. Derivada de células
MPC, outra linhagem foi obtida de um tumor metastatico induzido no camundongo

com knockout do nfl (MTT - Mouse tumor tissue)(83).

As células MPC e MTT séo similares a alguns feocromocitomas humanos,
tanto do ponto de vista bioquimico quanto molecular. Sdo facilmente visualizadas e
respondem a terapias. Atualmente sdo consideradas modelo mais adequado para
que avaliam a eficacia e alvos farmacoldgicos de novos tratamentos (83).
Recentemente foi gerada uma linhagem de células imortalizadas originarias de
células precursores obtidas de um feocromocitoma humano (hPheol)(84). Contudo,

tais células ainda ndo estéo disponiveis comercialmente.

No presente estudo, células PC12 nédo diferenciadas em neurdnios, que
mantinham aspecto morfolégico de células cromafins, foram estudadas e mostraram-
se sensiveis a um efeito inibidor da metformina sobre a viabilidade celular, o que foi
bastante promissor. Nessas células, o tratamento com metformina por 48h resultou
em reducdo da viabilidade celular de até 40%, com Clsp= 20,85mM. Considerando
gue o sunitinib, um farmaco ja utilizado em alguns casos de feocromocitoma maligno
na pratica clinica, reduziu a viabilidade celular em 60% com tratamento feito por 48h
(Cl50=8,23uM), considera-se expressiva a reducdo de 40%, induzida pela

metformina.

Os efeitos da metformina em células de feocromocitoma estdo em
consonancia com os resultados de Kumar e colaboradores. Esse autores
apresentaram, em um estudo feito com metformina em células de neuroblastoma,

uma reducgéo da viabilidade celular em 60% usando ensaio de azul de tripan (16).
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Neuroblastomas (39) tém a mesma origem embrionéria que os feocromocitomas,
assim como os gliomas(85), sendo ambos também derivados de células primordiais
existentes na crista neural. Costa e colaboradores também demonstraram que a
metformina induzia a morte celular em células de neuroblastoma (SH-SY5Y), usando

0 ensaio de marcacao nuclear SYTOX, analisado por citometria de fluxo (17).

O fato de as células utilizadas terem apresentado reducdo da viabilidade
apos tratamento com sunitinib estd também de acordo com os dados de Saito e
colaboradores, que mostraram o efeito de 1000nM de sunitinib em células PC12-Adh
e observaram reducdo de viabilidade celular em 20% também usando ensaio do
MTT(32). Denorme e colaboradores demostraram que o efeito do sunitinib sobre
células da linhagem PC12-Adh foi superior ao do sorafenib, mostrando uma reducéo
da viabilidade celular em 100% quando tratadas por 72 horas (28). A concordancia
desses resultados com os do presente estudo suportam a adequacdo do método
utilizado para analise da viabilidade celular, do modelo in vitro e do comportamento
biolégico da linhagem celular utilizada nos experimentos.

Efeitos clinicos do sunitinib tém sido ja bastante investigados e corroboram
seu uso como farmaco de referencia no presente estudo. Hahn e colaboradores
descreveram uma paciente com feocromocitoma agressivo, a qual teve melhor
resposta ao tratamento com sunitinib quando comparado a quimioterapia
convencional (86). Camilo Jimenez e colaboradores demonstraram evidencias de
efeito do sunitinib em pacientes com feocromocitoma (87), enquanto em outro

estudo, os tumores responderam bem ou parcialmente ao tratamento (88).

Para confirmacéo desses efeitos, seria interessante confirmar o estado de
diferenciacdo neuroenddécrina das passagens de células PC12 utilizadas, e ainda,
investigar se o efeito inibidor da metformina ocorre também nas demais linhagens de
feocromocitoma MPC e MTT(49).

A associacdo da metformina em concentracdes variaveis com sunitinib, na
Clsg, mostrou resultados que devem ser analisados com maior detalhamento.
Curiosamente, observou-se aparente predominio do efeito inibitério da metformina
sobre a viabilidade celular, em detrimento da reducdo de viabilidade provocada pelo
sunitinib isoladamente, que havia atingido até 43%. Diferentemente do achado na

curva dose-resposta com metformina isoladamente, nas menores concentragdes de
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metformina, entre 1 e 5 mM, houve um reestabelecimento da viabilidade celular das
células PC12-Adh, quando tratadas concomitantemente com sunitinib (Figura 12A).
Para avaliar melhor esse efeito, em um segundo experimento, a concentracdo do
sunitinib foi elevada a 20uM e as concentracdes da metformina permaneceram
iguais (entre 1 e 30mM). Observou-se que mesmo utilizando concentracdo mais
elevada de sunitinib houve interferéncia da metformina sobre o efeito inibidor da
viabilidade celular induzido pelo sunitinib. Em outras palavras, a metformina
aparentemente reduziu ou impediu o efeito do sunitinib. Interessantemente,
Janjetovic e colaboradores mostraram em um estudo feito com células de glioma,
neuroblastoma, fibrosarcoma e em linhagem de células de leucemia, que a
metformina reduziu in vitro o efeito antitumoral da cisplatina por uma via
independente do AMPK (89). Considerando que pacientes com feocromocitoma
frequentemente  desenvolvem diabetes secundario a hipersecrecdo de
catecolaminas, € necessario avaliar se o uso de metformina poderia interferir
negativamente nos efeitos do sunitinib, caso ambos sejam usados
concomitantemente. Futuros estudos que avaliem as vias de sinalizacdo que sofrem
interferéncia da metformina e do sunitinib em células de feocromocitoma sé&o

necessarios para esclarecer esse efeito.

A metformina j& foi associada a outros farmacos para o tratamento de
diversos canceres. No estudo realizado por Colquhoun e colaboradores, observou-
se que a metformina potencializou o efeito da bicalutamida na reducéo da viabilidade
de células de adenocarcinoma de prostata (13). Inversamente, Groenendijk e
colaboradores descreveram que a associacdo de metformina e sorafemib, um outro
inibidor de tirosina-quinase, gerou um sinergismo na ativagcado da AMPK e diminuicao
da ativacdo de proteinas da via de crescimento celular (90). Minematsu e
colaboradores relataram em seus estudos que o sunitinib inibe os transportadores
OCTS, responsaveis pela entrada de metformina nas células (91). Assim, estudos
futuros s@o necessarios para esclarecimento das interacdes entre metformina e os

inibidores de tirosina quinase, especialmente o sunitinib.

A determinagcdo dos efeitos de farmacos sobre o ciclo celular de células
neoplasicas é importante. Por meio deste ensaio € possivel verificar se as células
estdo em constante divisdo e sintese de proteinas necessarias para o crescimento

celular ou se elas se encontram restritas a fase que indica senescéncia celular, isto
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€, quando as células completam o seu ciclo celular, param de proliferar e iniciam um

processo de morte natural (92).

O ensaio feito para investigar o efeito da metformina sobre os eventos do ciclo
celular das células PC12-Adh, sendo o tratamento na concentracdo de 20,85mM de
metformina, ndo mostrou estabilizacdo do ciclo celular na fase GO/G1, isto é, a
metformina né&o alterou o ciclo celular das células PC12-Adh com tratamento de 48h.
Quando foram tratadas com sunitinib houve um discreto aumento na proporcéo de
células na fase GO/G1, porém esse dado ndo foi estatisticamente significante. Em
contraste, Isakovic e colaboradores investigaram o efeito da metformina em células
de glioma usando concentracdo de 4mM e observaram que a metformina induziu a

parada do ciclo celular na fase GO/G1(85).

Por fim, foram investigados os efeitos da metformina na expressao de caspase
3, uma proteina da via da apoptose, das células PC12-Adh. Para o tratamento foi
usada concentracdo de metformina de 20,85mM (concentracdo da Clsy encontrada
no ensaio de viabilidade celular) por 48h e o resultado exibiu reducdo da pro-
caspase e aumento da caspase clivada quando comparadas ao controle sem
tratamento. O mesmo efeito pode ser comprovado quando foi utilizado o sunitinib na
concentracdo de 8,23uM, que diminuiu a expressao de pro-caspase e aumento da
caspase clivada, sendo esse dado estatisticamente significante (P<0,05). Esse
resultado confirma que o sunitinib induz a apoptose via caspase 3. Dulovic e
colaboradores mostraram que a metformina induz a morte celular programada em
linhagem de células de neuroblatoma por ativacdo da via AMPK/mTOR (93). O
achado do presente estudo € compativel com o efeito de inibicdo da viabilidade da
metformina em células PC12, porém requer estudos adicionais com outros

marcadores de apoptose para confirmacao.

Denorme e colaboradores mostraram, em um estudo feito com sunitinib nas
concentracdes de 10, 20 e 30uM por até 24h em células PC12-Adh, um aumento da
atividade de caspase 3/7 em 6 vezes, 0 que estd em conformidade com os
resultados do presente estudo (28). Kumar e colaboradores também demonstraram
que a metformina induzia a clivagem da caspase 3 em células de

neuroblastoma(16). Contrapondo esses dados, Costa e colaboradores encontraram
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gue a metformina na concentracdo de 20mM néao interferiu na expressao de caspase

clivada em células de neuroblastoma (17).

O efeito inibidor da metformina sobre a viabilidade de células de
feocromocitoma in vitro aqui demonstrado & promissor e requer experimentos
adicionais para esclarecimento. Considerando que a maioria dos efeitos
antineoplasicos da metformina j& bem definidos envolve a inibicdo do complexo
enzimatico mitocondrial 1 da cadeia de transporte de elétrons, o resultante estresse
energético induzido nas células neoplasicas pela metformina possivelmente
compromete a eficiéncia dos mecanismos de sobrevivéncia dessas células, mediado
pelo efeito Warburg, com ainda maior desregulacdo das vias de glicélise oxidativa.
Além disso, especificamente no caso de feocromocitomas, € possivel que o bloqueio
do complexo 1, associado ao bloqueio do complexo 2 (succinato desidrogenase)
intrinsecamente observado nos tumores com mutacdes nas subunidades de SDH
(succinato desidrogenase), pode representar um mecanismo interessante, cuja

eficiéncia alvo direcionada merece ser melhor esclarecida.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a metformina inibiu a
viabilidade celular de células de adenocarcinoma de prostata androgeno-sensivel
(LNCaP) e de feocromocitoma (PC12-Adh), de maneira dose-dependente em até
97% e 40%, respectivamente. Em linhagem de adenocarcinoma de prostata
resistente a andrégenos (PC3), ndo se observou efeito inibidor expressivo (efeito
méaximo de 20% de inibi¢cdo de viabilidade).

Além disso, a metformina inibiu o efeito redutor da viabilidade induzido pelo
sunitinib. A metformina néo alterou o ciclo celular das células PC12-Adh quando o
tratamento foi feito por 48h, porém aumentou a expressdo de proteinas da via da

apoptose, as caspases 3, sugerindo efeito pro-apoptotico sobre essas células.
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