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RESUMO

Objetivo: Avaliar a producdo de EROs em células de cancer de mama submetidas ao tratamento
com metformina, in vitro. Métodos: Realizado estudo caso-controle, através do cultivo da
linhagem de células de cancer de mama MDA-MB-231, da analise da viabilidade das células
apos o tratamento com metformina, e comparagdo dos niveis de expressdo génica relacionada
as proteinas Superdxido Dismutase, Catalase e Heme Oxigenase em células de cancer e controle
apos o tratamento com metformina. Resultados: A partir da analise de variancia com um fator
(one-way ANOVA), constatou-se que h&d comparagdo estatisticamente significativa entre o
grupo controle e as concentragdes 1,25mM, 10mM e 20mM, sendo essas concentragdes
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utilizadas nos ensaios para anélise da expressao de enzimas antioxidantes. Os resultados da
gPCR demonstraram que ndo houve alteracdo significativa nos niveis de expressao génica
destas enzimas em relagdo ao controle. Concluséo: Os estudos que investigam a relagdo entre a
metformina e o estresse oxidativo em linhagens de células carcinogénicas mamarias ainda séo
escassos, apontando a necessidade em ampliar o desenvolvimento de pesquisas que investigam
essa relacéo.

Palavras-chave: MDA-MB-231, expressdo génica, Neoplasia Mamaria.

ABSTRACT

Obijective: To evaluate the production of ROS in breast cancer cells submitted to treatment with
metformin, in vitro. Methods: A case-control study was carried out, through the cultivation of
the MDA-MB-231 breast cancer cell line, the analysis of cell viability after treatment with
metformin, and, finally, to compare the levels of gene expression related to the Superoxide
Dismutase, Catalase and Heme Oxygenase proteins in cancer and control cells after metformin
treatment. Results: From the analysis of variance with one factor (one-way ANOVA), it was
found that there is a statistically significant comparison between the control group and the
concentrations of 1.25mM, 10mM and 20mM, and these concentrations were used in the assays
to analyze the expression of antioxidant enzymes. The gPCR results showed that there was no
significant change in the gene expression levels of these enzymes in relation to the control.
Conclusion: studies that investigate the relationship between metformin and oxidative stress in
breast carcinogenic cell lines are still scarce, indicating the need to expand the development of
research that investigates this relationship.

Keywords: MDA-MB-231, gene expression, Breast Cancer.

1 INTRODUCAO

Na proliferacdo celular, mecanismos de gestdo e controle possibilitam que 0 processo
ocorra de forma sustentivel. Entretanto, falhas em diversos mecanismos podem ter como
consequéncia o cancer. Nesse sentido, o progressivo acuimulo de uma massa de células advindas
de um processo replicativo e excessivo ndo compensado pela perda celular apropriada é
caracterizado como cancer (CASCIATO D. A., 2008).

O céncer ¢ considerado o mal do século, de acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) e ocasiona gastos mundialmente, cerca de 1,16 bilhdes de délares s6 no ano de
2010, enquanto a taxa de mortalidade atribuida a doenca foi de 8,8 milhfes de pessoas no
mundo em 2015. No Brasil, o cancer mais letal entre as mulheres é o de mama e corresponde a
cerca de 29,5% dos casos novos anualmente (INCA, 2018).

Neste contexto, as células se tornam malignas devido a ocorréncia de mutagoes
genéticas que tém como consequéncia 0 aumento da sobrevivéncia e reproducdo celular
(JACQUELINE C. et al, 2017). Existem fatores de risco associados a doenga, entre eles 0s
genes BRCAL1 e BRCA2 que estdo relacionados ao aparecimento do céncer de mama
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aumentando em até 80% o risco do seu desenvolvimento (LOPES A. et al, 2013), e as alteracdes
em genes supressores de tumor (eg. TP53, PTEN) que provocam a perda dos seus fatores
protetivos, e assim, aumentam em até 50% as chances de desenvolvimento desse tipo de cancer
(CASCIATO D. A, 2008).

Hé& algumas comprovacdes de que mulheres com cancer de mama herdado possuem um
prognostico pior que em uma populacéo controlada (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).

No Brasil, o cancer de mama ¢é 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 consideracdo o estadiamento da doenca. Nesse contexto, 0s
principais métodos utilizados como tratamento sdo cirurgia, quimioterapia e radioterapia,
porém a adversidade trazida por essas abordagens tem impulsionado buscas por inovagoes
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 diminuicéo da incidéncia de cAncer de mama em mulheres diabéticas tratadas
com metformina. Porém, embora os resultados com a metformina sejam promissores, algumas
questdes metabdlicas ainda precisam ser elucidadas para melhor esclarecer se as vias
influenciadas pelo uso dessa droga sdo favoraveis ou ndo ao uso terapéutico do mesmo, no
tratamento do cancer de mama.

A metformina € uma droga utilizada no tratamento de diabetes e que tem apresentado
bons resultados em pacientes com cancer de mama, surgindo como uma novo potencial na
terapia anticancer. Além de ter demonstrado uma menor incidéncia da doenca em populacGes
que fazem o uso da metformina (EVANS et al., 2002; LIBBY et al., 2009), em pacientes com
cancer de mama foram observadas a inibi¢ao da proliferacdo tumoral, bem como o impedimento
da colonizacdo e a parada na fase G1 do ciclo celular, com consequente diminui¢do da
mortalidade (ALIMOVA et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) possuem papéis fisiologicos cruciais na
manutencdo da fungdo bioldgica tanto das células normais, quanto das cancerosas. Nesse
contexto, estdo relacionadas a transducéo de sinal, resposta inflamatoria e autofagia. Entretanto,

em conjunto com o estresse oxidativo sdo considerados prejudiciais para as celulas, pois podem
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danificar o DNA celular, oxidar acidos graxos e aminoacidos, e desativar algumas enzimas e
seus cofatores (TONG et al., 2015). Dessa forma, essas alteracdes bioldgicas eventualmente
levam a destruicdo tecidual.

Ademais, as células cancerigenas apresentam niveis basais de EROs elevados quando
comparadas com as células homdlogas normais. Esse seria um fator positivo, uma vez que
poderia proporcionar a morte das células tumorais devido ao estresse oxidativo, porém, essas
células desenvolvem mecanismos de defesa através da producdo de antioxidantes (catalase,
glutationa peroxidase e glutationa) que irdo rebaixar os niveis de EROs. Consequentemente,
auxilia na prevencao de danos oxidativos, bem como no desenvolvimento de resisténcia as
terapias antitumorais (TONG et al., 2015).

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, deixam clara a necessidade de mais pesquisas sobre
0 comportamento do metabolismo das células de céncer mediante o tratamento com
metformina. Ainda ndo esta claro se a acdo indireta da metformina através da diminuicdo da
concentracdo de insulina circulante é o principal fator antitumoral promovido pela droga; ou se
sua acdo direta através da ativacdo da AMPK tem maior poder antitumorigénico; ou ainda se
uma combinacéo entre esses dois mecanismos pode ser uma alternativa.

Uma vez que a ativacdo da AMPK nas células cancerigenas tratadas com metformina
estd associada a maior sintese de EROs, a investigacdo dessa relacdo pode representar mais uma
possibilidade no desenvolvimento de ferramentas que poderdo ser utilizadas na terapia de
combate ao cancer.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar a producdo de EROs 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 andlise da viabilidade das células
apo6s o tratamento com metformina, e, por fim, comparar 0s niveis de expressao génica
relacionada as proteinas Superoxido Dismutase, Catalase e Heme Oxigenase em células de

cancer e controle ap0s o tratamento com metformina.

2 METODOS
Este trabalho foi realizado em parceria com o laboratorio de microscopia localizado no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, sob supervisdo da professora Dra.

Soénia Nair Bao.
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21 CULTIVOE MANUTEN(;AO DAS CELULAS

As células da linhagem MDA-MB 231 (adenocarcinoma mamario humano) foram
cedidas pelo Laboratorio de Morfologia da Universidade de Brasilia. Estas células foram
cultivadas em meio L-15 (Leibovitz Medium) suplementado com 1% de solucdo antibiotica (25
pg/ml de gentamicina) e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino). As células foram mantidas em
incubadora Umida a 37°C com 5% de CO2.

2.2 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

Cerca 7 x 10”3 células MDA-MB 231 foram semeadas, em triplicata, para o tratamento
com metformina; enquanto outra triplicata com o mesmo ndmero de células foi cultivada para
o controle do experimento. A placa contendo as células foi incubada a 37°C, overnight.

Apds a adesdo celular, foi descartado o meio e, em seguida, adicionados aos grupos teste
150 pL de metformina diluida em agua e meio L-15, enquanto as células controle permaneceréao
em meio sem metformina. Foram testados 5 concentragdes de metformina - 1,25 mM, 2,5mM,
5mM, 10mM e 20mM.

A citotoxicidade da metiformina nas células MDA-MB-231 foi determinada pelo ensaio
padrdo por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), cuja a
concentracdo seguiu as recomendacdes do fabricante. Apds o periodo de tratamento de 24h,
foram adicionados 150 pL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) em cada pogo
da placa que contém as células (tratamento e controle), seguido de incubacdo por 4 horas, no
escuro e a 37°C. Em seguida, a solucdo de MTT serd retirada, sendo adicionado 200 L de
DMSO a cada um dos pogos para a diluicdo dos cristais de formaram (formados pela
metabolizacdo do MTT nas mitocondrias das células viaveis).

Por fim, as placas foram lidas a 595 nm no espectofotdbmetro Spectramax M5 (Molecular
Devices — USA). A porcentagem de inibicdo do crescimento celular foi determinada através da
comparacdao da densidade celular das células tratadas com as células controle, sendo essa
comparacdo determinada pela formula: porcentagem de inibicdo = (1 — densidade da célula do

grupo tratado)/densidade da célula do grupo controle.

2.3 EXTRAQAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

Cercade 750 x1073 células por poco foram plaqueadas para analise da expressao génica.
Ap0s 24 horas de incubacdo, trés das quatro amostras receberam tratamento com 200 pL de
metformina diluida em &gua e meio, enquanto a outra formou o grupo controle. Cada poco teste

recebeu uma concentragéo diferente de metformina - 1,25mM, 10mM e 20mM. Apos o0 tempo
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de exposigdo de 24 horas, as celulas foram submetidas a extracdo de RNA utilizando o kit
Power SYBR® Green Cells-to-CT™ (Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendacfes
do fabricante.

O RNA total extraido foi quantificado por fluorimetria (Qubit, Invitrogen®) e as
concentrag0es foram igualadas entre tratamento e controle. A fim de retirar tragos
remanescentes de DNA gendémico ainda presentes apos a extragdo de RNA total, foi realizado
o tratamento de 1 mg de RNA com DNAse | (Roche®) a 370C por 30 min. Ao final, a DNAse
sera desnaturada a 650C por 10 min.

Os cDNAs foram sintetizados utilizando o kit SuperScript 111 First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen®), de acordo com o manual do fabricante. Na reacdo de sintese dos
cDNA:s foi utilizada uma aliquota que corresponda a 1 mg de RNA a qual é adicionado 2 pL
de iniciadores [hexameros e oligo (dT)20] e 1 puL de tampdo de anelamento, sendo a reacao
incubada a 650C por 5 min seguida de resfriamento em gelo por 1 min. Em seguida, foram
adicionados a reacdo 10 L de tampdo de reacdo (2X) e 2 pL da SuperScript 111 e a sintese do
cDNA ocorreu a 50°C por 50 min, sendo terminada a 85°C por 5 min. Apos sua sintese, 0 cONA

foi armazenado a -20°C.

2.4 DESENHO DE INICIADORES

A fim de analisar a expressao das enzimas relacionadas a sintese e degradacdo de EROs,
foram desenhados iniciadores para 0s genes que codificam as enzimas superoxido dismutase,
catalase e heme oxigenase, bem como para o gene do controle enddégeno, GAPDH, para
utilizacdo na técnica de PCR em tempo real.

A sequéncia de nucleotideos para desenho desses iniciadores, assim como do gene que
serdo utilizados como padréo, estdo disponiveis no banco de dados GenBank. Os iniciadores

foram desenhados através da ferramenta disponivel na plataforma Primer3 Plus.

2.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A gPCR em Tempo Real foi realizada em duplicata para cada um dos tratamentos. Como
controle enddgeno foi utilizado a GAPDH, o que possibilitou normalizar a expressdo dos genes-
alvo e corrigir possiveis variagdes entre as réeplicas.

A comparagdo do perfil de expressédo dos genes relacionados a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e heme oxigenase (HMOX) foi realizada através da quantificacdo
relativa pelo método 2-AACT (Livak e Schmittgen, 2001). A PCR em Tempo Real foi realizada
em reacOes de 12 pL contendo 6 pL do MaximaTM SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
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(Fermentas®), 1 uL de cada par de iniciadores (direto e reverso) a concentracdo de 0,1 uM, 2
pL de cDNA e 2 L de agua no equipamento Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR
System utilizando o SYBR® Green como indicador de fluorescéncia. As reacdes foram
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 diferengas no volume final das reacdes. Os parametros do
ciclo de amplificagdo foram desnaturacdo inicial a 95°C por 2 minutos, seguida por 50 ciclos

de desnaturacdo a 95°C por 50 segundos e anelamento/extensao a 60°C por 48 segundos

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de viabilidade celular demonstrou que o uso de metformina na concentracéo de
1,25 mM, ocasionou cerca de 15,6% de mortalidade das células MDA- MB-231, enquanto nas
concentragdes de 2,5, 5, 10 e 20 mM de metformina, as taxas de mortalidade foram de 17,6%,
33,8%, 52,6% e 78%, respectivamente (Figura 1)

Figura 1. Taxa de mortalidade de células da linhagem MDA-MB-231 tratadas com diferentes concentracdes de

metformina.

1204 Metformina

2

Viabilidade celular (%)
8

Concentragao (mM)

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
anélise 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 andlise de variancia com um fator (one-way ANOVA), constatou-se que a
comparagédo entre o grupo controle e a concentracdo de 1,25mM, a concentragdo de 2,5mM e a

de 1,25mM, a concentracdo de 2,5mM e 5mM nédo s&o estatisticamente significativos. Em
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relagdo a comparagéo com o controle, houve significancia ao relacionar com as concentragdes
5mM, 10mM e 20mM. Além disso, entre outras comparagdes significativas, destacam-se a
relacdo entre 1,25mM com 10mM, 1,25mM com 20mM e 10mM com 20mM.

Pesquisas indicam que a metformina exibe um efeito antiproliferativo em células
cancerigenas in vitro e in vivo (OWEN, 2000; SHARMA & KUMAR, 2018). Os resultados
encontrados neste estudo indicaram que a inibi¢do do crescimento e da proliferacéo das células
MDA-MB-231 derivadas do cancer de mama ocorrem de maneira dependente a dose,
corroborando com estudos anteriores (WILLIAMS et al., 2013; SHARMA & KUMAR, 2018;).

Dessa forma, a partir das comparacdes estatisticamente significativas foram
selecionadas trés das cinco concentragdes testadas de metformina -1,25mM, 10mM e 20mM -,
além do grupo controle, para extracdo do RNA e posteriormente anélise da expressao génica.

Os resultados da gPCR indicaram uma discreta reducdo nos niveis de expressdo de todas
as enzimas analisadas nas células tratadas com 1,25mM e 20mM de metformina. Em relacéo as
celulas tratadas com 10mM, foi possivel observar um discreto aumento da expressdo da enzima
heme oxigenase (HMOX) e superdxido dismutase (SOD), e uma discreta reducdo da catalase
(CAT) (Figura 2). Sendo assim, ndo foram observadas alteracdes significativas na expressao
das enzimas analisadas, corroborando com as pesquisas ja publicadas que indicam a acédo da
metformina na inibicdo do complexo | da cadeia transportadora de elétrons; fato que pode estar
diretamente relacionado com uma menor producdo de EROs nas células tratadas com a
metformina (WHEATON et al., 2014; SCHEXNAYDER et al., 2018).
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Figura 2. Analise da expressao génica das enzimas SOD, HMOX e CAT em células da linhagem MDA-MB-231

tratadas com diferentes concentra¢fes de metformina.
H SOD HMOX B CAT

10

0.1

0,01

1,25mM 10mM 20mM
Ainda nesse contexto, ha estudos que alegam uma dualidade sobre a influéncia de EROs
no cancer, no qual producdo moderada de EROs pode melhorar a sinalizacdo de insulina,
favorecendo a sobrevivéncia das células cancerigenas, enquanto a alta producdo de EROs pode
ser destrutiva (AFANAS’EV, 2011). Sendo assim, ampliar a investigacao sobre a relagdo da
metformina com o estresse oxidativo ¢ fundamental para os avangos terapéuticos contra o

cancer de mama.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Embora o tratamento com metformina possa proporcionar um beneficio de sobrevida
para as células saudaveis quando adicionado a terapia de determinadas doencas, foi possivel
observar, através dos resultados, que o farmaco acarreta maleficios as células da linhagem de
cancer de mama MDA-MB-231, uma vez que gerou diretamente efeitos inibitérios dose-
dependente na proliferacdo celular, principalmente com o uso de concentragdes maiores que
5mM. Porém, ndo observamos uma influéncia significativa da metformina na expressdo das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e HMOX. Ainda nesse sentido, os estudos que investigam a
relacdo entre a metformina e o estresse oxidativo em linhagens de células carcinogénicas
mamarias ainda sdo escassos. Tal fato indica a necessidade de um aprofundamento das
pesquisas que tratam do tema, com o intuito de fornecer mais uma abordagem terapéutica no

combate ao cancer de mama.
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