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“What we know matter but who we are matters more.’

(Brené Brown)
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RESUMO

AVALIACAO DA ACAO ANTI-METASTATICA DO EUGLICEMIANTE
METFORMINA SOBRE CELULAS LEUCEMICAS K562, LUCENA E FEPS

AUTORA: Camila Perea
ORIENTADORA: Dr* Ligia Petrolini de Oliveira
COORIENTADORA: Dr* Ana Carolina Santos de Souza Galvao

A leucemia mieldide cronica (LCM), caracterizada primordialmente pela fusdo génica
denominada BCR-ABL, ainda carece de novas terapias aos pacientes, devido a sua alta
morbidade e mortalidade. Por ser uma neoplasia hematologica, a quimioterapia ¢ a
principal conduta terapéutica utilizada. Um dos principais impedimentos para que se
obtenha sucesso no tratamento ¢ o desenvolvimento de resisténcia aos quimioterapicos.
Varios fatores contribuem para esse cendario, dentre os quais, a falta de atuacdo seletiva
dos tratamentos, a emergéncia de células tumorais resistentes simultaneamente a ampla
variedade de agentes citotoxicos durante o tratamento e a formagdo de metdstases, esta
ultima responsavel por grande parte das mortes por cancer. Estudos t€m demonstrado que
a metformina, euglicemiante oral utilizado no tratamento da diabetes Mellitus tipo I,
apresenta potencial uso no tratamento do cancer. Dados prévios do nosso grupo de
pesquisa tém mostrado potente atividade toxica da metformina sobre células de LMC,
potencializando os efeitos do quimioterapico padrdo utilizado no tratamento. Células de
LMC tratadas com metformina mostraram alteracdes na expressdo de proteinas
associadas ao fenodtipo de Resisténcia a Multiplas Drogas (MDR). Dessa maneira, este
projeto se dispds a avaliar os efeitos da metformina sobre a capacidade metastatica das
c€lulas da linhagem K562 - célula leucémica nao resistente — Lucena - célula leucémica
resistente a multiplas drogas — e FEPS, através do estudo das metaloproteinases MMP2 e
MMP9. Estas enzimas sdo essenciais para o processo metastatico, pois degradam a
membrana basal permitindo que as células neoplésicas adentrem os capilares de vasos
sanguineos e linfaticos e possam ser levadas a locais distantes. Dessa maneira, o projeto
teve como objetivo avaliar a expressdo gé€nica e a quantificacdo da expressdo das
metaloproteinases MMP2 ¢ MMP9 em células de LCM K562, Lucena-1 e FEPS, antes e
apos tratamento com metformina, buscando verificar os efeitos da metformina na
expressao dessas enzimas. A quantificacao da expressao génica foi realizada através de
Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) e a quantificacdo da expressao
das proteinas foi realizada a partir da degradagao do substrato copolimerizado pelo
método de zimografia. Os resultados mostraram que a metformina apresenta potencial
para modular a expressao ¢ a atividade das metaloproteinases estudadas.

Palavras-chaves: Leucemia mieloide cronica, MMP2, MMP9, células leucémicas;

fenotipo MDR, metformina
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1INTRODUCAO

1.1. Leucemia Mieloide Cronica

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) ¢ uma desordem clonal de células tronco
hematopoiéticas que resulta em um incremento de células mieloides alteradas no sangue
periférico e na medula 6ssea. Uma alterag@o consistente e caracteristica de pacientes com
LMC foi identificada e denominada cromossomo Philadelphia (RUDKIN;
HUNGERFORD; NOWELL, 1964). Esse cromossomo Philadelphia (Ph), resulta de uma
translocacdo reciproca entre os bragos longos dos cromossomos 9 e 22, isto ¢, a t(9;22)
conforme a figura 1, e leva a formacdo de um novo gene leucemia-especifico, o BCR-

ABL, (SAWYERS, 1999), que esta envolvido com a transdu¢do de sinais ativadores de

proliferagao.
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Figura 1 llustra¢do adaptada de ALVES, 2011 para representa¢do do cromossomo Filadélfia

caracteristico das células da medula de pacientes com Leucemia Mieloide Croénica.

A proteina derivada desta fusdo génica ¢ uma tirosina quinase citoplasmatica que

permanece constitutivamente ativa (QUINTAS-CARDAMA; CORTES, 2009), ¢ sua



presenga € o que causa a mutacdo na célula-tronco, transformando-a em uma célula de
leucemia uma vez que ¢ capaz de modular positivamente muitas vias de sinalizagdo que
levam ao aumento da proliferacdo e a inibi¢do da morte celular (DRUKER, 2008;
THIELEN et al., 2011).

O diagnostico da doenga esta baseado principalmente na detec¢do do cromossomo
Philadelphia (Ph). Os pacientes apresentam tipicamente perda de peso, anorexia e fadiga,
além disso, ¢ comum o achado de esplenomegalia em mais de metade deles no exame
fisico. Porém, por volta de 40% sdo assintomaticos e seus diagnosticos sdo baseados na
contagem anormal de células (SAWYERS, 1999).

A LMC apresenta uma histdria trifasica. A progressao da doenga se inicia na Fase
Cronica (FC), benigna, caracterizada pela manutencao da capacidade de maturacao das
c¢lulas mieloides; passa entdo pela Fase Acelerada (FA), em que ocorre evolucao clonal
resistente a terapia medicamentosa; finalizando na Fase Bléstica ou Aguda (FB), também
resistente a terapia convencional, em que as células falham em sua maturacdo e se
assemelham aos mieloblastos ou linfoblastos encontrados em pacientes com leucemia
aguda (SAWYERS, 1999).

Para o triénio de 2023 a 2025, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) o
nimero estimado de casos novos de leucemia para o Brasil sendo de 11.540 casos, o que
corresponde a um risco estimado de 5,33 por 100 mil habitantes, sendo 6.250 em homens
e 5.290 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,90 casos
novos a cada 100 mil homens e 4,78 a cada 100 mil mulheres em que a leucemia ocupa a
décima posi¢do entre os tipos de cancer mais frequentes. (SANTOS et al, 2023)

Mundialmente, em 2020, foram estimados 475 mil casos de leucemia, o que
equivale a 2,5% de todos os tipos de cancer. No Brasil, foram 6.738 ¢bitos por leucemia
(3,18 por 100 mil). Nos homens ocorreram 3.703 o6bitos (3,58 por 100 mil) e, nas
mulheres, 3.035 o6bitos (2,80 por 100 mil).

1.2. Células K562, Lucena e FEPS

Admite-se que todas as células do sangue derivam de um unico tipo celular da
medula 6ssea, por isso chamada célula-tronco pluripotente. Estas células proliferam e
formam duas linhagens: a das células linfoides, que forma linfécitos e as células NK
(Natural Killers), e a das células mieloides, que origina os eritrocitos, granulocitos,

monocitos e plaquetas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A hematopoiese esta



acontecendo de forma continua a fim de repor e renovar as células mieloides e linfoides.
Entretanto, a perda da capacidade de manutengdo deste processo homeostatico pode
desencadear um processo leucémico.

As translocagdes cromossdmicas sdo a causa mais comum de leucemias em
humanos. Nesta anormalidade, o ponto de quebra nos cromossomos pode separar genes
em duas partes e, durante o processo de reparo, produzir a justaposi¢do de porcdes de
genes diferentes. Em consequéncia, pode ocorrer ativagdo ou fusdo génica. A ativagao
génica ¢ produzida quando um proto-oncogene, que normalmente nao seria expresso em
um tipo celular, ¢ introduzido no mesmo contexto cromossdmico de um gene muito
expresso nesta célula (TSUJIMOTO et al., 1985).

A linhagem celular K562 foi estabelecida a partir do cultivo de células de um
paciente com leucemia mieloide cronica, onde o cromossomo Philadelphia estava
presente (LOZZIO; LOZZIO, 1975). Ela possui um consideravel grau de plasticidade que
permite sua diferenciacdo, quando submetida a diferentes agentes quimicos
(TSUJIMOTO et al., 2003 - revisado), que faz da linhagem celular K562 um 6timo
modelo experimental para o tratamento de células neoplasicas com agentes indutores de
diferenciag¢do celular. Esta linhagem celular apresenta mieloblastos como tipo celular
(LOZZ10; LOZZIO, 1975) e ¢ uma das linhas celulares mais estudadas e utilizadas na
pesquisa sobre leucemia.

Essa linhagem celular K562 expressa a proteina oncogene BCR-ABL, a qual ¢
responsavel, em grande parte, pela resisténcia destas células aos protocolos de
quimioterapia antineoplasica (COOPER, 2001; MARTINS ef a/.,1997).

Essa ¢ a proteina que se origina da translocagdo entre os bracos longos dos
cromossomos 9 e 22 (1(9,22)(q34; ql1)), resultando em um cromossomo 22 encurtado.
Nessa translocagao, os primeiros exons do gene c-BCR, localizado no cromossomo 22,
sao fundidos aos exons 2-11 do gene c-4BL, oriundo do cromossomo 9. Assim, a proteina
BCR-ABL, apresenta intensa atividade de tirosina-quinase, limitando a eficacia de
quimioterapicos que tentam induzir a apoptose nos tratamentos da leucemia mieloide
cronica (BEDI et al., 1995). Além disso, a expressao de BCR-ABL ¢ suficiente para
transformar células hematopoiéticas em células leucémicas (DALEY et al., 1988).

Duas linhagens celulares, resistentes a maultiplas drogas, foram derivadas
independentemente da mesma linhagem celular, K562: a Lucena e a FEPS.

Para induzir uma linhagem celular eritroleucémica resistente, Rumjanek e

colaboradores (V.M. RUMIJANEK et al., 1994; V.M. RUMJANEK et al., 2001)



estabeleceram um modelo in vitro usando a linhagem celular K562, originalmente
selecionada pela resisténcia ao alcaloide vincristina (T. TSURUO et al., 1983),
desenvolvendo assim um modelo experimental comparativo para células resistentes a
multiplos firmacos, e caracterizada pela alta expressao de glicoproteina-P (P-gp). O nome
dado a linhagem celular MDR foi K562-Lucenal (Lucena), para evitar a confusdo com a
linhagem celular parental K562.

Recentemente, o mesmo grupo desenvolveu outra linhagem celular derivada de
K562 usando o quimioterdpico daunorrubicina. A nova linhagem celular MDR,
denominada FEPS, possui diferentes caracteristicas da Lucena, como a menor expressao
do receptor de morte celular CD95, maior expressao de P-gp e a presenca de outra
proteina relacionada ao MDR fenotipo, a ABCC1/MRP1 (N. DAFLON-YUNES et al.,
2013).

1.3. Metastase

Enquanto a remogdo cirurgica e a terapia adjuvante podem curar de maneira
eficiente tumores primarios que estejam localizados ou confinados, tumores metastaticos
sdo mais desafiadores devido a natureza sist€émica e a resisténcia das células aos agentes
terapéuticos. Este fato explica porque mais de 90% das mortes por cancer resultam de
metastases (GUPTA, MASSAGUE, 2006).

Metastase ¢ a presenga de células ou massas tumorais em tecidos que nao
apresentam continuidade com o tumor primario. A principal caracteristica das neoplasias
malignas ¢ a disseminagdo das células tumorais que ocorre através dos vasos sanguineos,
linfaticos ou cavidades corporais. Metadstase ¢ um processo complexo que envolve
adesdo, migracao celular e protedlise da matriz extracelular e da membrana basal. O
desenvolvimento dela diminui de maneira acentuada a possibilidade de cura dos pacientes
(ALMEIDA, 2016).

A adesao de células progenitoras hematopoiéticas a células secretoras de
citocinas, como ¢ o caso das células estromais, regula o destino que estas cé€lulas
hematopoiéticas terdo. Dependendo do sinal recebido através das citocinas, essas células
progenitoras hematopoiéticas poderdo sofrer apoptose ou proliferacdo, esta que pode
gerar tanto novas células progenitoras (auto renovacao) ou gerar células diferenciadas

(diferenciacao). Em células leucémicas com a translocacio BCR-ABL, esta adesdo a



células estromais estd grandemente reduzida e, desta forma, estas perdem a capacidade
de regulacdo da proliferacdo (VERFAILLIE et al, 1997).

As cé¢lulas malignas nos vasos sanguineos e linfaticos sao levadas pela circulagao
(MONTENEGRO MR., 1995). Na corrente sanguinea, necessitam ainda atravessar as
células endoteliais e a membrana basal (MB) em um local distante, e s6 entdo emigrarem
do vaso para um tecido integro, no qual irdo se proliferar e caracterizar o processo de
metastase (HONG SD, HONG SP, LEE JI, LIM CY., 2000). Para a degradagao da MB,
€ necessaria a presenca de enzimas proteoliticas, dentre as quais as gelatinases apresentam
grande importancia. Como principais fung¢des, as metaloproteinases-2 e -9 fragmentam
laminina e colageno tipo IV, componentes fundamentais da MB (THOMAS GT., LEWIS
MP., 1999).

1.4. Metaloproteinases

De acordo com a especificidade do substrato, similaridade de sequéncia e
organizacdo dos dominios, as metaloproteinases (MMPs) sao divididas em seis grupos
principais: Colagenases, Gelatinases, Estromelisinas, Matrilisinas, Metaloproteinases de
membrana e outras MMPs (MURPHY; NAGASE, 2008; AMALINEI ez al., 2007), sendo
as Gelatinases (MMP-2 e MMP-9) as mais estudadas devido a sua habilidade em degradar
os componentes da MB (AIMES; QUIGLEY, 1995).

Essas enzimas tém um papel importante no processo invasivo metastatico e de
tumores, incluindo o da LMC. Uma caracteristica das células tumorais que se adaptam a
diferentes tecidos ¢ a habilidade em remodelar os componentes da matriz extracelular
(MEC) do tecido invadido. Essa caracteristica ¢ atribuida a secrecdo de uma variedade de
proteases, principalmente as MMPs (STAMENKOVIK, 2000).

Os niveis das MMPs nos tecidos sauddveis sdo baixos ou praticamente
indetectaveis, entretanto, sua expressao ¢ substancialmente aumentada na maioria das
neoplasias malignas, apresentando importante acao proteolitica nos processos de invasao
e metastase. Neste aspecto, as MMP2 e MMP9 tém um papel crucial na progressao
tumoral, atuando diretamente sobre os componentes da MB, que ¢ a primeira estrutura a
ser degradada durante o processo de invasdo das células neopldsicas (THOMAS GT,
LEWIS MP, SPEIGHT PM, 1999). Uma das mais sérias consequéncias da invasao ¢ a

producao de metastases.



A MEC ¢ definida como uma complexa rede de componentes proteicos,
proteoglicanos e glicoproteinas adesivas que propiciam suporte mecanico para células e
tecidos. A MEC regula processos celulares distintos como o crescimento, morte, adesao,
migracao, invasdo, expressao génica e diferenciacdo. Tais eventos celulares regulam
processos fisiologicos como desenvolvimento embriondrio, morfogénese tecidual e
angiogénese. A MEC atua como um reservatorio de fatores de crescimento estando
envolvida também em diversos processos patologicos (VU; WERB, 2000; NAGASE;
WOESSNER, 1999).

A remodelacdo da MEC exige quebra e sintese constante dos seus elementos, a
qual ¢ efetuada por uma série de enzimas proteoliticas dentre as quais se destacam as
metaloproteinases da matriz (JOHN; TUSZYNSKI, 2001; MACCAWLEY LIJ;
MATRISIAN, 2001). As MMPs pertencem a uma familia de enzimas que necessitam da
presenga do zinco para realizarem suas fungdes (WOESSNER, 1998).

A atividade das MMPs pode ser controlada por uma série de inibidores enddgenos.
Esses inibidores, secretados pelas proprias células, sdo conhecidos como inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Assim, a atividade e a produgdo dessas enzimas
sdo controladas através de sua ativagdo ou inibi¢do (MATRISIAN, 1990).

O balanco entre as MMPs e os TIMPs ¢, em grande parte, responsavel pelo
controle da degradagdo dos elementos formadores da matriz extracelular. Um
desequilibrio entre essas duas moléculas ¢ responsavel por diversas condigdes
patologicas, como por exemplo, a progressdo do cancer e as doengas cardiovasculares

agudas e cronicas (BODE et al., 1999).

1.5. Tratamento da LMC

Muitos sdo os marcos terapéuticos ao longo dos anos no tratamento da LMC. O
arsénio foi utilizado em 1865 em dois pacientes (DEININGER, 2011). O uso de irradiagdo
esplénica ocorreu por volta de 1900. O controle efetivo das contagens celulares em sangue
periférico foi possivel com o uso de busulfan, em 1953, que resultou em melhora na
sobrevida e permaneceu como tratamento padrao durante 35 anos. Dez anos mais tarde,
a hidroxiureia foi empregada com o mesmo proposito, proporcionando melhor
tolerabilidade. Porém, nenhum desses agentes promove resposta citogenética ou evita a
crise blastica (HEHLMANN; HEMPEL; HASFORD; KOLB; PRALLE; HOSSFELD,
1994).



Até 1970, a leucemia mieloide cronica era uma doencga fatal. Essa realidade foi
modificada apds introducdo do transplante de medula 6ssea alogénico, em 1986, com
possibilidade de cura para a doenga. Logo em seguida, o uso do interferon alfa mostrou
induzir respostas citogenéticas completas e duraveis, além de sobrevida longa, embora
numa propor¢ao pequena de pacientes (PAVLU; SZYDLO; GOLDMAN; APPERLEY,
2011).

No final dos anos 80, o acimulo de dados sobre o mecanismo molecular da
proteina hibrida BCR-ABL, estimulou o desenvolvimento de terapias moleculares que
possuiam como alvo o dominio tirosino quinase, com a finalidade de inibir este dominio
(LEVITZKI; GAZIT, 1995; DRUKER; LYDON, 2000; TRAXLER et al., 2001). O
inibidor que apresentou maior sucesso na interrup¢ao do sinal oncogénico foi o mesilato
de imatinibe (IM - imatinib mesylate), conhecido comercialmente como STI571 ou
Gleevec. Ele ¢ o primeiro e principal inibidor seletivo de tirosino quinase indicado para
LMC capaz de inibir ndo s6 a atividade das proteinas relacionadas a ABL (ARPs), como
também o receptor do fator de crescimento derivado das plaquetas e o receptor KIT
(BUUCHDUNGER et al., 1996; OKUDA et al., 2001). Como consequéncia desta
inibi¢do, a proliferacdo das células ¢ inibida, induzindo apoptose nas células leucémicas
(DRUKER et al., 1996).

Apesar da aparente eficicia terapéutica do IM, alguns pacientes se tornam
intolerantes a0 mesmo e em outros casos, suas células adquirem resisténcia. A aquisi¢ao
de resisténcia pelas células leucémicas ao IM se deve principalmente a mutagdes no gene
BCR-ABL (DRUKER et al., 2006; GRISWOLD et al., 2006; BRECCIA E ALIMENA,
2009).

O fenomeno de resisténcia levou ao desenvolvimento de inibidores de segunda
geragdo, dentre os quais desatinibe e nilotinibe. O desatinibe ¢ 325 vezes mais potente
que o IM em inibir a proteina quinase BCR-ABL, sendo capaz de ser ativo contra a
maioria das mutagdes da oncoproteina BCR-ABL resistentes ao IM (DELAMAIN;
CONCHON, 2008). Além dela, o desatinibe também inibe outras quinases relacionadas
a doenga tais como: c-Kit, PDGFR e Src (WARMUTH et al., 2003; TALPAZ et al., 2006;
HANTSCHEL et al., 2008). Ja o nilotinibe ¢ de 20 a 50 vezes mais potente que o IM,
mas nao tem nenhum efeito sobre a Src ou sobre a quinase BCR-ABL que apresenta a
mutacdo T315I, na qual ocorre a troca do aminoacido treonina pela isoleucina

(KANTARIJIAN et al., 2006).



Apesar da poténcia de inibi¢ao destes dois farmacos de segunda geracdo, existem
relatos na literatura sobre a aquisi¢cao de resisténcia também a eles. Assim, inibidores de
outras quinases tém sido desenvolvidos: 0 MK-0457 ¢ um inibidor da aurora quinase e,
portanto, afeta a formacdo do fuso mitotico e, consequentemente, induz a apoptose
(GILES et al., 2007). Além dos inibidores mencionados acima, existem os inibidores de
terceira geragdo como o inibidor SKI006 (Bosutinibe) que atua sobre quinases da familia
Src (SFK) e Abl. Ao contrario do imatinibe e desatinibe, esse inibidor ¢ mais especifico
por ndo inibir significantemente a atividade das quinases c-Kit e PDGFR (GOLAS et al.,
2003; GOLAS et al., 2005).

1.6. Metformina

A Metformina (1,1-dimetilbiguanida) pertence a classe de biguanida de agentes
antidiabéticos, que tem sido amplamente utilizado hd muitos anos no tratamento de
diabetes Mellitus de tipo 2 (VIOLLET; GUIGAS; SANZ GARCIA; LECLERC;
FORETZ; ANDREELLI, 2012). Curiosamente, ha uma crescente de estudo de evidéncias
em que a metformina também tem efeitos quimio-sensibilizadores e quimiopreventivos
contra a carcinogénese em geral (ZHUANG; KEITH, 2008; XIAO; HE; LU et al, 2012).

A eficacia da metformina juntamente com seu baixo custo, faz da metformina uma
das principais drogas para o tratamento da diabetes Mellitus de tipo 2 e das condi¢des
relacionadas com o diabetes. (AMERICAN DIABETES, A., 2016; MARUTHUR, N. M;
TSENG, E.; HUTFLESS, S.; WILSON, L. M.; SUAREZ-CUERVO, C.; BERGER, Z.;
CHU, Y.; IYOHA, E.; SEGAL, J.B.; BOLEN, S., 2016)

E consumida por mais de 150 milhdes de individuos em todo o mundo e,
juntamente com glibenclamida, compreendem os dois antidiabéticos orais classificados
na Organiza¢do Mundial da Saude Lista Modelo de Medicamentos Essenciais (WHO,
2015).

A metformina tem sido associada a um impacto benéfico contra as complicagdes
cardiovasculares da diabetes e, também, com menor risco de desenvolvimento de cancer
e melhora do prognostico do cancer em individuos diabéticos (GIOVANNUCCI, E.;
HARLAN, D. M.; ARCHER, M. C.; BERGENSTAL, R. M.; GAPSTUR, S. M.; HABEL,
L. A.; POLLAK, M.; REGENSTEINER, J. G.; YEE, D., 2010; COPERCHINI, F.;
LEPORATI P.; ROTONDI, M.; CHIOVATO, L., 2015).



Virias linhas de evidéncia apoiam que a metformina exerce seus efeitos
antineoplasicos de uma forma sistémica e também em uma célula-autonoma. Ela ¢ uma
biguadina que reduz a produgdo de glicose com uma menor acao sensibilizadora da acao
da insulina sendo entdo uma redutora de neoglicogénese. Os efeitos antitumorais da
metformina sdo baseados, entdo, na sua capacidade para inibir a gliconeogénese hepatica
e de estimular a captagdo de glicose no musculo e adipocitos, diminuindo assim os niveis
de glicose e insulina no sangue. Este efeito da metformina sobre a insulina ¢ importante
no tratamento de tumores relacionados com hiperinsulinemia (tumores de insulina-
sensivel) (DOWLING; GOODWIN; STAMBOLIC, 2011).

Estudos epidemiolédgicos recentes t€ém mostrado que o uso de metformina ¢ capaz
de reduzir a incidéncia do aparecimento de tumores em pacientes diabéticos em
comparacdo aos niveis apresentados por pacientes diabéticos tratados com terapias
alternativas (GALLAGHER; LEROITH, 2011). Adicionalmente, tais estudos
demonstraram também que o tratamento de pacientes diabéticos com metformina reduz
o risco de desenvolvimento de cancer a niveis inferiores aos observados em pacientes nao
diabéticos (BERSTEIN et al., 2011; ILIOPOULOS et al, 2011; MONAMI et al., 2011),
sugerindo a potencialidade do uso da metformina como agente de quimioprevengdo ao
cancer. Importante ressaltar, que a capacidade quimiopreventiva da metformina também
tem sido demonstrada em varios modelos animais, reforcando sua capacidade de inibir o
desenvolvimento e progressao de tumores (MARTIN; MARALIS, 2012).

Ao nivel sistémico, o papel preventivo da metformina esta associado, em primeiro
lugar, a diminui¢do da producdo de glicose hepatica, o que leva ainda mais a melhoria da
hiperinsulinemia secundaria. A hiperinsulinemia aumenta o risco de desenvolvimento de
cancer em pacientes com diabetes Mellitus tipo 2 (GIOVANNUCCI, E.; HARLAN, D.
M.; ARCHER, M. C.; BERGENSTAL, R. M.; GAPSTUR, S. M.; HABEL, L. A
POLLAK, M.; REGENSTEINER, J. G.; YEE, D., 2010), sendo também um fator
prognostico adverso para certos tipos de tumores, incluindo os de mama, colon e prostata
(POLLAK, M. N., 2012).

Uma vez que a insulina e o Fator de Crescimento semelhante a Insulina tém sido
largamente apontados por promover a tumorigénese através da estimulagdo da
proliferacdo de células epiteliais (POLLAK, M., 2008), a restauragdo dos niveis
plasmaticos de insulina pela metformina pode atuar contra o crescimento ¢
desenvolvimento de células tumorais em tecidos sensiveis a insulina (PERNICOVA, 1.;

KORBONITS, M., 2014).
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Embora consiga suprimir as reagcdes imunes que promovem a tumorigénese, a
metformina também pode aumentar as respostas inflamatdrias antitumorais, aumentando
a populagao de linfocitos infiltrantes de tumores T CD8+, protegendo-os da apoptose e
da deplecao funcional (EIKAWA, S.; NISHIDA, M.; MIZUKAMI, S.; YAMAZAKI, C.;
NAKAYAMA, E.; UDONO, H., 2015). Dados encorajadores de Pearce e colegas
demonstraram que a expansao das células T de memoria CD8+ aumenta a eficacia de uma
vacina anticancerigena experimental em ratinhos, apds a administragdo de metformina
(PEARCE, E. L.; WALSH, M. C.; CEJAS, P. J.; HARMS, G. M.; SHEN, H.; WANG, L.
S.; JONES, R. G.; CHOI, Y., 2009).

Ao nivel celular, a capacidade antineopldsica da metformina ¢ regida
principalmente pela inibicdo do complexo mitocondrial I e pela ruptura da fosforilagdo

oxidativa (PIEROTTI et al, 2013).

1.7. PCR em tempo real

O DNA consiste em uma dupla hélice de duas cadeias agucar-fosfato antiparalelas
e enroladas para a direita, com aproximadamente dez pares de bases por volta de 34 A e
com suas bases quase perpendiculares ao eixo da hélice. As bases de fitas opostas ligam-
se por ligagdes de hidrogénio de uma maneira geometricamente complementar para
formarem pares de base proposto no modelo de Watson-Crick (VOET, D., 2006).

O DNA ¢ replicado na direcdo 5= 3’ pela unido de desoxinucleotideos
trifosfatados sobre moldes de DNA complementares. A replicacdo € iniciada pela geracao
de pequenos iniciadores de RNA pela primase e pela RNA-polimerase. O DNA ¢ depois
estendido a partir das extremidades 3’ dos iniciadores pela acdo de uma DNA-polimerase
(Pol III). A fita-lider em uma forquilha de replicagao ¢ sintetizada de forma continua,
enquanto a fita tardia ¢ sintetizada descontinuamente, pela formacao de fragmentos de
Okasaki (VOET, D., 2006).

A reagdo em cadeia polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction)
possibilita por meio do uso da enzima DNA-polimerase (que participa da replicagao do
material genético) a sintese de fragmentos de DNA. A enzima sintetiza uma sequéncia
determinada por indicadores, desde que esta ja se encontre ligada a uma das cadeias de

DNA no ponto escolhido, e amplifica essa sequéncia em bilhdes de copias.
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A PCR em tempo real realiza a quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA de
maneira precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase
exponencial da reagao.

O ponto que detecta o ciclo na qual a reacao atinge o limiar da fase exponencial ¢
denominado de Cycle Threshold (CT). Este ponto permite a quantificagdo exata e
reprodutivel baseado na fluorescéncia. A emissdo dos compostos fluorescentes gera um
sinal que aumenta na propor¢ao direta da quantidade de produto da PCR. Sendo assim,
os valores da fluorescéncia sao gravados durante cada ciclo e representam a quantidade
de produto amplificado. Os sistemas de detec¢@o mais utilizados sdo os chamados sistema
SYBR® Green e sistema TagMan® (VITZTHUM et al., 1999).

Na PCR, uma amostra de DNA ¢ separada em fitas simples e incubada com DNA-
polimerase, dNTP e dois oligonucleotideos iniciadores (primers), cujas sequéncias
flanqueiam o segmento de DNA de interesse. Os iniciadores conduzem a sintese de fitas
complementares ao DNA-alvo pela DNA-polimerase. Multiplos ciclos desse processo,
cada um multiplicando a quantidade do DNA-alvo, amplificam geometricamente um
DNA a partir de quantidades infimas como uma unica copia do gene. Em cada ciclo, as
duas fitas do duplex de DNA sdo separadas pelo aquecimento, entdo a mistura de rea¢ao
¢ resfriada para permitir que os iniciadores se anelem aos seus segmentos complementares
no DNA. Em seguida, a DNA-polimerase sintetiza as fitas complementares. A utilizagao
de uma DNA-polimerase termoestavel elimina a necessidade de se adicionar mais enzima
apos cada etapa de aquecimento (o calor inativa a maioria das enzimas). Dessa forma, na
presenga de quantidades suficientes de iniciadores e de dNTP, a PCR ¢ realizada
simplesmente pela variagado ciclica da temperatura.

Vinte ciclos de PCR aumentam a quantidade de sequéncia-alvo em cerca de um
milhdo de vezes com alta especificidade. A PCR pode amplificar um DNA-alvo presente
apenas uma vez em uma amostra de 10° células de modo que esse método pode ser usado
sem purificagdo prévia do DNA. O DNA amplificado pode ser sequenciado ou clonado

(VOET, D., 2014).
1.8. Zimografia
A zimografia ¢ uma técnica protedmica eletroforética que permite a quantificagao

e a visualizacdo do tamanho aproximado de enzimas em amostras biologicas, com base

na degradacdo de um substrato copolimerizado juntamente com os géis de eletroforese.
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No caso das proteases, utilizam-se como substrato a gelatina, caseina, fibronectina e
colageno, dentre outros (LEBER; BALKWILL, 1997; ITOH; ITO et al., 1998;
TROEBERG; NAGASE, 2003; SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN HOFF, 2005).

Esta técnica ¢ muito util na analise da composicao de proteases de amostras
bioldgicas complexas, pois a visualizagdo dessas proteases depende diretamente da
atividade proteolitica (KJELDSEN; JOHNSEN et al., 1993; FEITOSA; GREMSKI et al.,
1998; KIMURA; SHINOHARA et al., 2001; SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN
HOFF, 2005).

A zimografia com substrato de gelatina ¢ uma técnica amplamente usada no
estudo de metaloproteinases, especialmente as MMPs, sendo compativel com o sistema
de tampao de Laemmli, comumente utilizado em eletroforese SDS-PAGE (HUMMEL,
PENHEITER et al., 1996).

Esta técnica consiste em copolimerizar o substrato de gelatina em um gel comum
de SDS-PAGE. Como o substrato estd preso nos poros do gel, ele ndo migra quando ¢
aplicada a corrente elétrica durante a eletroforese. A amostra bioldgica ¢ desnaturada por
SDS, porém nao reduzida, e entdo aplicada no gel para separacdo. Apds a corrida
eletroforética, as proteases separadas sdo renaturadas dentro do gel, por lavagens
repetidas com um detergente ndo-idnico, como o Triton X-100, que substitui o SDS do
gel (HEUSSEN; DOWDLE, 1980).

O gel ¢ entdo incubado em um tampao adequado, permitindo que as proteases
renaturadas realizem a digestdo do substrato em uma zona ao redor de sua posicdo de
eletroforese. Estas zonas sdo visualizadas ao corar o gel com Coomassie Blue, onde o gel
inteiro fica azul e as areas de digestdo aparecem como zonas transparentes (TROEBERG;
NAGASE, 2003).

As proteases sdao entdo identificadas comparando as areas digeridas com os
padrdes de peso molecular e/ou fazendo testes de inibicdo com inibidores especificos a
certas classes de proteases (KOYAMA H, IWATA H, KUWABARA Y, IWASE H,
KOBAYASHI S, FUIIT Y., 2000).

A maioria dos estudos para deteccdo dos niveis das MMP2 e MMP9 utilizam
técnicas de zimografia. Ela demonstra a agdo proteolitica mais do que a antigenicidade, e
assim, fornece medidas semiquantitativas das MMP no tumor, além de distinguir a MMP
de forma ativa da proenzima. Desta maneira, a avaliagdo da zimografia mostra-se
importante na detec¢ao das MMPs (IKEBE T, SHINOHARA M, TAKEUCHI H, BEPPU
M, KURAHARA S, NAKAMURA S, ET AL., 1999).
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2. MATERIAS E METODOS

2.1. Materiais

Meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium),
soro fetal bovino e antibidticos foram obtidos da Invitrogen (Eugene, OR, EUA).
Metformina (1,1-Dimethylbiguanide hydrochloride) foi obtida da Enzo Life Sciences.
Mesilato de imatinibe (Gleevec®) foi obtido da LC Laboratories (Woburn, MA, USA).
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetraz6lio) foi obtido da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Trizol®, High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Deoxyribonuclease 1 e SYBR®-Green PCR Master Mix foram obtidos
da Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA. GoTaq® Flexi DNA Polymerase foram
adquiridos da Promega, Wisconsin, EUA. Marcador de peso molecular Spectra foi
adquirido da Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA. Todos os demais reagentes
utilizados tinham o maior grau de pureza disponivel comercialmente e dgua utilizada para
o preparo das solucdes foi bidestilada e purificada pelo sistema Milli-Q. Células K562,
Lucena e FEPS, disponiveis no laboratdrio, foram gentilmente cedidas pela professora

Vivian M. Rumjanek (Universidade Federal do Rio de Janeiro).

2.2. Cultura de células e tratamento com metformina

Células K562, Lucena e FEPS foram mantidas em meio RPMI, contendo 100 U/mL
de penicilina, 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina e suplementado com 10% de soro fetal
bovino. As células foram plaqueadas em uma densidade inicial de 5x10* células/mL e
mantidas em atmosfera umidificada, 5% CO, a 37°C procedendo-se a repiques a cada 48
horas em placas de 96 pocos. Para os experimentos envolvendo exposi¢ao das células a
metformina, as células foram plaqueadas na densidade de 1x10° células/mL e expostas ao
euglicemiante por 24 e 48 horas. As concentragdes utilizadas foram 5, 20 ¢ 40 mM de

metformina.

2.3. Quantificacdo da expressio de MMP2 e MMP9 por qPCR.

2.3.1 Extracdo do RNA total
As células foram retiradas das placas de petri, colocadas em tubos falcon e

centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C, o meio de cultura foi descartado e na
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fragdo celular acrescentado 1 ml de Trizol®, seguindo as especificacdes do fabricante. A
ruptura e homogeneizagdo das células até completa dissociagdo foi realizada utilizando
equipamento Polytron (Polytron®, Kinematica AG, Luzern, Suica) e, a seguir,
transferidas para microtubos, aos quais foram adicionados 200 pL de cloroférmio e
agitados por inversdo por 15 segundos. Os microtubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 5 minutos e centrifugados a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C. Apds a
centrifugacao, aproximadamente 400 ul. da fase aquosa (superior) foram transferidos
para um novo microtubo, ao qual foram adicionados 500 pL de isopropanol. Deixar a -
20°C por 1 hora. Apds centrifugacdo a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado uma vez com 1 mL de etanol 75% em
agua livre de RNase. Os microtubos foram novamente centrifugados a 14000 rpm por 20
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o RNA seco em temperatura ambiente,
por 30 minutos. O RNA foi entdo solubilizado em 50 pL de dgua livre de RNase em
banho seco por 5 min e depois mais 1 min em temperatura ambiente. Apos a quantificacdo

foi armazenado a -80°C.

2.3.2 Quantificagdo do RNA

O RNA livre de DNA foi avaliado quanto a sua concentracdo € pureza
espectrofotometricamente a 260 nm no espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo

Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

2.3.3 Obtengdo de cDNA por RT-PCR

Os cDNAs foram sintetizados a partir de 2 pg do RNA total, utilizando o High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, seguindo especificagdes do fabricante. A um
microtubo foram adicionados 2 pg de RNA total, 2 ul de tampao RT, 0,8 ul de mix de dNTPs
a 100 mM, 2 ul de oligonucleotideos randomicos, 1 ul de enzima Multi Scribe Reverse
Transcriptase, 1 ul de inibidor de RNase e agua livre de RNase para um volume final de 10
nL (3,2 ul). As amostras foram incubadas a 25°C por 10 minutos, a 37°C por 120 minutos, e
mantidas a 4°C no termociclador Veriti® Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA). Para checar a eficiéncia da reagdo de transcrig@o reversa, a integridade
do RNA e a possivel contaminagdo com DNA genomico, foram realizadas reagdes de PCR

convencional, utilizando iniciadores especificos para amplificagdo do gene da fS-actina e do



15

GAPDH. As reacoes foram feitas utilizando 1x de tampdo GoTaq Flexi, 0,2 mM de MgCl,,
0,2 mM de mix de dNTPs, 0,5 mM de cada um dos iniciadores, 1,25 U de enzima GoTaq
DNA Polymerase e 10 mg de DNA. Os ciclos das reagdes serdo aquecidos previamente de
95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e
72°C por 30 segundos.

2.3.4 Confecgdo dos oligonucleotideos

Para o desenho dos oligonucleotideos foi utilizada a sequéncia consenso de
RNAm dos genes estudados depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
e o programa CLC Main Workbench (CLCbio version 4.6). A especificidade dos
iniciadores foi avaliada utilizando o Primer-Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) (Ye et al., 2012) ¢ a ferramenta de PCR in silico da UCSC Genome Browser. Para
o desenho dos iniciadores procurou-se seguir os seguintes critérios: iniciadores em exons
distintos; composi¢ao de bases C e G dos iniciadores de 40 a 60%; com citosina ou
guanina nas extremidades; comprimentos de no minimo 15 e no maximo 22 bases;
temperatura de anelamento entre 50°C e 60°C; diferenga de no maximo 2°C entre os pares
de iniciadores; e tamanho de produto amplificado entre 80 ¢ 150 pares de bases. Para
verificar a presenca de estruturas secunddrias entre os homo ou heterodimeros foi
utilizado o programa OLIGOTECH versao 1.00 (Copyright© 1995), considerando como
permitido a formagao destas estruturas na temperatura de até 20°C. Os iniciadores foram
diluidos a uma concentracao estoque de 100 uM, de onde foram feitas aliquotas de
trabalho na concentragdao de 10 uM. A sintese destes oligonucleotideos foi realizada pela

empresa Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville, IA, EUA).

2.3.5 Reagdo da polimerase em cadeia em tempo real (qPCR)

A reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR) foi realizada utilizando
o reagente SYBR®Green PCR Master Mix, incluindo AmpliTag-GOLD polymerase
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) no sistema Step One Plus (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Todas as reagdes foram feitas em triplicata em
placas de 96 pocos para tempo real (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), com
a utilizagdo do sistema de deteccdo de sequéncias StepOne Software v2.3 (Thermo Fisher

Scientific, Massachusetts, EUA). Para as reacdes foram utilizados 10-300 ng de cDNA,
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5 uL de SYBR®-Green, oligonucleotideos nas concentragdes que foram determinadas nas
padronizagdes e agua livre de RNase para volume final de 10 puL por pogo. As reagdes
foram incubadas a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto e um ciclo final de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C
por 15 segundos e 60°C por 15 segundos no Step One Plus Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). A quantificagdo relativa dos transcritos de cada
gene estudado foi realizada de acordo com o método relativo de curvas padrao pelo
método 2724¢t (Livak & Schmittgen, 2001). A especificidade dos produtos amplificados
foi analisada pelas curvas de dissocia¢ao geradas pelo equipamento. Controles negativos
foram utilizados em paralelo para confirmar a auséncia de qualquer tipo de contaminante
no meio reacional. Todas as reacdes foram submetidas as mesmas condi¢oes de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX (colocado na reacao
juntamente com o SYBR®Green) para corre¢io de flutuagdes na leitura decorrentes a
variagoes de volume e evaporagao ao longo da reagdo. O resultado, expresso em valor de
CT, se refere ao nimero de ciclos de PCR necessarios para que o sinal o florescente atinja

o limiar de detec¢ao.

2.4. Avaliacao da expressio de MMP2 e MMP9 por zimografia

Apods exposicao das células a metformina, o meio de cultura foi coletado,
centrifugado a 14.000 rpm por 15 min e o sobrenadante concentrado. As concentragdes
de proteinas das amostras foram determinadas utilizando o método de Lowry,
normalizadas com agua e armazenadas a -20°C. A atividade gelatinolitica foi avaliada
pelo fracionamento das metaloproteinases em gel de poliacrilamida 12% contendo 4% de
gelatina através de eletroforese. Para isso foram aplicados ao gel 100 pg de proteina de
cada amostra. Apds o fracionamento, os géis foram lavados em solucao aquosa de Triton
X-100 (2% m/v) para renaturagdo das enzimas e incubados por 18 h em tampdo de
proteolise (Tris-CaCl2) a 37°C. Os géis foram corados com solugdo contendo corante
Coomassie Blue R-250 por 1 h. A seguir, os géis foram descorados e fixados com solugdo
contendo 50% de metanol e 5% de glicerol (SHAPIRO et al., 2001). As bandas obtidas
foram quantificadas por densitometria empregando-se o programa ChemiDoc™ MP
Imaging System with Image Lab™ Software (Bio-Rad, California, USA) e os resultados

serdo representados relativos ao controle (atribuido valor 1).
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3. RESULTADOS

3.1. PCR em tempo real para os genes alvo

A quantificacdo relativa dos transcritos de cada gene estudado foi realizada de
acordo com o método relativo de curvas padrio pelo método 224¢t (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001). Dessa maneira, como a eficiéncia da reagcdo dos genes estudados
ndo foi de 100%, os valores de eficiéncia calculados de acordo com a curva padrao foram

utilizados através da seguinte formula:

RQ =TF alvo ACt alvo (controle — alvo)

E ref ACt ref (controle — alvo)

Os valores de RQ (Relative Quantification) representam a quantificagdo da
expressao génica, sempre em relagdo ao seu controle e normalizados contra um gene de
referéncia (no caso, a actina), cuja expressdo variou entre as linhagens e entre as
concentragdes dos tratamentos. Esses valores plotados originaram os graficos ilustrados

nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Grdficos representativos da expressdo dos transcritos para o gene MMP2 avaliados apos 24 e 48
horas de tratamento com metformina. Os grdficos de “Quantificacdo Relativa” apresentam as diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens tratadas com metformina quando comparados aos seus

controles (One Way ANOVA seguido de Teste de Tukey). * = p<0,05.
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Figura 3. Grdficos representativos da expressdo dos transcritos para o gene MMP9 avaliados apos 24 e 48
horas de tratamento com metformina. Os grdficos de “Quantificacdo Relativa” apresentam as diferengas
estatisticamente significativas entre as linhagens tratadas com metformina quando comparados aos seus

controles (One Way ANOVA seguido de Teste de Tukey). * = p<0,05.

Os valores de Delta Ct representam as expressdes dos transcritos de forma

comparativa entre as linhagens. Esses valores plotados originaram os graficos ilustrados

nas Figuras 4 ¢ 5.
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Figura 4 Graficos representativos da expressdo dos transcritos para o gene MMP2 avaliados apos 24 e 48
horas de tratamento com metformina. Os graficos de “Delta CT” apresentam as diferencgas estatisticamente
significativas das linhagens K562, Lucena e FEPS tratadas com metformina quando comparadas entre si

(Two Way ANOVA seguido de Teste de Bonferroni). * = p<0,05.
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Figura 5 Graficos representativos da expressdo dos transcritos para o gene MMPY avaliados apos
24 e 48 horas de tratamento com metformina. Os grdficos de “Delta CT” apresentam as diferencas
estatisticamente significativas das linhagens K562, Lucena e FEPS tratadas com metformina

quando comparadas entre si (Two Way ANOVA seguido de Teste de Bonferroni). * = p<0,05.

3.2. Quantifica¢ao da expressiao de MMP2 e MMP9 por zimografia

Os ensaios de zimografia foram padronizados para que fossem obtidos os
resultados mais adequados, de forma que para estes ensaios foram utilizados géis de
acrilamida/bisacrilamida 29:1 de 12%, 4% de gelatina, quantidade de 100 ug de proteinas
totais e 18 horas de tempo de incubagdo para a agdo das MMPs. A Figura 6 apresenta as

fotos dos géis resultantes dos ensaios.
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Figura 6. Fotos correspondentes aos géis de zimografia. As bandas brancas indicam a a¢do gelatinolitica das
metaloproteinases. A esquerda estdo identificados os tamanhos de bandas correspondentes as MMPs 2 e 9.
A: amostras dos tratamentos com as linhagens K562 e Lucena apos 24 horas de exposi¢do com metformina.
B: amostras dos tratamentos com as linhagens K562 e Lucena apos 48 horas de exposi¢do com metformina.

C: amostras dos tratamentos com a linhagem FEPS apos 24 e 48 horas de exposi¢cdo com metformina.

Para as andlises densitométricas foi utilizado o programa ChemiDoc™ MP
Imaging System with Image Lab™ Software (Bio-Rad, California, USA) e os resultados
serdo representados relativos ao controle (atribuido valor de 1). As Figuras 7 ¢ 8

representam as analises de densitometria das bandas evidenciadas nos géis apresentados
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acima, bem como mostram as diferencas de atividade das metaloproteinases entre os

tratamentos com metformina.
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Figura 7. Grdficos representativos da quantificacdo relativa de MMP2, avaliados apos 24 e 48 horas de
tratamento com metformina. Os grdficos de “Quantificagdo Relativa” apresentam as diferencas estatisticamente
significativas entre as linhagens tratadas com metformina quando comparados aos seus controles (One Way

ANOVA seguido de Teste de Bonferroni). * = p<0,05.
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Figura 8. Grdficos representativos da quantifica¢do relativa de MMP9, avaliados apos 24 e 48 horas de
tratamento com metformina. Os grdficos de “Quantificacdo Relativa” apresentam as diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens tratadas com metformina quando comparados aos seus controles (One Way

ANOVA seguido de Teste de Bonferroni). * = p<0,05.
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4. DISCUSSAO

4.1. Quantificacio relativa dos transcritos de MMP2 e MMP9

A técnica da qPCR em tempo real permite a quantificagdo da expressdo de genes
induzidos em resposta a diferentes condigdes, apresentando um maior grau de
sensibilidade que o PCR competitivo e uma boa reprodutibilidade. A quantificacdo da
expressao dos genes ¢ feita de forma relativa, isto €, pela comparacdo da expressdo em
um grupo exposto a um estimulo a outro grupo ndo exposto, denominado grupo controle
(ZARLENGA; HIGGINS, 2001).

O programa de andlise das reagdes de PCR em tempo real realiza o calculo
automatico do limiar de deteccdo da fluorescéncia. Entretanto, objetivando uma melhor
andlise dos dados optou-se pela verificagdo individual das curvas de amplificacdo,
remogao dos sinais ndo especificos € o ajuste manual do limiar de detecgdo para que os
resultados fossem obtidos na faixa de amplificacdo exponencial. Definiu-se, dessa
maneira, um limiar de detec¢do distinto para cada gene testado.

O uso de um gene constitutivo como controle endégeno na reacdo de PCR
quantitativo e como fator de normalizagao dos dados ¢ controverso (BUSTIN, 2002;
THELLIN et al., 1999). Um dos requisitos mais importantes para a escolha de um gene
candidato a controle enddgeno ¢ a sua presenca constante em todas as amostras testadas
com pouca variagao na expressao por influéncia de estimulos externos ou mudangas no
metabolismo celular. Seguindo esse raciocinio, as flutuagdes decorrentes a variagdes de
pipetagem e, consequentemente, na concentragdo final dos reagentes, da amostra ou
variagoes nas condi¢des das reagdes de RT ou de PCR, seriam corrigidas pela expressao
do gene constitutivo.

No presente experimento, o gene ACTB (actina) foi detectado em quantidade
similar em todas as condigdes experimentais. Essa auséncia de variacao na expressao do
gene controle endogeno também pode ser interpretada como um indicador da integridade
do RNA extraido, da adequada sintese de cDNA na reagdo de transcrigdo reversa e da boa
amplificacdo do produto durante a PCR. Além desses fatores, o gene ACTB apresentou
eficiéncia de amplificagdo semelhante aos demais genes testados.

A quantificacdo relativa dos transcritos de cada gene estudado foi realizada de
acordo com o método relativo de curvas padrio, chamado de pelo método 224t (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2001). Trata-se de um método de quantificagdo relativa que descreve

a mudanca na expressao de um gene alvo em um grupo de amostras estudadas,
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normalizadas com um gene constitutivo, comparado com uma amostra de
referéncia/controle.

Os ensaios se mostraram de dificil padronizacdo porque os genes das proteinas
MMP2 e MMP9Y analisados sdao pouco expressos nessas células, de forma que houve
amplificacdo apenas quando foram utilizadas grandes quantidades de cDNA total.
Também foi possivel verificar uma grande variagdo relativa entre as replicatas, o que pode
ser explicado por essa baixa expressdao. Poucas moléculas estavam presentes nas
amostras, de forma que as diferencas inerentes de pipetagem tornaram-se mais evidentes
apos a amplificagdo exponencial das poucas moléculas existentes dentro do ensaio.

Foi observado um aumento significativo de expressdo dos transcritos das MMPs
estudadas, destacando-se a concentracdo de 40 mM de metformina. Além disso, as
diferencas de expressao observadas foram mais evidenciadas apds 48 horas de exposi¢ao
a metformina.

A comparagdo da expressao das metaloproteinases entre as células também
revelou diferencas significativas entre elas, com resultados mais concordantes para

MMP2 quando foram comparados os dois intervalos de tratamento do que para a MMP9.

4.2. Quantificacio de expressio de MMP2 e MMP9

Tendo em vista a complexidade do processo de invasdo e formagao de metastases,
as terapias antitumorais podem atuar sobre diferentes etapas que antecedem a efetiva
colonizacdo do tecido-alvo para o desenvolvimento do tumor secundério. Como citado
anteriormente, o processo ¢ iniciado na intravasao, e permite que a célula tumoral adquira
motilidade através de alteragdes fenotipicas chamadas de transi¢do epitélio-mesenquimal
(EMT) (DORSAM et al., 2007; WEINBERG, 2007). Tal processo contempla nao sé a
troca da expressdo de proteinas de adesdo (E-caderina por N-caderina), o que resulta em
maior grau de liberdade, mas também no aumento da expressdo de proteases que
garantem a superacao da barreira imposta pela lamina basal, garantindo o alcance dos
vasos linfaticos e sanguineos (HWANG et al., 2010). As MMPs constituem uma familia
de aproximadamente 23 enzimas proteoliticas zinco-dependentes, sendo capazes de
degradar macromoléculas coesivas, como coldgeno e fibronectina, entre outras proteinas
constituintes da matriz extracelular. O aumento de expressio de MMPs ocorre
naturalmente durante os processos de remodelagao tecidual promovidos pelo organismo,

sendo notoriamente explorado pelas células tumorais em processo metastatico. De fato,
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segundo a literatura, a expressdo e atividade de MMP2 e MMP9 sdo constantemente
observadas em tumores de alto potencial invasivo, atuando na degradacdo de colageno
IV, o principal constituinte da matriz extracelular da lamina basal (CEREZZO et al.,
2013; DYE et al., 2013).

Numerosos métodos tém sido desenvolvidos para avaliacdo das formas ativas e
latentes de enzimas proteoliticas em amostras bioldgicas. Entretanto, a zimografia ¢ o
método mais usado por ser o mais completo, capaz de detectar formas ativas e latentes
das MMPs e quantificar suas expressoes, além de apresentar alta sensibilidade para
diferentes classes de MMPs e baixo custo em comparacdo a outras técnicas (LEBER e
BALKWILL, 1997; SNOEK-VAN BEURDEN ¢ VON DEN HOFF, 2005; KUPAI et al.,
2010).

A importancia das MMPs na patogénese de inimeras doengas tem despertado a
aten¢do de diversos grupos de pesquisa, justificando a aplicabilidade da técnica de
zimografia na deteccdo e quantificacdo da expressdo dessas endopeptidases.

A zimografia foi executada em multiplos estudos que relacionam as MMPs com
enfermidades, como a fibrose pulmonar idiopatica, o diabetes, a artrite, as doencas
infectoparasitarias e, principalmente, o cancer. Trata-se de uma técnica amplamente
usada como o Unico ensaio para observar a atividade enzimatica das MMPs, entretanto,
outras técnicas podem ser associadas a fim de complementar os resultados alcancados.
Dentre elas, o ensaio imunoenzimatico (ELISA), o Western blotting, a imunoistoquimica
e a imunofluorescéncia (HITCHON et al., 2002; LA ROCCA et al., 2004; GUTIERREZ
et al., 2008; GHARAGOZLIAN et al., 2009; GARCIA-DE-ALBA et al., 2010; ROOMI
etal. 2012).

Os resultados apresentados mostram que a metformina ¢ capaz de modular a
atividade de MMP2 e MMP9 expressas por cé€lulas K562, Lucena e FEPS, tanto apds uma
exposicao de 24 horas quanto apos 48 horas. Ainda que as diferengas encontradas nao
tenham sido significativas para todos os casos, houve uma tendéncia a diminui¢do de
atividade das metaloproteinases estudadas.

Ainda nao existem estudos que mostrem como a metformina inibiria ou
estimularia a atividade das metaloproteinases. Estudos anteriores mostraram que a
metformina possui potencial em modular e diminuir a atividade das MMPs expressas por
tumores de ovario, melanoma e sarcoma, entre outros, em concentracoes de até 5 mM
(CEREZZO et al., 2013; DYE et al., 2013, HADLER-OLSEN et al., 2013; HWANG et
al.,2010).
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Também ¢ preciso ressaltar que buscou-se determinar unicamente a atividade das
metaloproteinases quando na presenga do euglicemiante, sem a andlise quanto a
expressao dessas proteinas e de suas antagonistas, as TIMPs. De acordo com a literatura,
as metaloproteinases sdo inativadas através da atividade de TIMPs (inibidores de
metaloproteinases teciduais), moléculas estas que se ligam ao sitio catalitico dessa classe
de enzimas proteoliticas, que entdo passam ao estado latente (HADLER-OLSEN et al.,
2013). Nesse sentido, a avaliagdo da expressao de MMPs e TIMPs, bem como da
atividade das ultimas, serdo de grande importdncia para os proximos estudos,
esclarecendo o processo de funcionamento da metformina frente as neoplasias em estagio
avancado.

E importante, ainda, que outra verificagdo seja feita, dado que como a metformina
¢ um agente citotdxico, quanto maior a concentracao de metformina utilizada, menor sera
a viabilidade celular daquele tratamento, de forma que um menor numero de células estara
presente ao final do tratamento. Sendo assim, um proximo passo serd a realizacdo do
mesmo experimento, mas ao invés de nivelar a quantidade de proteinas pelas proteinas
totais extraidas, nivelar as amostras pelo numero de células vivas restantes apds o fim do
tratamento. Dessa forma, através da comparagdo de ambos os resultados, serd possivel
inferir um modelo de acdo mais especifico desse agente frente a expressdo das

metaloproteinases.
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5. CONCLUSAO

A leucemia atingiu quase meio milhdo de casos em 2020 pela estimativa divulgada
pelo INCA em 2023 e segue dentro do top de maiores incidéncias e mortalidade no Brasil
e mundo. Por ser uma neoplasia hematopoiética, seu tratamento ¢ mais desafiador e
pesquisas de base e clinica sdo fundamentais em busca de melhoria na qualidade de vida
das pessoas diagnosticadas bem como a possibilidade de tornar uma doenca fatal em algo
que pode ser controlado.

Novas estratégias em pesquisa de base, como utilizagao de farmacos ja aprovados
comercialmente, que ¢ o caso da metformina, agiliza temporalmente a disponibilidade de
novas terapias aos diagnosticados. o tratamento atual com inibidores de tirosina quinase
possibilitou para alguns casos remissdes profundas, mas ainda ¢ fundamental que a busca
se mantenha para aplicacdo do numero de beneficiarios. Neste trabalho foi possivel
observar uma modula¢ao da metformina nas metaloproteinases, principalmente na MMP2
com 40mM de concentracdo em células expostas por 48 horas.

Nos ultimos dez anos, em uma incessante busca de terapias alternativas para o
tratamento oncologico, a ANVISA tem sido generosa com o olhar para terapias avangadas
como CAR-T e vacinas antitumorais (BATISTA; MATTOS; SILVA, 2015). No entanto,
ainda sdo técnicas de alto custo e que depende de estratégias e estimulos publicos para
sua implementacdo. Refor¢ando a importdncia de se saber resultados prévios de
medicamentos € soma-los com efeitos antitumorais como a metformina com o de
proteinases conhecidas pela contribui¢do no processo de metéstase para entender o
mecanismo e a partir dos resultados, em diferentes linhagens celulares, estabelecer
melhores decisdes perante ao rumo do desenvolvimento do tratamento da LMC, foco
deste projeto.

A utilizacdo de inibidores cada vez mais especificos geram questionamentos sobre
sua eficicia no quesito de serem mais ou menos vantajosos para uma doenga que possui
multiplos alvos, inibidores de terceira geracdo, por exemplo, sdo especificos para uma
proteina.

Como alternativas aos futuros tratamentos, no presente projeto, foi possivel
adentrar nos efeitos da metformina na quantificagdo da expressdao nas duas principais
metaloproteinases responsaveis pela degradagdo da membrana basal, com resultados

animadores principalmente em concentracao de 40 mm em 48h de tratamento. Ainda que
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nem todos os resultados tenham diferenca significativa, ¢ um grande passo para o melhor
entendimento da doenga e suas vias de contorno.

Ao final, os estudos concordam que os proximos passos sdo se adentrar para
desvendar outros possiveis moduladores da expressao génica das MMPs, bem como,
paralelamente, nivelar a quantidade proteica e celular para melhor entendimento da via

de estudo.
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