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RESUMO

O cancer de mama triplo-negativo (TNBC) configura doenca heterogénea e de
prognaéstico ruim, dentre outras razdes, por ndo ser responsivo as terapias-alvo e
pelo elevado indice de relapso da doenca apesar da responsividade inicial
satisfatoria aos antineoplasicos. Sendo assim, h& urgéncia na identificacdo de
substancias alternativas, como ora apresentado em relagcdo a metformina e TNBC
(inhagem MDAMB231). Embora a porcentagem total de células em
apoptose/necrose induzida por metformina seja pequena, 4,1% (10 uM) e 8,8% (54
mM), houve aumento discreto de células na fase sub-GO; aspecto concordante com
o valor baixo, ainda que dobrado, de inducédo apoptose/necrose por metformina 54
mM. Metformina reverteu a ativacdo constitutiva de ERK, possivel mecanismo
antineoplasico da droga, mas somente reduziu a proliferacdo celular em doses
elevadas (10 uM vs. 54 mM, 9,8% vs. 45,23%, respectivamente), possivelmente pela
modulacdo de outros mecanismos de ac&o. Paclitaxel 0,25 pM promoveu
apoptose/necrose em 29% das células, valor compativel os 36,34% de células
mortas por MTT. Apesar da parada do ciclo celular em G2/M, favorecendo seu
mecanismo de acdo, sua eficacia antineoplasica limitada pode decorrer da
sustentacdo da ativacdo constitutiva de ERK, j& relacionada a quimiorresisténcia ao
taxano. A combinacdo de metformina 10 puM com paclitaxel 0,25 puM, embora seja
sinérgica quanto a acdo antineoplasica (células mortas = 53,20%), manteve
constante a inducédo de apoptose/necrose quando comparado ao paclitaxel sozinho,
ja que o beneficio do aumento de células em G2/M pode ter sido sobreposto pela
ativacdo de ERK. Quando administradas em suas ICsy, metformina 54 mM e
paclitaxel 0,25 uM, o percentual total de células apoptoticas/necréticas aumentou
para 41%, valor mais proximo aquele de diminuicdo da proliferacdo celular (59,9%
de células mortas). E notorio ter havido: i) reversio da ativacido constitutiva de ERK,
favorecendo a citotoxicidade de paclitaxel; ii) aumento de células em sub-GO. De
fato, dos 41% de células em apoptose/necrose, 21,4% derivaram de efeito
apoptotico tardio, justificando a expansédo de sub-GO. Os dados apontam para
sinergismo mutuo entre metformina e paclitaxel. Nossos achados evidenciam que,
dentre outros possiveis mecanismos, a metformina atua como inibidor indireto de
ERK, possivelmente também de mTOR, explicando, portanto, seu uso potencial no

tratamento do TNBC, um dos grandes desafios da clinica oncoldgica.



Palavras-chave: Cancer de Mama Triplo-Negativo, Metformina, Paclitaxel



ABSTRACT

Triple-negative breast cancer (TNBC) is a heterogeneous and poor prognostic
disease, partially due to its ineligibility to target therapy, and the high relapse index,
despite the initial satisfactory response to antineoplastic drugs. Therefore, the
identification of alternative substances is urgent, as herein presented with regard to
metformina and TNBC (lineage MDAMB231). Despite the low percentage of
apoptotic/necrotic cells induced by metformin, 4.1% (10 uM) e 8.8% (54 mM), there
was a discrete increase of cells in sub-GO, which is in agreement with the low value,
despite doubled, of apoptosis/necrosis induced by metformina 54 mM. Metformin
reverted ERK constitutive activation, possible antineoplastic mechanism; however,
only reduced cellular proliferation at high doses (10 uM vs. 54 mM, 9.8% vs. 45.23%,
respectively), possibly due to the modulation of other mechanisms of action.
Paclitaxel 0.25 pM induced apoptosis/necrosis in 29% of the cells, which is
comparable to the 36.34% of dead cells obtained by MTT. Despite the cell cycle
arrest in G2/M that favours its mechanism of action, its antineoplastic efficacy can be
compromised by ERK constitutive activation, which is related to taxane
chemoresistance. Metformin 10 pM combined with paclitaxel 0,25 pM, although
synergic with regard to the antineoplastic effect (dead cells = 53.20%), kept constant
the induction of apoptosis/necrosis when compared to paclitaxel alone, as the benefit
of arresting the cell cycle at G2/M can be overcome by ERK constitutive activation.
When administered at their ICsy, metformin 54 mM and paclitaxel 0,25 uM, the
percentage of apoptotic/necrotic cells increased to 41%, which is comparable to the
decrease in cell proliferation (59.9% of dead cells). Worthwhile pointing that: i) ERK
constitutive activation was reversed, favoring paclitaxel toxicity; ii) the number of cells
in sub-GO increased. Indeed, among the 41% apoptotic/necrotic cells, 21.4% derived
from late apoptosis, thus justifying sub-GO expansion. The data point to mutual
synergism between metformina and paclitaxel. Our findings support that, among
other mechanisms of action, metformina is an indirect inhibitor of ERK, possibly of
MTOR as well, explaining, therefore, its potential application in the treatment of

TNBC, a major challenge of clinical oncology.

Key words: Triple-Negative Breast Cancer, Metformin, Paclitaxel
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1. INTRODUCAO

1.1. O CANCER DE MAMA

Dentre as areas das ciéncias médicas, a area da cancerologia se destaca
pelo avanco técnico e cientifico notdrio nas ultimas décadas. O desenvolvimento
progressivo possibilitou abordagens diagnésticas mais acuradas, identificacdo de
mecanismos de acdo de medicamentos antineoplasicos e introdugdo de novas
estratégias terapéuticas. Nao obstante esse progresso, o cancer ainda configura
uma doenca de incidéncia elevada e crescente, levando ao oObito milhdes de
pessoas em todo o mundo anualmente. De acordo com a Sociedade Americana de
Cancer (ACS, 2010), para o ano de 2013, sdo estimados mais de 1,6 milhdes de
novos casos de cancer nos Estados Unidos. Para esse mesmo ano estima-se mais
de 580 mil mortes em decorréncia da doenca representando, aproximadamente,
1.600 mortes por dia. No Brasil, as estimativas para o biénio 2012-2013, apontam a

ocorréncia de 518.510 novos casos de cancer por ano (INCA, 2011).

Nesse contexto, o cancer de mama (CAM) é doenca prioritaria nos setores de
saude tanto publicos quanto privados, pois representa o segundo tipo de cancer
mais frequente no mundo, com excecao dos tumores de pele ndo melanoma, sendo
0 que mais acomete as mulheres. Estima-se que, em 2013, mais de 234 mil novos
casos de CAM seréo diagnosticados nos Estados Unidos e aproximadamente 40 mil
mulheres morrerdo em decorréncia da doenca (ACS, 2012). No Brasil, especula-se
que para o biénio 2012-2013 ocorra o registro de mais de 50 mil novos casos da
doencga, com um risco estimado de 52 casos para cada 100.000 mulheres (INCA,
2011) (Figura 1). Além da grande taxa de incidéncia e mortalidade, o CAM é temido
pelas mulheres pelos seus efeitos psicologicos, afetando a percepcdo da

sexualidade e da autoimagem da paciente.
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Figura 1: Estimativas de cancer para o biénio 2012-2013, exceto para cancer de pele ndo

melanoma, na populacéo brasileira, de acordo com o sexo. Fonte: INCA, 2011.

* NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de 10

Diversos fatores estédo relacionados ao desenvolvimento do CAM, que tem
etiologia multifatorial baseada em uma combinacéo de fatores genéticos, hormonais
e ambientais. O CAM é raro em mulheres antes dos 35 anos, mas, acima dessa
faixa etéria, a taxa de incidéncia cresce rapida e progressivamente. Adicionalmente,
outros fatores de risco ja estdo bem estabelecidos, como, por exemplo, aqueles
relacionados a vida reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da
primeira gestacdo, menopausa tardia, terapia hormonal e uso de anticoncepcionais
orais), historia familiar de cancer de mama e alta densidade do tecido mamario
(razdo entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama) (revisado por INCA,
2011). Dentre os fatores ambientais, pode-se citar a obesidade e a hiperinsulinemia.
A obesidade (definida pelo indice de massa corporal [IMC] = 30 kg/m?) configura um
fator de risco para o desenvolvimento do CAM em mulheres na pds-menopausa que,
além de aumentar os niveis circulantes de estrogénio, capaz de induzir a
proliferacdo de células mamarias, aumenta a resisténcia a insulina e as
concentracdes circulantes desse hormonio, importante agente mitogénico (AHN et
al., 2007 e MORIMOTO et al., 2002). Alguns estudos reportaram a relacdo do CAM e
o diabetes (LARSSON, MANTZOROS & WOLK, 2007; LIPSCOMBE et al., 2006),

entretanto ainda ndo ha um consenso nessa associacao.
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O CAM é uma doenca complexa e heterogénea, composta por mdultiplos
subgrupos associados as caracteristicas biolégicas e morfoldgicas distintas, com
diferentes manifestacdes clinicas e padrbes de resposta as terapias vigentes
(revisado por VIALE, 2012; PEROU et al., 2000). Consequentemente, essa
neoplasia ndo pode ser considerada uma entidade clinico-patologica Unica, sendo
imprescindivel a sua classificacdo em subgrupos que congregam caracteristicas
mais homogéneas. Atualmente, o CAM é classificado de acordo com suas

caracteristicas histologicas, imuno-histoquimicas e moleculares.

1.1.1. Classificagao do Cancer de Mama

1.1.1.1. Classificacéo Histologica

A classificagéo histologica dos tumores mamarios é baseada na diversidade
das caracteristicas morfolégicas dos tumores e continua sendo o método de
avaliacdo mais utilizado no CAM, devido ao seu baixo custo e importancia
prognostica na graduacdo dos tumores (PAGE, 1997; RAKHA et al., 2007). E
necessario ressaltar que a maioria dos especialistas sugere a complementacdo da
classificacdo histologica tradicional com as informagdes de testes imuno-

histoquimicos e moleculares.

Inicialmente, os tumores de mama séo divididos em invasivos ou localizados
(in situ). Os carcinomas in situ constituem uma neoplasia maligna mais precoce, cujo
tratamento adequado resulta em excelente sobrevida global, sendo subclassificados
em carcinoma lobular e ductal (TAVASSOLI & DEVILEE, 2003). O carcinoma ductal
in situ (CDIS) representa a maioria dos tumores localizados e, de acordo com a sua
morfologia e avaliacdo histologica, € classificado em comedo, cribriforme,
micropapilar, papilar e sélido (Revisado por CONNOLLY, 2004).

Os carcinomas invasivos sao morfologicamente subdivididos de acordo com
0s padrdes de crescimento e grau de diferenciacdo (Revisado por RAKHA 2010). O
sistema de graduacdo mais utilizado na atualidade avalia: (a) formacéao tubular, (b)
pleomorfismo nuclear e (c) indice mitotico (ELSTON, ELLIS & PINDER 1998). Os

subtipos mais comuns de tumores invasivos incluem: carcinoma ductal infiltrante
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(CDI), carcinoma lobular infiltrante, carcinoma ductal infiltrante/lobular infiltrante,
carcinoma mucinoso, carcinoma tubular, carcinoma medular e carcinoma papilar.
N&o obstante a utilidade da classificacdo histoldégica, a maioria dos tumores de
mama (60 a 70%) é classificada como carcinoma invasivo sem outras especificacdes
(CDI-SOE), pois ndo exibem caracteristicas suficientes, em mais de 50% da massa
tumoral, para classifica-los nos subtipos histolégicos (revisado por RAKHA 2010)

1.1.1.2. Classificacdo Imuno-Histoquimica

Conforme previamente mencionado, a classificagdo histolégica constitui uma
ferramenta util, mas limitada para o diagnostico acurado do CAM. Nesse sentido,
nas ultimas décadas, esquemas de classificacdo baseados na caracterizacdo imuno-
histoquimica dos tumores mamarios, associados aos fatores clinicopatolégicos do
CAM, promoveram melhoras no prognostico da doenca, dentre outras razbes por
servir de ferramenta auxiliar na decisdo da estratégia terapéutica a ser empregada
na tentativa de combate da mesma (revisado por VIALE, 2012). Adicionalmente, a
maioria dos subtipos moleculares, os quais serdo discutidos adiante, pode ser
retratado utilizando marcadores imuno-histoquimicos, reforcando a importancia do
procedimento no diagnéstico do CAM, o qual € técnica e economicamente mais
viavel que os procedimentos moleculares (YANG et al., 2007; RAKHA et al., 2007)

O perfil imuno-histoquimico dos tumores mamarios € baseado na avaliacdo
da expressdo do receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP),
superexpressao do receptor 2 do fator de crescimento epidermal humano (HER2)
pelas células tumorais, bem como pelo indice de proliferacdo celular por meio da
investigacdo da expressao da proteina Ki67 pelas mesmas (expressa em todas
fases do ciclo celular, exceto em GO) (revisado por DOWSETT et al.,, 2011). A
analise do fenotipo obtido por meio da determinacdo do perfil imuno-histoquimico
dos tumores permite classifica-los em CAM luminal A, luminal B, HER-2 “enriched” e
triplo-negativos (TNBC) (Tabela 1) (revisado por WEIGELT & REIS-FILHO, 2010).



18

Tabela 1 - Classificagdo imuno-histoquimica dos tumores de mama.

Subtipo Imuno-histoquimico Padrao de imunomarcacéo
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2*- e Ki-67 <14%**
RE+ e/ou RP+, HER2*- e Ki-67 214%**
Luminal B
RE+ e/ou RP+, HER2*+
Luminal B HER2 RE-, RP- e HER2*+
TNBC RE-, RP-, HER2*-

* S8o considerados casos positivos aqueles com score >3; Score iguais a 2 devem ser submetidos a andlise por FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) ou CISH (Chromogenic In Situ Hybridization) para confirmacéo (Chuthapisith et al., 2012).
** De acordo com Cheang et al., 2009, a imunomarcagéo da proteina Ki67 214% correlaciona-se com alta taxa de proliferagéo
celular.

Classicamente, células de CAM luminal expressam RE, sendo a sintese de
RP facultativa; entretanto, ndo expressam HERZ2. Por outro lado, estudos de andlise
molecular do CAM inseriram complexidade a classificacdo de tumores mamarios
luminais ao revelarem que os mesmos podem ser divididos de acordo com a taxa de
proliferacdo celular e expressdao de HER2 (CHEANG et al., 2009). Assim, CAMs
luminal A sdo caracterizados pela auséncia de expressdo de HER2 e baixa taxa de
proliferagcdo celular, enquanto que os tumores luminal B podem apresentar 0s
seguintes imunofenétipos: RE+, RP+/-, HER2- e alto indice de proliferacdo ou RE+,
RP+/-, HER2+. Vale ressaltar que a expressao dos receptores hormonais permite a
esses subtipos o beneficio da terapia endécrina com moduladores seletivos do RE
ou inibidores da enzima aromatase, como o tamoxifeno e anastrozol,

respectivamente.

A superexpressao do HER2 aliada a auséncia de expressao dos receptores
hormonais pelas células de CAM caracteriza 0 subtipo imuno-histoquimico HER2
“enriched”. Muito embora haja associacdo desse subtipo de CAM a doencga de pior
prognoéstico (BULL et al, 2004; WOLFF et al., 2007), o emprego de terapias alvo-
especificas com  anticorpos monoclonais anti-HER2 tem  contribuido
significativamente com a melhora do desfecho clinico das pacientes portadoras da
patologia (Revisado por ROSS et al., 2004).
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Por fim, o TNBC é caracterizado pela auséncia de expressdo de RE, RP e
HER2 pelas células tumorais, representando um grupo consistente e altamente
heterogéneo na apresentacdo clinica, histologica e resposta a terapia. Por outro
lado, sdo tumores majoritariamente agressivos e invasivos, associados a um pior
prognostico da doenca (Revisado por MADEIRA et al., 2012), dentre outros
aspectos, em funcdo da inelegibilidade da paciente ao uso de terapias endocrina e

alvo-especificas eficazes.

1.1.1.3. Classificacdo Molecular

Durante os ultimos 13 anos, os cinco subgrupos moleculares do CAM (luminal
A, luminal B, basaloide, HER2 *“enriched” e normal-simile) foram extensamente
estudados e caracterizados. Em 2000, Perou e colaboradores demonstraram
(PEROU et al.,, 2000) que o fenotipo diverso do CAM é acompanhado de uma
heterogeneidade no padrdo de expressdo génica (GEP) oriundos de estudos de
microarranjo de cDNA. Esses pesquisadores, entdo, propuseram que o CAM pode
ser classificado em subtipos distintos a partir das diferencas no GEP ou de suas
assinaturas moleculares (PEROU et al., 2000).

De acordo com o estudo supracitado, o subtipo luminal A perfaz cerca de 50 -
60% dos casos de CAM. Apesar da prevaléncia, trata-se do subtipo de CAM de
melhor progndstico, quando comparado aos demais subtipos da doenca. A
denominacgéo deriva da semelhanca das células tumorais com as células mamarias
normais, as quais ficam em contato direto com o limen dos ductos mamarios, as
chamadas células luminais. As células dos CAMs luminal A expressam RE, molécula
anti-apoptética Bcl-2 e citoqueratina (CK) 8/18. Adicionalmente apresentam baixa
expressao de genes relacionados a proliferacdo celular (PEROU et al., 2000).

Em termos de expressdo génica, CAM do subtipo luminal B difere
consistentemente do subtipo luminal A, salvo, dentre outros fatores, pela presenca
de RE em suas células. Nesse contexto, células de CAM do subtipo luminal B
apresentam baixa expressdo de RP e alta expressdo de genes relacionados a
proliferacéo celular, como MKI67 (Ki67), BIRC5 (survivina), e o gene da ciclina B1

(CREIGHTON et al., 2012). Além de poder expressar genes associados ao HER2.
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Ainda, esse subtipo € correlacionado a maior possibilidade de resisténcia ao
tamoxifeno e por apresentar altas taxas de proliferacdo pode se beneficiar mais do
que o subtipo luminal A a quimioterapia citotéxica convencional associada a
antiestrogénicos (KENNECKE et al., 2010).

Além dos CAMs luminal A e B, ha os tumores HER2 “enriched” cujas células
possuem elevada expressao da oncoproteina HER2 e genes associados a sua via
de sinalizacdo celular, apresentando auséncia de expressao dos receptores
hormonais e alta expresséo de genes relacionados a proliferacéo celular (PEROU et
al., 2000). Esses tumores exibem alta taxa de mutacdo no gene supressor tumoral
TP53 (OLIVIER et al., 2006) e geralmente sdo carcinomas alto grau e linfonodo
positivos (CAREY et al.,, 2006; BRENTON et al., 2005). A insercdo na clinica
oncoldgica do trastuzumabe, anticorpo monoclonal humanizado anti-HER2, resultou
em melhora nas taxas de resposta, redugéo da progresséo da doenca e melhora na
sobrevida das pacientes com CAM, quando utilizado em monoterapia ou em
combinacdo a terapia citotoxica no CAM metastatico (SLAMON et al., 2001; VOGEL
et al., 2002). Atualmente, esse subtipo dispbe de um potente inibidor de receptor do
tipo tirosino cinase desenvolvido como terapia alvo tanto para o HER2 quanto para o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), receptor tirosino cinase cuja
ativacao leva a proliferacdo celular e migracao, utilizado no tratamento dos tumores
metastaticos com superexpressdo de HER2 em estadios avancados (OPDAM et al.,
2012).

O subtipo basaldide € caracterizado pela expressdo de varios genes
caracteristicos de células de mama normais basais/mioepiteliais, como as CK de alto
peso molecular (CK5 e CK17), EGFR, c-Kit, nestina, P-caderina e caveolinas 1 e 2
(PEROU et al.,, 2000). Apresenta, ainda, auséncia de expressao tanto para 0s
receptores hormonais, quanto de HER2 (PEROU et al., 2000). Portanto, na pratica
clinica, muitas vezes trata-se os tumores triplo-negativos como pertencentes ao
subtipo basal6ide. Entretanto, esses termos ndo sao intercambidveis, representando
diferentes classifica¢cdes dos tumores mamarios (Revisado por THIKE et al., 2010).

Os tumores basaloides compreendem cerca de 10 a 20% dos casos de CAM

e, morfologicamente, sdo caracterizados pelo alto grau histolégico, elevado indice
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mitotico e presenca de areas de necrose central (CHEANG et al., 2008). Esse
subtipo tem pior progndstico quando comparados aos CAM luminais (SORLIE et al.,
2001), bem como apresentam alta taxa de relapso nos trés primeiros anos, apesar
da resposta inicial satisfatoria a quimioterapia (ROUZIER et al., 2005).
Adicionalmente, esses tumores apresentam mutacdo em TP53. Além disso, 80%
dos tumores mamarios com mutacdo no gene supressor tumoral BRCA-1 sdo
classificados como basal6ides (PEROU, 2011).

O subtipo “normal-like” ou normal-simile expressam genes caracteristicos das
células epiteliais normais da mama, das células adiposas e de outras células do
estroma (PEROU et al., 2000). E o subtipo de menor prevaléncia dentre os CAMs
(5-10%) e, habitualmente, ndo apresentam expressdo dos marcadores tumorais
usuais (RE, RP, HER2, CK5 e EGFR) (PEROU et al., 2000). Varios pesquisadores
especulam a contaminagdo desses tumores com células normais durante a coleta ou
na realizacdo dos ensaios de microarranjo de cDNA, pois, muitos deles nao
conseguiram reproduzir os resultados de Perou e colaboradores (revisado por
WEIGELT & REIS-FILHO, 2010).

Herschkowitz e colaboradores (HERSCHKOWITZ et al., 2007) identificaram
um novo subtipo molecular de CAM, denominado claudin-low. Esse subtipo &
caracterizado por uma baixa expressdo de genes envolvidos com as juncodes
ocludentes e glicoproteinas de adeséo intercelular, incluindo as claudinas 3,4 e 7, a
ocludina e a E-caderina, além da baixa expressdo dos receptores hormonais e
genes relacionados a via do HER2 (PRAT et al., 2010). O padrédo de expresséao
génica dos tumores claudin-low se assemelham aos tumores basaloides; entretanto,
0s primeiros expressam mais de 40 genes relacionados a resposta imune, indicando
uma expressiva infiltracdo de células do sistema imunologico a massa tumoral
(PARKER et al., 2009; PRAT & PEROU, 2011). A expresséao de genes relacionados
a proliferacado celular € moderada, mas nao atinge os baixos niveis do subtipo
luminal A, sugerindo que esses tumores possam ser de ciclo lento (PRAT et al,
2010). Ademais, o subtipo claudin-low € caracterizado pelo aumento na expressao
de marcadores de transicdo epitélio-mesénquima (EMT) e aqueles relacionados as
células tronco tumorais (CSC), com fenétipo CD44""/CD24"" (PRAT et al., 2010).
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Prat e colaboradores (PRAT et al.,, 2010) avaliaram a sensibilidade dos
tumores claudin-low a quimioterapia neoadjuvante baseada nas antraciclinas e
taxanos. Nesse estudo, os tumores claudin-low apresentaram taxa semelhante de
resposta patologica completa (pCR) aos tumores HER-2 “enriched”, e
consideravelmente menor do que o0s tumores basaldides (39% vs 73%). Isso
demostra que esse subtipo possui alguma sensibilidade a quimioterapia; entretanto,
Lu e colaboradores (LU et al., 2013) atribuiram forte correlacdo entre o grupo
claudin-low e a recorréncia da doenca nos CAM de alto grau. Estudos adicionais in
vitro e em modelos animais sado necessarios para caracterizar o perfil de

sensibilidade desses tumores.

1.2. CANCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO

1.2.1. Aspectos Clinicos

Epidemiologicamente, o TNBC acomete, com maior frequéncia, mulheres
mais jovens (<50 anos), antes da menopausa e de ascendéncia africana (Revisado
por ANDERS & CAREY, 2009). Mutacdes no gene BRCAL estdo associadas aos
tumores triplo-negativos em 75% dos tumores (KREIKE et al., 2007).

Existe uma correlacdo entre a sindrome metabdlica (caracterizada pela
obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensao) e o TNBC (MAITI et al.,
2010). A obesidade, apesar de ser mais prevalente em pacientes portadoras de
tumores com expressdo dos receptores hormonais, pois aumentam 0s niveis
circulantes de estrogénio, parece ter um papel importante na génese do TNBC,
principalmente no que concerne ao aumento da resisténcia a insulina e da glicemia
(MAITI et al.,, 2010). Corroborando com essa hipbtese, tumores triplo-negativos
estdo associados a maior captacdo de 18-FDG (2-deoxy-2-[F-18]fluoro-D-glucose)
avaliados por tomografia de emissédo de pésitrons (BASU et al., 2007, SPECHT et
al., 2010). O 18-FDG é um analogo da glicose marcado com o radioisétopo flior-18
que permite o estudo do metabolismo da glicose por meio de sua maior captagcado em
tecidos com maior atividade glicolitica acentuada (JADVAR, ALAVI & GAMBHIR,
2009).
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Como previamente mencionado, o comportamento clinico do TNBC é
classicamente mais agressivo do que o0s demais tumores mamarios;
consequentemente, a sobrevida dessas pacientes é inferior comparada aquela de
mulheres portadoras de outros subtipos imuno-histoquimicos de CAM (ROUZIER et
al., 2005). A maioria dos tumores TNBC é classificado como CDI-SOE, mas outros
tipos histoldgicos, mais raros, também estdo associados (metaplasico, medular e
tumores adenoides cisticos) (revisado por CAREY et al., 2010). Além disso, 0s
tumores triplo-negativo apresentam maior tropismo visceral, sendo a ocorréncia de
metastases cerebrais, muitas vezes, um problema secundario nesta doenca
(revisado por HEITZ et al., 2011).

1.2.2. Caracteristicas moleculares do TNBC

O TNBC ¢ definido pela auséncia de expressao do RE, RP e HER2, e, como
mencionado anteriormente, destaca-se por apresentar alta heterogeneidade clinica,
histologica e respostas distintas aos tratamentos. Essa diversidade também é
retratada nos padrbes de expressao génica, que classificam a maioria dos tumores
triplo-negativos em basalbéides (39-54%) ou claudin-low (25-39%), seguidos do
subtipo HER2 “enriched” (7-14%), luminal B (4-7%), luminal A (4-5%) e normal-simile
(1%) (PRAT et al., 2010) (Figura 2).

Cancer de Mama Triplo Negativo

Luminal A LuminalB HER2 "enriched" Claudin-low Basalodide Normal Simile
(4-5%) (4-7%) (7-14%) (25-39%) 39-54%) (1%)

Figura 2: Classificacdo molecular do TNBC (PRAT et al., 2010).

A complexidade do TNBC estimulou recentes estudos moleculares, com
intuito de compreender melhor a doenca e a identificar estratégias terapéuticas mais
acuradas para seu controle clinico. Dois grupos independentes propuseram a
classificacdo dos tumores triplo-negativos em trés subtipos principais:
luminais/HER2, basaldides e claudin-low (LEHMANN et al., 2012; PRAT et al.,
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2013). Essa estratificacdo € corroborada por estudos in vitro que analisaram um
extenso painel de linhagens de CAM, subdividindo-as em luminal, basal A, basal B,
correspondentes aos subtipos luminal/HER2, basaléides e claudin-low,
respectivamente (NEVE et al., 2006; KAO et al., 2009). Prat e colaboradores (PRAT
et al., 2013) apontam, ainda, que os tumores poderiam ser divididos em: basalodides-
simile e nado-basaldides. Cumpre destacar, que nessa classificacdo proposta por
Prat et al., o subtipo basaloide-simile (basalbides e claudin-low) abrange a maioria

dos tumores triplo-negativos que urgem por novas estratégias terapéuticas.

1.2.3. Estratégias terapéuticas de controle do TNBC

As modalidades de tratamento para o TNBC podem ser divididas em locais
(cirurgia e radioterapia) e sistémicas (quimioterapia). A ressecao cirdrgica constitui o
melhor método local para o controle do TNBC, que geralmente se apresenta como
uma massa unifocal, densa e com margens regulares nos exames de ressonancia
magnética, tornando-o um bom candidato para a cirurgia de mama conservadora
(revisado por YAGATA 2011). Contudo, os riscos de recorréncia regional e loco-
regional sdo maiores nas pacientes acometidas por TNBC do que nos outros
subtipos (HAFFTY et al., 2006; FREEDMAN et al., 2009). E, apesar dos impactos
dessas recorréncias tumorais na sobrevida ainda ndo serem claras, as mesmas
afetam dramaticamente a qualidade de vida das pacientes. Geralmente, a indicacao
para a radioterapia apds a mastectomia ocorre em pacientes acometidas por
tumores maiores de 5 cm, com envolvimento marginal ou metastase nos linfonodos
(revisado por MINAMI, CHUNG & CHANG, 2011). A utilizacdo da radioterapia,

portanto, limita-se aos casos de doenca residual ou metastatica.

A quimioterapia é a Unica terapia sistémica para o TNBC, podendo ser
dividida em neoadjuvante ou adjuvante. A quimioterapia neoadjuvante € a
denominacdo do tratamento citotoxico anterior a cirurgia ou radioterapia,
recomendada para os tumores em estadios avancados ndo operaveis e nos casos
de doenca metastética (revisado por VAKLAVAS & FORERO-TORRES, 2011).
Adicionalmente, essa modalidade terapéutica permite, nos casos de tumores em

estadios iniciais, diminuir o tamanho da massa tumoral e assim realizar a cirurgia de
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mama conservadora (revisado por CHARFARE, LIMONGELLI, & PURUSHOTHAM,
2005).

Geralmente o0s tumores triplo-negativos sao sensiveis a quimioterapia
neoadjuvante, atingindo altas taxas de pCR. Entretanto, a existéncia de doenca
residual implica em menor sobrevida e maior risco de recorréncia da doenca,
quando comparado aos outros subtipos de CAM (ROUZIER et al., 2005; CAREY
2007; LIEDTKE et al., 2008). O tratamento citotdxico realizado nas pacientes com
TNBC segue o preconizado para o CAM em geral, ndo apresentando regimes
neoadjuvantes especificos as caracteristicas desse subtipo extremamente

heterogéneo, contribuindo assim para o cenario devastador dessa doenca.

Os regimes baseados nas antraciclinas (epirrubicina e doxorrubicina) e/ou
taxanos (docetaxel e paclitaxel) constituem o esquema neoadjuvante predominante
no CAM (WU et al., 2011). Varios estudos clinicos demonstraram melhora na taxa de
resposta em pacientes com TNBC com a adicdo dos taxanos, concomitantemente
ou sequencialmente aos regimes com antraciclinas, mas os beneficios na sobrevida
dos pacientes ainda permanecem controversos (revisado por ARSLAN, DIZDAR &
ALTUNDAG, 2009). Cumpre ressaltar que diversos estudos clinicos estdo sendo
conduzidos para determinar a melhor combinacdo terapéutica, cronograma de
administracdo e adicdo de novos agentes aos regimes neoadjuvantes

corriqueiramente utilizados contra o TNBC.

A terapia adjuvante no TNBC se baseia no combate de micrometastases
clinicamente ndo aparentes, nas quais as ceélulas estdo propensas a expansao
clonal culminando em relapso da doenga, apOs terapias loco-regionais, como a
cirurgia e radioterapia (revisado por VAKLAVAS & FORERO-TORRES, 2011). Nesse
contexto, a realizacdo do tratamento quimioterapico adjuvante apds a cirurgia €
indicado, principalmente, nos casos mais avancados da doenca (KASHIWAGI et al.,
2011). Similarmente a quimioterapia neoadjuvante, ndo existe nenhuma diretriz
especifica para tratamento citotoxico adjuvante dos tumores triplo-negativos
(revisado por GOLDHIRSCH 2007), predominando a utilizacdo dos regimes

baseados em antraciclinas e/ou taxanos.



26

Recentemente, diversos estudos clinicos tém reportado a eficacia de regimes
contendo o agente alquilante ciclofosfamida, em combinacdo com taxanos e
antraciclinas (revisado por JOENSUU, GLIGOROV 2012). Ademais, derivados de
platina tém apresentado boas respostas clinicas no TNBC, especialmente nos
tumores que apresentam mutagdo no gene BRCA-1 (revisado por GOLDHIRSCH
2011). E importante ressaltar que as pacientes TNBC que n&o atingiram a pCR
nesses estudos, estavam associadas a menor sobrevida e maior risco de
recorréncia da doenca comparadas aos grupos ndo-TNBC, assim como o observado

na terapia convencional baseada nos taxanos e/ou antraciclinas.

Como descrito anteriormente, 0s atuais regimes quimioterapicos empregados
no TNBC nao estdo tratando satisfatoriamente a doenca, além de apresentarem um
grave perfil toxicolégico as pacientes. Os taxanos possuem como principais efeitos
adversos a neutropenia e severa neuropatia. Docetaxel esta associado a retencao
de liquidos, podendo causar edema periférico e edema pulmonar, nos casos mais
graves (revisado por GUIMARAES et al., 2013). Além disso, docetaxel e paclitaxel
podem ocasionar neurotoxicidade capaz de restringir seu uso para alguns pacientes.
No que diz respeito as antraciclinas, o seu uso, especialmente a doxorrubicina, é
associada ao desenvolvimento de cardiotoxicidade grave e irreversivel (revisado por
GUIMARAES et al., 2013).

Diante do exposto, o TNBC urge por novas estratégias terapéuticas, além da
categorizagcdo quanto a elegibilidade dos subtipos triplo-negativos que serdo
beneficiados com os novos tratamentos. Nesse contexto, a metformina surgiu como
opcao terapéutica nos tratamentos de diversos tipos de cancer, inclusive no TNBC.
E interessante notar que, no caso da metformina, o interesse inicial surgiu a partir de
estudos epidemiolégicos (Tabela 2) que proporcionaram a base empirica para a sua
avaliacdo clinica no cancer, aléem de ser uma droga de baixo custo, € uma

medicacdo oral bem tolerada e apresenta um perfil toxico bem definido e modesto.

1.3. METFORMINA

A metformina (1,1-dimeti-bis-guanidina) € um derivado da guanidina, o

composto ativo hipoglicemiante da Galega officinalis (BAILEY, 1996), representando
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a droga antidiabética oral mais comumente prescrita no mundo. Constitui a terapia
padrdo para o diabete mellitus tipo 2 (DM2) ndo s6 pelos efeitos anti-
hiperglicémicos, mas também pelos beneficios na disfuncdo endotelial, hemostasia e
estresse oxidativo, resisténcia a insulina, perfil lipidico e redistribuicdo de gorduras
(revisado por DEFRONZO & GOODMAN, 1995).
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Figura 3: Estrutura molecular da metformina. Adaptado de STRACK (2008).

A utilizacdo dos derivados da guanidina (fenformina e metformina) como
agente hipoglicemiante data do inicio do século passado. Entretanto, a metformina
s6 recebeu aprovacdo para uso no DM2 nos Estados Unidos (EUA) em 1995,
apesar de sua utilizagdo corriqueira em outras partes do mundo (revisado por
GOODARZI & BRYER-ASH, 2005). Esse fato é atribuido aos casos de acidose latica
e aumento da mortalidade por problemas cardiacos, registrados com o0 uso da

fenformina que levou a sua retirada do mercado em 1977 (MISBIN et al., 1977).

N&o obstante sua longa historia e sucesso clinico na DM2, a metformina é
uma droga de baixo custo caracterizada por um perfil de seguranca favoravel. Os
efeitos adversos mais frequentes sdo sintomas gastrointestinais, geralmente leves e
transitérios (DEFRONZO & GOODMAN, 1995). A incidéncia de acidose lactica no
tratamento com metformina é rara (4,3 casos por 100.000 pacientes/ano) e
usualmente esta associada a outras complicacdes, como insuficiéncia renal,
cardiaca e/ou hepatica (SALPETER et al., 2010). A metformina em monoterapia nédo
esta relacionada a hipoglicemia (BODMER et al., 2008), entretanto observa-se uma
diminuicdo da concentracdo sérica de vitamina B12 (DEFRONZO & GOODMAN,
1995).
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A metformina é absorvida lentamente pelo segmento superior do intestino
delgado, apresentando uma biodisponibilidade de 40 a 60%. A metformina ndo é
metabolizada e, portanto, excretada sem alteracdes na urina, com tempo de meia
vida de aproximadamente 5h (BAILEY, 1996). A droga é amplamente distribuida
entre os tecidos através de transportadores de cations organicos e as ligacoes as
proteinas plasméticas ndo sdo significativas (Revisado por GONG et al., 2012).
Utilizando-se doses clinicas da metformina (500 - 2000 mg) em humanos, a
concentracdo plasmatica maxima encontrada nos usuarios de metformina é de 2,8 -
15 uM (0,46 - 2,5 mg/L) (Revisado por STAMBOLIC et al., 2009).

Recentemente, Minematsu e colaboradores (MINEMATSU & GIACOMINI
2011) sugeriram uma potencial interacdo entre os transportadores de cations
organicos e inibidores especificos de receptores do tipo tirosino cinases (imatinibe,
nilotinibe, gefitinibe, e erlotinibe), afetando a concentracdo da metformina. Esse
estudo é relevante, pois a utilizacdo de regimes combinados entre essas classes
pode implicar na disponibilidade, eficacia e toxicidade da metformina. Cumpre
ressaltar que interagbes com agentes citotoxicos utilizados corriqueiramente na

terapia do cancer, ainda nao foram reportadas na literatura.

Efeitos benéficos da metformina tém sido observados no tratamento da
Sindrome do Ovario Policistico (MOGHETTI et al, 2000), Doenca
Hepatica Gordurosa Na&o-Alcodlica (MARCHESINI et al., 2001), Puberdade
Prematura (IBANEZ et al., 2006) e Sindrome Metabdlica (ORCHARD et al., 2005).
Além de recentes relatos do seu potencial efeito antineoplasico in vitro, em modelos

animais, em estudos epidemiologicos e clinicos.

1.3.1. Metformina no Diabetes Mellitus do Tipo 2

As acdes primarias da metformina no diabetes incluem a inibicdo da
gliconeogénese hepética, sem causar hipoglicemia, além de atuar como um agente
sensibilizador da insulina ocasionando reducdo da resisténcia e decréscimo
significante no seu nivel plasmatico. A metformina, ainda, estimula a captacédo de
glicose pelos musculos (CUSI, CONSOLI & DEFRONZO 1996; HUNDAL et al.,
2000). Adicionalmente aos seus efeitos na producdo enddégena de glicose, a
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metformina induz a reducdo do conteudo lipidico em hepatdcitos com aumento na

oxidacao de 4cidos graxos e inibicado da lipogénese.

A ativacdo da Proteina Cinase Ativada por Monofosfato de Adenosina (AMPK)
parece estar relacionada a maioria dos efeitos celulares da metformina (ZHOU 2001,
SHAW, 2005). AMPK é uma serina/treonina proteinocinase que desempenha um
papel crucial no metabolismo celular e na manutencdo da homeostasia por meio da
inducdo de uma cascata de eventos intracelulares em resposta a uma variedade de
estresses metabolicos que provocam mudangas na carga energética celular
(TOWLER & HARDIE, 2007).

AMPK é uma proteina heterotrimérica que consiste em uma subunidade
catalitica a e duas subunidades regulatérias B e y. Essa cinase € ativada pelo
aumento da relacdo intracelular AMP/ATP resultado do desequilibrio entre a
producdo de ATP e o seu consumo (revisado por HARDIE, 2003). A ativacao de
AMPK envolve a ligacdo de AMP nos sitios regulatorios da subunidade y. Essa
ligagéo provoca uma mudanga conformacional que ativa alostericamente a enzima e
inibe desfosforilagédo do residuo de treonina 172, localizado na subunidade catalitica
a (revisado por HARDIE, 2003; CARLING, 2004). Ademais a ativagdo de AMPK
requer a fosforilacdo do residuo de treonina 172 por cinases regulatorias,
identificadas como o Supressor Tumoral Serina/Treonina Cinase 11 (LKB1) e Cinase
B da Proteina Cinase Dependente de Ca2+/Calmodulina (CaMKK) (VIOLLET et al.,
2009).

O decréscimo do conteudo energético celular provoca a reducao, pela AMPK,
das vias metabdlicas biossintéticas de acidos graxos e colesterol, e
simultaneamente estimula vias catabdlicas de oxidagédo de acidos graxos, captacéo
de glicose e glicolise (revisado por HARDIE, 2003; CARLING, 2004). Essa regulacéo
envolve a fosforilacdo pela AMPK de enzimas regulatérias e fatores/coativadores de
transcricdo modulando a expressao génica (ZHOU et al.,, 2001; VIOLLET et al.,
2008). A exemplo, AMPK fosforila o coativador transcricional TORC2 (Transdutor da
Atividade de CREB Regulada por Coativadores) reduzindo a expressao de enzimas

relacionadas com a gliconeogénese (THOMSON et al., 2007).
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A metformina néo ativa diretamente nem AMPK, nem seu principal ativador
LKB1 (HARDIE, 2006), exercendo efeitos indiretos nessa via por meio do aumento
intracelular da relacdo AMP/ATP em consequéncia da inibicdo do complexo | da
cadeia respiratoria. Os primeiros estudos que comprovaram as acfes da metformina
no complexo | da cadeia respiratoria utilizaram hepatocitos perfundidos e
hepatdcitos isolados de roedores (OWEN, DORAN, & HALESTRAP, 2000; e EL-MIR
et al., 2000). Posteriormente, as pesquisas foram expandidas para outros tecidos,
incluindo musculo esquelético (BRUNMAIR et al., 2004), células endoteliais
(DETAILLE et al., 2005), células B-pancreéticas (HINKE et al., 2007) e neurbnios
humanos (EL-MIR et al., 2008). Cabe ressaltar que 0 mecanismo exato pelo qual a

metformina inibe o complexo | da cadeia respiratoria ainda nao foi elucidado.

Interessantemente, Foretz e colaboradores (FORETZ et al, 2010)
estabeleceram que tanto a atividade de LKB-1 quanto AMPK séo dispensaveis para
o efeito mediado pela metformina na gliconeogénese. O estudo mostra que a
reducdo do estado energético é o fator critico para a producao da glicose hepatica,
pois tanto ATP quanto AMP exercem regulacdes alostéricas em enzimas chaves
desta via. Por exemplo, o AMP atua de maneira sinérgica com a frutose 2,6-
bisfosfato ativando a enzima Fosfofrutocinase, aumentando assim a sua afinidade
pelo substrato (frutose-6-fosfato) e, consequentemente, ativa a glicélise (ZANCAN et
al., 2007). Claramente os hepatdcitos possuem varios mecanismos para regular a
sintese de glicose, portanto, a ativacdo das cinases provavelmente representa uma

via suficiente, mas ndo necessaria para o controle da gliconeogénese.

1.3.2. Metformina e Cancer

1.3.2.1. Estudos epidemioldgicos e clinicos

A potencial aplicabilidade da metformina na oncologia surgiu a partir de
estudos epidemioldgicos conduzidos em pacientes diabéticos com cancer. Evans e
colaboradores (EVANS et al., 2005) foram os primeiros a reportarem a associacao
da metformina com a reducdo na incidéncia de cancer. Pacientes usuarios a
metformina (em oposicdo as outras terapias) apresentam menor incidéncia de

cancer (risco relativo (RR) de 0,86; Intervalo de Confianca (Cl) = 95%).
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Adicionalmente, os autores identificaram uma relacéo dose-resposta entre a duragao
do uso da metformina, numero de prescri¢cdes e quantidade dispensada com taxas
mais baixas de incidéncia de cancer. Desde entdo, muitos estudos populacionais
investigaram essa associacao e relataram resultados semelhantes, como listado na
Tabela 2.

Currie e colaboradores (CURRIE, POOLE & GALE, 2009), em um dos
maiores estudos observacionais conduzido em mais de 60 mil pacientes diabéticos
com o objetivo de correlacionar o beneficio da metformina no tratamento do cancer,
relataram que 0s usuarios de insulina ou secretagogos, estavam mais pré-dispostos
ao desenvolvimento de tumores solidos do que os pacientes em terapia com
metformina (RR de 1,36 e 1,42, para a monoterapia com sulfoniluréias e insulina,
respectivamente; ClI = 95%). Interessantemente, a associacdo da metformina
reverteu o risco de cancer tanto relacionado as sulfoniluréias (RR de 1,08; Cl = 95%)
quanto a insulina (RR de 0,54; Cl = 95%).

Adicionalmente, um estudo retrospectivo realizado no Reino Unido avaliou o
risco de CAM entre pacientes com DM2 que realizam tratamento com antidiabéticos
orais ou insulina (BODMER et al., 2010). O uso prolongado de metformina (= 40
prescri¢cdes) foi associado a reducédo no risco de desenvolver cancer de mama (RR
de 0,44, ClI = 95%) comparado com pacientes em uso de outras terapias
antidiabéticas, relacionando ndo s6 o tipo de terapia, mas também a duracdo na
reducao da incidéncia de cancer.

Ademais, Jiralerspong e colaboradores (2009) avaliaram a taxa de resposta
patolégica completa (pCR) em 2.529 mulheres diabéticas que realizaram
quimioterapia neoadjuvante para combater o CAM. A utilizagdo da metformina
estava associada a maior pCR (24%) comparada as pacientes que nao fizeram uso
da biguanida (8%) e nao-diabéticas que nunca fizeram uso da metformina (16%).
Entretanto, apesar do aumento da pCR, a metformina n&o melhorou
significativamente a sobrevida. Similarmente, estudo com mulheres acometidas com
TNBC ndo associaram a metformina a efeitos benéficos na sobrevida da paciente
sem metastases, tempo livre da doenca e sobrevivéncia (BAYRAKTAR et al., 2012).

Mas o uso da metformina apresentou um risco ligeiramente menor de metastases
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comparada as mulheres diabéticas portadoras de CAM que utilizavam outras
terapias hipoglicemiantes.

Estudos prospectivos também identificaram beneficios no uso da metformina
no tratamento do CAM. Niraula e colaboradores (NIRAULA, et al., 2012), em um
resultado preliminar do estudo clinico NCT01101438, observaram decréscimo no
marcador de proliferacao celular, Ki67, e aumento na taxa de apoptose (pelo ensaio
de TUNEL - terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP nick end labeling) em
mulheres ndo diabéticas recém diagnosticadas com CAM que utilizaram metformina
(1500mg/dia) até a realizacdo da cirurgia. Semelhantemente, Hadad e
colaboradores (HADAD et al., 2012) relataram ligeiro decréscimo na expressao do
Ki67 em mulheres ndo diabéticas com CAM operavel que utilizaram metformina
(1500mg/dia). Adicionalmente, esse estudo reportou alteracdo na expressédo de
varios genes envolvidos no metabolismo celular, inflamacéo e na sinalizacdo de
AMPK e mTOR.

Atualmente, varios estudos clinicos estdo em andamento objetivando testar a
eficacia da metformina como um adjuvante a quimioterapia convencional, bem como
em combinacdo como novos agentes no CAM (Tabela 3). O maior estudo até agora
(NCT01101438) objetiva incluir mais de 3 mil pacientes com CAM ndo metastatico e

testar se a metformina € superior ao placebo na sobrevida dessas pacientes



Tabela 2 - Estudos epidemioldgicos correlacionando o uso da metformina por pacientes diabéticos com o risco de cancer e morbidade.

Tipo de Estudo Sujeitos Descobertas Referéncia
o o ) Pacientes que utilizavam MET durante os 8 anos do estudo
11.876 individuos recém-diagnosticados ] ) EVANS et al.,
Caso Controle ) apresentavam um risco menor (30% a menos) de admissdes
com DM2 na Escécia de 1993 a 2001. ) N 2005
hospitalares por cancer.
] Pacientes com DM2 que faziam uso de SU (4,9%) e insulina
10.309 pacientes tratados com MET e ) ) o )
Coorte o (5.8%) exdgena tiveram um significativo aumento no risco de BOWKER et al.,
] sulfoniluréias (SU) em Saskatchewan, ) ] . ] )
Retrospectivo 3 mortalidade relacionada ao cancer do que os pacientes em terapia 2006
Canada, de 1991 a 1996.
com MET (3.5%).
Do total de 4.085 individuos com DM2, 297 (7,3%) em tratamento
4.085 individuos com DM2 na Escécia de com MET foram diagnosticados com céncer contra 474 (11,6%)
Coorte ) ) ) LIBBY et al.,
) 1994 a 2003. que faziam uso de outras terapias. A associa¢gédo da MET reverteu
Observacional ) ) ) ) 2009
o risco de cancer tanto relacionado as SU quanto a insulina,
diminuindo a incidéncia de cancer
] ) ] O uso de MET diminuiu o risco de cancer de colon e pancreas, CURRIE,
Coorte 62.809 pacientes no Reino Unido tratados ~ 3 .
) ] ] mas néo dos canceres de mama e prostata. A combinacao de POOLE & GALE,
Observacional com SU, insulina e MET ) ) o
MET e insulina reverteu as altas taxas de malignidades. 2009
1.340 pacientes DM2 (746 mulheres e 594 o . . ] ]
. A administracdo de MET, mas néo de SU, foi associado com a MONAMI et al.,
Caso Controle homens) em Florenca, Italia, de 1998 a . o .
reducdo da incidéncia de cancer 2011

2007.

Coorte

Retrospectivo

480.984 participantes diabéticos, de 2000
a 2007 em Taiwan.

Os diabéticos que ndo seguiam nenhuma terapia anti-
hiperglicemica apresentaram incidéncia duas vezes maior para
cancer. Pacientes tratados com MET (<500 mg/dia) apresentaram
reducdo na incidéncia de cancer proximas ou abaixo daquelas

observadas para os pacientes nédo-diabéticos

LEE et al., 2011
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Tipo de Estudo

Sujeitos

Descobertas Referéncia

Caso Controle

973 pacientes com adenocarcinoma

pancreatico (259 pacientes com DM2) e

Pacientes diabéticos tratados com MET apresentaram menor risco

para cancer pancreatico. Em contraste, pacientes com DM2 que

Ll et al., 2009;
863 individuos controle (incluindo 109 com  fizeram uso de insulina e secretagogos tiveram uma chance maior
DM2) no Texas, EUA, de 2004 a 2008. de desenvolver cancer pancreatico comparado as outras terapias.
2.529 pacientes com CAM diagnosticados Pacientes em tratamento com MET (68 pacientes) apresentaram
Coorte na fase inicial da doenca e que realizaram 24% de resposta patolégica completa comparada a 8% dos JIRALERSPONG
Retrospectivo quimioterapia neoadjuvante entre 1990 e individuos portadores de DM2 (87 pacientes) que nao faziam uso et al., 2009
2007 no estado do Texas, EUA. desta biguanida. Nenhuma diferenca na sobrevida foi observada.
) ] ] Pacientes com cancer de mama HER2+ tiveram uma associa¢ao
1.983 pacientes diagnosticadas com CAM N o ) ] o
Coorte positiva na evolugéo clinica associado ao uso tiazolidinedionas e
] HER2+ entre 1998 e 2010, no estado do o = HE et al., 2012
Retrospectivo MET comparado aos diabéticos que néo utilizavam essas
Texas, EUA. )
terapias.
22.621 pacientes com DM2 em uso de Observou-se uma reduc¢do de 56% no risco de CAM nas mulheres BODMER et al
etal,
Caso Controle drogas antidiabéticas orais, no Reino que faziam uso por 5 ou mais anos de MET, comparada a outras 2010

Unido de 1994 a 2005.

abordagens hipoglicemiantes.

Coorte

Observacional

1.448 mulheres que receberam tratamento
adjuvante para TNBC de 1995 a 2007.

As mulheres foram divididas em: 63 pacientes diabéticos em

tratamento com MET, 67 diabéticos que ndo receberam MET e
BAYRAKTAR et

al., 2012

1.318 pacientes nao-diabéticos. O grupo que recebeu MET
apresentou um rico menor de desenvolver metastases distantes

qguando comparado aos outros grupos.

MET: Metformina; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; EUA: Estados Unidos da América; SU: Sulfoniluréias; HER2: Receptor do Fator Epidermal Humano;
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Tabela 3 - Estudos clinicos em cancer de mama registrados no site ClinicalTrials.gov (Abril de 2013)

-~ . Fase do Status do
Identificacdo Titulo Proposta
Estudo Estudo
Determinar se o uso de MET diminuira a taxa de proliferacéo
Efeitos Clinicos e Biologicos da MET no celular no tumor. O estudo testou a administracdo de MET em
NCT00897884 S - Estudo Completo ) o o )
CAM em Estadio Inicial pacientes elegiveis para a cirurgia. Os pacientes receberam
MET 3 vezes por dia por 2-3 semanas antes de operar.
MET no Tratamento de Mulheres com Avaliar os efeitos in situ da MET na proliferacéo celular (Ki67)
NCT00984490 i ) Fase | Estudo Completo
CAM Operavel no Estadio | ou Il e apoptose (caspase-3).
O impacto da Obesidade e dos
tratamentos para Obesidade no CAM: - .
o Identificar a dose maxima tolerada do Exemestano em
NCTO00933309 Exemestano com MET e Rosiglitazona Fase | Estudo Completo ) o
i combinacdo com MET/Rosiglitazona.
para mulheres obesas na pos-menopausa
com CAM Metastatico ER+
Eficacia e Seguranca do Uso Adjuvante ) ) )
) . Investigar o uso adjuvante da MET em pacientes com CAM
NCT00909506 de MET em Pacientes com CAM Fase Il Né&o informado 3
3 operavel.
Operavel
] Estudo realizado pelo INCa, com o objetivo de determinar os
O Uso de MET em Pacientes com CAM ) ] o o
NCT01302002 o . Fase 0 N&o informado efeitos da MET in situ em mulheres com CAM elegivel &
inicial Pré-Cirurgia o ]
cirurgia nos estadios | ou Il.
Estudo da Intervencédo Pré-Cirargica da Estudo em Avaliar os efeitos biolégicos da utilizagdo da MET nas
NCT00930579 Fase Il ) )
MET no CAM andamento mulheres recém diagnosticadas CAM
o Estabelecer a dose méxima toleravel de Erlotinibe e MET, bem
Estudo do Erlotinibe e MET no CAM Estudo em ) o . ]
NCT01650506 ] ) Fase | como avaliar se hé efeito clinico na combina¢éo das duas
Triplo-Negativo andamento ) ) )
drogas em pacientes com CAM Triplo-Negativo
MET no Tratamento de Pacientes com Estudo em Comparar a adicdo de MET a terapia adjuvante padrao para o
NCT01101438 . o Fase IlI . . .
CAM em Estadios Iniciais andamento CAM, a partir da avaliacdo do tempo livre da doenca.
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o i Fase do Status do
Identificacéo Titulo Proposta
Estudo Estudo
) ) Estudo em Identificar potenciais biomarcadores de resposta ao tratamento
NCT01266486 Efeitos da MET no Metabolismo do CAM Fase Il
andamento com MET.
Estudo da adicdo de MET a ) ) o ] »
o ] . Estudo em Determinar se a adigdo da MET a quimioterapia padrao ira
NCTO01310231 Quimioterapia Padrdo em Mulheres com Fase Il ) »
" andamento melhorar a sobrevida de mulheres com CAM metastatico.
CAM Metastatico
L o ) Avaliar a eficacia da MET juntamente com ou em adic¢éo a
MET em Combinag¢&o com Quimioterapia Estudo em o ) . o
NCT01566799 ) Fase Il quimioterapia padrdo na resposta patoldgica completa em
Neoadjuvante no CAM andamento . ) o
comparagéao ao placebo com os mesmos regimes terapéuticos.
Uso Adjuvante de Letrozol e MET vs -~ ) ) ] .
) Estudo em Identificar o efeito antitumoral da MET em pacientes pos-
NCTO01589367 Letrozol e Placebo em Mulheres Pés- Fase Il ) )
andamento menopausa, em terapia com Letrozol, com CAM Luminal.
Menopausa com CAM ER+
Modulag&o da Resposta a Terapia Estud Avaliar a combinacao de: Terapia Hormonal + Lapatinibe;
studo em
NCT01477060 Hormonal com Lapatinibe e/ou MET em Fase Il q ; Terapia Hormonal + MET; Terapia Hormonal + Lapatinibe +
andamento
Pacientes com CAM Metastatico Metformina.
Avaliacéo da Seguranca Clinica da ] . L ]
) Estudo em Determinar a segurancga clinica da adigcdo de MET nos regimes
NCT01442870 Combinagdo da MET com Fase | o o o o
o o andamento terapéuticos com quimioterapicos convencionais.
Quimioterapicos
Eficacia do Exemestano, Everolimus e ] o )
3 Avaliar se a combinacdo de exemestano, everolimus e MET
MET em Mulheres P4s-Menopausa com - » )
- . Estudo em auxiliam no controle do CAM metastéatico em pacientes
NCT01627067 CAM Metastatico Positivo para Fase Il i e
] o andamento obesas, pdés-menopausa e com positividade para os receptores
Receptores Hormonais e com Indice de )
hormonais
Massa Corporal 225
Estudo de Fase | com Lapatinibe com . 3 o
o Estudo em Estabelecer a dose méxima toleravel de lapatinibe na
NCTO01087983 Sirolimus ou MET em Céanceres Fase | ) o .
andamento cominagdo com Sirolimus ou MET em canceres avangados.

Avancados

MET: Metformina; CAM: Cancer de Mama; RE: Receptor de Estrogénio
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1.3.2.2. Mecanismo de Agao da Metformina no Cancer

Os estudos epidemioldgicos previamente citados deram a base empirica para
maiores investigacdes acerca das propriedades antitumorais da metformina, a partir
de estudos pré-clinicos. O mecanismo de acdo da metformina no cancer pode ser
dividido em efeitos diretos nas células tumorais e em efeitos indiretos, por meio da

reducado da hiperinsulinemia e da glicemia.

Efeitos Indiretos

Os efeitos indiretos da metformina estdo relacionados a sua habilidade de
inibir fatores de transcricdo chaves na gliconeogénese no figado e aumentar a
sensibilidade & insulina, reduzindo a concentragdo plasmatica de glicose e os niveis

de insulina circulantes, como mencionado anteriormente (Figura 4).

A insulina € um fator de crescimento e a sua ligacdo ao receptor de insulina
(IR) ativa vias de sinalizagcdo complexas envolvidas no metabolismo da glicose e na
proliferacdo celular. Os efeitos mitogénicos da insulina perpassam principalmente
pela ativacdo da via das proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPK) (revisado
por BELFIORE & MALAGUARNERA, 2011). Adicionalmente, o IR deflagra a
ativacdo da via da Fosfatidil Inosito-3-Cinase/ Proteina Cinase B (PI3K) contribuindo
para a proliferacdo e sobrevivéncia celular (revisado por FRASCA et al., 2008).
Essas acOes indiretas da metformina sao corroboradas pelos estudos
epidemioldgicos que relacionam o diabetes com risco maior de desenvolver cancer,
inclusive 0 CAM (LARSSON, MANTZOROS & WOLK, 2007). Estudos em modelos
animais também reforcam essa associacdo, pois animais induzidos a
hiperinsulinemia transfectados com células neoplasicas nao apresentaram

crescimento tumoral quando tratados com metformina (ALGIRE et al., 2010).

Altos niveis do receptor de fatores de crescimento relacionados a insulina 1
(IGFR-1) estdo associados a tumorogénese, além de inibir a inducdo de apoptose
por agentes quimioterapicos, como etoposideo e carboplatina, por meio da ativacao
da via de PISK (WARSHAMANA-GREENE et al., 2005). Esses fatores de

crescimento sdo modulados pela proteina ligante de fatores de crescimento
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relacionados a insulina 1 (IGFBP1). A producdo delIGFBP1 ¢é regulada
negativamente pela insulina e a utilizacdo da metformina aumenta os niveis de
IGFBP1 produzidos pelo figado, endométrio e células da granulosa, impedindo a
ativacdo da via de PI3K (revisado por ALJADA & MOUSA, 2012).

Efeitos Diretos

Os efeitos diretos da metformina nas células neoplasicas parecem estar
relacionados a ativacdo da via de LKB1/AMPK e subsequente modulagédo de vias
relacionadas a proliferacdo celular (DOWLING et al., 2007). Entretanto varias
evidéncias surgiram acerca de mecanismos celulares independentes dessa via,
geralmente associados ao aumento da taxa AMP/ATP e possiveis efeitos diretos
(Figura 4).

A sintese protéica, processo celular que requer grande quantidade de
energia, pode ser regulada pela metformina tanto de maneira dependente de AMPK
quanto por efeitos diretos na deplecéo de ATP pela inibicdo do complexo | da cadeia
respiratéria (KALENDER et al., 2010). A ativacdo de AMPK pela metformina provoca
a inibicdo do alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR), membro de uma via de
sinalizacao que regula processos fundamentais de crescimento e divisao celular, por
meio de sua associacdo em complexos de multi-proteinas. A ativacdo de mTOR é
relatada frequentemente no CAM e esta correlacionada com a progresséo tumoral e
prognéstico adverso nas pacientes (revisado por MERIC-BERNSTAM &
GONZALEZ-ANGULO, 2009). AMPK inibe o complexo mTORC1 por meio da
fosforilacdo da proteina do complexo da esclerose tuberosa (TSC1/2) no residuo de
serina 1345. HA acumulo de Rheb-GDP (na forma inativa) e impedimento da
ativacdo de mTORC1 (DOWLING et al., 2007) e, consequentemente, a ativacao da
Proteina Ribossomal S6K1 (p70S6K1), substrato direto de mTORC1. Embora o
papel de TSC1/2 na mediacdo dos efeitos de mMTORC1 em resposta a deplecao de
energia, em células de mamiferos, ser bem documentada (INOKI, ZHU & GUAN
2003; DOWLING et al., 2007), estudos recentes demostraram que as biguanidas
inibem a via de mTOR independente da via de TSC2, por intermédio da fosforilacao
de raptor, um constituinte do complexo mTORC1, pela AMPK (GWINN et al., 2008).
Adicionalmente, Kalender e colaboradores (KALENDER et al.,, 2010) relataram a
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existéncia de uma via alternativa, independente de AMPK, possivelmente mediada
pela RagGTPase, pela qual a metformina inibe a atividade de mTORC1 como

consequéncia da inibicdo do complexo | da cadeia respiratoria.

A via de MAPK constitui uma das maiores familias de transducédo de sinais
intracelulares, consistindo em trés principais vias: Cinases c-Jun N-terminal (JNK),
Cinase Controlada pela Sinalizacédo Extracelular 1 e 2 (ERK1/2, conhecida também
como p42/44 MAPK) e a Proteina Ativada por Mitdgenos p38 (p38 MAPK) (revisado
por CHANG & KARIN, 2001). ERK 1/2 integra uma via de sinalizag&o iniciada por
mitégenos por meio do estimulo de receptores do tipo tirosino cinase, como EGFR,
HER2 e IGFR/IR (revisado por QI et al., 2005). Soares e colaboradores (SOARES et
al., 2013) relataram que o tratamento de linhagens de células de cancer pancreatico
com metformina inibe a sinalizacao pela via de ERK concomitante com a inativagéo
de mTORC1, sugerindo uma possivel inibicdo de duas vias celulares importantes na

progressao e proliferacdo tumoral.

Vazquez-Martin e colaboradores (VAZQUEZ-MARTIN et al., 2009) reportaram
gue o tratamento com metformina por 5 dias foi capaz de reduzir a expressao da
oncoproteina HER2 em linhagens de CAM, por inibicdo direta, independente de
AMPK, da atividade de p70S6K1, um efetor da via de mTOR. A metformina também
apresentou efeitos em linhagens de CAM resistentes ao trastuzumabe, por
interrupcéo dos complexos HER2/IGFR-1 reduzindo significativamente a proliferacao
celular (LIU et al, 2011).

Além das acdes na inibicdo da sintese proteica, a metformina regula, via
AMPK, a sintese de acidos graxos, essencial para as células em rapido crescimento
e proliferacdo (XIANG et al., 2004). Vérios tipos tumorais, inclusive o CAM
superexpressam constitutivamente a enzima Acido Graxo Sintetase (FAS), com
papel critico na biossintese de novo dos acidos graxos (ALO et al. 1999;
MILGRAUM et al. 1997)

A adaptacdo metabolica é critica para manter a sobrevivéncia das células
neoplasicas, pois estdo em constante estimulo de fatores estressantes, como a falta

de nutrientes e hipoxia. Em condi¢des de aporte de nutrientes a via de LKB1/AMPK
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possui papel importante nos efeitos antineoplasicos da metformina (ZHOU et al.,
2001). Todavia, a reducdo da expressao de LKB1 aumenta os efeitos
antiproliferativos da metformina (ALGIRE et al., 2010) em um contexto de estresse
metabdlico, como a falta de nutrientes adequados, pois as células perdem a
capacidade de promover os mecanismos para reativar a homeostasia energética
(SHAW 2004). Interessantemente, a expressao de LKB1 é ausente em uma parcela
significante de linhagens celulares e tumores primarios de mama, correlacionado

com um pior prognostico da doenca (SHEN et al., 2002).

Semelhantemente, Buzzai e colaboradores (BUZZAI et al., 2007) observaram
que a deplecdo nos niveis energéticos causados pela metformina nas linhagens
celulares de cancer de célon, cultivadas em meio de cultura com poucos nutrientes,
foram suficientes para provocar a apoptose nessas células. As linhagens que
apresentavam mutacédo no gene TP53 foram mais responsivas ao tratamento com
metformina do que as células com o gene TP53 selvagem. Muta¢cdes no supressor
tumoral TP53 sdo comuns no CAM (30-40% dos tumores), particularmente nos
tumores mamarios classificados como triplo-negativos (30-40% dos tumores),
particularmente nos tumores mamarios classificados como triplo-negativos (OLIVIER
et al., 2006). Adicionalmente, recentes descobertas relacionam a perda de funcéo de
p53 com o fendtipo EMT e a aquisicdo de caracteristicas de CSC em diferentes
linhagens de cancer (KIM et al., 2011; PINHO, ROOMAN & REAL, 2011)

A teoria das CSCs postula que os tumores sdo mantidos por populacdes de
células capazes de auto renovacao e diferenciacdo em fenotipos distintos (revisado
por MCDERMOTT & WICHA, 2010). Clinicamente, as CSCs estéo relacionadas a
quimiorresisténcia, ao aparecimento de metastases e ao relapso da doenca. O
primeiro estudo acerca das a¢des da metformina nas CSCs foi publicado por Hirsch
e colaboradores (HIRSCH et al., 2009). Os autores demonstraram que em diferentes
linhagens de CAM, as CSC, caracterizadas pelo fenétipo CD44""/CD24"", eram
susceptiveis a baixas doses de metformina (0,1 a 0,3 mM). Adicionalmente, os
autores reportaram efeito sinérgico da metformina combinada com doxorrubicina
resultando na reducéo no tumor e recorréncia tumoral tardia quando comparado ao
tratamento da antraciclina em monoterapia (HIRSCH et al., 2009). A combinacao de

metformina (0,1 mM) com doxorrubicina, paclitaxel ou carboplatina retardou a
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recorréncia tumoral comparado aos agentes em monoterapia em modelos animais,
transfectados com diferentes linhagens de CAM (ILIOPOULOS, HIRSCH, STRUHL
K, 2011).

O processo denominado EMT esta relacionado a aquisicdo de caracteristicas
de CSC (MANI 2008), no qual células diferenciadas perdem a polaridade celular,
adquirindo propriedades mesenquimais de mobilidade e, assim, provocando
metastases. Vazquez-Martin e colaboradores (VAZQUEZ-MARTIN et al.,, 2010)
relataram que o tratamento com a metformina reduziu o fendtipo CSC
(CD44+/CD24"'°"") por meio da inibicdo de fatores transcricionais criticos para EMT,
como ZEB1, TWIST, SLUG e TGF-B. Adicionalmente, a metformina preveniu a
conversdo de células epiteliais para mesenquimais, induzidas por TGF-B, pela
regulacdo da E-caderina, essencial para a adesao epitelial célula-célula (CUFI et al.,
2010). A metformina, portanto, pode ter um papel relevante na prevencdo de

metastases.
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Figura 4: Mecanismos indiretos e diretos da metformina no cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Em face ao conteudo exposto, 0 presente estudo teve como objetivo geral a
investigacdo da eficicia antineoplasica, bem como o entendimento de mecanismos

relacionados a mesma, da metformina em linhagem de TNBC MDAMB231.

2.2. ESPECIFICOS

Para contemplar o objetivo geral proposto, estabelecemos os objetivos

especificos, a saber:

1. Determinacdo da eficacia antineoplasica da metformina, em monoterapia e
em terapia combinada com quimioterapicos convencionais empregados
contra o CAM, doxorrubicina e paclitaxel, em linhagem de TNBC MDAMB231;

2. Caracterizagdo da possivel aplicabilidade clinica de concentragdes baixas de
metformina, sabidamente seguras por serem empregadas no tratamento do
DM2, no tratamento de TNBC,;

3. Investigagcdo dos mecanismos antineoplasicos potenciais da metformina na
linhagem de TNBC MDAMB231, incluindo avaliagdo do ciclo celular,
modulacdo da via de sinalizacdo celular de MEK/ERK e inducdo de

apoptose/necrose.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CULTURA DE CELULAS

3.1.1. Linhagem Celular

Para a realizacéo do presente projeto de pesquisa, utilizou-se duas linhagens
de cancer de mama, MDAMB231 e MCF7, cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(INCa). Segundo a “American Type Culture Collection” (ATCC), a linhagem
MDAMB231 foi estabelecida a partir de células isoladas de efusédo pleural de uma
paciente caucasiana com adenocarcinoma de mama. E classificada como uma
linhagem de TNBC do subtipo basal B, ou claudin-low. A MCF7, por sua vez, foi
isolada em 1970 a partir de uma paciente caucasiana com adenocarcinoma de
mama. Caracteriza-se pela expressdo dos receptores hormonais (RE e RP) e

auséncia de HER-2, classificada como Luminal A.

Todas as linhagens foram cultivadas em meio DMEM (Meio de Eagle
modificado por Dulbecco; Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA) suplementado com
HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfénico), bicarbonato de sédio,
soro fetal bovino inativado 10% v/v (SFB, Gibco/lnvitrogen, Nova York, EUA),
solucéo estabilizada de penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina (100 pug/mL)
(Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA). A manipulacdo das células foi realizada em
capela de fluxo laminar, sendo as mesmas mantidas em incubagéo em estufa com
condicbes controladas de temperatura (37°C), com atmosfera de 5% de CO,,
condi¢cbes adequadas para o crescimento de células de mamiferos. A passagem das
células foi realizada de duas a trés vezes por semana, de acordo com o tempo de
crescimento, utilizando-se PBS (tampéao fosfato salina) para lavagem e solucao de
tripsina/EDTA (0,25 pg/mL de tripsina e 1 pg/mL de EDTA) para rompimento da
matriz extracelular que mantém as células aderidas a garrafa de cultura em

monocamada.
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3.1.2. Descongelamento

As aliguotas das linhagens celulares armazenadas em nitrogénio liquido a
uma temperatura de -196°C foram descongeladas bruscamente a 37°C. O conteudo
armazenado em microtubo de 1,5 mL foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL
estéril, livre de DNase e RNase, com 10 mL de meio DMEM acrescido de SFB a
10% vl/v, solucdo estabilizada de penicilina-estreptomicina huma concentracdo de
100/mL unidades de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 450 g a 27°C. Apoés a centrifugacao,
foi observado um pellet no fundo do tubo, e o sobrenadante foi descartado. As
células foram entdo ressuspendidas em 15 mL de DMEM com SFB e antibioticos,
citados anteriormente, e transferidas para uma garrafa de cultura de 75 cm?2 que foi

incubada em estufa com 5% de CO..

3.1.3. Cultivo

As linhagens foram cultivadas em garrafas de 75 cm?, com adi¢cédo de 6 mL de
meio DMEM suplementado com 10% de SFB inativado, acrescido de solucao
estabilizada de penicilina-estreptomicina nas concentracdes previamente
especificadas. O cultivo se deu em estufa a 37°C e com atmosfera de 5% de CO,
até a subconfluéncia. Diariamente, as garrafas foram analisadas em microscopio
optico de luz invertida para avaliacdo do aspecto do meio e das células em cultivo,

bem como de sua taxa de crescimento, confluéncia e morfologia.

3.2. ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

3.2.1. Plagueamento

As duas linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de 75 cm? até a
subconfluéncia para cada um dos experimentos. Os experimentos foram realizados
até a passagem 10 das linhagens celulares em questdo. ApOs seguir 0 método
previamente reportado, foi retirada uma aliquota de 10 pL para a preparacdo de uma
suspensdo na proporcdo de 1:1 com a solucdo de Azul de Tripan (v/v)

(Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA), com fins de quantificacdo de células viaveis no
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cultivo, pois esta tem a finalidade de marcar as células que perderam a integridade
da membrana. Para a contagem do numero de células viaveis, foi utilizada a camara
de Neubauer. Encostou-se a ponta da pipeta na borda da laminula e a camara foi
entdo cuidadosamente preenchida com a suspensao preparada. Apés as células
sedimentarem por 2 minutos, a camara de Neubauer foi levada ao microscopio
Optico e a area demarcada foi focalizada com a objetiva de menor aumento. A

seguinte férmula foi usada para o célculo do numero total de células:

N° total de células
N° de células/mL = x Fator de diluicdo (2) x 10*

N° de quadrantes contados (4)

O valor encontrado, referente ao numero de células por mL, era empregado numa
nova equacao:
Concentracdo desejada/mL (10°)

Volume final = Volume inicial x

N° de células/mL da suspensao final

Com isso, foi possivel obter uma solugéo final na concentracéo de 7,5 x 10°
células/mL. Posteriormente adicionou-se 100 pL/poco da solucdo em placas de 96

pocos, incubada por 24 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO..

3.2.2. Calculo de IC50 estimado das drogas clinicas

Para a realizagdo dos experimentos de determinacao de ICsy estimado foram
utilizadas as seguintes drogas clinicas: Paclitaxel (Acoord Farmacéutica LTDA),
Doxorrubicina (Bergamo LTDA) e Metformina (PharmaNostra). Para cada uma das
drogas, foram realizadas diluicbes seriadas em PBS 1x, no caso da metformina e
doxorrubicina, e em DMSO (Dimetilsulféxido) 10% (v/v), no caso do paclitaxel, a fim
de se obter as concentragBes descritas na tabela 4. As aliquotas diluidas foram
utilizadas para a determinacdo dos valores da concentracao inibitéria de 50% da
proliferacdo celular (ICso) a partir da curva dose resposta feita para cada droga,

seguindo o protocolo do ensaio com brometo de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
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2,5-difeniltetrazélio, conhecido como metil-tiazol-tetrazo6lio (MTT) descrito abaixo. A
analise estatistica para o céalculo de ICsq foi realizada através do software GraphPad

Prisma versao 5.

Tabela 4 - Concentracdes das drogas clinicas utilizadas para calculo de IC50.

Quimioterapicos Concentra¢fes obtidas

Paclitaxel (PAC) 1000 nM 100 nM 10 nM 1nM 0,1 nM
Doxorrubicina (DOX) 1000 pM 100 puM 10 uM 1uM 0,1 uM

Metformina (MET) 100 mM 10 mM 1 mM 0,1 mM 0,01 mM

ApoOs as 24 horas iniciais de incubacdo, as placas foram vertidas para
remocao do meio e inicio dos tratamentos. Adicionou-se 90 pL de meio de cultura
starving em cada poco juntamente com 10 pL de cada composto na concentracéo
descritas na tabela 4. Todas as condicOes tratadas foram analisadas em
quadruplicata. Os controles utilizados foram 4 pocos tratados apenas com DMSO
10% (v/v), 4 pocos tratados apenas com PBS, 4 pocos com células na auséncia de
qualguer droga ou diluente e 4 pocos sem ceélulas apenas com meio de cultura
(branco). Cada experimento foi realizado por 4 vezes, em momentos independentes.

3.2.3. Determinacao do efeito antiproliferativo da ~ combinacao entre as drogas

Com fins de avaliar as interacdes entre as drogas utilizadas na linhagem
MDAMBZ231, realizou-se curvas dose-reposta, pelo método do MTT com diversas
combinacgdes entre os quimioterapicos, exemplificados na Figura 5 e descritos na

tabela 5.
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Tabela 5 - Concentracdes das drogas utilizadas nos estudos de combinagéo

Doxorrubicina Paclitaxel Metformina

ICe5 0,046mM 0,0312uM 6,75mM

IC125 0,09mM 0,0625uM 13,5mM

IC55 0,18mM 0,125uM 27mM

ICs 0,36mM 0,25uM 54mM

IC+5 0,54mM 0,375uM 81mM

2XICsg 0,72mM 0,5uM 108mM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1] AygBO | AysBO | AysBO | BygAO | BygAO | BysAO AB AB AB AysBys | AygByss | AysBis
2| Ay4BO | Ay4BO | Ay4BO | BysAO | BysAO | BysAO | 2A 2B | 2A 2B | 2A 2B | AyuBus | AyjaBusa | AysBisa
3| A.,BO | A1,B0 | Ay,BO | By,AO | Bi,AO | By, AO | 2AB | 2AB 2A B NT NT | BRANCO
4] ABO A BO A BO B AO B AO BAO | AxB | AxB | AxB NT NT | BRANCO
5| A75B0 | A75B0 | A75B0| 2B A0 | 2B A0 | 2B A0 | 2BA | 2B A 2B A NT NT | BRANCO
6| 2AB0 | 2AB0O | 4ABO | B75A0 | B75S A0 | B75 A0 | Bis A | Biyn A | By A NT NT | BRANCO
7| Ay2Biz | AyaBia | AyaBis | B75 A75 |B75 A75| B75 A75 | Bis A | Bis A | B A NT NT | BRANCO
8| Ay,B | AypaB | Ay B PBS PBS PBS DMSO | DMSO | DMSO NT NT | BRANCO

Figura 5: Placa de 96 pocos representativa dos tratamentos realizados por 24h. NT: Poco

sem tratamento; Branco: Poco sem células; A: Paclitaxel ou Doxorrubicina; B: Metformina;

3.2.4 Ensaio de MTT

Apbs as 24 horas de incubacdo com os compostos listados nas Tabelas 4 e 5,
o meio foi removido e 15 pL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazélio (MTT) na concentracdo de 5 mg/mL foram adicionados em cada
poco. A incubacdo com MTT se deu por 4 horas, protegido da luz, e, em seguida,
adicionou-se 100uL de DMSO para dissolucao dos cristais de formazan formados.
Vale ressaltar que o método de analise colorimétrica com o MTT permite mensurar o
metabolismo celular pela reducédo deste sal por acdo da succinato-desidrogenase
mitocondrial, ocorrendo a formacdo de cristais de formazan, cuja producdo é
proporcional ao numero de células metabolicamente ativas. A leitura dos resultados
foi realizada em leitor de microplaca (MR-96 A, Bioclin, Minas Gerais, Brasil) no

comprimento de onda de 560 nm.
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3.3. ANALISE DO CICLO CELULAR

A avaliacdo do conteudo de DNA para analise do ciclo celular foi realizado na
linhagem MDAMB231. Para tal, foi utilizado um intercalante de DNA fluorescente, o
iodeto de propideo (PI), que entra na célula apdés sua permeabilizacdo. O citbmetro
detecta a fluorescéncia do PI, permitindo avaliar o conteddo de DNA referente a

cada fase do ciclo celular.

As células MDAMB231 foram plaqueadas seguindo a metodologia ja descrita
para o ensaio de proliferacéo celular. A mesma férmula foi usada para o calculo do
namero total de células, sendo possivel o ajuste a concentracdo de células
desejadas (3,8 x 10° células) em cada um dos 6 pocos da placa de cultura,
acrescentando-se o volume calculado da suspensdo e o volume de DMEM
necessario para a totalizacdo de 3 mL em cada pogo da placa. Utilizou-se placas de
6 pocos para a execucdo dos tratamentos, descritos na tabela 6, seguindo a

metodologia ja descrita para o ensaio de proliferacdo celular.

Tabela 6 - Condi¢des experimentais utilizadas nas andlises do ciclo-celular

Condicdes Experimentais

MET 10 pM PAC 0,25 pM
MET 27 mM PAC 0,25 uM + MET 10 uM
MET 54 mM PAC 0,25 uM + MET 54 mM

ApoOs as 24h de tratamento, coletou-se o sobrenadante e as células foram
tripsinadas com 300uL de Tripsina/EDTA (0,25 pg/mL de tripsina e 1 pg/mL de
EDTA). Realizou-se a inativacdo do meio com o sobrenadante coletado e
centrifugou as amostras por 5 minutos a 450 g a 27°C. Em seguida foi descartado o
sobrenadante e realizado duas lavagens com PBS e subsequentes centrifugacoes
por 5min a 450 g a 27°C. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet
ressuspendido em 500uL de tampao de permeabilizagcdo, composto por Tris-Cl 3,4
mM em pH 7,6, NaCl 10 mM, NP40 0,1% (v/v), RNAse 700u/L e PI 0,075 mM
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). As amostras foram entdo incubadas no
tampdao por 15 minutos sob resfriamento, protegidas da luz e a leitura foi efetuada no
citometro BD Accuri® C6 FlowCytometer utilizando o canal FL-2 (585nm). Um total
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de 10.000 eventos (células) foi adquirido por amostra e os dados analisados pelo

software Summit v.4.3.

3.4. ENSAIO DE INDUCAO DE APOPTOSE POR ANEXINA V/PI

O ensaio de deteccdo de apoptose por anexina V/PI foi utilizado para
determinar a porcentagem de apoptose induzida pelos tratamentos realizados. A
anexina V faz parte de uma familia de proteinas que possuem capacidade de se
ligar a fosfolipidios da membrana plasmatica, em um processo dependente de
calcio. Durante a apoptose ocorrem varias alteracdes celulares dentre elas a perda
da simetria da membrana plasmatica, resultando na exposicdo de fosfatidilserina
(FS) na face externa da membrana celular. A anexina V néo € capaz de penetrar na
membrana plasmética de células viaveis, havendo a marcacao apenas naquelas que
apresentarem exposicao da FS. Na analise dessa marcacédo por citometria de fluxo,
a anexina é entdo conjugada a um fluorocromo (FITC). E para diferenciar células
vivas, em apoptose inicial, apoptose tardia ou necrose utilizou-se um intercalante de
DNA, PI. Desta forma, células vivas ndo serdo marcadas nem por anexina V nem
por PI; células em apoptose inicial apresentam marcagdo positiva para anexina V e
negativa para PI; células em apoptose tardia sdo positivas tanto para anexina V
qguanto para PI; e células em necrose apresentam marcagao positiva somente para
PI.

As células foram plaqueadas e tratadas seguindo a metodologia ja descrita
para a analise do ciclo celular. Depois dos tratamentos por 24h, coletou-se o
sobrenadante e as células foram tripsinadas com 300uL de Tripsina/EDTA (0,25
pHg/mL de tripsina e 1 pg/mL de EDTA). Realizou-se a inativacdo do meio com o
sobrenadante coletado e as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 450 g a
27°C. As células foram entédo ressuspendidas com o tampéao de ligacdo (HEPES 10
mM, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM e CaCl, 1,8 mM), centrifugadas por 5
minutos a 450 g a 27°C e entdo incubadas, por 15 minutos em temperatura
ambiente, protegidas da luz, com 100uL de tamp&o com adi¢cdo de 5 pL de anexina
V (BD Biosciences, California, EUA) nos tubos, exceto nos controles. No momento
da leitura adicionou 5 puL de PI (1 mg/mL). A leitura foi efetuada no citdmetro BD

Accuri® C6 FlowCytometer utilizando o canal FL-1 (530 nm) para a anexina V-FITC e
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o FL-2 (585 nm) para o Pl. Um total de 10.000 eventos (células) foi adquirido por
amostra e os dados analisados pelo software Summit v.4.3.

3.5. IMUNOBLOTTING

3.5.1. Preparo das amostras

Para a analise da expressdao das proteinas de interesse, a serem
especificadas a seguir, nas células de TNBC MDAMB231, essas foram cultivadas
em garrafas de 25cm? na concentracdo de 1x10° células/garrafa. Ao atingirem um
estado de confluéncia, as células foram lavadas com PBS 1X por 3 vezes e
incubadas por 24h com as drogas, especificadas na tabela 7, em meio DMEM livre
de SFB, para eliminar qualquer influéncia do soro no perfil das células. ApGs 24h,
retirou-se o sobrenadante, lavando as células com PBS 1X por 3 vezes e, entao,
adicionou-se 1mL de solucéo de tripsina/EDTA (0,25 pg/mL de tripsina e 1 pg/mL de
EDTA) as garrafas, que foram colocadas na estufa a 37°C por 2 minutos, para o total
desprendimento das células da superficie das garrafas de cultivo. Em seguida, foram
acrescentados os sobrenadantes para bloquear a acdo da tripsina, sendo as células
transferidas para tubos Falcon de 15 mL. As amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 450 g. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, mantendo o
pellet no fundo do tubo, ao qual se adicionou 90 pL de tampao RIPPA para a lise das
células, composto por RIPPA (Tris 50 mM, NaCl 0,15 M, EDTA 1 mM, Triton X100
1% vlv, desoxicolato de sodio 0,5% p/v, SDS 0,1% p/v) em uma concentracédo final
de 1X, PPi 5 mM, NaF 50 mM vanadato 5 mM e inibidor de protease 1X (ROCHE,
Séo Paulo, Brasil). O lisado celular foi transferido para eppendorfs e mantido no gelo
por 30 minutos, e entdo centrifugado por 15 minutos a 450 g a 4°C. Parte do
sobrenadante foi aliguotada em tubos para dosagem das proteinas. Apés a
quantificacdo das proteinas, as amostras foram transferidas para outros tubos, onde
receberam tampé&o de amostra composto por Tris 0,76% (p/v); glicerol 12,5% (v/v);
SDS 2,3% (p/v); B3-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,19% (p/v). A
mistura foi aquecida por 15 minutos a 95°C, estando pronta para a aplicagdo no gel

de eletroforese.
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Tabela 7 - Condi¢des experimentais utilizados nos experimentos de imunoblotting

Condicdes Experimentais

MET 10 pM PAC 0,25 uM DOX 0,36mM

MET 54 mM PAC 0,25 pM + MET 10 pM DOX 0,36mM + MET 54 mM
PAC 0,25 uM + MET 54 mM

3.5.2. Corrida Eletroforética

A técnica de SDS-PAGE foi utilizada como a primeira etapa da técnica de
Western Blot com o objetivo de separar as proteinas do lisado celular de acordo com
0 seu peso molecular. No gel SDS-PAGE 8% (p/v) foram aplicados
aproximadamente 40ug de proteina paralelamente a um padrdo de peso molecular
(Precision Plus Protein™ All Blue, 10-250 kD, BioRad). O gel foi composto por duas

camadas, uma de separacao e uma de empacotamento, seguindo a tabela abaixo:

Tabela 8 - Solucdes de preparo do gel SDS-PAGE.

Solucbes Gel de Separacéo Gel de Empaco tamento
Acrilamida -bisacrilamida 30:0,8% 30:0,8%
Tris pH 8,8 + SDS 10% - 15M
Tris pH 6,8 + SDS 10% 1M -
H.O Qsp 15 mL Qsp 5mL
APS 10 g% 10 g%
Temed 0,005mL 0,010mL

Uma vez aplicadas as amostras e o padrdao de peso molecular, o gel foi
submetido a uma voltagem de 90V numa solucéo de corrida, composta por Tris base
0,3% (p/v), glicina 1,44% (p/v) e SDS 0,01% (p/v). Apds a separacao das proteinas
presentes no lisado celular, o gel foi submetido a técnica de Western Blot para a
identificacdo das proteinas de interesse (RANGEL et al., 2002).

3.5.3. Western Blot

Terminada a corrida eletroforética, as proteinas do gel foram transferidas para
uma membrana de PVDF (Sequi-Blotim PDVF membrane for protein sequencing,
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0,2pm, Bio Rad, EUA) por 2 hora, a 200 mA, em um tampao de transferéncia
composto de tris 0,3% (p/v), glicina 1,44% (p/v) e metanol 15% (v/v). Apés a
transferéncia, a membrana foi mantida em agitacdo por 1 hora, a temperatura
ambiente, numa solu¢cdo composta por leite desnatado sem gordura 5% (p/v) e TBS
Tween 20 (TBS-T) 0,05% (p/v). Depois de lavada 5 vezes com TBS-T 0,05% (p/v)
gelado, a membrana foi incubada durante a noite com anticorpo especifico para a
proteina de interesse (0os anticorpos utilizados estdo especificados na TABELA 04).
Na etapa seguinte, a membrana foi lavada e incubada por 1 hora com o anticorpo
secundario, que se liga especificamente ao anticorpo primario utilizado, sendo
posteriormente lavada 5 vezes com TBS-T 0,05% (p/v). Foi feita uma ultima lavagem
com TBS para eliminar residuos do Tween. Os imunoblottings foram revelados
usando o kit ECL-Plus (GE Healthcare, Sdo Paulo - Brasil), segundo instrucées do
fabricante, e expostos ao filme (Kodak T-Mat, 8x24 cm, Sigma - Aldrich, Montana,
EUA) (RANGEL et al., 2002).

Tabela 9 - EspecificagBes dos anticorpos utilizados para a técnica de Western-Blot.

Anticorpo Tipo Marca Diluicdo  Veiculo
o IgG de coelho - ] ] )
ERK1/2 Total primério . Cell Signaling  1:1000 Leite
policlonal
: : GE :
ERK1/2 Total secundario Anti-IgG de coelho 1:2000 Leite
Amersham
] o IgG de coelho - ) ) )
ERK1/2 Fosforilado primario . Cell Signaling  1:1000 Leite
policlonal
: : . GE :
ERKZ1/2 Fosforilado secundério Anti-IgG de coelho 1:2000 Leite
Amersham
o IgG de cabra - ] ] )
HSC-70 primario _ Cell Signaling  1:1000 Leite
policlonal
HSC-70 secundario Anti-IgG de cabra  Cell Signaling  1:2000 Leite

3.6. ESTUDO DE DOCKING

Estudos de docking consistem na utilizacdo de técnicas computacionais para
a predicao da estrutura de complexos receptor-ligante. Diante dos resultados obtidos
realizou-se o estudo de docking com o objetivo de avaliar a possivel interacdo da
metformina e as proteino cinases ERK1/2 e MEK1/2. Esse estudo foi realizado em

colaboragdo com o Laboratério de Sintese Orgéanica & Medicinal (LSO&M - UFES)
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sob a orientagdo do mestrando Maicon Delarmelina (PPGQUI/UFES) e do Prof. Dr.

Sandro José Greco.

A estrutura cristalina das enzimas ERK1/2 e MEK1/2 foram obtidas no Protein
Data Bank (PDB), banco publico de estruturas proteicas. De posse da estrutura
cristalina depositada no PDB sob os codigos 1TVO (ERK2) e 4AN3 (MEK1), estudos
de ancoragem molecular foram realizados com objetivo de estudar a conformacéao e
energia de ligacdo entre a metformina e as proteinas cinases, através do programa
Autodock Vina (TROT & OLSON, 2010).

MEKZ1/2 + ligante ERK1/2 + ligante

Figura 6: Estrutura cristalina das enzimas MERK1/2 e ERK1/2

Inicialmente, o ligante e a proteina foram preparados conforme protocolo
descrito na literatura (TROT & OLSON, 2010). A sequir, a regido para ancoragem foi
construida de forma a cobrir todo o sitio ativo da enzima 18X10X12 A centrada no
ligante. Dessa forma, o ligante cristalografico foi ancorado contra o proprio receptor

com objetivo de validar os célculos de docking.

Posteriormente, dois inibidores de MEK1/2 (5Y01384 e PD98059) e trés
inibidores de ERK1/2 (norathyriol, FR180204 e 19A) descritos na literatura foram
superpostos ao sitio ligante da enzima. Cabe ressaltar que as estruturas quimicas
dos ligantes foram completamente otimizadas, usando o método semi-empirico PM6
(Stewart, 2007) contido no pacote de calculos de orbitais moleculares Gaussian

09W. Como resultado, foi obtido a superposicdo dos ligantes no sitio ativo das
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proteino cinases ERK1/2 e MEK1/2 através do calculo de energia de interacdo
ligante/receptor.

3.7. ANALISE DOS DADOS E TESTES ESTATISTICOS

As andlises estatisticas foram efetuadas usando o Teste ANOVA de uma via,
com significancia de 5%. Em seguida, utilizou-se o Teste de Comparacdo Multipla de
Bonferroni. O programa usado para os calculos estatisticos foi o GraphPAd Prism 5

para Windows (versao 5.00.288).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. METFORMINA INIBE A PROLIFERACAO CELULAR NAS LINHAGENS DE
CAM

Inicialmente, procedemos com o0s experimentos de proliferacdo celular pelo
método de MTT com objetivo de determinarmos a ICso estimada tanto dos agentes
quimioterapicos convencionais empregados frequentemente em esquemas de
combate ao CAM baseados na politerapia com agentes antraciclinicos e taxanos,
doxorrubicina e paclitaxel, respectivamente, bem como da substancia de interesse
do presente estudo, a metformina, em ambas as linhagens de CAM MDAMB231 e

MCF7, modelos in vitro de TNBC e CAM luminal A, respectivamente.

Tabela 10 - ICs, estimada para as linhagens de CAM MDAMB231 e MCF7

ICs0 (M) ICs0 (M)
Droga
MDAMB231 MCF7
Doxorrubicina 3,61x10'4 4,88x10'4
Paclitaxel 2,5x10 1,07x10”
Metformina 5,4x10'2 11,6x10'2

A determinacdo de ICsy estimada de drogas pelo método de MTT,
especialmente em modelos in vitro, constitui ferramenta util com fins a determinacéo
de poténcia e eficacia das mesmas quanto as suas atividades antiproliferativas,
embora haja limitacdo do método em fornecer valores exatos de concentracao para

o parametro farmacocinético de ICsp.

Em nossos estudos, observamos que enquanto a eficacia antiproliferativa das
drogas convencionais € similar nas duas linhagens de CAM avaliadas, a metformina
€ mais eficaz na linhagem de TNBC (MDAMB231) quando comparada a linhagem de
CAM Iluminal A (MCF7) (Figuras 7 e 8). Por outro lado, nas nossas condi¢cdes
experimentais, ao analisarmos a poténcia das drogas referidas, aspecto
farmacocinético muito relacionado ao surgimento de efeitos adversos
desencadeados pela necessidade do emprego de concentragdes maiores de droga
para se obter o efeito clinico desejado, notamos que (Tabela 10): i) a doxorrubicina é
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mais potente contra a linhagem MDAMB231 do que a MCF7 (p < 0,05); ii) o
paclitaxel tem poténcia semelhante contra as duas linhagens de CAM (p > 0,05); iii)
a metformina é mais potente contra a linhagem de TNBC (MDAMB231) do que a de
CAM luminal A (MCF7) (p < 0,001).

Faz-se oportuno salientar que observamos efeito bifasico da doxorrubicina em
ambas as linhagens celulares de CAM estudadas. Enquanto diversas substancias
endogenas e exogenas descrevem aclOes bifasicas, adicionado ao fato de
desconhecermos mecanismos capazes de justificar o fendmeno observado, é
possivel que o efeito decorra de interferéncia da propria substancia de coloracao
avermelhada no teste de MTT, o qual, conforme mencionado anteriormente, € um

método colorimétrico.
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Figura 7: Efeitos do paclitaxel e doxorrubicina na proliferacdo celular das linhagens MDAMB231 e
MCF7, em tratamento de 24 horas, avaliada pelo método de MTT. Células nado tratadas foram
utilizadas como controle. Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni. *p < 0,05 quando
comparados as condi¢cdes Controle. Os resultados representam a média e desvio padrédo () de 3

experimentos independentes.
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Por outro lado, os dados discutidos até 0 momento levaram em consideracéo
as concentracdes de ICsp das drogas avaliadas, tal a possibilitar o argumento de que
a seguranca do emprego de metformina em concentracdo consideravelmente mais
elevada do que as empregadas no manejo do DM2, de 500 a 2000 mg (2,8 - 15 uM),
permanece desconhecida. Com o intuito de entendermos melhor o efeito da
metformina no tratamento do CAM, realizamos experimentos de dose-resposta de
seu efeito antiproliferativo, em intervalo de concentracdes que compreendem desde
aguela empregada no tratamento de DM2, sabidamente segura, até duas vezes a
ICsono TNBC, isto é, de 10 uM até 108 mM, nas linhagens MDAMB231 e MCF7.

Tal como pode ser observado na Figura 8, a metformina descreveu eficacia
antiproliferativa, tanto em MDAMB231 quanto em MCF7, em concentracdes
significativamente superiores aguelas circulantes em pacientes portadores de DM2,
situacdo cuja seguran¢a da droga é bem estabelecida. Ainda, nas concentracdes
compativeis com as empregadas no manejo do DM2, a metformina se mostrou
ineficaz como substancia antineoplasica em ambas as linhagens de CAM. Esse fato
pode ser explicado, ao menos parcialmente, pela alta concentracdo de glicose
presente no meio de cultura, além da possivel interferéncia de fatores de
crescimento presentes no soro fetal bovino adicionado as culturas celulares. Ainda
que o tratamento das células propriamente dito tenha sido conduzido na auséncia de
soro fetal bovino, ndo se pode excluir a possibilidade de que os fatores de
crescimento contidos no soro, bem como a elevada concentragédo de glicose do
meio, possam ter modulado o perfil de crescimento das células a condi¢cdo de

favorecimento proliferativo.
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Figura 8: Efeitos da metformina na proliferacdo celular das linhagens MDAMB231 e MCF7, em
tratamento de 24 horas, avaliada pelo método de MTT. Células néo tratadas foram utilizadas como
controle. Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni. *p < 0,05 quando comparado a
condicdo Controle. Os resultados representam a média e desvio padrdo (+) de 3 experimentos

independentes.

Dados da literatura tém demonstrado que a metformina é eficaz contra
subtipos diferentes de CAM, sendo seu efeito independente da expressao de RE,
RP, HER2 ou p53 pelas células tumorais. Por isso, tem-se atribuido beneficio clinico
ao uso de metformina como boa opcao terapéutica contra tumores mamarios de
modo geral (ALIMOVA et al., 2009; LIU et al., 2009). Esses dados séo corroborados
pelos nossos estudos, pois tanto a linhagem de TNBC MDAMB231 quanto a
linhagem luminal A MCF7 tiveram inibicdo significativa da proliferacdo celular na
presenca de metformina; entretanto, desde que a mesma seja empregada em
concentragbes superiores aquelas sabidamente seguras ao ser humano. Sendo
assim, consideramos que devemos conduzir experimentos em que o efeito
antiproliferativo da metformina seja testado em diferentes periodos de tratamento e
condicdes de aporte energético. E nosso entendimento que somente assim
poderemos, de fato, compreender melhor a contribuicAo das diferentes
concentracfes da droga no tratamento do CAM. Especialmente porque dois estudos
independentes mostraram reducéo significativa no indice de proliferacdo celular por

meio da avaliacdo da expressdo da proteina Ki67 em pacientes ndo diabéticas
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recém diagnosticadas com CAM que realizaram tratamento com metformina
1500mg/dia até a realizacdo da intervencdo cirargica na mama (NIRAULA et al.,
2012; HADAD et al., 2012).

Por sua vez, e conforme enfatizado previamente, o TNBC configura doenca
heterogénea e de progndstico ruim, dentre outras razGes, por nao ser suscetivel ao
emprego de terapias-alvo disponiveis comercialmente e pelo elevado indice de
relapso da doenga em detrimento da responsividade inicial satisfatoria aos
antineoplasicos convencionais (especialmente os derivados antraciclinicos, como
doxorrubicina e epirrubicina) (ROUZIER et al., 2005; CAREY 2006). Sendo assim, ha
urgéncia na identificagdo de substancias alternativas capazes de controlar o
progresso da doenca, como ora apresentado em relacdo a metformina e TNBC.
Conforme supracitado, nossos estudos in vitro sugerem que a metformina tem maior
eficacia e poténcia contra TNBC quando comparado aos tumores luminal A
(MDAMB231 vs. MCF7, respectivamente), apontando que o aprofundamento dos
estudos referentes ao emprego da substdncia no combate ao TNBC é de
fundamental importancia, posto que a doenca configura um dos grandes desafios da

oncologia clinica.

Motivados pelos nossos resultados experimentais, prosseguimos com 0S
estudos focando, a partir deste momento, no efeito promissor da metformina no
tratamento de TNBC.

4.2. METFORMINA POTENCIALIZA OS EFEITOS DA DOXORRUBICINA E
PACLITAXEL NA INIBICAO DA PROLIFERACAO CELULAR NA LINHAGEM
MDAMB-231

A partir dos resultados anteriores, investigamos o impacto da adicao da
metformina aos tratamentos com 0s quimioterapicos convencionais, doxorrubicina e
paclitaxel na linhagem celular MDAMB231. Avaliamos a proliferagao celular, pelo
meétodo de MTT, utilizando as concentracdes descritas na Tabela 5, tomando como
parametro a ICsp da droga, a qual, como dito anteriormente, consiste em dose

ordens de grandeza superior aquelas usadas no manejo do DM2.
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Como descrito anteriormente, 0s regimes quimioterapicos atualmente
empregados no tratamento do TNBC estdo associados a indices elevados de
toxicidade, como a importante cardio e neurotoxicidade causada pela doxorrubicina
e pelo paclitaxel, respectivamente. Procuramos, entdo, avaliar o possivel beneficio
da terapia combinada de metformina e o0s quimioterapicos, doxorrubicina e

paclitaxel, em diferentes concentragoes.

Como pode ser verificado por meio dos dados expostos na Figura 9A, a
adicdo da metformina ao tratamento com a doxorrubicina potencializou a inibi¢ao da
proliferacdo celular causada pela antraciclina na concentragcéo de ICys (0,18 mM) e
ICs0 (0,36 mM) (Figura 9A), quando comparado a antraciclina em monoterapia. A
utilizacdo da doxorrubicina € limitada por provocar cardiotoxicidade severa e
irreversivel nas usuarias, de modo que esguemas terapéuticos que permitam a
diminuicdo das doses utilizadas da droga sdo de grande valia na clinica oncolégica.
Adicionalmente, o tratamento concomitante de metformina e doxorrubicina em
modelos animais preveniu a cardiotoxicidade induzida pela antraciclina por meio da
ativacdo de AMPK e de seus efeitos antioxidantes (ASHOUR et al., 2012).
Considerando que a cardiotoxicidade provocada pela doxorrubicina decorre da
producdo de radicais livres que deterioram irreversivelmente os cardiomidcitos,
pode-se especular que a adicdo da metformina aos esquemas antineoplasicos
baseados em antraciclinas pode conferir beneficios extra proliferativos, os quais

incluem, possivelmente, a protecéo cardiaca.

Podemos observar que 0s regimes combinados entre o paclitaxel e a
metformina também provocaram reducdo na proliferacdo celular (Figura 9B). O
aumento significante da dose na monoterapia com o taxano néo reflete em maior
inibicdo da proliferacéo celular (Figura 7), portanto, regimes que proporcionam 0 uUso
de doses menores do taxano, potencializando a reducédo na proliferacdo celular
podem ser vistas como terapias mais seguras e eficazes no combate ao TNBC. A
combinacdo das duas drogas na concentracdo de ICsy estimada resultou em
aumento de 23,65% na inibicdo da proliferacdo celular, quando comparado ao efeito
do taxano em monoterapia (0,25 uM). Interessantemente, ao compararmos essa
combinacéo (paclitaxel 0,25 uM + metformina 54 mM) com paclitaxel 0,5 uM (dobro

da 1Cso), observamos aumento de 22,50% na inibicdo da proliferacdo celular,



63

indicando que o emprego de doses maiores do taxano com a metformina 54 mM néo
apresenta beneficio em potencializar a inibicdo da proliferacdo celular de
MDAMBZ231. Entretanto, como ja discutido, a prépria seguranca de concentracdes
tdo elevadas de metformina, quando comparadas aquelas de sua acéao
hipoglicemiante, permanece desconhecida. Sendo assim, nos sentimos motivados
em investigar o efeito de doses baixas e sabidamente seguras de metformina na
atividade antiproliferativa de paclitaxel e doxorrubicina em linhagem TNBC
MDAMB231.
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Figura 9: (A) Efeitos da combinagdo entre a metformina e doxorrubicina na proliferacéo celular da

linhagem MDAMB231, em tratamento de 24 horas, avaliada pelo método de MTT. Células néo

*p<

tratadas foram utilizadas como controle. Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni.

**p < 0,05 quando comparado a

0,05 quando comparado a condigdo doxorrubicina 0,18 mM.
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condicdo doxorrubicina 0,36 mM. (B) Efeitos da combinacdo entre a metformina e paclitaxel na
proliferacéo celular da linhagem MDAMB231, em tratamento de 24 horas, avaliada pelo método de
MTT. Células nao tratadas foram utilizadas como controle. Teste ANOVA de uma via com post test de
Bonferroni. *p < 0,05 quando comparado a condicdo paclitaxel 0,125 uM **p < 0,05 quando
comparado a condi¢cédo Paclitaxel 0,25 uM ***p < 0,05 quando comparado a condi¢céo paclitaxel 0,375
MM ****p < 0,05 quando comparado a condicdo paclitaxel 0,5 uM. Os resultados representam a média

e desvio padréo (z) de 3 experimentos independentes.

4.3. CONCENTRACOES BAIXAS DE METFORMINA POTENCIALIZAM OS
EFEITOS ANTIPROLIFERATIVOS DO PACLITAXEL, MAS NAO DA
DOXORRUBICINA, NA LINHAGEM TNBC MDAMB231

Os resultados mostrados até o presente momento evidenciam o marcado
efeito antiproliferativo da metformina em duas circunstancias distintas, porém
igualmente interessantes para o controle do TNBC: i) metformina, em sua ICs, (54
mM), promove reducédo significativa da proliferacdo de MDAMB231,; ii) metformina,
em concentragcdes elevadas quando comparadas as empregadas no manejo do
DM2, potencializa o efeito antiproliferativo de doxorrubicina e paclitaxel. Entretanto,
intrigados pelas observacdes do estudo epidemiolégico realizado por Jiralerspong e
colaboradores (JIRALERSPONG et al., 2009), no qual mulheres portadoras de CAM
em uso da metformina apresentaram uma pCR maior do que aquelas sob outras
terapias antidiabéticas, fomos motivados a avaliar o possivel beneficio do uso de
metformina em dose baixa (10 uM) em terapia combinada com doxorrubicina ou
paclitaxel no tratamento do CAM, administrados nas concentragdes listadas na
Tabela 5.

Adicionalmente, foi comprovado que pacientes diabéticos usuarios de
metformina apresentam incidéncia significativamente inferior de cancer (Tabela 2) do
gue aqueles em outras terapias hipoglicemiantes diferentes da metformina. Por fim,
h& de se considerar que doses baixas de metformina sdo seguras mesmo em
pacientes nao diabéticos (BODMER et al., 2008). Vale salientar que, como
metformina 10 yM em monoterapia, ndo teve acao antiproliferativa em nenhuma das
duas linhagens de CAM incluidas neste trabalho, conduzimos experimentos tanto
em MDAMB231 e MCF7 objetivando determinar se o possivel efeito benéfico da

dose baixa de metformina em politerapia com doxorrubicina ou paclitaxel pode
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ocorrer nos dois subtipos de CAM ou se é fenbmeno preponderante em um subtipo

em detrimento do outro.

Os resultados compilados na Figura 10 revelam que o efeito antiproliferativo
do paclitaxel, observado em ambas as linhagens de CAM, de cerca de 40% e 50%
em MDAMB231 e MCF7, respectivamente, foi aumentado pela adicdo de metformina
10 uM somente na linhagem de TNBC, mas nédo na de CAM luminal A. De fato, a
proliferacéo celular diminuiu de 68,48% para 46,49% com o tratamento das células
de TNBC com paclitaxel na concentracédo de 0,375 pM (IC7s) e paclitaxel 0,375 pM
associado a metformina 10 uM, respectivamente. Cumpre ressaltar que embora néo
tenhamos encontrado significancia estatistica entre os tratamentos da linhagem
MDAMB231 quando paclitaxel foi adicionado em sua ICsp, isto €, 0,25 pM, a
proliferagéao celular diminuiu de 63,65% para 46,77% com paclitaxel em monoterapia
e em terapia combinada com metformina 10 uM, respectivamente, sendo a diferenca
entre as variacbes na proliferacdo celular nas duas condicdes experimentais
(paclitaxel em ICs ou IC7s5) de apenas 5,11%. Desse modo, do ponto de vista clinico,
em que se vislumbra sempre o risco-beneficio dos tratamentos ao paciente,
compreendemos que nao vale aumentar a dose de paclitaxel para sua IC;s, mas
manté-la em sua ICsp, conferindo a paciente de CAM maior possibilidade de tolerar o

tratamento por ndo aumentar as chances de desenvolvimento de neurotoxicidade.

Ha poucos relatos na literatura documentando ensaios de avaliacdo da
atividade antineoplasica da terapia combinada composta por paclitaxel e metformina.
Em uma das publicagbes, Rocha e colaboradores (ROCHA et al., 2011) testaram a
eficacia da combinacéo de drogas na linhagem de CAM luminal A MCF7, bem como
na linhagem de cancer de pulmdo H549, e notaram que ha sinergismo entre
paclitaxel e metformina em ambas as linhagens (MCF7: paclitaxel 1 nM +
metformina 1 mM; H549: paclitaxel 1 nM + metformina 10 mM). Entretanto, o
sinergismo ndo mudou na linhagem MCF7 quando a concentracdo de paclitaxel foi
aumentada para 10 nM, enquanto que o efeito foi progressivo na linhagem H549.
Confrontando esses dados com os derivados do presente trabalho, especulamos
que, dada a menor sensibilidade da linhagem MCF7 a metformina, se comparada a

linhagem MDAMB231, é possivel que a concentragdo que empregamos de
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metformina (1 mM, Rocha et al. vs. 10 pM, este estudo) n&o tenha sido suficiente

para promover sinergismo entre as duas drogas.

Por outro lado, lliopoulos e colaboradores (ILIOPOULOS, HIRSCH, STRUHL
K, 2011) induziram formacdo de tumor em xenotransplantados com células
MDAMBZ231 e verificaram sinergismo entre paclitaxel e metformina na reducdo da
taxa de crescimento do tumor e no prolongamento da remissdo da doenca. Vale
destacar, no entanto, que a concentracdo de metformina utilizada pelo grupo foi dez
vezes maior do que a empregada no nosso estudo, isto €, 100 uM, da qual ndo se
tem certeza da seguranca as pacientes de CAM.
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Figura 10: Efeitos da combinacdo entre a metformina (10 uM) e paclitaxel na proliferacdo celular da
linhagem MDAMB231, em tratamento de 24 horas, avaliada pelo método de MTT. Células nao
tratadas foram utilizadas como controle. Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni. *p <
0,05 quando comparado a condicdo Paclitaxel 0,375 uM. Os resultados representam a média e

desvio padrado () de 3 experimentos independentes.

Em contraste ao observado com paclitaxel, metformina 10 pM néo
potencializou o efeito antiproliferativo da doxorrubicina na linhagem de TNBC
tampouco na linhagem de CAM luminal A (Figura 11). Estudos realizados por
lliopoulos e colaboradores relataram o beneficio da adicdo de doses consideradas

baixas pelos autores de metformina (100 a 300 uM) nos esquemas terapéuticos com
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doxorrubicina. Esses pesquisadores (ILIOPOULOS, HIRSCH, STRUHL K, 2011)
reportaram que a combinacdo da antraciclina com a metformina em modelos animais
transfectados com diferentes linhagens de CAM impediu o crescimento tumoral e
preveniu o relapso da doenca. A combinacdo das duas drogas permitiu diminuir em
quatro vezes a concentracdo da doxorrubicina necessaria a observacdo de seu
efeito antineoplasico (ILIOPOULOS, HIRSCH, STRUHL K, 2011). Muito embora a
diminuicdo da dose de doxorrubicina possa conferir protecdo a paciente contra a
cardiotoxicidade provocada pela droga, a seguranca do uso de metformina nas
concentracbes de 100 a 300 uM permanece desconhecida. Considerando que as
decisbes dos esquemas terapéuticos se valem da analise de risco-beneficio para o
paciente, € fundamental que se avalie a possivel toxicidade da dose empregada
pelos autores com fins ao esclarecimento da aplicabilidade clinica da combinacao
proposta pelo grupo. Hirsch e colaboradores (HIRSCH et al., 2009) por sua vez,
relataram que a metformina (100 a 300 uM) reduziu eficientemente a populacao de
células com o fendtipo CD44""CD24"", caracteristico de células tronco tumorais.
Ademais, quando combinada com a doxorrubicina em modelos animais
xenograficos, a metformina reduziu a massa tumoral e retardou a recorréncia da
doenca, comparado a antraciclina em monoterapia. Enquanto as ressalvas quanto
as doses de metformina utilizadas pelos autores foram previamente destacadas,
consideramos importante avaliarmos, sob nossas condi¢cdes experimentais, o efeito
da metformina 10 pM sobre as células tronco tumorais em modelos de TNBC, as
quais sdo consideradas células iniciadoras do cancer dado seu potencial de auto

renovacgao e de agressividade tumoral.
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Figura 11: Efeitos da combinacéo entre a metformina (10 uM) e doxorrubicina na proliferacéo celular
da linhagem MDAMB231, em tratamento de 24 horas, avaliada pelo método de MTT. Células nédo
tratadas foram utilizadas como controle. Teste ANOVA de uma via com post test de Bonferroni. Os

resultados representam a média e desvio padréo (+) de 3 experimentos independentes.

4.4, O CICLO CELULAR DE CELULAS DE TNBC MDAMB231 E MODULADO
DIFERENCIALMENTE POR CONCENTRACOES DISTINTAS DE METFORMINA E
PELA COMBINACAO SINERGICA ENTRE METFORMINA E PACLITAXEL.

Classicamente, o paclitaxel exerce sua acdo antineoplasica por meio da
interagdo com a [-tubulina promovendo a sua polimerizacdo e formacdo de
microtubulos estaveis, mesmo na auséncia de GTP e proteinas associadas aos
microtubulos, essenciais para 0 processo. Assim, 0 paclitaxel inibe a
despolimerizacdo dos microtubulos blogueando o ciclo em G2/M (revisado por
GUIMARAES et al., 2013). Conclui-se, portanto, que o paclitaxel é quimioterapico
dependente de fase especifica do ciclo celular e age exclusivamente em células
que estejam na fase de mitose (M) do mesmo. Sendo assim, questionamos,
inicialmente, se a combinagédo de metformina e paclitaxel exerce efeitos sobre o
ciclo celular de células de TNBC (MDAMB231).
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Os dados compilados na Figura 12 sugerem perfil extremamente intrigante de
controle diferencial do ciclo celular por concentragfes distintas de metformina, bem
como pela combinacdo de paclitaxel e metformina em concentracdes variadas de
ambos os farmacos empregados concomitantemente. Em concordancia com
informagdes bem estabelecidas na literatura, observamos preponderancia da fase
GO0/G1 do ciclo celular, em relagdo as demais fases do mesmo, na condicdo de
controle, em que as células ndo receberam tratamento farmacolégico algum. Por sua
vez, em relacdo ao controle, metformina 10 uM tende a aumentar o numero de
células na fase GO/G1, enquanto diminui a fracdo de células na fase G2/M do ciclo
celular. O fenémeno € intensificado na presenca de metformina 27 mM (ICys da
droga), situacdo em que a quantidade de células na fase G2/M parece ser reduzida
proximo a metade daquela observada com metformina 10 pM. Fato notdério é o
aumento da fracdo de ceélulas na fase sub-GO, marcada por células em estagio de
morte celular avangado. De modo analogo, Liu e colaboradores (LIU et al., 2009)
observaram parada do ciclo celular de células MDAMB231 na fase G1 quando as
mesmas foram tratadas com metformina 20 mM. E importante mencionar que consta
na literatura que a metformina diminui a expresséo de ciclina D1, regulador do ciclo
celular essencial para a progressdo da fase G1 (revisado por MELOCHE &
POUYSSEGUR 2007). Por outro lado, o tratamento de células MDAMB231 com
metformina 54 mM (ICso da droga) culminou com a restauracéo da fracao de células
em fase GO/G1 do ciclo celular aos valores da condicdo controle. Aliado a isso,
houve aumento da quantidade de células na fase G2/M, bem como na fase sub-GO,
apontando para incremento no numero de células em morte celular tardia sob a
condicdo experimental. Por sua vez, conforme esperado e previamente discutido,

paclitaxel 0,25 puM (ICsp da droga) causou parada do ciclo celular na fase G2/M.

Ao avaliarmos o efeito da combinac&o de paclitaxel com metformina sobre o
ciclo celular de MDAMB231, constatamos fato tanto inusitado quanto intrigante. A
administracdo concomitante de paclitaxel (ICso = 0,25 pM) e metformina (10 puM)
resultou em aumento da fracdo de células na fase G2/M. Os achados podem
explicar, ao menos parcialmente, o sinergismo observado entre as duas drogas nos
experimentos de proliferacdo celular. Isso porque, de acordo com o mecanismo de
acdo do paclitaxel, a droga exerce sua acdo antineoplasica majoritariamente em

células em fase de mitose (M) do ciclo celular. Logo, a metformina 10 uM parece
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favorecer a agdo antineoplésica do paclitaxel (ICso = 0,25 uM). Em contraste, o
tratamento da linhagem de TNBC MDAMB231 com paclitaxel (IC5o = 0,25 pM) e
metformina (ICsp = 54 mM) aumentou consideravelmente o numero de células na
fase sub-GO, mecanismo que justifica, ao menos em parte, a acdo citotoxica da
metformina contra MDAMB231 quando essa € empregada em sua ICso.
Interessantemente, nessa condicdo experimental, a quantidade de células em G2/M
foi reduzida pelo tratamento. Essa observacdo é sugestiva de que o sinergismo
observado entre paclitaxel e metformina, quando ambas as drogas sé&o
administradas em suas ICsy, decorre do favorecimento do mecanismo de acéo

citotoxico da metformina pelo paclitaxel; embora ndo se possa descartar o contrario.
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Figura 12: Andlise do ciclo celular na linhagem MDAMB231 tratadas por 24 com doses crescentes de
metformina, paclitaxel na IC50 estimada (0,25 puM) e a combinacdo entre paclitaxel e metformina em
diferentes concentracdes (paclitaxel 0,25 uM + metformina 10 uM; paclitaxel 0,25 uM + metformina 54
mM). As analises foram feitas no equipamento BD Accuri® C6 FlowCytometer, utilizando o software
Summit v.4.3. Foram adquiridos 10.000 eventos (células) por amostra utilizando o canal FL-2
(585nm).

Em suma, nosso estudo apresenta evidéncias de que 0 sinergismo entre
paclitaxel e metformina € mutuo, sendo o efeito resultante sobre o ciclo celular

dependente da concentracdo de metformina utilizada como estratégia terapéutica.
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Enquanto ambas as condi¢cbes de tratamento, bem como o emprego de metformina
54 mM como monoterapia, parecem eficazes quanto ao controle da proliferacéo
celular de MDAMB231, cumpre salientar que a seguranca do uso de metformina em
doses dramaticamente maiores aquelas empregadas no controle de DM2, cuja
toxicidade baixa € bem estabelecida, permanece desconhecida. Entretanto, nosso
grupo pretende conduzir ensaios de toxicidade in vivo com fins a determinacao da
seguranca do uso de doses altas de metformina em regimes terapéuticos curtos e
longos. Outrossim, se comprovarmos que as referidas doses de metformina sao
seguras, € importante estratificar a populacdo de TNBC para determinar
caracteristicas capazes de direcionar a escolha do esquema terapéutico mais
adequado a cada subpopulacdo da doenca. Por fim, é oportuno informar que, de

nosso conhecimento, esses dados sao inéditos.

4.5. METFORMINA INIBE A ATIVACAO CONSTITUTIVA DE ERK1/2 NA
LINHAGEM MDAMB231 DE MODO INDEPENDENTE DA DOSE QUANDO
EMPREGADA EM MONOTERAPIA, MAS SOMENTE EM CONCENTRACOES
ELEVADAS QUANDO USADA EM COMBINACAO COM PACLITAXEL OU
DOXORRUBICINA

Com o intuito de compreendermos melhor o papel da metformina no regime
terapéutico do TNBC, realizamos analises de expressao proteica da proteino cinase
ERK1/2, através da técnica de Western Blot. O racional para a investigacédo se pauta
em trés aspectos relevantes: i) estudos apontam que a ativacdo da via de
MEK/ERK1/2 esta correlacionada com perfil mais agressivo do CAM, como é 0 caso
dos TNBC (ADEYINKA et al., 2002; SIVARAMAN et al., 1997), ii) tumores triplo-
negativos comumente apresentam superexpressdo de EGFR e amplificacdo ou
mutacdo do oncogene KRAS resultando na super-ativacdo da via de ERK1/2
(revisado por MIRZOEVA et al., 2009); iii) a associacdo da via de ERK/12 a
quimiorresisténcia ao paclitaxel, quimioterapico rotineiramente empregado na terapia
do TNBC (MACKEIGAN et al., 2002).

Conforme mostrado na Figura 13, nossos resultados experimentais Ssao
sugestivos de ativacao constitutiva da via de sinalizacdo celular de MEK/ERK 1/2 na

linhagem MDAMB231, posto que a condicdo experimental em que as células néo
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receberam nenhum tratamento farmacoldgico (controle) apresentou marcada
expressdo de ERK 1/2 fosforilado em detrimento da sintese sustentada de ERK
total. Interessantemente, a metformina reverteu a ativagdo constitutiva da via de
sinalizacao celular em questédo, independente da concentracdo empregada (10 uM,
27 mM e 54 mM), salientando que esse pode ser um dos mecanismos
antiproliferativos da droga na linhagem MDAMB231. Notamos, ainda, que o
tratamento com paclitaxel 0,25 uM, bem como de sua combinagdo com metformina
10 uM nao reverteu a ativacao constitutiva de ERK1/2 em MDAMB231, de modo que
a via de sinalizacdo celular ndo parece ser o mecanismo de acgéo responsavel pelo
efeito sinérgico das duas drogas, nessa condicdo experimental, no controle da
proliferacdo das células de TNBC. Entretanto, o tratamento de MDAMB231 com
doses maiores de metformina (54 mM) em conjunto com o taxano (0,25 uM) reverteu
a ativacao constitutiva da via de MEK/ERK1/2 na linhagem de TNBC, explicando, ao
menos em parte, 0 sinergismo entre as duas drogas mediado pela inibicdo da via
capaz de conferir quimiorresisténcia ao paclitaxel. Cumpre notar que a doxorrubicina
diminuiu a expressado de ERK1/2 total; aléem disso, combinacdo com a metformina
54mM resultou em decréscimo da fosforilacdo de ERK1/2. Assim, postulamos que: i)
a reducdo da expressao de ERK total pode comprometer o sinergismo entre
doxorrubicina e metformina na linhagem MDAMB231 e/ou ii) a ativagdo constitutiva
da via ndo consiste em fator associado a quimiorresisténcia a doxorrubicina, uma
vez que mesmo revertendo o fenbmeno, a metformina ndo confere beneficios a acéao

da antraciclina no controle da proliferacao celular de MDAMB231.
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Figura 13: Analise da expressao e fosforilagdo no residuo Thr202/Tyr204 da proteino cinase ERK1/2,
por Western Blot, na linhagem MDAMB231, tratada por 24 com doses crescentes de metformina,
paclitaxel na IC50 estimada (0,25 uM) e a combinacdo entre paclitaxel e metformina em diferentes
concentracbes (paclitaxel 0,25 pM + metformina 10 pM; paclitaxel 0,25 uM +metformina 54 mM).

Utilizou-se o HSC70 como controle interno dos experimentos.

A ativagdo constitutiva na via de ERK1/2 retratada nos nossos estudos pode
ser explicada pelo fato da linhagem celular MDAMB231 expressar EGFR (SUBIK et
al., 2010) e KRAS mutado, resultando em expressao de variante de ERK com maior
ativacdo do que a proteina selvagem (LEE et al., 2013). Importante frisar que tanto
EGFR quanto Ras sdo reconhecidos reguladores da atividade de ERK1/2.

Liu e colaboradores (LIU et al., 2009) reportaram a inibicdo da fosforilacdo de
ERK1/2 utilizando diferentes doses de metformina (10 mM a 40 mM) em tratamentos
de 24h na linhagem MDAMB231. Nossos resultados, no entanto, mostram que a
inibicdo da ativacdo constitutiva de ERK1/2 ocorre até em doses muito mais baixas
de metformina (10 puM). Ainda, assim como no estudo de Liu et al. (LIU et al., 2009),
o efeito ndo parece ser dose dependente, pois 0 aumento da concentracdo de
metformina n&o diminuiu expressivamente a fosforilagdo de ERK1/2.

A reversao da ativacdo de ERK1/2 observada na combinacdo de metformina
e paclitaxel, ambas na ICsy estimada, deve-se a acdo da biguanida, pois o
tratamento com paclitaxel em monoterapia ndo alterou a ativagcdo de ERK1/2. Essa
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reversao pode, ao menos parcialmente, explicar o aumento significativo da inibigao
da proliferagao celular de MDAMB231 causada pela combinacdo das drogas
(59,9%) se comparado ao paclitaxel em monoterapia (36,34%). Isso porque a via de
MEK/ERK1/2 esta, sabidamente relacionada a sobrevivéncia celular. Cumpre
ressaltar, ainda, que varios estudos documentaram gue o tratamento com paclitaxel,
em diferentes linhagens celulares e concentracdes diversas (1 a 1000nM) resulta na
ativacdo da via de ERK1/2 (MACKEIGAN et al., 2002; OKANO & RUSTGI, 2001),
resultando na aquisicdo de fendtipo resistente ao taxano. Ademais, a inibicdo
farmacolégica de ERK1/2 por meio do uso de inibidores da via da MAPK resultou em
aumento significativo de apoptose induzida pelo paclitaxel em linhagens de CAM,
pulmédo e ovario, quando comparado as drogas em monoterapia (SEIDMAN et al.,
2001; MACKEIGAN et al., 2002; MACKEIGAN et al., 2000).

4.6 ENSAIOS DE MODELAGEM MOLECULAR SUGEREM QUE METFORMINA
NAO INTERAGE DIRETAMENTE COM ERK1/2 NEM MEK1/2

N&o obstante o beneficio bem estabelecido do uso de metformina no manejo
do DM2, bem como das evidéncias crescentes de sua acdo antineoplasica, os
mecanismos de agado por meio dos quais a droga modula as fung¢des celulares nao
estdo completamente esclarecidos. Dentre 0os mecanismos de acdo ja descritos
estdo a inibicdo da absorcao intestinal de glicose, a ativacdo de AMPK (resultando
na inibicdo de mTOR), a inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria, a inibicdo de
células tronco tumorais (logo, de células iniciadoras do cancer), reducédo de IGF1,
inibicdo da ciclina D1, aumento da ativacdo de RagGTPase (DOWLING et al., 2007,
ALJADA & MOUSA, 2012; OWEN, DORAN, & HALESTRAP, 2000; e EL-MIR et al.,
2000 KALENDER et al., 2010; VAZQUEZ-MARTIN et al., 2010). Embora tenha sido
reportado que a metformina reduz a expressdo de ERK fosforilado em células de
cancer de pulmdo KRAS mutado (dados ainda ndo publicados, KITAGAWA et al,),
nao ha relatos acerca do modo de acédo da droga sobre a proteina. Como nossos
resultados também apontam para importante participacdo de ERK no mecanismo
antineoplasico da metformina na linhagem MDAMB231, tanto em monoterapia
guanto em terapia combinada com paclitaxel, nos sentimos motivados a avaliar se a
acdo da metformina sobre ERK é direta ou indireta. Para tanto, nos valemos de

ensaios in silico de modelagem molecular, os quais revelaram que a energia de
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ligacdo da metformina tanto com MEK quanto com ERK néo é favoravel a interacao
direta entre as duas moléculas, quando comparado as energias de ligacdo de
inibidores bem estabelecidos das proteinas de interesse. Sendo assim, sugerimos

que a acao da metformina sobre a via de MEK/ERK se da de modo indireto.

Tabela 11 - Estudos de ancoragem molecular entre a metformina e MEK. Foram utilizados
dois inibidores da proteinocinase descritos na literatura (5Y01384 e PD98059) como

controles das analises através dos valores da energia de ligagdo (Kcal/mol).

Docking com MEK1

Ligante Energia de Ligacao (Kcal/mol)
5Y01384 (4AN3) -8.7
PD98059 -9.0
Metformina -5.4

Tabela 12 - Estudos de ancoragem molecular entre a metformina e ERK. Foram utilizados
trés inibidores da proteinocinase descritos na literatura (norathyriol, FR180204 e 19A) como

controles das analises através dos valores da energia de ligagdo (Kcal/mol).

Docking com ERK2

Ligante Energia de Ligacéo (Kcal/mol)
Norathyriol (3SAQ) -7.8
FR180204 (1TVO) 75

19A (20JG) 7.4

Metformina -4.5

Nossos resultados nos permitem sugerir que, dentre outros possiveis
mecanismos antineoplasicos, a metformina atua como inibidor indireto de mTOR
(pela modulacdo de AMPK ou via RagGTPase) e de ERK, explicando, portanto, seu
uso potencial no tratamento do TNBC, um dos grandes desafios da clinica

oncoldgica contemporanea.
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Figura 14: Estruturas representativas das analises de ancoragem molecular da metformina/MEK1/2 e
metformina/ERK1/2.

4.7 METFORMINA, EM CONCENTRACAO BAIXA OU ALTA, NAO INDUZ
APOPTOSE EM CELULAS DE TNBC MDAMB231, MAS POTENCIALIZA A
INDUCAO DE APOPTOSE PELO PACLITAXEL DE MODO APARENTEMENTE
DOSE-DEPENDENTE.

Os resultados dos experimentos que avaliaram o efeito da metformina e
paclitaxel, em combinag&o, sobre o ciclo celular de MDAMB231, nos levaram a
investigar a possivel contribuicdo da ocorréncia de apoptose e necrose como
mecanismos de controle da proliferacdo celular da linhagem de TNBC. Para tanto,
realizamos o0 ensaio de anexina V FITC/Pl. Durante a ocorréncia de apoptose ha
alteracOes celulares diversas, dentre elas a perda da simetria da membrana
plasmatica, resultando na exposicdo de fosfatidilserina (FS) na face externa da
membrana celular. Essa translocacdo também ocorre na necrose, mas a
permeabilidade da membrana diferencia os dois processos, pois no inicio da
apoptose as células ainda estdo com a membrana integra e na necrose as células
estdo permedveis. A anexina V € uma proteina de ligacdo aos fosfolipidios célcio-
dependentes que possui elevada afinidade para a FS, mas néo é capaz de penetrar
na membrana plasmatica de células viaveis, de modo a se ligar apenas nas células
com a exposicdo da FS na face externa da membrana plasmética. Na anélise dessa
ligacdo por citometria de fluxo a anexina é conjugada a um fluorocromo (FITC) e se
utiliza um intercalante de DNA (PI) que somente atua nas células permeéaveis

(revisado por Vermes et al., 1995). Esse ensaio permite a classificacdo das células
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em: viaveis (anexina V FITC - e PI -), apoptoticas em estagio inicial (anexina V FITC
+ e PI -), apoptoéticas avancadas (anexina V FITC + e PI +) e necréticas (anexina V

FITC — e Pl +).
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Figura 15: :

Ensaio de anexina V FITC/PI realizado na linhagem MDAMB231 tratadas por 24 com
metformina (metformina 10 uM e metformina 54 mM), paclitaxel na IC50 estimada (0,25 uM) e a

combinacdo entre paclitaxel e metformina em diferentes concentracdes (paclitaxel 0,25 uM +
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metformina 10 pM; paclitaxel 0,25 uM + metformina 54 mM). As analises foram feitas no equipamento
BD Accuri® C6 FlowCytometer, utilizando o software Summit v.4.3. Foram adquiridos 10.000 eventos
(células) por amostra utilizando o canal FL-1 (530 nm) para a anexina V-FITC e o FL-2 (585 nm) para
oPI.

Os resultados compilados na Figura 15 mostram que a monoterapia com
metformina n&ao induziu a morte das células MDAMB231 por apoptose ou necrose,
independente da concentracdo da droga utilizada (10 uM ou 54 mM). De fato,
apenas uma fracdo pequena do total de células avaliadas foi afetada pelos
fenbmenos, a saber: i) metformina 10 pM: 2,7% e 0,7% das células sofreram
apoptose inicial e tardia, respectivamente, e 0,7%, necrose; ii) metformina 54 mM:
5% e 2,5% de células apoptéticas iniciais e tardias, respectivamente, e 1,3% de
células necréticas. Por sua vez, paclitaxel em monoterapia em sua ICso (0,25 pM)
induziu apoptose inicial e tardia em 17,9% e 9,7% das células, respectivamente, e
1,4% das células sofreram necrose. A combinacdo de paclitaxel 0,25 puM e
metformina 10 puM praticamente manteve inalterada a fracdo de células em apoptose
inicial  (19,2%), mas reduziu a fragdo de células apoptoticas tardias a
aproximadamente metade daquela observada com paclitaxel sozinho, isto é 4,6%,
enquanto que a percentagem de células necroticas permaneceu inalterada (1,3%).
Por outro lado, o tratamento de MDAMB231 com paclitaxel 0,25 uM e metformina 54
mM aumentou o percentual de células em apoptose tardia para 21,4%, manteve
inalterada a percentagem de células em apoptose inicial (19,4%) e praticamente

aboliu a ocorréncia de necrose (0,2%).

Nossos resultados estdo em concordancia com aqueles obtido por Zhuang e
Miskimins (ZHUANG & MISKIMINS, 2008) que descreveram que a administracdo de
metformina 8 mM por trés dias a um painel de linhagens de CAM induziu apoptose
em todas elas, exceto na MDAMB231. Em contraste, Liu e colaboradores (LIU et al.,
2009) mostraram que metformina induziu apoptose em linhagens de CAM, incluindo
MDAMBZ231, por meio de fenbmeno que parece envolver a clivagem de PARP.

Ao confrontarmos os dados ora obtidos com os resultados derivados dos

experimentos de influéncia de metformina e paclitaxel na proliferacdo celular, no
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ciclo celular e na ativagéao da via de ERK1/2 em MDAMD231, encontramos aspectos

gue valem reflexao.

Tabela 13 - Dados compilados do presente estudo

Efeito no Modulacdo da Via  Percentual de
_ Morte Celular Total _ i
Condicao ) Ciclo Celular de ERK1/2 Células
) Induzida (Apoptose )
Experimental (Fase (Fosforilagéo de Mortas (MTT)
+ Necrose) (%)
Prevalente) ERK1/2) (%)
Metformina 10 uM 4,1% + GO0/G1 - P-ERK 1/2 9,8%
Metformina 54 mM 8,8% + Sub-GO0 - P-ERK 1/2 45,23%
Paclitaxel 0,25 uM 29,0% + G2/M + P-ERK 1/2 36,34%
Metformina 10 pM +
] 24, 7% + G2/M + P-ERK 1/2 53,2%
Paclitaxel 0,25 pM
Metformina 54 mM + - G2/M
) 41,0% - P-ERK 1/2 59,9%
Paclitaxel 0,25 uM + Sub-GO

+: aumento; - : reducéo; P-ERK ¥2: ERK 1/2 fosforilado

Embora a porcentagem total de morte celular induzida via apoptose e necrose
por metformina seja pequena, 4,1% (10 uM) e 8,8% (54 mM), a avaliagdo dos
resultados do efeito da droga sobre o ciclo celular de MDAMB231 revelou
incremento da fracdo de células na fase sub-GO a medida em que se aumentou a
concentracdo da mesmo de 10 uM para 54 mM. Se considerarmos a totalidade das
células, apenas uma pequena parcela delas estava na fase sub-GO; aspecto
concordante com o valor discreto, ainda que dobrado, de indugdo de morte celular
por apoptose e necrose por metformina 54 Mm em comparagdo com a droga na
concentracdo de 10 pM. Por outro lado, enquanto ambas as concentracdes de
metformina resultaram em reversdo da fosforilagdo aparentemente constitutiva de
ERK 1/2 em MDAMB231, fato que poderia contribuir com o efeito antineoplasico da
metformina contra a linhagem de TNBC, essa somente reduziu a proliferacéo celular
quando administrada em doses elevadas (10 pM vs. 54 mM, 9,8% vs. 45,23%,
respectivamente). A observacdo nos leva a especular que a metformina,
possivelmente, deflagra outros mecanismos de acdo, como a indugéo de autofagia
ou a inibicdo do complexo 1 da cadeia respiratoria, dentre outros, 0s quais resultam

na morte de células MDAMB231. O uso de paclitaxel 0,25 puM promoveu morte
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celular por apoptose e necrose em 29% das células MDAMB231, valor compativel
com o percentual de células mortas notadas nos experimentos de proliferacdo
celular pelo método de MTT (36,34%). Apesar da parada do ciclo celular de
MDAMB231 na fase G2/M, favorecendo seu mecanismo de acao previamente
discutido, a eficicia antineoplasica limitada de paclitaxel na linhagem de TNBC
estudada pode decorrer, a0 menos em parte, da sustentacdo da fosforilacdo
constitutiva de ERK 1/2, ja relacionada a quimiorresisténcia ao taxano (MACKEIGAN
et al., 2002; OKANO & RUSTGI, 2001). Por sua vez, a combinacdo de metformina
10 pM com paclitaxel 0,25 uM, embora tenha descrito sinergismo quanto a acao
antineoplésica contra MDAMB231 (53,20% de células mortas pelo método de MTT),
manteve constante o percentual de efeito mediado pela inducdo de apoptose e
necrose quando comparado ao paclitaxel sozinho; novamente apontando que
metformina exerce sua acdo antiproliferativa por meio de outros mecanismos de
acdo na linhagem de TNBC estudada. De todo modo, a constancia do efeito
apoptotico/necrético referida pode ser resultante do fato de que, apesar de haver
aumento da fracdo de células em fase G2/M no ciclo celular de MDAMB231, tal a
favorecer o efeito citotoxico do paclitaxel, nessa condicdo experimental, a
metformina n&o foi capaz de reverter a fosforilagdo de ERK 1/2. Como ja
mencionado, a ativagdo da via de sinalizacdo celular de ERK 1/2 se relaciona a
quimiorresisténcia ao taxano. Por fim, quando ambas as drogas sdo administradas a
linhagem MDAMB231 em suas ICsy (metformina 54 mM e paclitaxel 0,25 pM), o
percentual total de células mortas por apoptose e necrose aumentou para 41%, valor
mais proximo a diminuicdo da proliferacédo celular investigado pelo método de MTT
(59,9% de células mortas). E notdrio que, nessa condicdo experimental, alguns
aspectos se mostram de extrema relevancia: i) houve reversdo da ativacéo
constitutiva de ERK 1/2 em MDAMB231, tal a favorecer a citotoxicidade de
paclitaxel; ii) houve aumento da fracdo de células na fase sub-GO, marcada por
células mortas. De fato, dos 41% de células mortas por apoptose e necrose, 21,4%
derivaram de efeito apoptético tardio nas células MDAMB231, fato que pode
justificar o aumento do nimero de células na fase sub-G0. Tomados em conjunto,
ainda nessa ultima condi¢ao experimental, nossos dados corroboram com discussao
prévia que aponta para sinergismo mutuo da acao de metformina e paclitaxel contra
células de TNBC MDAMB231.
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Por fim, analisados em conjunto, nossos resultadosl nos induzem a
ponderacdo importante quanto ao possivel modelo de mecanismos celulares
envolvidos no efeito de metformina como ferramenta terapéutica contra o TNBC
(Figura 16), bem como sobre a estratificacdo dos referidos mecanismos em relacéo
aos esquemas antineoplasicos mediados pela metformina, tanto em monoterapia

guanto em terapia combinada com paclitaxel.

Metformina

Paclitaxel l /
ERK Progresséo do

c:clo celular
(T ciclina D1)

Apoptose Fatores de
transcrigao

MDAMB231

Figura 16: Modelo de mecanismos celulares possivelmente modulados pela metformina na linhagem
de TNBC MDAMB231.Em preto, vias ativadas pela interacdo de fatores de crescimento com seus
receptores, ou pela ativacéo constitutiva dos mesmos, como € o caso do EGFR na MDAMB231. Em
azul, a acdo dupla e indireta da metformina sobre a inibicdo das vias de Ras/Raf/MEK/ERK e
PISBK/AKT/mTOR. Em verde, efeitos do paclitaxel sobre ERK e as consequéncias sobre a
sensibilidade de MDAMB231 a droga. EMT = Transicdo epitélio mesénquima; CSC = Células tronco

tumorais.

Conforme o modelo proposto, a interacédo de fatores de crescimento com seus
receptores do tipo tirosino cinase, aliada a ativacao constitutiva dos mesmos como
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acontece em relagdo ao EGFR em porgcao significativa dos TNBC, resulta na
ativacdo de vias de sinalizagdo celular como as de Ras/Raf/MEK/ERK e
PISK/AKT/mTOR. Enquanto ndo podemos excluir a contribuicdo da segunda via no
fendbmeno observado no presente estudo, nossos resultados sdo sugestivos de
ativacdo constitutiva da primeira via na linhagem de TNBC MDAMB231. Como
resultado, dentre outras agdes celulares, observa-se: i) progressao do ciclo celular
da fase GO/G1 pelo aumento da expressdo de ciclina D1; ii) aumento da sintese
proteica de modo geral favorecendo o desenvolvimento e a progressao do tumor; iii)
aumento da expresséo de fatores de transcricdo que contribuem, dentre outros, com
o fendtipo EMT/CSC; esse relacionado a auto renovacdo de células consideradas
iniciadoras do cancer, bem como a agressividade do tumor e a quimiorresisténcia a
diversos agentes antineoplasicos; iv) inibicdo da apoptose, logo incremento da

proliferagao celular.

Ao passo que o efeito de metformina como inibidor indireto de mTOR tem sido
explorado na literatura, nossos resultados mostram que a metformina reverte a
ativagao constitutiva de ERK 1/2 em MDAMB231, mas o faz por meio de inibicdo
indireta da proteina. Isso porque nossas analises in silico de modelagem molecular
revelaram que a interagdo direta da metformina tanto com MEK quanto com ERK é
energeticamente desfavoravel. Sendo assim, ainda que tenhamos que comprovar
com experimentos futuros, propomos que a metformina pode atuar, em células de
TNBC MDAMB231, como inibidor indireto duplo de ERK 1/2 e mTOR. Se esse for
mesmo 0 caso, o resultado do uso de metformina no controle do TNBC é mudltiplo e
envolve, dentre outras acodes: i) parada do ciclo celular na fase GO/G1 pela
diminuicdo da expressdo de ciclina D1; ii) reducdo global da sintese proteica
mediada por mTOR, de modo a comprometer o desenvolvimento e a progressao do
tumor; iii) diminuicdo da expressao de fatores de transcricdo que contribuem, dentre
outros, com o fendétipo EMT/CSC; logo, melhorando o desfecho da doenca em
termos de relapso, surgimento de metastase e sensibilidade aos diversos agentes
antineopléasicos; iv) inducdo da apoptose e /ou de outros mecanismos de morte

celular.

A Figura 16 mostra, ainda, que o paclitaxel exerce sua acédo antineoplasica,

dentre outros fatores, pela inducdo de apoptose de células tumorais. Entretanto, foi
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observado que o paclitaxel pode ativar ERK, de modo a comprometer sua atividade
antiproliferativa. De fato, a ativagdo de ERK tem sido atribuida como mecanismo de
quimiorresisténcia a droga. Assim, por inibir a ativacdo constitutiva de ERK em
células de TNBC MDAMB231, a metformina tem efeito antineoplasico sinérgico com

0 paclitaxel no controle da doencga.

Por fim, vale discutir os regimes terapéuticos a base de metformina
determinados como eficazes contra TNBC (MDAMB231), a0 menos em nNOSS0S
estudos in vitro. Nosso trabalho trouxe a luz trés estratégias de tratamento
potencialmente eficazes contra a doenca: i) metformina em dose alta 54 mM (ICsp);
i) paclitaxel 0,25 pM (ICsp) + metformina 10 uM (concentragdo compativel com os
niveis circulantes da droga como hipoglicemiantes orais); iii) paclitaxel 0,25 puM (ICsp)
+ metformina 54 mM (ICsp). Antes de tudo, é de fundamental importancia reiteramos
que a seguranca do uso de doses altas de metformina ainda requer avaliacao
guanto a sua seguranca em seres humanos. Independente disso, postulamos que o
beneficio antineoplasico da metformina pode decorrer de, mas nao exclusivamente,
em células TNBC MDAMB231 (Figura 17): i) metformina 54 mM: reversdo da
ativacao constitutiva de ERK; ii) paclitaxel 0,25 pM + metformina 10 pM: aumento da
fracdo de células na fase G2/M do ciclo celular de modo a favorecer a agdo do
paclitaxel, embora ndo exerca, nessas condicfes, efeito de reversdo da ativacao
constitutiva de ERK capaz de comprometer o efeito citotoxico do paclitaxel; iii)
paclitaxel 0,25 uM + metformina 54 mM: sinergismo quanto a indugcdo de apoptose,
aumento da fragdo de células na fase sub-GO que parece ser importante para a acao
de metformina contra a doenca e reversao da ativacdo constitutiva de ERK, tal a
reverter a quimiorresisténcia ao paclitaxel pelas células TNBC MDAMB231. Cumpre
enfatizar, no entanto, que outros mecanismos de acao precisam ser investigados,

como descrito na Figura 17.
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Figura 17: Esquemas terapéuticos antineoplasicos eficazes na linhagem de TNBC MDAMB231, a

base de metformina, determinados no presente estudo, e 0s possiveis mecanismos celulares

deflagrados. EMT = Transicao epitélio mesénquima; CSC = Células tronco tumorais.
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5. CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho nos permitem concluir que:

1- Metformina tem ag&o antiproliferativa, dose-dependente, em linhagens de
cancer de mama representativas do subtipo luminal A (MCF7) e TNBC
(MDAMB231);

2- Concentracdes elevadas de metformina potencializam o efeito antineoplasico
de doxorrubicina e paclitaxel; entretanto, se usada em doses baixas
compativeis com as empregadas no manejo do diabetes mellitus 2, somente
potencializa o efeito antineoplasico de paclitaxel na linhagem de TNBC
MDAMB231;

3- O ciclo celular de células de TNBC MDAMB231 é modulado diferencialmente
por concentracdes distintas de metformina e pela combinacao sinérgica entre
metformina e paclitaxel;

4- Metformina inibe a ativacéo constitutiva de ERK1/2 na linhagem MDAMB231
de modo independente da dose quando empregada em monoterapia, mas
somente em concentragbes elevadas quando usada em combinagdo com
paclitaxel ou doxorrubicina.

5- A acao de metformina sobre ERK parece ser indireta, conforme observado em
ensaios in silico de modelagem molecular;

6- Metformina, em concentracdo baixa ou alta, ndo induz apoptose em células
de TNBC MDAMB231, mas potencializa a indugdo de apoptose pelo
paclitaxel de modo aparentemente dose-dependente;

7- Metformina e paclitaxel parecem ter sinergismo mutuo sobre a proliferacéao
celular de MBAMB231;

8- Nossos achados evidenciam que, dentre outros possiveis mecanismos, a
metformina atua como inibidor indireto de ERK, possivelmente também de
MTOR, explicando, portanto, seu uso potencial no tratamento do TNBC, um

dos grandes desafios da clinica oncoldgica.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Dada a relevancia clinica do presente estudo, nosso grupo pretende

prosseguir com as investigacbes da aplicabilidade da metformina em regimes

terapéuticos contra o TNBC, conforme descrito a seguir:

1.

Investigar os resultados do presente estudo em outras linhagens de TNBC
(Tabela 14), com o objetivo de confirmar a validade do uso de metformina,
tanto em monoterapia quanto em terapias combinadas, e de modo a
possibilitar estratificagéo inicial das populacdes de TNBC em subpopulagcdes
com peculiaridades quanto a sensibilidade as estratégias terapéuticas

propostas.

Tabela 14 - Linhagens de TNBC a serem empregadas na continuagédo do presente estudo e

suas caracteristicas genotipicas

2.

3.

Linhagem de TNBC Caracteristicas genotipicas

MBDMB231 Claudin low
HCC 1937 P53 -, BRCA1 mutada
HCC 1187 P53 +

HCC70 P53 +

P53 —
HCC 1599 ,
Crescimento em suspensao e em esferas

Conduzir ensaios em diferentes condi¢cdes experimentais, com o intuito de
melhor compreendermos as condi¢Ges ideais para se obter os beneficios
clinicos da metformina, como monoterapia ou em politerapia combinada com
agentes antineoplasicos convencionais, no tratamento do TNBC, a saber: i)
avaliacdo da ordem cronologica de administracdo dos farmacos; ii)
investigacdo do efeito de diversas concentracdes de metformina e das demais
drogas a serem avaliadas; iii) modulacdo do efeito da metformina sob
condicbes metabdlicas variadas.

Concluir os estudos de determinacdo dos mecanismos de acao da metformina

como monoterapia ou em politerapia combinada com agentes antineoplasicos
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convencionais, no tratamento do TNBC: investigagdo do possivel
envolvimento de PI3K, AKT, mTOR (mMTORC1 e mTORC2), AMPK, EGFR,
PARP, caspases 8 e 9, NFkB, dentre outros.

. Determinar se o beneficio clinico do uso de metformina como monoterapia ou
em politerapia combinada com agentes antineoplasicos convencionais, no
tratamento do TNBC envolve o fenétipo de CSC/EMT (cultivo de células na
presenca e na auséncia de soro fetal bovino, sendo que nessa Uultima
condicdo as ceélulas crescem em mamosferas que costumam apresentar o
fendtipo de CSC e investigar marcadores de CSC e EMT, como nanog, oct-4,
nestina, ZEB-1, E-caderina, N-caderina, CD44 e CD24).

. Conduzir ensaios in vivo: i) toxicidade dos regimes terapéuticos promissores a
base de metformina em esquemas agudos e cronicos; ii) inducdo de tumores
em xenotransplantados em camundongos imunodeprimidos com as linhagens

que apresentarem efeito promissor por meios dos ensaios in vitro.
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