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Resumo
Introducio: A hipdxia é um conhecido fator adverso ao tratamento do cancer, capaz de
ativar as vias de sinalizagdo PI3K e MAPK/Akt/mTOR, as duas principais vias
envolvidas no processo de angiogénese. Esse processo € regulado por inumeros fatores,
sendo os mais importantes o Fator Induzido por Hipdxia-la (HIF-1a) e o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). A metformina tem demonstrado sua
capacidade de diminuir a incidéncia de neoplasias em pacientes diabéticos com
resultados positivos especialmente no cancer de mama, inibindo o crescimento celular
através da via de sinalizagdo MAPK/Akt/mTOR. Da mesma forma, o LY294002 ¢ um
importante inibidor da via de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR que possui propriedades
anti-angiogénicas, capaz de diminuir a liberagdo de fatores de crescimento como o
VEGF. A combinag¢do do tratamento com metformina e com o inibidor LY294002 tanto
em condicdes normais de oxigénio quanto em hipdxia, bem como a a¢do no processo de
angiogénese em tumores mamarios caninos ¢ inédita. Objetivos: Avaliar a influéncia
do tratamento com metformina e com o inibidor LY294002 na angiogénese tumoral
como estratégia terapéutica nas neoplasias mamarias, em um estudo in vitro e in vivo.
Material e Métodos: No estudo in vitro, foi analisada a viabilidade das células das
linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229 (tumor misto benigno) e CF41
(carcinoma metastatico) antes e apos o tratamento com metformina e/ou LY294002 por
ensaio MTT. A distribui¢do das células nas fases do ciclo celular foi avaliada por
citometria de fluxo, a expressdo proteica e génica do VEGF e do HIF-la por imuno-
histoquimica e PCR em Tempo Real, respectivamente. Todos os experimentos foram
realizados em condi¢des normais de oxigénio e sob hipdxia pela adicdo de cloreto de
cobalto (CoCly). Para o estudo in vivo, células da linhagem tumoral mamaéria canina
CF41 foram implantadas em 20 camundongos fémeas Balb/c nude atimicos. Apds 28
dias de tratamento com metformina ¢ LY294002, foi analisada a microdensidade
vascular pela expressdo do CD31 por imunohistoquimica, bem como a expressdo
proteica e génica do VEGF e HIF-1a no tecido tumoral. Resultados: O tratamento com
metformina e com LY294002 foi capaz de diminuir significativamente a viabilidade
celular, apos 24 horas. A expressdo proteica e génica do HIF-1a e do VEGF diminuiu
apods o tratamento com metformina e LY294002 tanto em hipdxia quanto em condi¢des

normais de oxigénio. No estudo in vivo, houve diminui¢do do tamanho tumoral e da



xviii

expressdo proteica e génica do VEGFA e HIF-1a, além da diminui¢do da expressdo do
CD31, apos os tratamentos. Conclusdes: Nossos resultados demonstram a efetiva acio
da metformina e do inibidor LY294002 no controle do processo de angiogénese em

cancer de mama, por meio dos marcadores angiogénicos VEGF e HIF-1a.

Palavras-chave: Angiogénese, Hipoxia, HIF-la, LY294002, Metformina, VEGF,

Neoplasias mamarias.
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Abstract
Introduction: Hypoxia is a known adverse factor to cancer treatment, able to activate
the signaling pathways PI3K and AMPK/Akt/mTOR, the two major pathways involved
in the angiogenesis process. This process is regulated by many factors, being the most
important factors the Hypoxia-Inducible Factor-1a (HIF-1a) and Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF). Metformin has demonstrated its ability to reduce the incidence
of cancer in diabetic patients with positive results especially in breast cancer, inhibiting
cell growth by AMPK/Akt/mTOR signaling pathway. Likewise, LY294002 is the major
inhibitor of PI3K/AKT/mTOR signaling pathway that has anti-angiogenic properties,
capable to reduce the release of growth factors such as VEGF. The treatment with
metformin in addition to the inhibitor LY294002 in both normal oxygen and hypoxia
conditions, as well as the action in the process of angiogenesis in canine mammary
tumors is unprecedented. Objectives: To evaluate the influence of metformin and
LY294002 inhibitor treatment in tumor angiogenesis as a therapeutic strategy in
mammary tumors in a in vitro and in vivo study. Material and Methods: In the in vitro
study, we analyzed the cell viability of canine mammary tumor cell lines CMT-U229
(benign mixed tumor) and CF41 (metastatic carcinoma) before and after treatment with
metformin and/or LY294002 by MTT assay. The cell cycle distribution was analyzed
by flow cytometry flow, protein and gene expression of VEGF and HIF-la by
immunohistochemistry and RT-PCR, respectively. All experiments were performed in
normal oxygen conditions and under hypoxia by the addition of cobalt chloride (CoCl,).
For the in vivo study, CF41 cells were implanted in 20 female mice BALB / ¢ nude
nude. After 28 days of treatment with metformin and LY294002, it was analyzed micro
vessel density by CD31 expression by immunohistochemistry as well as gene and
protein expression of HIF-1a and VEGF in the tumor tissue. Results: The treatment
with metformin and LY294002 was able to reduce the cellular viability after 24 hours.
The protein and gene expression of HIF-1a and VEGF decreased after treatment with
metformin and LY294002, both in normal oxygen conditions and hypoxia. In the in vivo
study, there was a decrease in tumor size, protein and gene expression of HIF-1a and
VEGFA, in addition to the decreasing of CD31 expression after all treatments.

Conclusions: Our results demonstrated the effective action of metformin and
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LY?294002 inhibitor in controlling the angiogenesis process in mammary tumors by the

angiogenic factors VEGF and HIF-1a.

Keywords: Angiogenesis, Hypoxia, HIF-1a, L'Y294002, Metformin, VEGF, Mammary

tumors.
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I. INTRODUCAO
1. Aspectos Gerais

O cancer de mama ¢ o mais comum em mulheres ficando atrds apenas do cancer
de pele ndo melanoma, sendo responsavel por cerca de 30% dos novos casos de cancer
por ano.""” Dados do IARC (International Agency for Research on Cancer) estimam 14
milhdes de novos casos de cancer no mundo para este ano, com previsdo de 8.2 milhdes
de 6bito.”” No Brasil, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer), foram
estimados para o ano de 2016, apenas no estado de Sao Paulo, 69,7 casos de cancer de
mama para cada 100 mil mulheres.'”

Dentre todos os mamiferos, a espécie canina apresenta a maior incidéncia de
neoplasias mamarias, e quando comparada a mulher, apresenta trés vezes mais chances
de desenvolver essa neoplasia. “® Os tumores da glandula maméria compartilham
caracteristicas comuns entre cdes e seres humanos. Por esta razdo, neoplasias mamarias
caninas sdo consideradas excelentes modelos para o estudo da biologia do cancer assim
como para testes de agentes terapéuticos, ja que esses animais de estimagdo t€ém tumores
com apresentacdo histopatologica similares aqueles que acometem os seres humanos e
compartilham uma resposta semelhante  cirurgia e a quimioterapia. "'

Apesar de todas as agdes para controle, as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas, sendo a capacidade de invasdo das células tumorais e
consequente desenvolvimento de metastases, responsavel por cerca de 90% dos obitos
em mulheres com neoplasias mamarias e cadelas com tumores mamarios caninos. ''?)

Diversos estudos t€ém demonstrado que o crescimento tumoral, bem como a
migracdo das células tumorais para outros tecidos formando as metastases sdo
mecanismos dependentes do processo de angiogénese. ('*'¢

Dessa forma, cresce o interesse pelo desenvolvimento de agentes terapéuticos
capazes de bloquear o processo de angiogénese com o objetivo de diminuir a progressao

do tumor. 171¥

2. Hipoxia
A hipdxia ¢ caracterizada pela redugdo dos niveis fisioldgicos de oxigénio nos

tecidos e € capaz de promover a progressao tumoral a partir da ativacdo do processo de



angiogénese e garantir a resisténcia das células tumorais a radioterapia e quimioterapia.
(19-20)

Cerca de 50% dos tumores sélidos em estagio avangado apresentam uma regiao
de hipdxia, e essa caracteristica tem sido associada ao aumento da taxa de metastase e
diminuicio na taxa de sobrevida dos pacientes, resultando no pior prognéstico. ¢!

Duas principais condi¢des de hipdxia sdo conhecidas. A primeira, denominada
hipdxia cronica ou difusdo-limitada ocorre devido a proliferacdo descontrolada das
células e crescimento rapido do tumor resultando em longas distancias de difusdo de
oxigénio do vaso sanguineo mais proximo, e a segunda, conhecida como hipoxia aguda,
¢ caracterizada pela formagdo de uma estrutura cadtica dos novos vasos sanguineos,
resultando na perfusdo inadequada em parte do tecido. %2427

A hipodxia € prejudicial tanto para as células normais quanto para as tumorais, €
de acordo com sua gravidade, pode diminuir a proliferacdo celular, parar o ciclo celular
e induzir a apoptose ou ao contrario, impedir a morte celular, ocasionando a
proliferagdo e crescimento do tumor, contribuindo para um comportamento tumoral
mais agressivo. @2)

Diferente das células normais, para manter a sobrevivéncia em situagdes de
hipéxia, as células tumorais iniciam mecanismos adaptativos como a alteracdo do
metabolismo, a produgdo e liberacdo de fatores de crescimento como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e a ativacdo de fatores induzidos por hipoxia
(HIFs), envolvidos no processo de angiogénese. %%

Dessa forma, a hipoxia desempenha importante papel na modulacdo da
angiogénese tumoral e esta relacionada com o aumento da agressividade tumoral e pior

prognéstico dos pacientes. >

3. Angiogénese

A angiogénese ¢ o processo de formagdo de novos vasos sanguineos, a partir de um
endotélio vascular preexistente. (33-35)

Em condi¢des fisiologicas normais, a angiogénese ¢ responsavel por fornecer
nutrientes e oxigénio para os tecidos periféricos mantendo a perfusdo. No entanto,

quando esse processo se torna incontrolavel, tal como no desenvolvimento do cancer, a



formag¢do de novos vasos sanguineos se torna um fator patoldgico, favorecendo a
proliferacdo das células e consequente crescimento e progressdo do tumor, %% 3640)

A formacdo de novos vasos sanguineos pela angiogénese envolve um numero
sequencial de passos e se inicia a partir de capilares pré-existentes no tumor (Figura
1A). Primeiramente, os vasos sanguineos dilatam e os pericitos se soltam da parede dos
vasos (b). Posteriormente, fatores de crescimento pro-angiogénicos produzidos e
liberados pelas células tumorais, levam a degradacdo da matrix extracelular pela sua
capacidade de induzir a sintese de enzimas proteoliticas tais como as metaloproteinases
de matriz extracelular (MMPs) permitindo a remodelag@o do citoesqueleto, aumentando
a permeabilidade das células endoteliais (c). “'** Em seguida, ocorre a proliferacio e
migracdo das células endoteliais e essa proliferacdo continua até a formagdo completa
dos novos vasos (d). Ao final do processo, ocorre o envelopamento dos novos vasos

com estruturas da membrana basal e o recrutamento dos pericitos levando a formacao

do limen (e). Os pericitos formam uma camada unica de células musculares lisas que

ficam em torno das células endoteliais, proporcionando suporte mecanico e estabilidade
(30, 44-48)

a parede dos vasos, regulando a func¢ao vascular (Figura 1).

a b

Figura 1. Representacdo das etapas envolvidas no processo de angiogénese. Adaptado

de BERGERS E BENJAMIN, 2003. “?

O processo de angiogénese € regulado pelo equilibrio entre inimeros fatores pro

. A 32.49 , . .
e antiangiogénicos. “** Em processos patologicos como no desenvolvimento do



cancer, ocorre um desequilibrio entre esses fatores promovendo alteragdes no

. . (50) , . n . ...
microambiente tumoral. Dentre os fatores prdé-angiogénicos, um dos principais
fatores de crescimento especifico para o endotélio vascular e mediador do processo de

angiogénese ¢ o VEGF. 9, 31)

4. Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

O VEGF ¢ uma glicoproteina ligante a heparina que exerce efeitos multiplos em
tumores, dentre eles, formacdo de novos vasos sanguineos, linfaticos e o aumento da
permeabilidade vascular a partir da capacidade de estimular a mitose ¢ migragdo de
células endoteliais. >

A familia VEGF ¢é composta por cinco isoformas: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGE-D ¢ o fator de crescimento placentario (PIGF). ®*** Cada membro da familia
VEGF se liga a trés receptores tirosina-quinase especificos, presentes na superficie
celular, denominados VEGFR-1, VEGFR-2 ¢ VEGFR-3, exercendo diversas func¢des
fisiologicas diferentes. 490 receptor VEGFR-1 esta localizado na superficie de células
hematopoiéticas, macrofagos e monoécitos, VEGFR-2 ¢é encontrado no endotélio
vascular e linfatico e o VEGFR-3 é exclusivo do endotélio linfatico. ©>"

O VEGF-A se liga a dois receptores especificos, o VEGR-1 ¢ o VEGFR-2
enquanto o VEGF-B e PIGF sdo reconhecidos apenas pelo receptor VEGFR-1. O
VEGF-C e VEGF-D se ligam ao VEGR-2 e também sd@o reconhecidos pelo VEGFR-3
(Figura 2). ®® O VEGF-A e¢ o VEGF-B sio os mais importantes reguladores do
processo de angiogénese, enquanto o VEGF-C e VEGF-D estdo especificamente
envolvidos na linfoangiogénese. (145439 Além disso, algumas isoformas ainda se ligam
em outros receptores como os receptores da neurofilina (NRP), que funcionam como

co-receptores dos VEGFRs. ©7)
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Figura 2. Esquema da ligagdo entre as isoformas de VEGF e seus receptores. Adaptado

de LANG et al., 2016. ©7

O VEGEF tem sido considerado o principal mediador do processo de angiogénese
no cancer de mama. ©® A ligagdo entre 0 VEGF-A ¢ o VEGFR-2 est4 associada a
proliferacdo das células tumorais, sendo a ativacdo do VEGFR-2 considerada o mais
importante passo do processo de angiogénese. Y O VEGF-A ¢ produzido pelas
células tumorais em situagdes de hipdxia e quando liberado se liga ao receptor VEGFR-
2 localizado na membrana das células endoteliais, promovendo a angiogénese através da

. . . . - . - , .. (64-
sua capacidade de estimular o crescimento, migracdo e invasdo de células endoteliais ¢

%) contribuindo para o crescimento tumoral e desenvolvimento de metéstases. >
Assim, o grau de progressdo do tumor tais como o crescimento, aumento da
densidade microvascular e desenvolvimento de metastases se correlacionam diretamente
com o aumento da expressio do VEGF. “*%) Nesse sentido, o desenvolvimento de
terapias que tem como alvo inibir o VEGF tém se mostrado eficazes em bloquear o

. o . 67-69
processo de angiogénese, diminuindo o crescimento do tumor. ¢

5. Fator de Transcriciao Induzido por Hipoxia

A expressio do VEGF nas células do cancer estd sob o controle do fator
induzivel por hipdxia - 1 (HIF-1), que ¢ um fator de transcri¢ao induzido sob hipoxia e
que nestas condi¢des, migra desde o citoplasma para o nucleo das células, ligando-se a
elementos de resposta a hipdéxia (HRE), conduzindo a expressio de genes,

principalmente o VEGF (Figura 3). ¢%->%7072)
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Figura 3. Processo de angiogénese, iniciado em resposta a situagcdes de hipdxia, com

énfase na via de ativacdo do VEGF. Adaptado de HOLMES et al., 2007. 7

O HIF-1 desempenha um papel importante no desenvolvimento do cancer, por
ser modulador da resposta intracelular a microambientes em hipoxia, funcionando como
fator de transcri¢do de genes, capaz de promover a angiogénese ¢ metéstase. %

Os efeitos da hipdxia sdo controlados pelo HIF-1 que por sua vez € essencial na
manutencdo da homeostase do oxigénio nas células, além de ser ativado em respostas
adaptativas a redugio nos niveis de oxigénio. "

O HIF-1 ¢ um fator de transcrigdo heterodimero compostos por duas
subunidades HIF-la e B. A subunidade HIF-1a estd predominantemente expressa em
condi¢des de hipoxia, enquanto a subunidade HIF-1B ¢ expressa constitutivamente. ©*

Em situacdes normais de oxigénio, o HIF-la ¢ reconhecido pela proteina
supressora tumoral Von Hippel-Lindau (pVHL), ubquitinilado e ao final sofre
degradagdo proteossomal. No entanto, em situagdes de hipdxia, o pVHL se liga ao NO e

o HIF-1a ndo ¢ reconhecido. Nesse caso, o HIF-1a ¢ ativado e induz a expressdo de



genes de resposta a hipdxia, como o VEGF, que por sua vez estimula o processo de

angiogénese (Figura 4). 7
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Figura 4. Ativacdo do HIF-la em situagdes de hipoxia e em condi¢cdes normais de

oxigénio (normoéxia). Adaptado de RAHIMI, 2012. ®¥

Assim, a superexpressdo do VEGF e/ou do HIF-la resulta no aumento da
angiogénese associando-se com a progressdo e com o aumento do potencial invasivo e

metastatico das células tumorais. #% 56 64-65.82-84)

6. O papel da metformina e do inibidor LY294002 no ciancer

Dado o papel proeminente da angiogénese no cancer, muitas terapias buscam
bloquear a angiogénese e, assim, inibir o crescimento do tumor. ®

As vias de sinalizacdo PI3K e MAPK/Akt/mTOR s3o as principais vias
envolvidas no processo de angiogénese. ***” A via de sinalizagio MAPK/Akt/mTOR é
capaz de controlar o crescimento, apoptose e migracdo das células tumorais. ®% Essa via
de sinalizacdo ¢ ativada por qualquer estresse decorrente da privacdo de ATP nas
células, como, por exemplo, em situagdes de hipoxia. (89-90) Ainda, a via PI3K ¢ ativada
por fatores de crescimento, deficiéncia de nutrientes e também em situagdes de hipoxia.
on

A ativagdo dessas vias ¢ capaz de estimular a expressdo do VEGF através do

aumento da expressdo do HIF-la e estd associada com a progressdo tumoral e



resisténcia ao tratamento, por outro lado, a inibigdo demonstrou ser capaz de diminuir a
proliferacdo celular in vitro e o crescimento do tumor in vivo. #% %9

Nesse sentido, diversas pesquisas tém como foco desenvolver estratégias de
tratamento que possam intervir nas vias de sinalizagdo PI3K-MAPK/Akt/mTOR da
angiogénese mediada pelo VEGF e/ou HIF-la, na tentativa de inibir a progressao
tumoral. ***%

A metformina é um derivado de biguanidas (N', N'dimetilbiguanida), utilizado
por via oral para o tratamento de pacientes com diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica
(99-101) capaz de reduzir a gliconeogénese hepatica, em parte através da potencializagio
da a¢do da insulina e mediante a ativacdo da MAPK_ (1921

Existem evidéncias crescentes de que a utilizacdo da metformina no tratamento
da diabetes ¢ capaz também de reduzir significativamente a incidéncia de neoplasias e a
taxa de mortalidade por cancer de pacientes com diabetes, desempenhado um papel

. - , . . . . . n 105-
importante na prevengdo de varios tipos de neoplasias, incluindo o cancer de mama. ¢

108)

Diversos estudos tém demonstrado que o tratamento com metformina, um
potente ativador da via de sinalizacio MAPK/Akt/mTOR € capaz de inibir o
crescimento celular. ®% 19119 No entanto, os mecanismos de a¢do da metformina

o ~ . 86,105
nessa via ndo estdo completamente esclarecidos !

(111)

, 0 que tem despertado especial
atencdo nas pesquisas.

O LY294002 ¢ um importante inibidor da via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR,
que possui propriedades anti-angiogénicas, capaz de bloquear a ativagdo da via de
sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR em situacdes de hipdxia agindo na diminui¢do da
libera¢do de fatores de crescimento como o VEGF, diminuindo o crescimento tumoral
in vivo em linhagens celulares de carcinoma de célon, pulmio e melanoma. > Além
disso, o uso do inibidor LY294002 diminuiu a expressdo do HIF-la e os niveis de
RNAm de VEGF transcritos na linhagem celular de cancer de mama MCF-7. ©V

No entanto, pouco se sabe quanto a influéncia do tratamento com metformina
em combinagdo com o inibidor LY294002 na angiogénese tumoral mediada pelo HIF-
la e/ou VEGE. (12119

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo geral foi avaliar a influéncia do

tratamento com metformina e com o inibidor LY294002 na angiogénese tumoral
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mediada pelas vias de sinalizagdo PI3K-MAPK/Akt/mTOR. Desse modo, os objetivos
especificos foram:

e Estudo in vitro: Verificar a viabilidade celular, distribui¢ao das células nas fases
do ciclo celular, bem como a expressao génica e proteica do HIF-1a ¢ VEGF em
linhagens tumorais mamarias caninas apos a inducdo da hipoxia e tratamento
com metformina e com o inibidor LY294002;

e Estudo in vivo: Verificar a expressdo génica e proteica do HIF-1a ¢ VEGF no
tecido tumoral induzido pela implantagdo das células de linhagem de cancer de
mama canina em camundongos BALB/c nude atimicos apds o tratamento com
metformina ¢ com o inibidor LY294002. Apds o desenvolvimento tumoral,
verificar o tamanho e volume do tumor e determinar a angiogénese através da

imunomarcag¢do do marcador de células endoteliais CD31.
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II. MATERIAL E METODOS
Consideracoes éticas

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto - FAMERP (Protocolo n°
001-003244/2013) (Anexo A) e foi realizado seguindo os padrdes nacionais e

internacionais de experimentacdo em animais.

Estudo in vitro
1. Cultivo celular

Células procedentes das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229
(Tumor misto benigno) e CF41 (Carcinoma metastatico) foram cultivadas em
incubadora a 37 °C e 5 % de CO,, em meio de cultura especifico para cada linhagem,
HAM-F12 suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS) e 1 % de antimicético e
antibiotico e DMEM com alta concentragdo de glicose suplementado com 10 % de FBS,
2 mM de L-glutamina e 1 % de antimicotico, antibidtico e anfotericina,
respectivamente.

Quando apresentaram 80-100 % de confluéncia, as células foram tripsinizadas e
contadas em camara de Neubauer com solucdo de azul de tripan a 4 % para verificar o
numero de células viaveis, e entdo transferidas para os frascos de cultivo especificos
para a realizagdo do tratamento com metformina e LY294002 e posterior avaliagdo da

viabilidade celular, do ciclo celular e analise da expressdo proteica e génica.

1.1 Contagem e plaqueamento das células

No estudo in vitro, antes de iniciar a indu¢do da hipdxia com cloreto de cobalto
(CoCl,) e o tratamento com metformina e LY294002 para o desenvolvimento de todas
as técnicas, realizou-se a tripsinizagdo, contagem e transferéncia das células para placas
de cultivo especificas. A contagem foi realizada nos quatro quadrantes laterais externos

na camara de Neubauer, € o resultado colocado na formula abaixo:

X=n" de células contadas em cada quadrante x 10* x Fator de diluicdo

Total de quadrantes contados
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A quantidade de células a ser colocada nos frascos de cultivo especificos para
cada procedimento foi calculada de acordo com a &rea de cultivo. Para todos os
procedimentos, o tratamento das células foi iniciado 24 horas apos o plaqueamento.
Além disso, todos os experimentos foram realizados em triplicata para garantir a

credibilidade dos resultados.

1.2. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada por meio do ensaio colorimétrico MTT
(3{4,5- dimetiliazol-2-il}-2,5difeniltetrazolium bromideo) de acordo com Borin et al.,
2015 M9 para avaliar a resposta celular as diferentes concentragdes de metformina e
LY294002. Primeiramente, células das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-
U229 e CF41 (0,05 x 10° células/pogo) foram divididas em placas de cultura de 96
pogos contendo 100 pl de meio de cultura especifico suplementado com 2 % FBS. Apos
24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentragcdes de metformina (1 mM,
2mM, 5 mM, 6 mM e 10 mM) (Sigma-Aldrich) e LY294002 (1uM, 2uM, 5uM, 8uM e
10uM) (Cell Signaling - GIBCO), criando uma curva dose-resposta para a determinagao
da concentracdo capaz de inibir o crescimento celular em 50 % (ICsp), a partir da
equacdo de regressdo linear. 17" A metformina foi diluida em PBS na concentracdo
inicial de 10 mM e 20 mM e o LY294002 em dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentragdo inicial de 100 uM, e entdo diluidos nas cinco diferentes concentragdes.
Todos os tratamentos foram realizados em triplicata, com duragdo de 24 horas. Em
seguida, o meio de cultura contendo o tratamento foi descartado e adicionou-se 100 pL
de meio de cultura sem tratamento em cada poco. Posteriormente, foram adicionados a
cada pogco 10 pL de solug¢do MTT do Vibrant MTT Cell Proliferation Assay Kit
(Invitrogen Life Technologies) e a placa foi incubada por 4 horas a 37 °C. Em seguida,
para solubilizagdo dos cristais de formazan, as células foram incubadas com 100 pL de
solugio de SDS-HCI (0,01M)' por 12 horas. Ao final, foi realizada leitura em
absorbancia no leitor de ELISA sob comprimento de onda 570 nm. A viabilidade celular
relativa (%) para cada grupo de tratamento foi calculada a partir da média dos valores
de absorbancia das triplicatas, em relagdo ao grupo controle (sem tratamento),

estabelecido como 100%.

' Os protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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1.3. Grupos de tratamento

Apo0s o ensaio MTT, para a realizacdo dos procedimentos de citometria de fluxo,
imunocitoquimica e biologia molecular foram estabelecidos oito grupos de tratamento:
grupo | (controle) contendo células com meio de cultura sem tratamento; grupo II
contendo tratamento com 5 mM de metformina; grupo III contendo 5 uM de LY294002
e grupo IV contendo células tratadas com 5 mM de metformina em combina¢@o com 5
uM de LY294002 em condigdes normais de oxigénio. Os mesmos grupos de tratamento
forma testados em condi¢do de hipoxia, apos a adi¢do de 100 uM de CoCl; no meio de
cultura, sendo o grupo V contendo células sob hipoxia pela adi¢do de CoCl, no meio de
cultura; grupo VI contendo células tratadas com 5 mM de metformina e CoCly; grupo
VII contendo 5 uM de LY294002 e CoCl, e grupo VIII contendo células tratadas com 5
mM de metformina em combinag¢do com 5 uM de LY294002 sob hipodxia.

1.4. Citometria de fluxo

A agdo da metformina na proliferagdo celular estd relacionada com a sua
capacidade de bloquear o ciclo celular na fase G0, assim, para a anélise do ciclo celular
foi realizada a técnica de citometria de fluxo de acordo com Li et al., 2012 a13)
Inicialmente, 0,5 x 10° células das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229 e
CF41 foram transferidas para cada pogo das placas de cultura de seis pogos € mantidas
em incubadora a 37 °C e 5 % de CO,. Em seguida, as células foram tratadas por 24
horas com metformina e LY294002 em condig¢des normais de oxigénio e sob hipdxia,
conforme os grupos de tratamento descritos no item 1.3. Apds o periodo de tratamento,
as células foram tripsinizadas, centrifugadas, lavadas com 2 mL de PBS 1x gelado e
fixadas com 1 mL de etanol 70 % gelado e mantidas a 4 °C overnight. Antes da analise,
as células foram centrifugadas a 4.000G por 5 minutos a 4 °C, lavadas com 1 mL de
PBS 1x gelado. Ao final, as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS contendo 50
pg/mL de RNase A e 50 pg/mL de iodeto de propideo (PI) e incubadas a 37 °C por 30
minutos. A fase do ciclo celular foi obtida a partir da leitura no aparelho Guava
easyCyte e analise no software Guava Cell Cycle (Millipore®) do Laboratorio de
Imunomorfologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”-

UNESP/IBILCE.



15

1.5. Imunocitoquimica

Para analisar a expressdo proteica dos fatores angiogénicos VEGF e HIF-1a, 6 x
10* células das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229 e CF41 foram
transferidas para cada poco de uma lamina contendo separadores de silicone
previamente autoclavados e mantidas em placas de Petri em incubadora a 37 °C e 5 %
de CO,. Em seguida, as células foram tratadas conforme os grupos previamente
descritos no item 1.3. Ap6s o periodo de tratamento, as células foram lavadas com 1 mL
de PBS e fixadas com 250 pL de paraformaldeido a 4 % por 24 horas.

Para o desenvolvimento da técnica de imunocitoquimica, foi utilizado o kit
REVEAL Sistema de Detecgdo livre de Biotina (Biogen®). Inicialmente, as laminas
foram lavadas com agua destilada por 5 minutos ¢ mantidas por 35 minutos em panela a
vapor a 96 °C com tampdo citrato (pH 6,0)* para recuperacdo antigénica. Apds a
estabilizacdo em temperatura ambiente, as ldminas foram lavadas com PBS® (1x 5min),
e incubadas com solug@o de 0,1% de perdxido de hidrogénio (H,O;) por 15 minutos.
Apos lavagem com PBS (3x 5min), adicionou-se a solug¢do de bloqueio de proteina por
10 minutos, ao final, as 1aminas foram incubadas com os anticorpos primarios anti-HIF-
la e anti-VEGF (Quadro 1) diluidos em albumina 5 % (BSA)*, a 4°C, overnight. Na
sequéncia, as laminas foram lavadas em tampao PBS (3x 5min) e incubadas com
anticorpo secundario (anti-mouse e -rabbit) por 10 minutos, seguido da incuba¢do com
o conjugado HRP por 15 minutos. A revelagdo foi realizada com substrato cromogénico
DAB (3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride) e a contra-coloragdio com
Hematoxilina por 40 segundos. A montagem das laminas foi realizada em glicerol 50%.

Todas as baterias de 1aminas foram acompanhadas de um controle positivo para

o anticorpo testado e um controle negativo (sem anticorpo primario).

Quadro 1. Quadro mostrando informagdes adicionais dos anticorpos primarios.

Anticorpo Especificidade Clone Diluicao Marca
VEGF Policlonal (rabbit) A20 1:500 Santa Cruz
HIF-1 alfa  Monoclonal (mouse) H1a67 1:50 Santa Cruz

234 Os protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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1.5.1. Quantifica¢do imunocitoquimica

A expressao proteica do VEGF e do HIF-1a foi quantificada pela técnica de
densitometria Optica no analisador de imagens software ImageJ. As laminas foram
analisadas ao microscopio Nikon Eclipse E200 e cinco diferentes areas imunorreativas
foram fotografadas em objetiva de 40X. Em cada regido fotografada foram marcados
aleatoriamente 20 pontos, totalizando 100 pontos referentes a média de intensidade de
imunomarcagdo para cada grupo de tratamento. Os valores foram obtidos como

unidades arbitrérias (u.a.) e representados por densidade dptica média (D.O.M.).

1.6. Técnica de PCR quantitativo (QPCR): Analise da expressio génica

Para o desenvolvimento da técnica de PCR em Tempo Real, 1,0 x 10° células
das linhagens tumorais mamadrias caninas CMT-U229 e CF41 foram transferidas para
garrafas de cultura T25 (25 cm?), em duplicata, e tratadas conforme os grupos
previamente descritos no item 1.3. Apds o periodo de tratamento, foi realizada a
extracdo de RNA total, de acordo com as instru¢des do fabricante, utilizando-se o
reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies). Todos os procedimentos de PCR em

Tempo Real foram realizados de acordo com MOSCHETTA et al., 2015 ¥,

1.6.1. Extracao de RNA total

Inicialmente, o meio de cultura foi desprezado das garrafas de cultura e
acrescentados 2 mL de Trizol. Foram distribuidos 1 mL em cada tubo tipo eppendorf
deixando descansar por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
adicionados 200 pL de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol, homogeneizando por
inversdo e mantendo a temperatura ambiente por 3 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 14.000 rcf por 20 minutos a 4 °C, resultando em uma fase vermelha
inferior — fase fenol-cloroféormio — uma interfase, e uma fase aquosa superior, na qual o
RNA se concentra. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo contendo 400 pL de
alcool isopropilico para precipitagdo do RNA, seguido de incubacdo a temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 14.000 rcf por 20 minutos a 4
°C formando um pellet de RNA, que foi lavado com 1 mL de etanol 75 % gelado e
centrifugado novamente a 7.500 rcf por 7 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado

e os tubos foram deixados sobre papel absorvente até secar o pellet. Apds esta etapa,
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adicionou-se 30 pL de 4gua DEPC (dietilpirocarbonato) (Invitrogen®) para diluir o
pellet de RNA. A integridade e qualidade do RNA extraido, bem como a concentra¢ao
foram analisadas no aparelho NanoDrop 2000C Spectrophotometer (Thermo
Scientific®) em absorbancia de 260nm e 280nm. Ao final, as solu¢cdes de RNA foram
armazenadas a -80 °C. O RNA total foi entdo utilizado para sintese de DNA

complementar (cDNA) com a enzima transcriptase reversa.

1.6.2. Obtenc¢iao do cDNA

A obtencdo do cDNA (DNA complementar), foi realizada pela técnica de RT-
PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction), seguindo as especificacdes
dos fabricantes do Kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems®).

Para cada amostra foi preparado um mix com volume final de 20 pL e
concentragdo final de 100 ng de RNA, contendo 0,8 uL de dNTP, 2 pL. de Random
Primer, 2 pL de Buffer, 1 pL da enzima Multicribe Reverse Transcriptase, 4,2 pL de
agua DEPC e 10 pL de amostra de RNA na concentracdo de 2 pg. Em seguida, a
solucdo final foi colocada no termociclador, a reagdo apresentou uma etapa inicial de 25
°C por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos e foi finalizada a 85 °C por 5 minutos. Por

fim, as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.

1.6.3. Analise da expressio génica

A reagdo de qPCR foi realizada pelo sistema StepOne Plus Real Time PCR
(Applied Biosystems®) e TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems®).
Inicialmente, para escolher apropriadamente os controles enddgenos da reagdo foram
testados quatro genes candidatos a normalizadores da reagdo: RPSI9 (Ribosomal
Protein  S19), RPLS (Ribosomal  Protein L8), HPRT (Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase) e RPS5 (Ribosomal Protein S5). A sele¢do dos genes
endogenos foi feita com auxilio do software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems®).

As sequencias dos primers e probe dos genes RPS19 ¢ RPS5 utilizados como
controles enddgenos foram desenhadas com auxilio do software Primer Express 3.0
(Applied Biosystems®) considerando o tamanho do produto esperado
(aproximadamente 80pb a 140pb), o conteido em dinucleotideos GC (~60%), a

temperatura de anelamento dos primers (Tm°= 60 °C) e da probe (Tm°= 70 °C) ¢ a
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auséncia de homologia com seqiiéncias repetitivas no genoma. O Quadro 2 mostra as

sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores dos genes RPS19 e RPS5.

Quadro 2. Sequéncia dos oligonucleotideos dos genes RPSI9 e RPS5 utilizados na

técnica de PCR quantitativo para avaliar a expressdo génica relativa.

Gene Sequéncia
RPS19 Sense 5'- GCC TTC CTC AAA AAG TCT GGG -3°
Antisense 5'- GTT CTC ATC GTA GGG AGC AAGC -3’
Probe 5’- 6FAM-CCC TGA ATG GGT GGA C-MGB -3’
RPS5 Sense 5'- TCA CTG GTG AGA ACC CCC TG - 3
Antisense 5'- GCC TGA TTC ACA CGG CGT A -3'
Probe 5'- 6FAM-AAC AGT GGT CCC CGG GA-MGB - 3'

Apos as etapas de padronizagdo, foram realizadas as analises para verificar a
expressao diferencial dos genes HIFIA e VEGFA e os ensaios utilizados foram: HIFTA
(Cf02741632 ml) e VEGFA (Cf02623449 ml). As amostras foram testadas em
triplicata e, em todos os experimentos houve controle negativo e o grupo controle
(células sem tratamento) foi escolhido para calibragdo da reag@o.

O mix de cada gene foi preparado adicionando-se 10 pL de TagMan Universal
Master Mix, 1 pL de TagMan Gene Expression e 8 pl. de agua DEPC. Em seguida, 19
puL da solucdo final foram transferidos para cada poco de uma placa de 96 pogos de
poliestireno e adicionou-se 1 pL da amostra de cDNA (100 ng) nos respectivos pogos,
homogeneizando a solucdo. A placa foi coberta com um adesivo proprio e centrifugada
a 3.700 rpm por 1 minuto a 25 °C. As condi¢des do qPCR compreenderam uma etapa
inicial de 2 minutos a 50°C, desnaturacdo de 10 minutos a 95 °C, seguida de 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto para anelamento dos iniciadores e
extensdo das cadeias e 35 segundos a 65 °C para coleta do sinal. A curva de dissociacdo
foi gerada apds amplificagdo e compreendeu um passo de 15 segundos a 95 °C seguido

de 1 minuto a 60 °C.
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1.6.4. Analise da expressao dos genes

O valor da expressdo relativa dos genes de interesse foi determinado com
auxilio do software DataAssist v3.0, pelo método de quantificacdo em relagdo a média
dos genes normalizadores utilizados como controle endégeno (AACt) !'?. Os resultados

foram apresentados em escala logaritmica de base 10 (Logo).

Estudo in vivo

2. Implantac¢io tumoral

Para o desenvolvimento do estudo in vivo, 20 camundongos fémeas Balb/c nude
atimicos com idade de 7 a 8 semanas e 16 g a 20 g de peso corporal foram adquiridos no
biotério do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo — FMUSP. Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina de S@o José do Rio Preto - FAMERP em condi¢des livres de patogenos, a
temperatura ambiente (21 a 25 °C), expostos a luz por 12 horas e 12 horas no escuro
com rac¢do e agua oferecidas ad libitum.

Antes da indugdo tumoral, os camundongos foram separados aleatoriamente em
quatro grupos de tratamento diferentes, contendo cinco animais por grupo: grupo I
(controle) sem tratamento; grupo Il composto por animais tratados com metformina;
grupo III composto por animais tratados com inibidor LY294002 e grupo IV composto
por animais tratados com metformina e LY294002 em combinag@o.

Para indugdo tumoral, células da linhagem tumoral mamaria canina CF41
cultivadas in vitro foram tripsinizadas, centrifugadas, lavadas duas vezes com 2 mL de
PBS 1x, contadas em camera de Neubauer e ressuspendidas em meio de cultura RPMI
sem soro (Cultilab). O volume final de 0,1 mL contendo 3 x 10° células foi implantado

na mama inguinal direita de cada animal.

2.1. Grupos de tratamento

Uma semana apds a implanta¢do tumoral foram iniciados os tratamentos com
metformina, de acordo com Rattan et al., 2011 (120 O tratamento com o inibidor
LY294002 foi iniciado duas semanas antes da eutanasia, de acordo com Zhao et al.,
2011 ®. O tratamento com metformina foi realizado intraperitonealmente durante 28

dias, na dose de 200 mg/kg, diluido com PBS em 100 uL/animal. O inibidor LY294002
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foi diluido em DMSO (5 %) / PBS (95 %) e aplicado intratumoral a cada trés dias,
repetido trés vezes no total, na dose de 7,5 mg/kg, em 50 pl/animal. A taxa de glicose,
peso e tamanho tumoral foram avaliados semanalmente. Os animais foram
acompanhados por cinco semanas e apds esse periodo foi coletado o sangue para analise
da toxicidade dos tratamentos, seguido da eutanésia e coleta do tecido tumoral para
avaliacdo 1munohistoquimica, andlise da expressdo génica e determinacdo da

microdensidade vascular (MVD).

2.2. Peso corporal e glicose sanguinea

Como indicador do estado de saide dos animais, o peso corporal e o nivel de
glicose forma verificados semanalmente, bem como o status de saude dos animais. Para
a analise da glicemia, uma hora apds a administragao dos tratamentos, os animais foram
mantidos em luz infravermelha e apds a dilatacdo dos vasos periféricos, foram
restringidos em contensor proprio. Em seguida, uma gota de sangue foi coletada
utilizando-se uma agulha 26 gauge (G) para venopunc¢do da veia lateral da cauda dos
animais. Os niveis de glicose foram detectados utilizando-se o aparelho de glicemia
capilar portatil padrdo Breeze 2 (Bayer®), com tiras reagentes individuais de rapida
determinagdo, indicando valores em miligramas por decilitros (mg/dL). Ao final da

venopung¢do uma pequena compressao foi realizada no local para conter o sangramento.

2.3. Tamanho tumoral

O tamanho tumoral foi verificado ao longo das 4 semanas de tratamento, apos a
implantacdo das células. O didmetro longitudinal (comprimento) e o didmetro
transversal (largura) foram determinados com auxilio de uma régua. O volume tumoral
foi calculado com base nas medidas adquiridas, de acordo com Chiavarina et al., 2011

(121 pela formula: Volume tumoral = (comprimento x largura®)/2.

2.4. Ensaio de toxicidade

Para analise da toxicidade dos tratamentos administrados, uma amostra de
sangue foi coletada por pun¢do cardiaca utilizando-se uma agulha 26 gauge (G), em
tubos contendo heparina. Este procedimento foi realizado enquanto os animais estavam

sob anestesia profunda, imediatamente antes da eutandsia. Em seguida, o sangue foi
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centrifugado ¢ o plasma foi armazenado em freezer - 80°C para posterior analise da
funcdo hepatica (aspartato aminotransferase [AST] e alanina aminotransferase [ALT]) e
funcdo renal (creatinina e ureia). Todas as analises foram realizadas no Laboratdrio

Central do Hospital de Base de Sao José do Rio Preto — HB.

2.5. Eutanasia

Os animais foram eutanasiados com 0,250 mL de xilazina e 0,250 mL cetamina
e perfundidos com 50 mL de PBS e formaldeido a 10 % O fragmento tumoral foi
dividido em duas partes, sendo (1) fixada por 48 horas em solugdo de formol a 10 %
para inclusdo em parafina para posterior realizagdo da técnica de imunohistoquimica; e
(2) armazenada em solugdo estabilizadora de RNA, RNAlater (Life Technologies), para

posterior extracdo de RNA e realiza¢do dos procedimentos de biologia molecular.

2.6. Inclusio em parafina

O fragmento tumoral armazenado em tubo de polipropileno de 15 ml contendo
formol 10 % foi incluido em parafina para posterior corte em micrdtomo e execu¢do da
técnica de imunohistoquimica para os fatores angiogénicos VEGF e HIF-1la e para o
marcador de células endoteliais CD31. O preparo do tecido tumoral seguiu as etapas de
Fixacdo: O fragmento tumoral foi colocado no formol 10 % por 48 horas e em seguida
acondicionado em alcool 70 %. Inclusdo: O material foi colocado no cassete seguindo
as etapas de (1) Desidratagdo: O tecido foi embebido em etanol com aumento
progressivo da concentracdo (70 %, 80 % e 95 %) por 1 hora cada, em seguida,
submetido a dois banhos de etanol absoluto por uma hora cada (Alcool absoluto I e II);
(2) Diafanizagdo: O tecido passou por dois banhos de Xilol por 1 hora cada (Xilol I e
I0); (3) Impregnacdo: O tecido foi mergulhado duas vezes em parafina a 60 °C por 90
minutos cada, e finalmente incluido em parafina contendo cera de abelha (9:1). Ao final,
o material emblocado foi submetido a microtomia, em espessura de 3 um. Os cortes
histoldgicos permaneceram em lamina previamente sinalizada e identificada, deixados

na estufa a 60 °C por 24 horas.
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2.7. Imunohistoquimica

Para o desenvolvimento da técnica de imunohistoquimica, os cortes histologicos
dos fragmentos tumorais emblocados em parafina foram desparafinizados em xilol e
rehidratados em alcool em grau decrescente. Em seguida, as laminas foram lavadas com
agua destilada (1 x 5 min) e mantidas por 35 minutos em panela a vapor a 96 °C com
tampao citrato (pH 6,0) para recuperacdo antigénica. Assim como no estudo in vitro,
para o desenvolvimento da técnica de imunohistoquimica, foi utilizado o kit REVEAL
Sistema de Deteccdo livre de Biotina (Biogen®) conforme protocolo descrito no item
1.5. Além dos anticorpos primarios VEGF (Santa Cruz Biotechnology) e HIF-1a (Santa
Cruz Biotechnology), para os tecidos tumorais, também foi analisada a marcacio
imunohistoquimica do CD31 (Quadro 3), um marcador de célula endotelial para

determinar a microdensidade vascular (MVD).

Quadro 3. Quadro mostrando informagdes adicionais dos anticorpos primarios.

Anticorpo Especificidade Clone Diluiciao Marca

CD31 Monoclonal (mouse) JC70A  1:100 Dako

2.8. Técnica de PCR quantitativa

2.8.1. Extracao de RNA Total

O RNA total foi extraido dos 20 fragmentos tumorais seguindo o protocolo que
acompanha o reagente Trizol (Invitrogen®). Os tecidos tumorais armazenados em tubos
falcon de polipropileno de 15 mL contendo solugdo estabilizadora de RNA — RNAlater
foram cortados manualmente com o auxilio de uma navalha no tamanho de 100 mg e
inseridos em tubo falcon de polipropileno de 50 mL ja contendo 1 mL do reagente
Trizol. Os fragmentos foram triturados com auxilio do macerador (Politron®) e mais 1
mL de Trizol foi adicionado ao tubo, resultando em 2 mL do reagente Trizol para cada
100 mg de fragmento tumoral triturado, sendo dividido em 2 tubos eppendorfs de
polipropileno (1 mL em cada tubo). Os passos seguintes da técnica, desde a extracdo de
RNA das amostras até a andlise da expressdo génica por PCR em Tempo Real, foram

detalhados previamente no estudo in vifro no item 1.6.
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3. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos previamente a analise descritiva para determinacao
da normalidade. Para amostras com distribuicdo normal, os diferentes grupos de
tratamento foram comparados pela Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de
Bonferroni e para aquelas com distribuicdo ndo normal utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis. Todos os valores obtidos foram expressos como média + erro padrdo (S.E.M.).
Valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Todas as analises foram

realizadas com o auxilio do software GraphPad PrismS5.
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II1. RESULTADOS
1. Estudo in vitro

1.1. Analise da viabilidade celular pelo ensaio MTT (3{4,5- dimetiliazol-2-
il}-2,5difeniltetrazolium bromideo)

As células das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229 e CF41 foram
submetidas ao ensaio de viabilidade celular apds o tratamento com metformina e com o
inibidor LY294002. Apds o periodo de tratamento com metformina, a viabilidade das
células da linhagem CMT-U229 diminuiu conforme o aumento da concentracdo das
doses de tratamento (1 mM a 10mM), mostrando diferencga estatisticamente significante
quando comparadas ao grupo controle (sem tratamento) (p < 0,05; Figura 5A). Do
mesmo modo, para o tratamento com o inibidor LY294002, todas as concentragdes
testadas reduziram significativamente a viabilidade celular comparadas ao grupo
controle (p < 0,05; Figura 5B). Todas as porcentagens da viabilidade celular referentes
as concentragdes de tratamento utilizadas para as células da linhagem tumoral mamaria

canina CMT-U229 estdo demonstradas no Quadro 4.

120+ Tratamento com metformina Tratamento inibidor LY294002
1204
- 100+ * 1004
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Figura 5. Avaliagdo da viabilidade das células da linhagem tumoral mamaria canina CMT-
U229 por ensaio MTT. (A) Viabilidade celular apos 24 horas de tratamento com diferentes
concentra¢des de metformina e (B) apds tratamento com o inibidor LY294002. Cada coluna
corresponde a média + erro padrido da porcentagem calculada para a viabilidade celular em
relagdo ao grupo controle (100%). Valor de p significante para o teste ANOVA seguido de
Bonferroni (= S.EM. * = p < 0,05 comparagdo entre as diferentes concentragdes de
tratamento e o grupo controle).



26

Quadro 4. Valores referentes a viabilidade das células da linhagem tumoral mamaria canina
CMT-U229 apds o tratamento com diferentes concentragdes de metformina e LY294002 por
24 horas.

Média da Viabilidade celular Erro padrio
Grupos absorbancia relativa (%)
Controle 1,279 /1,283 100 1,215/ 1,211
1 mM de metformina 1,113 87,01 2,070
2 mM de metformina 1,051 82,18 2,161
5 mM de metformina 0,932 72,89 1,205
6 mM de metformina 0,935 73,23 2,481
10 mM de metformina 0,830 64,92 1,092
1 uM LY294002 0,951 74,17 3,243
2 uM LY294002 1,004 78,30 2,442
5 uM LY294002 1,043 81,30 2,121
8 UM LY294002 1,010 78,76 3,334
10 uM LY294002 0,985 76,81 1,371

Para avaliar a eficacia das drogas em inibir a proliferacdo celular, utilizamos o
calculo do IC50. Para a linhagem CMT-U229, o valor de IC50 para o tratamento com
metformina foi SmM (R* = 0,938; Figura 6A) e para o inibidor LY294002 foi S5uM (R*
=0,322; Figura 6B).
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A Célculo do IC50 para a linhagem CMT-U229 apés tratamento com
metformina
ICS0 = -6,459x + 102,64
R*=0,938
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B Calculo do IC50 para a linhagem CMT-U229 apés tratamento com LY294002
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Figura 6. Calculo do IC50 para as células da linhagem tumoral mamaria canina CMT-U229
apos analise da viabilidade celular por ensaio MTT. (A) Célculo do IC50 apos 24 horas de
tratamento com diferentes concentra¢des de metformina e (B) calculo do IC50 apds tratamento
com o inibidor LY294002. Cada ponto corresponde a média + erro padrdo da porcentagem
calculada para a viabilidade celular em relag@o ao grupo controle (100%).

Para as células da linhagem tumoral mamaria canina CF41 apenas as
concentragdes de 5 mM, 6 mM e 10 mM de metformina diminuiram significativamente
a viabilidade celular, apds 24 horas de tratamento, comparadas ao grupo controle (sem
tratamento) (p < 0,05; Figura 7A). Da mesma forma, quase todas as concentracdes
testadas para o inibidor LY294002 foram eficazes em diminuir a viabilidade celular
comparadas ao grupo controle, apos 24 horas de tratamento (p < 0,05; Figura 7B). As

concentragdes de 8 pM e 10 pM de tratamento do LY29402 diminuiram em mais de
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50% a viabilidade celular, sendo consideradas téxicas para as células. Além disso, as
células da linhagem tumoral mamaria canina CF41 demonstraram ser mais sensiveis ao
tratamento com o inibidor LY294002. Todas as porcentagens da viabilidade celular
referentes as concentragdes de tratamento utilizadas para as células da linhagem tumoral

mamaria canina CF41 estdo demonstradas no Quadro 5.

g Tratamento inibidor LY294002
A Tratamento Metformina B
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.
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Figura 7. Avaliagdo da viabilidade das células da linhagem tumoral mamaria canina CF41 por
ensaio MTT. (A) Viabilidade celular apds 24 horas de tratamento com diferentes concentragdes
de metformina e (B) apos tratamento com o inibidor LY294002. Cada coluna corresponde a
média + erro padrio das triplicatas. Valor de p significante para o teste ANOVA seguido
de Bonferroni (+ S.EIM. * = p < 0,05 comparagio entre as diferentes concentragdes de
tratamento e o grupo controle).

Quadro 5. Valores referentes a viabilidade das células da linhagem tumoral mamaria canina
CF41 apoés o tratamento com diferentes concentragdes de metformina e LY294002 por 24
horas.

Média da Viabilidade celular Erro padrio
Grupos absorbancia relativa (%)
Controle 2,359/1,784 100 2,783 /2,948
1 mM de metformina 2,353 99,73 0,862
2 mM de metformina 2,312 98,00 0,641
5 mM de metformina 2,113 89,59 2,465
6 mM de metformina 2,063 87,43 0,631
10 mM de metformina 1,972 83,58 3,378
1 uM LY294002 1,682 94,30 2,802
2 uM LY294002 1,468 82,27 1,169
5 uM LY294002 1,355 75,97 4,723
8 uM LY294002 0,509 28,52 3,412
10 uM LY?294002 0,058 3,22 0,465
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O valor de IC50 para o tratamento com metformina foi SmM (R? = 0,925; Figura
8A) e para o inibidor LY294002 foi 5uM (R? = 0,883; Figura 8B). Portanto, baseado
nos resultados do ensaio MTT, foram selecionadas as concentragdes de SmM de
metformina e SuM de inibidor LY294002 para o tratamento das células das linhagens

tumorais mamarias caninas e realizagdo dos experimentos seguintes.

A Caélculo do IC50 para a linhagem CF41 apés tratamento com metformina
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Figura 8. Célculo do IC50 para as células da linhagem tumoral mamaria canina CF41 apos
analise da viabilidade celular por ensaio MTT. (A) Célculo do IC50 apdés 24 horas de
tratamento com diferentes concentra¢des de metformina e (B) calculo do IC50 apds tratamento
com o inibidor L.Y294002. Cada ponto corresponde a média + erro padrdo da porcentagem
calculada para a viabilidade celular em relag@o ao grupo controle (100%).
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1.2. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

A distribui¢do das células das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229
e CF41 nas fases do ciclo celular foi analisada por citometria de fluxo, antes e apos o
tratamento com metformina e LY294002.

Para a linhagem CMT-U229, os resultados mostraram que em condig¢des
normais de oxigénio, a porcentagem das células na fase GO/G1 aumentou conforme
foram adicionados os tratamentos (metformina 53,40 %, LY294002 54,35 % e
combinagdo 63,35 %) quando comparada a fase S (33,55 %, 31,85 % e 25,65 %,
respectivamente) e G2/M (13,05 %, 13,80 % e 14,00 %, respectivamente) (p < 0,05;
Figura 9A). O tratamento com metformina em combina¢do com o inibidor LY294002 ¢
mais eficaz em bloquear a proliferacdo celular nessa linhagem do que o tratamento
apenas com metformina ou LY294002, especialmente em condigdes normais de
oxigénio. Em hipoxia, apenas o tratamento com o inibidor LY294002 foi capaz de parar
significativamente a progressdo do ciclo celular na fase GO/G1 (52,75 %), restando
apenas 31,20 % das células na fase S e 16,00 % na fase G2/M (p < 0,05; Figura 9A).

Para a linhagem CF41, no grupo controle, a maior porcentagem de células
estava na fase S da distribui¢do do ciclo celular (45,03 %) (p < 0,05; Figura 9B), 18,10
% na fase G2/M comparada a 34,05 % do total das células na fase GO/G1 (p < 0,05;
Figura 9B). Apenas o tratamento com metformina foi significativamente capaz de parar
o ciclo celular na fase GO (53,55 %) em condi¢des normais de oxigénio (p < 0,05;
Figura 9B). Entretanto, a porcentagem total das células tratadas com inibidor
LY294002 e em combinagdo com a metformina na fase GO/G1 (40,67 % e 47,35 %,
respectivamente) foi maior do que a porcentagem de células na fase GO/G1 do grupo
controle (34,05 %). Este resultado também foi observado em todos os grupos de
tratamento em condi¢do de hipdxia (metformina 48,67 %, LY294002 45,50 % e em
combinagdo 47,03 %, respectivamente) quando comparado ao grupo hipdxia (38,03 %
do total das células). Além disso, houve aumento estatisticamente significante na
porcentagem de células na fase GO/G1 comparada a fase S apos o tratamento com
metformina (48,67%) e em combina¢do com LY294002 (47,03%) (p < 0,05; Figura
9B).
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Figura 9. Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo das células das linhagens
tumorais mamarias caninas antes ¢ apds o tratamento por 24 horas com metformina e
inibidor LY294002 em condi¢des normais de oxigénio ¢ em hipdxia. (A) Distribui¢cdo
das células da linhagem tumoral mamaria canina CMT-U229 e (B) distribui¢cdo das
células da linhagem tumoral mamaria canina CF41. Valor de p significante no teste
ANOVA seguido de Bonferroni (£ S.EM. * = p < 0,05 e *** p < 0,0001 comparagdo
entre as diferentes fases do ciclo celular no mesmo grupo de tratamento).

1.3.Analise da expressiao proteica do VEGF e HIF-1a por imunocitoquimica
Com o objetivo de verificar a eficacia desses tratamentos na regulagdo do
processo de angiogénese, foi realizada a técnica de imunocitoquimica para analisar a

expressdo proteica dos fatores angiogénicos VEGF e HIF-1a. Os resultados obtidos nas
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reagdes mostraram imunomarcag¢io positiva para o VEGF e para o HIF-1a nas células
das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229 e CF41, com marcagdo evidente
no citoplasma e no nucleo, respectivamente. A expressdo proteica do VEGF e do HIF-
la diminuiu apds tratamento com metformina e/ou LY294002 em condi¢des normais de

oxigénio comparado ao grupo controle em ambas linhagens tumorais mamarias caninas

CMT-U229 e CF41 (p <0,05; Figura 10).
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Figura 10. Analise da expressido proteica do VEGF e do HIF-la nas células das
linhagens tumorais mamarias caninas antes ¢ apos o tratamento por 24 horas com
metformina e inibidor LY294002 em condi¢des normais de oxigénio. (A) Expressdo
proteica do VEGF e (B) do HIF-1a nas células da linhagem CMT-U229; (C) expressao
proteica do VEGF e (D) do HIF-la nas células da linhagem CF41. Valor de p
significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni (£ S.E.M. * = p < 0,05 comparado
ao grupo controle).

Apoés a indugdo da hipdxia nas células da linhagem tumoral mamadria canina
CMT-U229, a expressdo proteica do VEGF diminuiu e do HIF-lao aumentou
significativamente quando comparado ao grupo controle (p < 0,05; Figura 11A e 11B).
Tanto a expressdo proteica do VEGF quanto do HIF-1a diminuiram apds o tratamento
com metformina e LY294002 comparado ao grupo hipoxia (p < 0,05; Figura 11A e
11B), sendo que, a expressdo proteica do HIF-1a também diminuiu significativamente
apos o tratamento com metformina e LY294002 em combinacgdo (p < 0,05; Figura 11B).
Ao contrario, para a linhagem CF41, ap6s a indugd@o da hipoxia, a expressao proteica do
VEGF aumentou ¢ do HIF-la diminuiu significativamente comparado ao grupo
controle (p < 0,05; Figura 11C e 11D). Além disso, ambas expressdes diminuiram apds

o tratamento com metformina e LY294002 comparado ao grupo hipdxia (p < 0,05;
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Figura 11C e 11D), entretanto, a expressdo proteica do VEGF também diminuiu
significativamente apos o tratamento com metformina e LY294002 em combinagéo (p <

0,05; Figura 11C).
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Figura 11. Andlise da expressdo proteica do VEGF e do HIF-la nas células das
linhagens tumorais mamarias caninas antes ¢ apos o tratamento por 24 horas com
metformina ¢ inibidor LY294002 em hipoxia. (A) Expressao proteica do VEGF e (B) do
HIF-1a nas células da linhagem CMT-U229; (C) expressao proteica do VEGF ¢ (D) do
HIF-1a nas células da linhagem CF41. Valor de p significante no teste ANOVA seguido
de Bonferroni (= S.E.M. *# = p < 0,05 comparado ao grupo controle).

1.4. PCR em Tempo Real

1.4.1. Quantificacao do RNA

A concentragdo dos RNAs foi determinada utilizando-se o aparelho NanoDrop
2000C Spectrophotometer (Thermo Scientific®) na absorbancia de 260 nm e 280 nm.

Todas as quantificag¢des estdo descritas no Quadro 6.



Quadro 6. Quantifica¢do das amostras de RNA extraido pelo método do Trizol.
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Leitura Leitura
Grupos de tratamento (ng/uL) 260/280 260/230 (ng/ul.) 260/280 260/230
CMT-U229 CF41

Controle 1 551,5 2,00 0,89 668.,2 2,02 1,50
Controle 2 721,5 2,02 0,69 557,5 1,85 0,90
Met 5mM 1 490,7 1,90 0,53 945.6 1,93 1,11
Met 5mM 2 4243 1,94 0,71 576,4 1,84 1,07
LY294002 1 450,8 1,68 1,08 353,0 2,09 0,68
1£Y294002 2 295,6 1,55 0,74 3479 2,07 0,92
LY +Met 5mM 1 167,4 1,71 1,01 340,4 2,04 0,99
LY + Met 5mM 2 203.9 1,71 0,72 336.,3 2,04 0,95
Hipoxia 1 4847 1,98 0,77 690,6 1,78 0,81
Hipodxia 2 904,0 2,00 0,52 666,9 1,88 0,71
H+ Met 5mM 1 332,8 1,81 0,54 988,2 2,01 1,52
H + Met 5mM 2 308,1 1,81 0,43 697,2 1,98 1,05
H+LY 1 125,5 1,51 0,40 301,5 1,96 0,73
H+LY?2 2752 1,79 0,56 354,4 1,97 0,77
H+LY +Met 5mM 1 177.,4 1,73 0,56 291,3 1,99 1,13
H+LY + Met 5mM 2 217,6 1,73 0,46 306,6 1,91 0,60

1.4.2. Selecao dos genes endogenos

A selecdo dos genes enddgenos foi realizada com auxilio do software DataAssist

v3.0 (Applied Biosystems®), sendo utilizados como normalizadores da reagdo os genes

RPS19 (Ribosomal Protein S19) (score 0,3786) e RPS5 (Ribosomal Protein SS) (score

0,4032), que apresentaram maior estabilidade de amplificagdo entre as amostras do

mesmo grupo de tratamento e entre todas as amostras analisadas. (Figura 12).
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1.4.3. Analise da expressio génica do VEGFA e HIF-1A4

A expressao génica do VEGFA e do HIF-1A apos o tratamento com metformina
e LY294002 para as células das linhagens tumorais mamarias caninas CMT-U229 e
CF41 foi analisada por PCR em Tempo Real. Para esta analise, o valor da expressdo
relativa (RQ) para o grupo controle foi estabelecido como 0 (zero) e todos os resultados
foram demonstrados como escala de logl10.

A diferenca da expressdo génica do VEGFA entre as células do grupo controle e
tratadas com metformina foi de -0,2327 (= 0,01079; p < 0,05), LY294002 foi de -0,1115
(£0,02142; p <0,05) e combinados metformina e LY294002 foi de -0,2358 (£ 0,03096;
p <0,05; Figura 13A). Por outro lado, com exce¢do do tratamento com o LY294002 (-
0,06383 £ 0,007472), a expressao génica do HIF-1A diminuiu significativamente apds o
tratamento com metformina (-0,1425 + 0,02254; p < 0,05) e metformina com
LY294002 (-0,1233 £ 0,02855; p < 0,05) comparado ao grupo controle (0,0001667 +
0,01338; Figura 13B) nas células da linhagem tumoral mamaria canina CM-U229. O
tratamento com metformina (-0,6138 + 0,03871) e com o inibidor LY294002 separados
(-0,8478 + 0,06007) ou em combinagdo (-0,6510 =+ 0,03193) diminuiu
significativamente a expressdo génica do VEGFA, comparado ao grupo controle
(5,821e-011 £ 0,006856; p < 0,05; Figura 13C) nas células da linhagem tumoral
mamaria canina CF41. A expressao génica do HIFIA diminuiu significativamente apos
o tratamento com metformina (-0,4928 + 0,01503) ¢ LY294002 (-0,5863 + 0,1579)
quando comparados ao grupo controle (3,104e-010 + 0,02099; p < 0,05), mas o mesmo
ndo foi observado para o tratamento com metformina e LY294002 em combinacio

(0,01217 + 0,04451; Figura 13D).
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Figura 13. Analise da expressdo génica do VEGFA e do HIF-1A4 nas células das
linhagens tumorais mamarias caninas antes ¢ apos o tratamento por 24 horas com
metformina e inibidor LY294002 em condi¢des normais de oxigénio. (A) Expressdo
génica do VEGFA e (B) do HIF-1A nas células da linhagem CMT-U229; (C) expressao
proteica do VEGFA e (D) do HIF-14 nas células da linhagem CF41. Valor de p
significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni (£ S.E.M. * = p < 0,05 comparado
ao grupo controle).

Como esperado, apds a indug@o da hipoxia pela adigdo de CoCl, no meio de
cultura, tanto a expressio génica do VEGFA quanto do HIF-1A aumentou
significativamente comparada ao grupo controle nas células das linhagens tumorais
mamarias caninas CMT-U229 e CF41 (p < 0,05; Figura 14). Contudo, apds todos os
tratamentos, a expressdo génica do VEGFA e do HIF-1A diminuiu quando comparada
ao grupo hipoxia (p < 0,05; Figura 14). Dessa forma, os resultados alcangados na
analise da expressdo génica para o tratamento com metformina e/ou LY294002 foram

similares aos resultados demonstrados na expressao proteica descritos anteriormente.
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Figura 14. Andlise da expressdo génica do VEGFA e do HIF-14 nas células das
linhagens tumorais mamarias caninas antes e apos o tratamento por 24 horas com
metformina e inibidor LY294002 em hipoxia. (A) Expressdo génica do VEGFA ¢ (B) do
HIF-1A4 nas células da linhagem CMT-U229; (C) expressdo proteica do VEGFA e (D)
do HIF-1A nas células da linhagem CF41. Valor de p significante no teste ANOVA
seguido de Bonferroni (+ S.E.M. *# = p < 0,05 comparado ao grupo controle).

Estudo in vivo

2. Modelo animal

Para determinar o papel da metformina e do inibidor LY294002, e a possivel
acdo desses farmacos no bloqueio do processo de angiogénese, investigamos seus

efeitos também no modelo animal.

2.1. Analise do peso corporal

O peso corporal dos animais utilizados no estudo in vivo foi verificado
semanalmente, bem como o status de saude dos animais. Quase todos os animais
permaneceram sem qualquer alteragdo em sua homeostase durante a realizagcdo do
experimento, sem demonstrar nenhuma mudang¢a de comportamento ou sinal de
toxicidade das drogas. Porém, na ultima semana de tratamento, trés animais de

diferentes grupos de tratamento (um animal tratado com metformina, um animal tratado
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com LY294002 ¢ um animal tratado com metformina em combinagdo com o
LY294002) apresentaram ascite e ficaram apaticos. Ainda assim, ndo houve perda de
peso durante os 28 dias de tratamento, e considerando a média do peso corporal de cada

grupo de tratamento, ndo houve alteragdes significantes (p > 0,05; Figura 15A).

2.2. Verificacio dos niveis de glicose

A metformina € o principal fArmaco prescrito para o tratamento da diabetes tipo
I1, por esse motivo os niveis de glicose no sangue foram analisados semanalmente, uma
hora apds a aplicacdo da metformina. Nao houve alteracdo significante na glicemia
durante o experimento, mesmo apos o tratamento com metformina e/ou LY294002 (p >
0,05; Figura 15B), indicando que a metformina ndo afeta significativamente os niveis de

glicose em pacientes nao diabéticos.

2.3. Verifica¢ao do volume tumoral

No inicio do tratamento, a média do volume tumoral do grupo controle era de
13,8 £2,2 mm3, tratados com metformina era 19,5 + 5.4 mm® , LY294002 era de 4,0 +
1,1 mm® e metformina em combinacdo com LY294002 era 5,6 + 0,4 mm°. No ultimo
dia de tratamento, o volume tumoral era de 167,6 + 29,9 mm?® para o grupo controle e
para os grupos tratados era de 121,0 + 20,1 mm3, 68,2 + 13,5 mm?® e 131,2+ 16,9 mm3,
respectivamente. Dessa forma, o volume tumoral dos animais tratados com metformina
em combina¢do com LY294002 aumentou significativamente (501,7%) do dia 14 (8,4 +
2,5 mm?) para o dia 21 (45,2 + 12,8 mm”) (p < 0,05; Figura 15C). Apesar disso, animais
tratados com LY294002 apresentaram tumores significativamente menores a partir da
terceira semana de tratamento (dia 21) (20,5 + 5,8 mm”®) comparado ao volume tumoral
do grupo controle (67,1 = 16,6 mm’) até o final do experimento (dia 28) (p < 0,05;
Figura 15D). Esses resultados também foram observados na ultima semana de
tratamento (dia 28) para os animais que receberam tratamento com metformina (121,0 +

20,1 mm?) (p < 0,05; Figura 15D).
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Animais tratados com metformina e com o inibidor LY294002
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Figura 15. Andlise do estado de satide geral dos animais e dos dados relacionados ao
crescimento tumoral nos diferentes grupos de tratamento apos a implantagdo tumoral.
(A) Média do peso corporal e (B) média dos niveis de glicose para cada grupo de
tratamento; (C) Taxa de crescimento tumoral dos animais para cada grupo de tratamento
(* =p <0,05) e (D) Volume tumoral para cada grupo de tratamento (*# = p < 0,05

comparado ao grupo controle). Valor de p significante no teste ANOVA seguido de
Bonferroni (= S.E.M.).

2.4. Analise da citotoxicidade das drogas

Com o objetivo de avaliar a hepato e nefrotoxicidade do tratamento com
metformina e LY294002, todos os animais foram submetidos ao painel: ALT, AST,
uréia e creatinina. Nao houve alteragdes significantes dos niveis de ALT, AST, uréia e
creatinina nos grupos tratados com metfomina e/ou LY294002 comparado ao grupo
controle, mas os valores de AST permaneceram mais altos do que os limites normais

(122)

estabelecidos por Araujo et al., 2000 , mesmo no grupo controle. No entanto, esses

valores ndo indicam alterag@o especifica da fun¢do hepatica induzida pela utilizagdo dos

farmacos.
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2.5. Analise da MVD pela expressao proteica do CD31

Apos a eutandsia, os fragmentos tumorais de todos os animais foram coletados e
armazenados em parafina para avaliar a MVD e a expressdo de fatores angiogénicos por
imunohistoquimica ¢ PCR em Tempo Real. O CD31 ¢ um marcador de células
endoteliais, presente na membrana das células, que é comumente utilizado para analisar
a MVD nos tumores. Os resultados da analise imunohistoquimica do CD31 mostraram
imunomarcagdo positiva em todos os grupos de tratamento, porém com maior
intensidade no grupo controle (p < 0,05; Figura 16), o que por sua vez confirma a
capacidade da metformina e do inibidor LY294002 em bloquear a MVD em modelo

animal de cancer de mama.

Microdensidade vascular (MVD)
Expressao proteica CD31

Densidade Optica Média (D.O.M.)
unidade arbitraria (u.a.)

L] L
Controle Metformina 1Y294002 Metformina+LY294002

Figura 16. Andlise da MVD pela expressdo proteica do CD31 no tecido tumoral dos
animais do grupo controle e tratados com metformina, LY294002 e metformina em
combinagdo com o LY294002. Valor de p significante no teste ANOVA seguido de
Bonferroni (= S.E.M. * = p < 0,05 comparado ao grupo controle).

2.6. Analise da expressdo proteica e génica do VEGF e HIF-1a

A quantificacdo da marcagdo imunohistoquimica do VEGF e do HIF-1a foi
avaliada por densitometria dptica e os resultados mostraram diminuigdo estatisticamente
significante da expressdo proteica do VEGF e HIF-1a no tecido tumoral dos animais
tratados com metformina, LY294002 e metformina em combina¢do com LY294002

comparados ao grupo controle (p < 0,05; Figura 17 e 18).
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Figura 17. Andlise da expressdo proteica do VEGF no tecido tumoral dos animais do
grupo controle e tratados com metformina, LY294002 ¢ metformina em combinagdo
com o LY294002. Valor de p significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni (=
S.E.M. *** = p < 0,001 comparado ao grupo controle).
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Figura 18. Andlise da expressdo proteica do HIF-1a no tecido tumoral dos animais do
grupo controle e tratados com metformina, LY294002 ¢ metformina em combinagdo
com o LY294002. Valor de p significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni (+
S.E.M. *** = p <(,001 comparado ao grupo controle).
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Da mesma forma, o tratamento com metformina, LY294002 e metformina com
LY294002 também diminuiram significativamente a expressao génica do VEGFA e do

HIF-1A comparados ao grupo controle (p < 0,05; Figura 19).
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Figura 19. Andlise da expressdo génica do VEGFA e do HIF-1A4 no tecido tumoral dos
animais do grupo controle e tratados com metformina, LY294002 ¢ metformina em
combinacdo com o LY294002. (A) Expressdo génica do VEGFA e (B) do HIF-IA.
Valor de p significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni (+ S.E.M. **=p < 0,01
*Ek* = p <0,001 comparado ao grupo controle).
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IV. DISCUSSAO
Os fatores angiogénicos desempenham um papel importante no crescimento

(12

. ’ 3 o« gy e -~ .
tumoral e desenvolvimento de metastases '**, sendo a hipéxia uma condi¢do essencial

para a ativacdo do processo de angiogénese. ('*4%*2)

Nesse contexto, a proposta deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com
metformina e com o inibidor LY294002 no processo de angiogénese em condigdes
normais de oxigénio e apos a indu¢do da hipoxia em células de linhagens tumorais
mamarias caninas. Para avaliar o efeito do tratamento com metformina e com o inibidor
LY294002 na viabilidade celular foram testadas diferentes concentragdes por 24 horas e
os resultados mostraram que tanto a metformina quanto o inibidor LY294002 reduziram
a viabilidade celular de ambas linhagens CMT-U229 e CF41, demonstrando seu papel
oncostatico.

A capacidade da metformina em alterar a viabilidade e proliferagdo celular tem
sido demonstrada em diversas linhagens tumorais, incluindo linhagens humanas de
cancer de mama como MDA-MB-435, MDA-MB-231 e MCF-7, mais especificamente
apds o tratamento com a concentracdo de SmM, analisado pelo ensaio de viabilidade
celular MTT. ®” Da mesma forma, Kato et al. (2015) "* analisou os efeitos do
tratamento com metformina na proliferagao de células de cancer de prdstata e encontrou
diminui¢ao estatisticamente significante no nimero de células viaveis apds o tratamento

125 : Lo
( ), realizou tratamento com varias

por 48 horas. Outro estudo recentemente publicado
concentragdes de metformina em células de cancer de cabega e pescoco durante 7 dias,
demonstrando a diminui¢@o na viabilidade celular a partir da concentragdo de ImM. Por
outro lado, diversos autores **'*® tém utilizado altas concentracdes de metformina
(5mM a 40mM) para reduzir a proliferacdo celular por diferentes tempos de incubagio
(24 h a 96 h) em vérios tipos de cancer.

Dados recentes sugerem o envolvimento da via de sinalizagdo PI3K/Akt no
controle da resisténcia a drogas, tornando essa via um importante alvo para as terapias
antitumorais. Nesse sentido, o uso do inibidor LY294002 na inibi¢do dessa via de
sinalizacdo poderia aumentar a sensibilidade das células tumorais & quimioterapia. >
Com relagdo ao efeito antitumoral do inibidor LY294002, alvo das terapias utilizadas no
bloqueio da via de sinalizacdo PI3K/Akt, nossos resultados estdo de acordo com

Komeili-Movahhed et al. (2015) "*” que demonstrou diminuicdo significante da
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proliferagao celular em células MCF-7 apds o tratamento com LY294002, dependente
da concentracdo e do tempo de exposi¢do. Além disso, um estudo com células de
carcinoma nasofaringeo tratadas com diferentes concentra¢des de LY294002 (10 uM a
75 uM) por 24 e 48 horas mostrou diminui¢do da proliferacdo celular e aumento da
apoptose. 139 portanto, esses resultados sugerem a utilizagdo da metformina e do
LY294002 como agentes terapéuticos no cancer de mama devido a sua capacidade de
controlar a proliferagdo celular.

A andlise do ciclo celular ¢ um importante passo para a compreensao das vias
de sinaliza¢do envolvidas na proliferag¢do celular. Esse processo segue uma sequéncia de
eventos representados por diferentes estagios no ciclo celular (GO / G1, S, G2/M), onde
GO corresponde a parada do ciclo celular, G1 a preparacdo das células para o
crescimento e proliferacdo celular pela replicacdo dos cromossomos; S sintese do DNA
e G2/M preparagdo para a divisdo celular e separagdo das cromadtides para a constituicdo
de dois nucleos idénticos. "*" Os resultados da citometria de fluxo para a linhagem
CMT-U229 mostraram que apenas em condi¢des normais de oxigénio a porcentagem de
células na fase GO/G1 aumentou de maneira dependente a adicdo dos tratamentos,
mesmo no grupo controle. Para a linhagem CF41, apenas o tratamento com metformina,
tanto em condi¢des normais de oxigénio quanto em hipoxia, foi capaz de parar o ciclo
celular na fase GO/G1, inibindo a proliferacdo celular e induzindo a apoptose, enquanto
no grupo controle a maior porcentagem células permaneceu na fase S do ciclo celular.

Diversos estudos t€ém demonstrado a capacidade da metformina em parar o
ciclo celular na fase G0/G1 inibindo a proliferacdo celular em diferentes tipos de cancer.
(132139 Na literatura, tem sido relatado que a metformina exerce esta acdo por dois
mecanismos distintos: agindo diretamente na célula tumoral inibindo o metabolismo
mitocondrial e ativando a via de sinalizagdo MAPK (efeito direto) e indiretamente
através da redugdo dos niveis de glicose (efeito indireto), o que por sua vez, impediria a
progressdo tumoral pela inibi¢do do mTOR e regulagdo da expressdo de ciclinas e suas
enzimas (CDKs) inibindo o ciclo celular. "** 3> Apesar de bem descritos, os efeitos
benéficos da metformina na prevencdo e resposta ao tratamento do cancer ndo estio
completamente esclarecidos. (¢¥7)

Em concordancia com os nossos resultados, Li et al. (2012) '¥ demonstraram

que tanto o tratamento com metformina quanto com o inibidor LY294002 foi capaz de
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bloquear a progressao do ciclo celular na fase GO/G1. Além disso, nesse mesmo estudo,
o tratamento com metformina combinado ao inibidor LY294002 aumentou o niimero de
células de cancer de ovério em apoptose. Zhang et al. (2013) ** ¢ Saeki et al. (2015)
(3% investigaram os efeitos da metformina, na progressio do ciclo celular por
citometria de fluxo em linhagens de células de cancer de bexiga e linhagens de células
de cancer de mama canino, respectivamente, ¢ os resultados mostraram que o
tratamento com metformina foi capaz de aumentar significativamente a porcentagem de
células na fase GO/G1 reduzindo a porcentagem de células nas fases S e G2/M. Da
mesma forma, Komeili-Movahhed et al. (2015) "* mostraram a capacidade do inibidor
LY?294002 em parar o ciclo celular na fase GO/G1 em células da linhagem de cancer de
mama MCF-7. A partir desses resultados e dos dados encontrados na literatura, sugere-
se que esses farmacos desempenham importante papel na proliferacdo celular e
consequentemente no crescimento do tumor.

Entretanto, nenhum estudo mostrou a a¢do da metformina ¢ do inibidor
LY294002 no ciclo celular em condi¢des de hipoxia, especialmente em tumores
mamarios. As células podem responder de maneira diferente a alteracdo nos niveis de
oxigénio, alterando seu metabolismo ou sua taxa de crescimento. H4 evidéncias
crescentes que relacionam a capacidade da hipoxia em alterar a proliferagao celular por
dois mecanismos distintos: através da morte celular programada ou por outro lado,
prevenindo a morte celular iniciando uma série de respostas bioldgicas, levando a
proliferacio celular e crescimento do tumor. “* Na primeira hipétese, a hipéxia induz a
apoptose pela via de sinalizacdo do Tp53, ou entdo, inicia a proliferacdo celular a partir
da inativacdo de enzimas responsaveis pela sintese de nucleotideos, inibindo a
replicagdo do DNA o que ocorre em condigdes severas de hipdxia (niveis de oxigénio
0,01%) ou andxia. ** Nossos resultados demonstraram que a hipdxia ndo afetou o
ciclo celular, mas o tratamento com metformina ¢ com o inibidor LY294002 foi
eficiente em diminuir a progressdo celular mesmo nessas condigdes.

No presente estudo, a expressdo proteica do VEGF diminuiu ¢ do HIF-la
aumentou apos a inducdo da hipdxia por adi¢do de CoCl, na linhagem CMT-U229,
enquanto o oposto foi observado na linhagem CF41. Por outro lado, a expressdo génica

do VEGF e do HIF-1A aumentou ap6s a indu¢@o por hipdxia e ambas as linhagens.
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Para manter a sobrevivéncia em condicdes de hipdxia, as células tumorais
iniciam mecanismos adaptativos como a alteragdo do seu metabolismo, producdo e
liberagdo de fatores de crescimento, tornando-se resistentes a apoptose e sendo capazes
de induzir sua propria vasculariza¢do iniciando o processo de angiogénese. ®" Nesse
sentido, a hipdxia € caracterizada como o maior estimulador da expressio do VEGF,
resultante da ligagdo do HIF-1 aos elementos de resposta a hipdxia (HRE). (149 No
entanto, ha uma razdo que explica o motivo da expressdo proteica do VEGF e do HIF-

la ndo terem seguido o mesmo padrdo, sugerida por Aranha et al. (2008) 4"

, pelo fato
da expressdo do HIF-la aumentar imediatamente sob condigdes de hipoxia, e apos a
ativa¢do do VEGF para a reoxigenacdo, o HIF-1a sofre degradacdo proteossomal.

Para mimetizar a hipoxia nesse estudo, foi utilizado o CoCl; na concentragdo de
100uM conforme Dai et al. (2008) *? ¢ apds 24 horas, as células foram tratadas com
metformina e/ou inibidor LY294002. Os resultados mostraram que o tratamento com
metformina e com o inibidor LY294002 diminuiu a expressdo proteica e génica tanto do
VEGF quanto do HIF-1a nas células das linhagens CMT-U229 e CF41 em condicdes
normais de oxigénio e sob hipdxia. De acordo com os nossos resultados, Tadakawa et
al. (2015) ©V também induziram a hipdxia pela adicdo de CoCl, na concentragdo de
150uM em células da linhagem de leiomioma uterino de ratos, 30 minutos antes do
tratamento com metformina, € os resultados mostraram que apds a inducdo com hipdxia
houve aumento da expressdo do VEGF e do HIF-la e diminui¢do dos mesmos apds o
tratamento, demonstrando sua a¢do antiangiogénica.

O VEGF esta superexpresso em células de cancer renal, pulmonar, cancer de
mama e de ovario. Nesse contexto, mecanismos terapéuticos para bloquear a
vascularizagdo de tumores, bloqueando o processo de angiogénese a partir da regulacdo
do VEGF podem significar um caminho para o tratamento efetivo de diversos tipos de
cancer. 4
De acordo com os nossos resultados, Soraya et al. (2012) "** demonstraram que
o tratamento com metformina foi capaz de diminuir a expressdo do gene VEGFA em
linhagem de células endoteliais HUVEC. Da mesma forma, Treins et al. (2006) ®

demonstraram que a metformina foi capaz de inibir a expressdo do HIF-1a em células

epiteliais.
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Além disso, o tratamento com LY294002 diminuiu a expressdo do HIF-1a e do
VEGEF na linhagem celular de cancer de mama MCF-7, de acordo com Du et al. (2011)
O Zhao et al. (2011) ©3) demonstraram que o tratamento com o inibidor LY294002 foi
capaz de bloquear a ativagdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt em situagdes de hipoxia,
diminuindo a taxa de proliferacdo celular in vitro e o crescimento tumoral in vivo em
linhagens celulares de carcinoma de célon, pulmao e melanoma.

No entanto, pouco se sabe quanto a influéncia do tratamento com metformina
em combina¢@o com o inibidor de PI3K, LY294002 na angiogénese tumoral. Apenas os
trabalhos de Liu et al. (2011) "'¥ ¢ Li et al. (2012) "'* demonstraram que o tratamento
com LY294002 em combinag@o com a metformina foi eficaz em diminuir a proliferacio
celular em cancer de ovario e no tratamento do cancer de mama, porém nao foi
verificada relagdo com o processo de angiogénese, o que torna este estudo inédito.

Assim, para avaliar a a¢do da metformina e do inibidor LY294002 na
angiogénese tumoral, células da linhagem CF41 foram implantadas em camundongos
fémeas Balb/c nude atimicos, e esses por sua vez foram tratados com metformina e com
o inibidor LY294002. No presente estudo, o tratamento com metformina foi realizado
na dose de 200 mg/kg intraperitonealmente de acordo com Rattan et al. (2011) "*”. Em
humanos, a dose de metformina normalmente utilizada para o tratamento da diabetes
tipo 2 varia de 1000 a 2500 mg, administrada duas vezes ao dia, o que corresponde a
6mM Y maior do que a concentragdo utilizada no estudo in vitro. No estudo in vivo,
os animais receberam 200 mg/kg de metformina diariamente, que pode ser traduzido
para o equivalente a dose humana pelo método de Regan-Shaw *. Assim, a dose de
200 mg/kg utilizada no modelo animal ¢ equivalente a 960 mg/kg em um humano
saudavel de aproximadamente 60 kg, o que corresponde a menos da metade da dose
normalmente utilizada para o tratamento da diabetes tipo 2.

Outros estudos tém demonstrado o efeito anti-proliferativo da metformina em
tumores tanto in vitro quanto in vivo. (146) No presente estudo, cabe reforgar que, ndo
houve alteracdo significante da média do peso corporal de cada grupo de tratamento e
também na glicemia durante o experimento, mesmo apds o tratamento com metformina
e/ou LY294002.

) (90)

Da mesma forma, Phoenix et al. (2009 analisaram a taxa de glicose

sanguinea de animais que receberam implante de células de linhagem de cancer de
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mama MDA-MB-435 ¢ que foram tratados com metformina, e os resultados nao
mostraram diferenga significante entre os grupos durante os 40 dias de tratamento.

A metformina € capaz de reduzir a glicose sanguinea inibindo a gliconeogénese
hepatica e aumentando a captagdo de glicose em células musculares, sem estimular a
secrecdo de insulina *717; por esse motivo, ¢ um medicamento seguro que tem efeitos
positivos sobre a perda de peso e menor incidéncia de hipoglicemia comparado ao
tratamento com outros agentes utilizados para a diabetes. ''*®)

Quanto ao volume tumoral, os animais tratados com metformina e com
LY294002 apresentaram tumores significativamente menores comparados ao volume
tumoral do grupo controle. Diversos estudos tém como objetivo determinar o papel da

(148)

metformina na preven¢do do cancer sendo que, estudos com modelo animal tem

demonstrado que a metformina previne o crescimento tumoral inibindo a proliferagao
celular. '*

De acordo com nossos resultados, o estudo de Kato et al. (2012) ** demonstrou
que o tratamento intraperitoneal com metformina levou a inibi¢do do crescimento
tumoral em animais implantados com células de cancer géstrico. Ainda, o estudo de Ben
Sahra et al. (2008) *? injetou células de carcinoma de prostata e realizou tratamento
intraperitoneal e oral com metformina diariamente, demonstrando diminui¢ao de 35% e
55%, respectivamente, do crescimento tumoral independente da via de administracéo.
Além disso, a metformina ndo teve efeitos toxicos nos animais e ndo afetou o peso
corporal. Liu et al. (2009) 159 demonstrou que o tratamento oral com metformina foi
capaz de diminuir o crescimento do tumor em animais implantados com células de
cancer de mama MDA-MB-231.

Quanto a expressdo proteica e génica, nossos resultados mostraram que tanto o
tratamento com metformina quanto com o inibidor LY294002 diminuiu a expressdo
proteica e génica do VEGF e do HIF-1a no tecido tumoral dos camundongos. Assim
como, houve diminui¢do da expressio do marcador de células endoteliais CD31,
demonstrando a acdo da metformina e do inibidor LY294002 no controle da
angiogénese. Da mesma forma, Jun et al. (2015) "°V demonstraram diminuicdo da
expressdo do VEGF em pacientes com cancer gastrico tratados com metformina. Wang
et al. (2015) "*? demonstraram a diminui¢io do VEGF e da microdensidade vascular

apods o tratamento com metformina.
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A angiogénese ¢ um processo complexo regulado pelo equilibrio entre fatores
pro-angiogénicos e anti-angiogénicos, incluindo fatores de crescimento, angiopoetinas,
moléculas de adesdo, entre outros. (153 O tratamento com metformina e com o inibidor
LY294002 atua nas vias de sinalizacio MAPK e PI3K/Akt/mTOR, as duas principais
vias de sinaliza¢do envolvidas no processo de angiogénese, que resultam na ativacdo do
HIF-1, que por sua vez regula a produ¢do do VEGF pelas células tumorais. (86,88,154)
Assim, os resultados alcangados nesse estudo demonstram que a utilizagdo tanto da

metformina quanto do inibidor LY294002 ¢ segura e eficaz como estratégia terapéutica

no cancer de mama.
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V. CONCLUSOES

O presente trabalho permite concluir que:

1.

3.

A metformina e o inibidor LY294002 influenciam na viabilidade celular de
células de linhagem tumoral mamaria canina, apos 24 horas de tratamento, além
disso, esses tratamentos pararam o ciclo celular na fase GO/G1 tanto em
condi¢des normais de oxigénio quanto em hipoxia reduzindo a proliferagdo

celular.

Tanto o tratamento com metformina quanto com o inibidor LY294002
apresentaram a¢ao antiangiogénica no cancer de mama tendo em vista a inibi¢do
da expressao proteica e génica do VEGF e do HIF-1a em condi¢des normais de
oxigénio e também sob hipdxia nas células das linhagens tumorais mamadrias
caninas, assim como no tecido tumoral transplantado em camundongos fémeas

Balb/c nude atimicos.

No estudo iz vivo, o tratamento com metformina ¢ com o inibidor LY294002
influencia no volume tumoral e a microdensidade vascular, sem alterar os niveis
de glicose e o peso corporal dos animais, corroborando a importincia da
metformina e do inibidor LY294002 no controle da proliferacdo celular,
confirmando a regulacdo do processo de angiogénese e¢ diminuindo assim a

progressdo da doenca.
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VII. APENDICE

Apéndice A: Protocolos de preparo das solucdes.

'SDS-HCL 0,01M  SDS lg
Agua e-pure autoclavada --------- 9,992 ul
HCL 8 ul

2 Tampdo citrato (pH 6,0) Acido Citrico -------- 2,1g

Agua Destilada ------ 1000 mL

Solugdo de hidréxido de sodio (NaOH) para regulagdo do pH do acido citrico
NaOH --------------- 1,6 g
Agua Destilada ---- 20 ml

3PBS Cloreto de Sodio 16,36 g
Fosfato de Sddio Dibasico --- 2,1g
Fosfato de Sédio Monobasico di-hidratado -------- 0,6 g
Agua Destilada --- 2000 mL

*BSA PBS---------- 12 mL
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VIII. ANEXOS

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

it s Faculdade ds Modicins oo SSo José-do Ric Prele
m Comissdo de Etica no Uso de Animais — CELA
FAMERD .

DELIBERACAC CEUA N° 02172013

A Comiss3e de Ebca no Use de Animais da Faculdade ge Medicina de S3o José do
Rio Pretn — CEUAFAMERP, em reunifo, analisou o projefo inttulade “Inibigio da
metastiase wia Fansigao epitélic mesenguinal por RNA de interferéncia ¢ blogueio da
angiogénse pelas vias de sinalizagio PEK e MAPK/AKYmMTOR apés tratamente com
metformina & LY284002 em neoplasia mamana.” [Protocolo FAMERP n* 001-
003248720137, scb responsabiidade da Profa. Dra Debora Aparscida Pres de Campos
Zuccari, & defiberou que ¢ mesmo esta de acondo com o5 pAncipios elicos estabetecdos
na Lei n® 11.794/2008 e na Resolugie r° 714/2002 o projetn ests APROVADO

S50 José do Rio Preto, 31 de oubsbro de 2013
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Prof. Dv_ Julic César Andid
Presidents da CELA - FAMERP
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