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Efeito anti-tumoral da metformina: caracterizacdo da morte celular por piroptose e da modulacao

de para@metros carcinogénicos em células de hepatocarcinoma (HCC)

Resumo

Dissertacdo de Mestrado

Gabriel Henrique da Mota Araujo

A metformina € uma biguanida, que atua como hipoglicemiante oral e é o farmaco de primeira
escolha usada principalmente para tratar a diabetes tipo 2. No entanto, o0 uso deste medicamento
estd associado a diminuicdo do risco no desenvolvimento de muitas patologias, incluindo varios
tipos de cancer. Além das suas acGes inibitorias sobre a proliferacdo, essa biguanida também pode
favorecer a morte celular de muitos tipos de cancer. O carcinoma hepatocelular (HCC) é um dos
tipos de tumor mais comuns e mortais e esta altamente associado a outras doencas crénicas. No
entanto, pouco se sabe sobre a acdo da metformina no carcinoma hepatocelular. Para esse fim, o
objetivo deste estudo foi investigar se a metformina induz a morte celular piroptdtica em
hepatocitos tumorais (Hepa 1clc7) e se modula pardmetros carcinogénicos in vitro. Nossos
resultados indicaram que a metformina induz citotoxicidade sobre células de cancer de figado
murino (Hepa), favorecendo a ocorréncia de morte litica sobre essas células, a formac&o de poros
na membrana, liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), ativacdo de caspase-1 e caspase-3,
ativacdo de HMGB1, bem como a clivagem de Gasdermina D (GSDMD). Além disso, observamos
que a metformina inibe a progressdo do ciclo celular, a proliferacdo destas células e a formacéo de
colénias em células Hepa 1clc7. A metformina também aumentou os niveis de acidificacdo
lisossomal e secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias como IL-1B e TNF-a. A biguanida nédo alterou
os niveis de corpusculos lipidicos (CL). Portanto, conclui-se que a biguanida metformina induz
morte celular piroptotica, modulando também diversos parametros celulares e carcinogénicos em
células de hepatocarcinoma.



The anti-tumoral effect of metformin:

Characterization of cell death by pyroptosis and modulation of carcinogenic parameters in
hepatocarcinoma cells (HCC)

Abstract

Dissertacdo de Mestrado

Gabriel Henrique da Mota Araujo

Metformin is a biguanide, which acts as an oral hypoglycemic and is the drug of choice used
primarily to treat type 2 diabetes. However, the use of this medication is associated with a decreased
risk of developing many pathologies, including various types of cancer. Due to its inhibitory actions
on proliferation, angiogenesis, metastasis and metformin can favor cell death in many models of
cancer. Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common and deadly types of tumor,
and is highly associated with other chronic diseases. However, little is known about the action of
metformin in hepatocellular carcinoma. To that end, the aim of this study was to investigate
whether metformin induces pyroptotic cell death in tumor hepatocyte lines (Hepa 1clc7) and
modulates carcinogenic parameters in vitro. Our results indicated that Metformin induces
cytotoxicity in murine liver cancer cells (Hepa), favoring the occurrence of lytic death in these
cells, the formation of pores in the cell membrane, release of Lactate Dehydrogenase (LDH),
activation of caspase-1 and caspase-3, activation of HMGBL1, as well as the cleavage of Gasdermin
D (GSDMD). In addition, we observed that metformin inhibits the progression of the cell cycle,
proliferation of these cells and formation of colonies in Hepa 1c1c7 cells. Metformin also increased
the levels of lysosomal acidification and the secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-
18 and TNF-a. This biguanide did not change the levels of lipid droplets (LD) biogenesis.
Therefore, it is concluded that the biguanide metformin induces pyroptotic cell death, also

modulating several cellular and carcinogenic parameters in hepatocarcionoma cells.
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1. Introducéo

1.1 Cancer

O céancer, comumente chamado de neoplasia maligna, é a denominag&o dita para
um vasto grupo de doencas, as quais podem se iniciar em qualquer tecido ou érgdo do
corpo, a partir do crescimento anormal e desordenado das células, ndo somente
proliferacdo desordenada, mas também sob a viabilidade celular de subclones de células
na massa tumoral, que podem possuir a habilidade de invasdo para demais tecidos
adjacentes. As células tumorais podem alcancar a circulacdo e invadir outros 6rgéos, num
processo denominado de metastase, a qual é uma das principais causas de morte por
cancer, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (do inglés World Health Organization
—WHO, 2018).

Apenas no ano de 2020, ocorreram cerca de 830 mil mortes em decorréncia de
neoplasias malignas no figado, sendo o céncer a segunda principal causa de morte em
todo o mundo, ficando atras apenas das mortes por doencas coronarianas (Sung et al.,
2021). Cerca de 9,6 milhdes de pessoas padeceram em 2018 em decorréncia de
complicagdes pela doenga. Dentre os tipos mais comuns de céncer, os de pulméo,
préstata, colorretal, estbmago e figado sdo os mais comuns em homens, enquanto que 0s
de mama, cancer colorretal, pulmonar, cervical e tireoide sdo os mais frequentes entre as
mulheres (Ferlay et al., 2015).

Tabela 1. Incidéncia, mortalidade e prevaléncia de cancer no mundo em 2018.

New cases Deaths S-year prevalence (all ages)

Rank (%) Cum.risk Rank (%) Cum.risk Prop
1 11.6 75 1 18.4 2.22 27.91
2 11.6 5.03 a 6.6 1.41 81.78
1276 106 3 7.1 3.73 38 0.60 6.73
1096 601 4 6.1 31 8 0.54 36.49
1033 701 s 5.7 1.31 2 8.2 0.95 20.83
6 a7 1.08 3 8.2 0.98 8.85
7 3.9 0.91 3.2 0.35 2a.58
8 3.2 0.78 6 53 0.67 7.7
° 3.2 1.36 33 0.77 8.98
10 EX] 0.68 0.43 0.05 6.17
1 3.0 0.65 a 2.1 0.18 21.60
12 28 0.61 2 26 0.27 17.73
13 2.5 0.55 7 as 0.50 3.70
14 2.4 0.48 1 3.2 0.33 15.39
15 22 0.52 7 1.8 0.20 13.44
16 2.1 1.01 1 0.94 0.21 33.93
17 2.0 0.46 1.9 0.23 11.97
18 1.6 0.36 25 0.30 10.10
19 1.6 0.72 9 0.4¢ 20.17
20 1.6 0.35 23 0.64 0.07 12.65
21 1.2 0.25 1.7 0.18 3.06
2 0.98 0.25 0 0.99 0.1 6.41
3 0.88 0.20 1.1 0.1 493
24 0.71 0.16 22 0.76 0.10 475
25 0.51 0.13 a s3 0.07 68
26 0.45 0.11 6 0.37 0.0 56
27 0.44 0.08 7 0.27 0.03 3.62
28 0.39 0.14 34 0.10 0.02 7.38
29 0.29 0.06 0.23 0.03 62
30 0.27 0.06 31 0.20 0.0. 67
31 0.24 0.09 32 0.16 0.03 3.50
32 0.23 0.04 30 0.21 0.02 16
33 0.1 0.09 0.16 0.04 G 2.44
0.17 0.04 28 0.27 0.03 0.4

3 10 0.04 2

All canc; s 18 078 957 - 20.20 9 555 027 - - 10.63 43 841 302 574.38

Taxas de mortalidade por tipos de cancer no ano de 2018 mostram o cancer de figado como o 6° tipo com maior

prevaléncia e 0 30 no indice de mortalidade. Fonte: WHO — Organizagdo Mundial da Saude.



O céncer continua a ter sua incidéncia aumentada globalmente, assim como o0s
gastos financeiros sobre os individuos acometidos, além de causar diversas complicacfes
emocionais e familiares aos envolvidos (Wozniak and Izycki, 2014). Estima-se que cerca
de 70% das mortes por cancer ocorrem em paises de baixa renda, onde ha caréncia de
acesso aos exames, diagnostico e também a escassez de recursos para tratamento. Além
dos impactos emocionais e fisicos que o cancer gera, interfere também na escala
financeira global. Estudos realizados em 2010 referentes as movimentag6es financeiras
decorrentes do céancer, apontaram gastos com tratamento e diagnosticos de
aproximadamente US $ 1,16 trilhdes (WHO, 2018).

Evidéncias epidemioldgicas indicam que diversos fatores podem estar associados
ao aumento na incidéncia de neoplasias malignas, tais como o héabitos de uso tabaco, falta
de atividades fisicas, consumo exagerado de bebidas alcodlicas, ma alimentacdo,
obesidade, infecgdes virais, bem como outros fatores como exposicéo solar excessiva e
outros. Embora fatores externos ao organismo sejam fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca, alguns processos internos como envelhecimento e mutagoes
contribuem significativamente para o numero de casos de neoplasias malignas (Pereira,
2016). Mutac6es se referem a modificacdo na sequéncia de nucleotideos que comp&e um
gene (Hanahan and Weinberg, 2011) E fundamental também a taxa de divis&o celular que
é influenciada por hormonios, crescimento celular e inflamacdo, fatores que podem
determinar lesdes no DNA e mutagdes possivelmente resultando em alteracdes genéticas
gue podem promover o estabeleciemento tumoral (Blackadar, 2016).

Os principais pontos pelos quais se desencadeiam o desenvolvimento das
neoplasias malignas estdo na perda da regulagéo da divisao celular e no descontrole da
morte celular, o que pode ocasionar uma producdo de massas celulares e posteriormente
a metastase (Chaffer, 2011). Nas neoplasias, 0 processo metastatico das células tumorais
se caracteriza como a principal causa de 6bito entre as pessoas que o desenvolvem (Pikala
and Maniecka-Bryla, 2014). As alteragdes durante o processo de manutencdo da
angiogénese, a invasao e a capacidade de migracdo desses tumores favorecem o processo
de metastase. Uma vez essas células mutadas dispersas para demais 6rgaos, via corrente
sanguinea ou vasos linfaticos, sua disseminacdo pelo corpo pode comprometer a
homeostase funcional dos 6rgéos e tecidos invadidos, acarretando na perda funcional e
potencialmente ao obito (Chambers et al., 2002).

As mutagdes associadas as neoplasias ou ao recrutamento de fatores aberrantes

representam oportunidades emergentes para a terapia de cancer. Por exemplo, 0s
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inibidores da EZH2 - uma metiltransferase de histona 3 lisina 27 (H3K27), a qual é super
expressa em varios tumores solidos e é o local de mutagdes recorrentes de ganho de
funcdo no linfoma, estdo despertando consideravel interesse como potenciais agentes
anti-cancer e foram avancados recentemente para testes clinicos (Shah et al., 2014).

O motivo pelo qual essas modificacdes fenotipicas ocorrem nas células tumorais,
residem no fato do acarretamento de mutacfes ou alteracbes epigenéticas que podem
modificar a expressdo, amplificacdo, e a funcdo dos mesmos, que podem alterar a
expressdo de genes somaticos. As principais razdes que influenciam no processo de
alteracdo das células normais em células neoplésicas sdo os de divisdo e morte celular, e
erros nos mecanismos de reparo do DNA que se tornam inoperantes ou ineficientes nas
células tumorais, bem como modificacbes de proto-oncogenes, responsaveis pelo
crescimento celular, que levam ao aparecimento de oncogenes, que podem Vir a exercer
um papel no aumento da producdo de fatores de crescimento (Weinstein and Joe, 2006).
MutacOes em genes supressores de tumor, que diferente dos proto-oncogenes, sao
encontrados em todas as células do corpo, também podem ocasionar alteracfes nesses
pontos de controle de crescimento e morte celular, como no gene p53, que é encontrado
de forma modificada em cerca de 50% dos canceres em humanos, e é responsavel por
funcdes como parada na divisdo celular realizando reparos em possiveis erros no DNA,
bem como induz morte em células através do processo apoptético. Logo alteragdes nesse
gene podem ocasionar mutacdes que levam ao processo neoplasico (Sun and Yang, 2010).

Atualmente as principais abordagens terapéuticas contra o cancer mais utilizadas
sdo a quimioterapia, a radioterapia, a imunoterapia e combinacfes destas. Porém, em
muitos casos, essas abordagens se mostram ineficientes ou mesmo tdxicas aos pacientes
(Luo et al., 2019). Contudo, um fato que tem se tornado preocupante aos profissionais da
area de saude, ¢ a alta recorréncia de algumas neoplasias malignas, relacionada a
micrometastases, como é observado em alguns pacientes com HCC (Simard et al., 2013).
E além disso, também observa-se a crescente resisténcia as drogas convencionais
utilizadas nos tratamentos anti-cancer que diversas neoplasias tem adquirido, e tal fato
tem como resultado o favorecimento do processo metastatico (Valastyan and Weinberg,
2011).

Estudos recentes, também mostram que a ineficiéncia das terapias convencionais
atualmente empregadas na busca pelo tratamento do cancer, relacionadas a resisténcia

tumoral, pode ser mediada por mecanismos de inibicdo de morte celular, modifica¢oes
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no metabolismo da droga, alteracBes epigenéticas e no alvo da droga, aumento no

processo de reparo de DNA e amplificagdo génica (Mansoori et al., 2017).

1.2 Hepatocarcinoma

O cancer de figado estd entre os cinco subtipos mais agressivos do mundo e
apresenta uma alta taxa de mortalidade ja em seu primeiro ano de desenvolvimento.
Estudos mostram que o céncer de figado ja foi a segunda maior causa de morte nos
homens (Ferlay et al., 2015). Os carcinomas hepatocelulares (HCC) abrangem entre 70-
80% dos canceres no figado. Embora os recentes avancos clinicos para o tratamento do
cancer, 0 HCC continua sendo um dos canceres mais dificeis de tratar. A cirurgia, terapias
destrutivas locais e transplante de figado continuam sendo as indicagdes mais utilizadas
para o enfrentamento da doenca. No entanto, a recorréncia do HCC continua a ser um
empecilho para a completa resolucdo da doenca, atingindo uma incidéncia de mais de
70% em 5 anos (Llovet et al. 2005). O tratamento para esse tipo de tumor ainda ndo é
completamente efetivo, apresentando alto quimioresisténcia e ha um alto indice de
metastase, do figado para outros 6rgdos, tento uma maior taxa de metastase para 6rgaos
adjacentes, como pancreas, estbmago, colon e reto (Llovet et al., 2008).

A distribuicdo geografica e as taxas de mortalidade do HCC s&o heterogeneamente
distribuidas bem como existe uma maior incidéncia deste tipo de cancer na populacao
masculina. Este fato é observado em quase todas as regides, como na Europa Central, que
apresenta registros de incidéncia de quatro a cinco vezes maiores entre a populagédo
masculina em relacdo as mulheres (Bosetti et al., 2014). A discrepante diferenca de
género nas taxas ainda ndo sdo bem compreendidas, mas especula-se que estejam
relacionadas aos fatores de risco mais prevalentes entre os comportamentos masculinos,
bem como as diferencas nos horménios esteroides sexuais e a exposicao a hepatites virais
(He et al., 2010).

O desenvolvimento do HCC usualmente ocorre em ambientes onde ja existem
sinais de doencas cronicas, muitas vezes relacionadas a infecc¢des pelo virus da hepatite
ou ao abuso de alcool (Marengo et al., 2016). Entretanto, tem crescido o nimero de casos
onde doencas hepéticas gordurosas nao alcotlicas (DHGNA) se apresentam como gatilho
para o desenvolvimento de HCC n&o relacionados a virus (Marrero et al., 2002).
Outro tipo de cancer de figado, o colangiocarcinoma, é raro na maioria das partes do
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mundo, mas apresenta altas taxas na Tailandia e em outras partes da Asia devido as
infeccBes no figado (Shin et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos conduzidos em diferentes paises mostraram o
desenvolvimento de HCC também esta relacionado a DHGNA em um ter¢o dos pacientes
analisados (Tokushige et al., 2011). Os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento de HCC associado a cirrose j& estdo bem descritos. Porém, os
mecanismos que relacionam como DHGNA favorecem o aparecimento de HCC ainda
estdo sendo elucidados e apontam para fatores que envolvem a resisténcia a insulina,
esteatose hepatica e inflamacdo do tecido adiposo presente no microambiente hepético
(Vanni and Bugianesi, 2014).

1.3 Inflamacéo e Cancer

Para o estabelecimento do cancer de figado moléculas como leptina, adiponectina,
TNF- o ¢ IL-6 exercem um importante papel (Jiang et al., 2014). A leptina pode regular
o crescimento de HCC agindo em células endoteliais, promovendo a proliferacdo celular
e a angiogénese. Aumentos nos niveis de leptina induzem também uma maior migracdo
e invasividade tumoral (Saxena et al., 2007). O tratamento com adiponectina diminuiu o
crescimento tumoral de HCC e a infiltracdo de macrofagos, e portanto, baixos niveis de
adiponectina sdo mais favoraveis ao desenvolvimento tumoral (Man et al., 2010).
Camundongos com elevados niveis de IL-6 apresentaram uma maior progressao tumoral
(Maione et al., 1998), assim como diferentes niveis de TNF-o influenciam diretamente a
viabilidade e proliferacdo de hepatocitos, através da ativacdo do fator de transcri¢éo
NFxB (Jiang et al., 2014). Portanto, a inflamacdo possui um papel crucial para o
estabelecimento e a progresséo tumoral.

A inflamagdo pode ser iniciada pelos inflamassomas e a ativagdo dos
inflamassomas dependente de caspase-1 esta intimamente relacionada a progressdo de
varios tumores (Kolb et al., 2014). O inflamassoma NLRP3 apresenta um importante e
complexo papel no contexto imunoldgico, atuando na linha de frente no combate a
infeccOes pela imunidade inata (He et al., 2016). O inflamassoma NLRP3 compreende
trés bases funcionais, a primeira, a regido NOD de regulagdo, localizada na posicao
central, a segunda seria uma regido N-terminal efetora envolvida no processo de
sinalizagdo, e esta presente nessa regido um dominio pirina (PYD), um dominio

responsavel pelo recrutamento de caspase (CARD), ou um dominio inibidor de
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baculovirus (BIR); e por ultimo, a regido C-terminal que é composta por repetigdes ricas
em leucina (LRRS).

Para que haja a montagem e ativagdo correta do inflamassoma, dois sinais sao
necessarios para a eficiente maturacdo de IL-1B e IL-18. O primeiro sinal consiste da
sinalizagdo por PRRs que induzam a ativacgéo do fator de transcri¢do NF-xB, promovendo
a transcricdo de pro-IL-1B e pro-1L-18; o segundo sinal, consiste no processamento
proteolitico desses precursores em suas formas biologicamente ativa via caspase-1, a qual
¢ ativada pelo inflamassoma. Apds a ativacdo, a proteina NLRP3 interage com ASC via
PYD, e o dominio CARD da proteina adaptadora ASC recruta o dominio CARD da pro-
caspase-1 para formar o complexo NLRP3-ASC-pro-caspase-1, também chamado de
inflamassoma NLRP3, e caracterizado como a via candnica de montagem do
inflamassoma NLRP3 (Latz et al., 2013).

Essa resposta mediada por caspase-1 pode atrair e ativar outras células
imunolégicas, aumentar a inflamagdo no microambiente tumoral e por consequéncia,
afetar a progressdo tumoral bem como a inducéo de metéstases. Em linhagens de HCC,
foi mostrado que a ativacdo de caspase-1 induzida por HMGB1, um classico sinal de
perigo celular, estava relacionado ao aumento da capacidade de invasdo celular das

linhagens tumorais (Yan et al., 2012).

1.4 Morte Celular

Diversos estudos evidenciaram experimentalmente que a morte celular nao é
apenas um processo inevitavel ao final da vida de cada célula, mas também atua como
um conjunto de mecanismos geneticamente codificados para a eliminacéo direcionada de
fluidos, moléculas irreversivelmente danificados ou potencialmente prejudiciais, bem
como a resolucdo contra patdgenos e células tumorais (Miao et al., 2010; Fuchs and
Steller, 2015; Bebber et al., 2020)

Os processos de morte celular podem ocorrer de duas maneiras: morte celular
programada e morte celular acidental. A morte celular programada necessita da ativagao
do magquinario celular e de moléculas codificadas geneticamente, para que algum dos
tipos de morte programa possam ocorrer. Temos por exemplo de morte celular
programada a apoptose, a necroptose e piroptose. Em contraste, a morte acidental ocorre

como consequéncia de injarias, sejam elas quimicas ou fisicas, e ocorrem de forma
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independente as vias de sinalizagcdo, como a necrose (Fearnhead et al., 2017). A morte
celular pode ser induzida em resposta a diferentes estresses, principalmente ao estresse
oxidativo e a perda do controle sobre um Unico ou mais de um tipo de morte celular e
pode contribuir para o estabelecimento de doencas humanas como cancer,
neurodegeneracdo, doencas autoimunes e doencas infecciosas (Linkermann et al., 2014).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado que muitas novas formas de
morte celular programa (MCP) foram identificadas, dentre eles estdo incluidos a
necroptose, piroptose, ferroptose, morte celular entdtica, morte celular netotica,
partanatos, morte celular dependente de lisossomo, autofagia, alcaliptose e a oxeiptose
sdo as diversas mortes programadas descritas até o0 momento (Tang et al., 2019). Dentre
as MCP’s, sabe-se que elas podem ser consideradas liticas ou ndo-liticas, a depender da
via de sinalizacdo ativada (Jorgensen et al., 2017). As mortes liticas estdo associadas a
uma alteracdo na membrana celular, ao extravasamento e/ou a liberacdo de diversas
proteinas e compostos quimicos do citosol e nucleo, reticulo endoplasmatico, mitocondria
e citosol celulares. Essas moléculas sdo chamadas de cDAMPs (cell death-associated
molecular-patterns) DAMPs (Damage- associated molecular patterns) e alarminas
(Sangiuliano et al., 2014). Compostos estes, que podem ser secretados a partir da

formagé&o dos poros, e se ligarem a receptores adjacentes (LaRock and Cookson, 2013).

1.5 Piroptose

A piroptose é uma morte celular programada mediada pelas caspases inflamatorias
(Caspases-1, -4, -5 em humanos e -11 em camundongos) ativadas pelos complexos de
inflamassomas, que levam a formacdo de poros na membrana (Sborgi et al., 2016). Os
poros caracteristicos da piroptose sdo formados na membrana celular pela proteina efetora
da piroptose, conhecida como Gasdermina D (GSDMD), a qual é o substrato mais
importante na piroptose, validado experimentalmente, dentre todas as cascatas
inflamatorias (Shi et al., 2015). A GSDMD, ao se clivar, oligomeriza-se na membrana
celular e leva a geracéo de poros caracteristicos da piroptose (Ding et al., 2016).
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Figura 1: Diagrama esquematico que ilustra a formagdo de poros GSDMD-N dependente de Pl (4,5) P2 na
membrana plasmatica que permite a liberacao de IL-1p no espaco extracelular. Brough, D., Pelegrin, P. & Nickel,
W., 2017. An emerging case for membrane pore formation as a common mechanism for the unconventional secretion

of FGF2 and IL-1B. Journal of Cell Science, p.jcs.204206

Sabe-se também que a piroptose pode ser induzida de duas maneiras distintas, por
sua via canonica e pela via ndo-canbnica. A via canfnica é ativada a partir do
reconhecimento de DAMP’s e PAMP’s (padrdes moleculares associados a patdgenos)
pelos Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRS) que entdo induzem a formacao dos
complexos multiprotéicos, inflamassomas, responsaveis por formarem uma plataforma
que permite o recrutamento e ativacdo das moléculas de caspase-1 (Elliott and Sutterwala,
2015). A caspase-1 é responsavel pela clivagem e ativacao de IL-f e IL-18 as quais séo
secretadas para o citosol assim como pela clivagem e pela ativagdo da porgéo efetora N-
terminal da GSDMD que se oligomeriza na membrana da célula Fig 1. Essa interagdo
ocorre a partir da interacdo da GSDMD com cardiolipinas e fosfatidilinosideos, e permite

a formacdo do poro de cerca de 15 nm de didmetro (Aglietti et al., 2016).
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Figura 2: Modelo de ativacdo do inflamassoma candnico e morte celular inflamatdria. Xing Liu, Judy Lieberman,
201, A Mechanistic Understanding of Pyroptosis: The Fiery Death Triggered by Invasive Infection, Program in Cellular
and Molecular Medicine, Boston Children’s Hospital, Harvard Medical School, pp. 82-110.

Em contrapartida, a via ndo-canbnica € mediada a partir da interacdo do
lipossacarideo (LPS) citoplasmatico e a caspase-11 em murinos, tendo como seus
ortologos as caspase-4 e caspase-5 em humanos. Uma vez que ocorre a deteccdo do LPS
pela caspase-11, através do dominio CARD da caspase, esta cliva e ativa a porgdo efetora
da GSDMD, dando progressdao ao processo piroptético, bem como € responsavel pela
ativacdo e secrecédo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1p e IL-18 (Shi et al., 2014).

Atualmente, alguns inflamassomas ja estdo bem caracterizados no tocante a
apresentarem a capacidade de induzirem a piroptose, Fig. 2, podendo-se citar 0s
inflamassomas NLRP1b, o NLRP3, NLRC4, Inflamassoma de Pirina e o0 AIM2 (Liu and
Lieberman, 2017). Também se sabe que a piroptose pode ser ativada mediante o dano e
a ruptura lisossomal. Essa ruptura pode ser causada por diversos estressores, incluindo

compostos quimicos que promovem a liberacdo de catepsina B e o efluxo de potéssio,
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levando a ativacdo do inflamassoma NLRP3 que resulta na ativacao direta de caspase-1
(Lamkanfi and Dixit, 2014). A ativacdo da piroptose mediante dano lisossomal pode ser
modulada através da inibicdo da acidificacdo ou da atividade de catepsinas, como pelo
uso de inibidores de CatB, como Ca074, cistatina C endégena ou nocaute genético de
CatB (Alu et al., 2020).

Sabe-se também que a piroptose desenvolve diversas fungdes em processos
celulares, relacionados a resolucédo de infeccgdes virais e bacterianas (Liu and Lieberman,
2017). Bem como também ja foi observado a morte por piroptose em células de cancer
de es6fago humano induzida por metformina (Wang et al., 2019). Porém, até o presente
momento nédo foi avaliado se a a¢do anti-tumoral induzida por metformina pode ocorrer
através da modulacdo da morte celular piroptética em células tumorais de

hepatocarcinoma.

1.6 Metformina

O uso da metformina como um farmaco que apresenta atividade anti-tumoral j& é
explorada em diversos casos de pacientes ndo diabéticos para a prevencdo de tumores
bem como utilizada como tratamento auxiliar de tumores malignos. Além disso é
conhecido o efeito sisttmico da metformina, sendo responsavel por promover alteracbes a
nivel circulatério, diminuindo a inflamacédo, através da supressdo de diferenciacdo de
mondcitos, a nivel hepatico, diminuindo niveis de gliconeogénese e lipogénese, além de
nivel muscular e do trato intestinal, aumento da utilizacdo de glicose (Rena et al., 2017) .

A metformina foi capaz de suprimir a incidéncia de focos de criptas aberrantes
colorretais em casos de cancer colon (Hosono et al., 2010). Outro estudo realizado no
Japdo foi capaz de demonstrar uma significativa reducdo na formacdo de pdélipos
colorretais ap6s 1 ano de administracdo de baixas doses de metformina (Higurashi et al.,
2016). A metformina também é capaz de induzir a parada na fase G1 do ciclo celular e 0
desencadeamento da apoptose em HCC (Chen et al., 2013) além de induzir autofagia por
meio da inibigdo da via mTOR (Shi et al., 2012). Estudos anteriores indicaram a agéo da
metformina induzindo autofagia, desempenhando um papel pré-apoptético em melanoma
e em linfoma (Tomic et al., 2011).

A metformina é um uma droga antidiabética, e varios estudos j& comprovaram sua

atuacdo no controle e prevencao do desenvolvimento de diversos tipos de cancer, entre
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eles 0 HCC (Donadon et al., 2010). Recentemente, estudos com a metformina sobre sua
avaliacdo clinica, devido as suas caracteristicas antineoplasicas e preventivas, passaram
por avalia¢des tradicionais de fase I, para ensaios clinicos do tipo Il/111 para varios tipos
de cancer, justamente por seu historico de alta seguranca em pacientes diabéticos (Hadad
et al., 2015). Metformina é um sensibilizador de insulina de acdo em multiplos 6rgéos,
atuando na diminuigdo dos niveis sanguineos de glicose e de acidos graxos livres (AGL).
E capaz de reduzir a producdo de glicose pelo figado através da supressdo de
gliconeogénese, bem como levar ao aumento na oxidacéao de alguns &cidos graxos, e inibe
a lipolise e subsequentemente a liberacdo de AGL do tecido adiposo (Foretz et al., 2014).
Sua agdo anti-tumoral no contexto do HCC foi recentemente avaliada em um grande
namero de pacientes tailandeses diabéticos, onde foi demonstrado uma redugéo de 7% no
risco de HCC por ano com o uso de metformina (Chen et al., 2013).

Uma das alteracbes que a metformina é capaz de fazer € a de alterar a expressao
da enzima proteina-quinase dependente de AMP (AMPK) em células hepaticas por meio
da qual a proteina alvo (mTOR) € inibida (Shackelford, 2013). Uma vez a via do mTOR
inibida, também sdo inibidas as vias do fator de hipoxia induzida por 1-alpha (HIF1a),
que por sua vez inibe a atuacdo do fator de crescimento endotelial (VEGF), importante
fator associado a angiogénese (Zhou et al., 2006).

A metformina é capaz de entrar na célula através de transportadores como o
SLC22A1, também chamados de transportadores OCT1. A familia de transportadores
SLC22 sdo encontrados majoritariamente em tecidos epiteliais do figado e dos rins, sendo
responsaveis pela translocacdo para o meio intracelular de diversos compostos
endogenos, drogas e toxinas (Rizwan and Burckhardt, 2007). A partir da entrada da
metformina pelo seu transportador ela inibe o complexo | mitocondrial. A inibicdo deste
complexo leva a uma diminuicdo de ATP e ao acumulo de AMP que se liga a enzima
adenilato ciclase e inibe sua atividade, levando a reducdo de cCAMP mediante estimulacao
do receptor de glucagon, assim como observado na Fig.3. Desta forma, tém-se uma
diminuicdo na atividade de PKA e de todas vias dependentes, levando a supressdo da
gliconeogénese e a ativagdo da via glicolitica. Além disso, a metformina também leva a
ativacdo a AMPK, que contribui para a reducgéo de sintese lipidica, transporte de glicose

e eficiéncia dos receptores de insulina (Pernicova and Korbonits, 2014).
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2. Justificativa

A metformina apresenta-se como um composto de primeira escolha na a¢do no
controle glicémico, sem afetar a liberacdo de insulina. Além disso, apresenta diversas
acOes benéficas, incluindo atividades anti-tumorais. Estudos prévios mostraram que a
morte por piroptose em células tumorais de es6fago humano induzida por metformina,
(Wang et al., 2019). Entretanto, pouco se sabe sobre a acdo da metformina
especificamente sobre parametros celulares e sobre a caracterizacdo da morte litica em
células de cancer de figado. Desta forma, este trabalho visou analisar se a metformina
modula parametros celulares de células de cancer de figado murino (Hepa) e se ocorre morte

por piroptose também nessas células in vitro.
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3.  Objetivos

3.1. Objetivo geral:
Avaliar se a metformina induz a morte celular por piroptose e a modulacéo de

parametros carcinogénicos em células de hepatocarcinoma murino in vitro.

3.1 Objetivos especificos:

- Caracterizar o efeito da metformina em células de hepatocarcinoma in vitro,
buscando avaliar seu potencial sobre parametros carcinogénicos e inducéo da piroptose,

analisando;

a) a viabilidade e o perfil de morte celular;

b) a proliferacéo celular, ciclo celular e a formacéo de col6nias;

c) a modulagdo da biogénese de corpusculos lipidicos;

d) a modulacdo da atividade e acidificacdo lisossomal,

e) a ativacdo de caspase-1 e caspase-3

f) a clivagem de Gasdermina D;

g) a liberacdo de LDH;

h) a formag&o de poros na membrana plasmatica e seus mecanismos;
i) a translocacdo de HMGB1I,

j) a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias e seus mecanismos.
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4. Metodologia

4.1. Cultivo Celular e Estimulos

Buscando testar os efeitos da metformina sobre células de cancer de figado murino,
foram utilizadas as células derivadas de hepatocarcinoma murino hepa 1clc7. As células
AML-12, derivadas de hepatocitos murinos ndo tumorais foram utilizadas como controle.

Hepa 1clc7: Hepatocitos tumorais derivados de camundongos foram mantidas em
meio MEM-a (GIBCO) suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO)
e 1 % Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) e mantidas em estufa imida a 37 °C e 5 % de
COy;

AML-12: Hepatocitos murinos ndo tumorais, foram mantidos em meio DMEM:
F12 e suplementado com o0s seguintes componentes: 10% de Soro Fetal Bovino (SFB),
10pg/ml de insulina, 0,5 pg/ml de transferrina, 5ng/ml de Selénio e 40ng/ml de
dexametasona e 1% Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) e mantidas em estufa umida a
37°C e 5% de COy;

A metformina em p6 (Sigma) foi diluida no meio respectivo a cada tipo celular,
antes da realizacdo de cada ensaio realizado. A fim de se realizar o estimulo das células,
0s volumes adequados de solugdo de metformina sofram diluidos em meio de cultura e
foram transferidos para pocos contendo células aderidas. As concentragdes de metformina
utilizadas foram 0.39, 3, 6, 25, 50 e 100 mM (Pereira et al., 2018; Hu et al., 2019).

4.2. Viabilidade celular

A fim de se verificar o efeito da metformina sobre a viabilidade celular metabdlica
de células de HCC Hepa 1c1c7 e células ndo tumorais AML-12, foi realizado um ensaio
com MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazolio brometo). A solugido de MTT
tem coloracdo amarela, porém quando reduzido por enzimas mitocondriais, apresenta-se
com coloragéo roxeada na forma de cristais de formazan. 4x10%, 2x10%, 1x10° células
foram semeadas em placa de 96 pocos e estimuladas com crescentes concentragdes de
metformina, que variaram de 0.39mM até 100mM, por 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. Apos o tempo de estimulo, as células foram expostas a uma solucéo de

5mg/ml de MTT (Life Technologies). O sobrenadante foi descartado e os cristais de
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formazan foram dissolvidos utilizando-se 100 pL. de DMSO. A leitura da absorbancia foi
realizada em 570 nm utilizando o espectrofotdmetro Spectramax M3. A anélise dos dados
de viabilidade celular metabolica foi feita utilizando o software GraphPad Prism,
considerando a média do valor de absorbancia do n&o-estimulado como 100% de

viabilidade e analisando os outros grupos de forma relativa.

4.3. Perfil de morte celular

A analise de perfil de morte celular foi realizada por citometria de fluxo utilizando
os agentes fluorescentes Anexina V-FITC e lodeto de propideo e baseou-se nos fatos de
que Anexina V interage com a fosfatidilserina, que é exposto a face externa da membrana
de células, pelas enzimas flipases, uma vez que essas células entram no processo
apoptotico e o lodeto de propideo que interage com acidos nucleicos de células mortas
em vias ndo-apoptaticas, e é impermeével a célula com membranas plasmaticas integras.
2x10°, 1x10° e 5x10* células foram semeadas em placas de 24 pocos e apds adesdo foram
estimuladas por 24, 48 e 72 horas, respectivamente com 0.39mM, 6mM e 25mM de
metformina. Apés os tempos de estimulo, as células foram coletadas e lavadas duas vezes
com PBS 1X em centrifugacdo a 300 g. As células foram entdo ressuspendidas em 100 pL
de tampado de ligagéo 1 X (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM
de CaCly), 2 uL de Anexina V-FITC (quatroG) e 2 uL de iodeto de propideo (quatroG) e
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apos essa etapa, as
células foram lavadas uma vez com PBS 1 X, ressuspendidas em 400 pL de tampéo de
ligacdo 1 X e imediatamente analisadas em citometro de fluxo (FACS VERSE, BD
Biosciences) utilizando os canais FL-1 e FL-3, ambos em escala exponencial. Os dados
obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). Como controle

experimental foram utilizadas células aquecidas a 100 °C por 10 minutos.

4.4. Proliferagéo celular

Tendo-se como objetivo analisar o efeito de diferentes concentragfes de
metformina sobre a proliferagdo de células Hepa, foi realizado um ensaio utilizando o

CFSE. Esse composto fluorescente e permeével a membrana caracteriza-se por interagir
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com aminas citoplasmaticas. Uma vez que a célula realiza o processo de diviséo celular,
as moléculas de CFSE sdo igualmente divididas entre as células filhas, diluindo assim a
fluorescéncia presente em cada célula gerada. 5x10* células foram introduzidas em placas
de 24 pocos, apds completa adesdo foram lavadas uma vez com PBS 1 X e expostas a 5
UM de CFSE (eBioscience) diluido em PBS 1 X por 15 minutos a temperatura ambiente.
Apos incubacgdo com o agente fluorescente, as células foram expostas a SFB a 4°C a fim
de se eliminar o CFSE extracelular, lavadas uma vez com PBS 1X e estimuladas por 48
horas com metformina. As células foram entéo coletadas, lavadas uma vez com PBS 1 X
em centrifugacdo a 300 g e fixadas em 400 pL de paraformaldeido 1 X. As células foram
analisadas em citometro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) em canal FL-1 em
escala exponencial e os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree
Star Inc). O controle negativo experimental foi obtido expondo células marcadas com
CFSE a 5 uM de colchicina por 24 horas.

4.5. Ciclo celular

O efeito de diferentes concentracdes de metformina sobre ciclo foi investigado
utilizando o agente fluorescente intercalante de nucleotideos lodeto de propideo e a
interpretacdo dessas analises baseou-se no fato de que a intensidade de fluorescéncia do
lodeto de propideo é diretamente proporcional a quantidade de DNA no interior da célula.
1x10° células foram introduzidas em placas de 24 pocos e estimuladas por 48 horas. As
celulas foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS 1 X e expostas a etanol 70% por 2
horas a 4°C para fixacdo. As células foram entdo lavadas uma vez com PBS 1X em
centrifugacdo a 500 g por 5 minutos e lavadas novamente. Seguinte foram expostas a
solucdo de lodeto de propideo (20 pg/mL de lodeto de propideo, 20 pug/mL de RNAse,
0,1 % Triton) por 10 minutos a 37°C. Apbs o tempo de incubacdo, as células foram
ressuspendidas em 1mL de PBS 1X e centrifugadas a 500 g por 10 minutos. As células
foram entdo ressuspendidas em 400 pL de PBS 1X e analisadas em citbmetro de fluxo
(FACS CALIBUR, BD Biosciences) em canal FL-3 em escala linear. Os picos relativos
as células em GO/G1 e G2/M e o plat6 associado a fase S foram obtidos e os valores de
porcentagem foram analisados. Dados foram analisados utilizando os softwares FlowJo
V10 (Tree Star Inc).
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4.6. Formagao de colbnias

Visando investigar se diferentes concentracdes de metformina sobre as células
de camundongo Hepa, 108 células foram plaqueadas em placas de 6 pocos, em sequéncia
as celulas foram estimuladas com concentracdes crescentes de metformina (6, 25 e 50
mM) por 48 horas. Apos o tratamento, as células foram mantidas em cultura por 6 dias,
mudanca do meio de cultura em intervalos de 3 dias. As células foram entdo lavadas uma
vez com PBS 1X e fixadas com 10% (v / v) de formalina por 1 hora. O proximo passo
apos a fixacdo foi 1 h de coloracdo com solucéo diluida em dH20O de cristal violeta a
0,05% (p / v). Andlises de coldnias foram realizadas usando o software Image J
investigando 25% de cada area do poco. Somente estruturas que poderiam ser

individualizadas foram consideradas colbnias para contagens e medidas.

4.7. Biogénese de corpusculos lipidicos

A fim de se analisar por citometria se os tratamentos com diferentes concentragdes
de metformina afetam a biogénese de corpusculo lipidico em células de hepatocarcinoma,
utilizou-se a sonda fluorescente lipofilica BODIPY 493/503 (Life technologies), a qual
interage com lipideos neutros abundantes no interior de corpusculo lipidico. 5x10* células
foram semeadas em placas de 24 pocos e estimuladas por 48 horas. Apds tempo de
estimulo, as células foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS 1X e incubadas numa
solucgéo de Bodipy/PBS em uma proporcao de 1/5000 a 4 °C ao abrigo de luz. Em seguida,
as células foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e ressuspendidas para fixacdo em 400
uL de paraformaldeido 1 X. As amostras foram analisadas em citémetro de fluxo (FACS
VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal FL-1 em escala exponencial. Os dados foram

analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.8. Acidificagéo lisossomal

Para se analisar a agdo da metformina sobre a acidificagdo lisossomal nas células
de céncer de figado, foi utilizada a sonda de deteccdo lisossomal LysoTracker (Life
Technologies) e seguindo as recomendacdes do fabricante de forma a otimizar o ensaio
para ser analisado por citometria de fluxo. As sondas LysoTracker sd&o sondas

acidotropicas fluorescentes capazes de rastrear organelas acidas em células vivas que
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consistem em um fluoréforo ligado a uma base fraca que € apenas parcialmente protonada
em pH neutro e sdo livremente permeaveis & membranas celulares. Em placas de 48
pocos, 10° células foram plaqueadas, apds aderidas, foram estimuladas por 48h em
diferentes concentracdes, de 6mM a 50mM de metformina. Apds o periodo de estimulo
as células foram lavadas com solucdo salina, e incubadas com a solucdo de 75nm de
LysoTracker por 1h a 37°C ao abrigo da luz. As células foram entdo lavadas e
ressuspendidas em 400 pL de PBX 1X e imediatamente analisadas em citdmetro de fluxo
(FACS CALIBUR, BD Biosciences) utilizando o canal FL-4 em escala exponencial. Os

dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.9. Deteccao de pro-caspase-1 e caspase-3

Visando investigar se ocorre producao de pro-caspase-1 e caspase 3 sob estimulo
com metformina, foi avaliada a expressao protéica por Western Blotting destas proteinas.
Para esse ensaio, 10° células foram plaqueadas em placas de 6 pogos contendo 2 mL de
meio de cultura por poco. Ap6s adesdo, células foram tratadas por 48 horas com diferentes
concentracdes de metformina (6mM, 25Mm e 50mM), sendo que cada pogo representou
uma condicao experimental. As células foram entdo lavadas uma vez com PBS 1X e as
proteinas foram extraidas utilizando tampao de lise celular (Tris 50 mM, NaCl 150 mM
e 1% de Triton X -100 — pH 7,4) contendo inibidor de protease, com o auxilio de raspador
de células. Buscando se manter a integridade das proteinas contidas no lisado, este foi
mantido em gelo e intensamente homogeneizado por 30 minutos em intervalos de 5
minutos entre cada agitacdo. Ao fim do processo de extracdo de proteinas totais, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 2300 g por 10 minutos em um processo de
clarificacdo. O sobrenadante resultante da centrifugacdo foi coletado e distribuido em dois
tubos de microcentrifuga por condicdo experimental.

Para quantificacdo de proteinas, foi utilizado o método BCA (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit). 50 pg de proteina total foram expostos a solucdo
precipitadora (Acetona 8:1 metanol) overnight a4 °C. Apés esse tempo, as amostras
foram centrifugadas a 10000 g por 10 minutos e deixadas para secar completamente em
capela de exaustdo. As proteinas foram ressuspendidas em tampéao de amostra 1X (Tris
125 mM, 20 % glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 4 % de SDS e 0,004 % azul de bromofenol).
As amostras foram entdo fervidas por 5 minutos a 100 °C e logo em seguida aplicadas em
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geis de poliacrilamida com concentracdo de 12 %. As amostras correram em tampdao Tris-
Glicina (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 1% SDS - pH 8,3) a 120 V por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds a corrida, o gel foi transferido para membrana de
nitrocelulose utilizando sistema semi-dry em tampdo de transferéncia (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, 20 % metanol — pH 8,3) por 15 minutos a 15 V. A seguir, as membranas
foram bloqueadas por 1 hora utilizando solugéo de blogueio (5 % leite desnatado em 50
mM Tris, 150 mM NaCl — pH 7,4, 0.05% Tween 20). As membranas foram incubadas
com os respectivos anticorpos primarios anti-Casp-1 (Abcam) e anti-Casp-3 (Abcam ) diluidos
1/1000 em solugédo TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl — pH 7,4) overnight em agitacdo a
4 °C. Em seguida, as membranas foram lavadas em solu¢do TBS/T (50 mM Tris, 150
mM NaCl — pH 7,4, 0.05% (v/v) Tween 20) por trés vezes em agitagdo de 10 minutos
entre cada lavagem a 4°C, e entdo foram incubadas com anticorpo anti-rabbit (GE
Healthcare) diluido 1/10000 em solucdo TBS por 1 horaa 4 °C . Ap06s novas lavagens, as
membranas foram incubadas com proporc¢des iguais de solugdo para revelacdo por

quimioluminescéncia.

4.10. Ativacdo de caspase-1

Buscando verificar se ocorre ativacdo de caspase-1 em células Hepa 1c1c7 em
resposta ao tratamento com crescentes concentragdes de metformina, de 6mM a 50mM
foi realizado ensaio utilizando um kit especifico contendo uma sonda fluorescente FLICA
FAM-YVAD-FMK (Immunochemistry) e seguindo as instrucdes do fabricante. Essa
analise baseia-se no fato de que esse fluor6foro se liga aos quatro residuos de aminoéacidos
expostos pela caspase-1 quando ativa (YVAD) e fluoresce durante essa interagdo. 10°
células foram semeadas em placas de 24 pocos e estimuladas por 48 horas. Ap6s o tempo
de estimulo com metformina, as células foram coletadas, lavadas duas vezes em PBS 1X,
submetidas & incubacdo com o fluoréforo e analisadas em citdmetro de fluxo (FACS
VERSE, BD Biosciences). Os dados obtidos foram analisados utilizando o software
FlowJo V10 (Tree Star Inc).
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4.11. Detecgdo de Gasdermina D

Visando investigar se ocorre producdo e clivagem do marcador de piroptose
GSDMD, foi realizada a avaliagdo da expressao protéica por Western Blotting. Para esse
ensaio, 106 células foram introduzidas em placas de 6 pocos contendo 2 mL de meio de
cultura por poco. Apds aderéncia, células foram tratadas por 3 e 6 horas com diferentes
concentragdes de metformina, sendo que cada poco representou uma condigdo
experimental. As células foram entdo lavadas uma vez com PBS 1X e as proteinas foram
extraidas utilizando tampdo de lise celular (Tris 50 mM, NaCl 150 mM e 1 % de Triton
X -100 — pH 7,4) contendo inibidor de protease, com o auxilio de raspador de células.
Buscando se manter a integridade das proteinas contidas no lisado, este foi mantido em
gelo e intensamente homogeneizado por 30 minutos em intervalos de 5 minutos entre
cada agitacdo. Ao fim do processo de extracdo de proteinas totais, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos em um processo de clarificacao.
O sobrenadante resultante da centrifugacdo foi coletado e distribuido em dois tubos de
microcentrifuga por condigdo experimental.

Para quantificagdo de proteinas, foi utilizado o método BCA (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit). 50 pug de proteina total foram expostos a solugdo precipitadora
(Acetona 8:1 metanol) overnight a 4 °C. Apl6s esse tempo, as amostras foram
centrifugadas a 10000 G por 10 minutos e deixadas para secar completamente em capela
de exaustdo. As proteinas foram ressuspendidas em tampé&o de amostra 1X (Tris 125 mM,
20 % glicerol, 5 % 2-mercaptoetanol, 4 % de SDS e 0,004 % azul de bromofenol). As
amostras foram entéo fervidas por 5 minutos a 100 °C e logo em seguida aplicadas em
géis de poliacrilamida com concentracdo de 12 %. As amostras correram em tampao Tris-
Glicina (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 1% SDS - pH 8,3) a 120 V por 2 horas a
temperatura ambiente. Ap6s a corrida, o gel foi transferido para membrana de
nitrocelulose utilizando sistema semi-dry em tampéo de transferéncia (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, 20 % metanol — pH 8,3) por 15 minutos a 15 V. A seguir, as membranas
foram bloqueadas por 1 hora utilizando solugéo de bloqueio (5 % leite desnatado em 50
mM Tris, 150 mM NaCl — pH 7,4, 0.05% Tween 20). As membranas foram incubadas
com anticorpo primario anti-Gasdermina-D (Abcam) diluido 1/1000 em solugédo TBS (50
mM Tris, 150 mM NaCl — pH 7,4) overnight em agitacdo a 4 °C. Em seguida as
membranas foram lavadas em solu¢cdo TBS/T (50 mM Tris, 150 mM NaCl — pH 7,4,
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0.05% (v/v) Tween 20) por trés vezes em agitacdo de 10 minutos entre cada lavagem a
4°C, e entdo foram incubadas com anticorpo anti-rabbit (GE Healthcare) diluido 1/10000
em solucdo TBS por 1 horaa 4 °C . Ap6s novas lavagens, as membranas foram incubadas

com propor¢oes iguais de solucdo para revelacao.

4.12. Liberacdo de Lactato Desidrogenase

A fim de se verificar o efeito da metformina sobre a liberacdo de LDH pelas
células de HCC Hepa 1clc7, foi realizado um ensaio utilizando um Kit especifico
fluorescente CytoTox-ONE (Promega) e seguindo as instrucdes do fabricante. O ensaio
consiste na mudanga colorimétrica em decorréncia da formagdo do produto final
fluorescente Resofurina de modo proporcional as concentragdes presentes de LDH. 5x10*
células foram semeadas em placa de 96 pocos. Apés as células aderirem, foram
estimuladas com crescentes concentracdes de 6mM, 25mM e 50mM de metformina e
mantidas a 22°C por 20 minutos. Apds o tempo de estimulo, as células foram expostas a
uma solucdo de CytoTox-ONE e encubadas por mais 10 minutos a 22°C. Por fim, foi
adicionada uma solucdo para parada do ensaio. A leitura de excitacdo foi de 560 nm, e a
absorbancia foi realizada em 590 nm utilizando o espectrofotdmetro Spectramax M3. A
analise dos dados de viabilidade foi feita utilizando o percentual de citotoxicidade
recomendado pelo fabricante. O controle experimental foi obtido expondo as células ao
agente citotoxico do mesmo Kit.

4.13. Formacéao de poros na membrana plasmatica

A investigagdo do efeito da metformina sobre a formagéo de poros na membrana
plasmatica das células tratadas foi realizada por meio de um ensaio de poros, que consiste
na andlise de emissdo de fluorescéncia de forma cinética pelo lodeto de propideo, um
composto que fluoresce quando interage fisicamente com 4&cidos nucleicos e é
impermeavel a membrana. 3x10* células foram plaqueadas em placas de 96 pogos de
paredes escuras, entdo foram expostas ao lodeto de propideo 3 pg/mL e diferentes
concentragcdes de metformina de 6mM, 25mM e de 50mM em RPMI sem vermelho de
fenol suplementado com 5 % de soro fetal bovino e 1 % de Penicilina/Estreptomicina. O

uso de inibidores da via piroptética também foram utilizados, tais como liberacdo de
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catepsina B, de ROS, efluxo de potassio, bem como ativagéo de caspase-1, a partir do uso
de inibidores como Ca074, NAC, Gliburideo, e Y-VAD nas concentracdes de, (50uM),
(5mM), (150uM) (100uM), de forma respectiva. Logo ap6s o estabelecimento do
estimulo, os valores de fluorescéncia do iodeto de propideo foram detectados em
espectrofotdbmetro Spectramax durante 6 horas em intervalos de 5 minutos entre as leituras
utilizando comprimentos onda de excitagdo de 538 nm e de emissao de 617 nm. Os dados
obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism.

4.14. Imunomarcacio de HMGB1

Para a visualizacdo de HMGB1 por microscopia foram plaqueadas 10° células em
placas de 24 pocos sobre laminulas de vidro estéreis e estimuladas sobre a concentracao
de 50mM de metformina. Apds periodo de estimulo as células foram fixadas com
paraformoldeido (PFA) 4% por 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram
entdo lavadas com PBS e permeabilizadas com Triton 0,2% por 20 minutos a temperatura
ambiente. As células foram em seguidas bloqueadas com uma solucdo de PBS + 2% BSA
por 20 minutos. Apds o bloqueio, a solugdo foi descartada e as células foram incubadas
pela solucdo do anticorpo primario anti-HMGB1 (Abcam) 1.10000 a 4°C overnight. Em
seguida os pocos foram lavados e incubados com o anticorpo secundério por 1h a
temperatura ambiente e seguidamente as células foram lavadas e incubadas com 500 pL
de DAPI (1/5000 em PBS) por 5 minutos, foram entdo novamente lavadas e montadas

sobre solucéo anti-fadding e lidas no microscépio de fluorescéncia Evos.

4.15. Dosagens de Citocinas

Para se verificar se o tratamento com 50mM metformina sobre a Hepa 1clc7
alterava o perfil de citocinas secretadas por essas células, foram realizadas dosagens de
IL-1B e TNF-a nos tempos de 24 e 48 horas a partir dos sobrenadantes resultantes da
cultura, pelo método de ELISA, utilizando-se kits comerciais (BD). As instrugdes do
fabricante foram seguidas e 0s niveis de citocinas foram apresentados em niveis absolutos
(pg/mL). Foram utilizados diversos inibidores da via de IL-1B durante o processo da

piroptose, como os inibidores de caspase-1 (Y-VAD) e pan caspase (Z-VAD), bem como
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NAC, inibidor de espécies reativas de oxigénio (ROS), CA074 inibidor de catepsina B,
além dos inibidores de efluxo de K* e de NF-xB, Gliburideo e JSH-23, respectivamente.

Os ensaios de ELISA, foram todos conduzidos em triplicatas em ambos 0s tempos
avaliados de 24 e 48 horas, e a analise estatistica realizada foi de, ANOVA e p0s-teste de
Turkey com excecdo do dado de 50mM Y-VAD que foi detectado um valor outlier por

meio do GraphPad QuickCalcs.

4.16. Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada com GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software
Inc. San Diego, EUA). Testes ANOVA unilateral ou bidirecional foram usados seguidos
do pds-teste de Tukey. P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todos 0s
métodos foram realizados de acordo com as diretrizes e regulamentos pertinentes da

Universidade de Brasilia (Brasil) onde este trabalho foi realizado.
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5. Resultados

5.1.Andlise de viabilidade celular

Para se analisar o efeito da metformina sobre a viabilidade metabdlica de
células de cancer de figado murino Hepa 1c1c7 e das celulas ndo tumorais AML-12,
foi realizado o ensaio de MTT por 24, 48 e 72 horas ap6s estimulos que variaram de
0,39mM a 100mM. Percebe-se que a metformina diminui a viabilidade de células de
cancer de figado murino Hepa 1c1c7 em todas as horas apds tratamento com todas as
concentragdes testadas de forma dose-dependente (figura 4A). E também possivel se
verificar que a viabilidade metabdlica celular, ap6s tratamentos por 48 e 72 horas €
menor comparado com os valores de viabilidade apresentados pelos mesmos grupos
tratados por 24 horas, indicando acdo citotdxica especialmente nas concentracdes de
25mM, 50mM e 100mM, que aumentam de acordo com o tempo de tratamento. No
tempo de estimulo, 48 e 72h é possivel se notar que o tratamento com 50 e 100 mM,
as quais sdo as maiores concentracdes testadas, induziram diminuicao de viabilidade
em Hepa 1c1c7 de forma similar ao tratamento com DMSQO, indicando que apés esse
tempo de tratamento essas concentracdes sao extremamente citotdxicas para a célula
tumoral.

Também foi observado que a metformina induziu diminuicéo da viabilidade
de células de cancer ndo tumorais AML-12 in vitro apenas 72 horas ap0s tratamento
em todas concentracGes de forma dose-dependente (fig. 4B). Verifica-se também que
a viabilidade de células AML-12 tratadas com 100 mM de metformina, a maior
concentracdo utilizada, é inferior a metade da viabilidade do grupo de células
tumorais Hepa tratadas com metformina durante mesmo periodo de estimulo,
sugerindo que essa concentra¢do apresenta menos citotoxicidade as células ndo

tumorais.

De forma semelhante, como demonstrado pelas figuras 4A e 4B, a metformina
apresenta citotoxicidade a ambas células, porém como observado, a metformina
diminui viabilidade de células de cancer de figado Hepa in vitro drasticamente apds
tratamento com todas as concentracdes testadas de forma dose-dependente, enquanto

o efeito sobre as células ndo tumorais é brando e apenas sobre as maiores
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concentracdes utilizadas. Esse fato confirma a acdo toxica tempo-dependente da
metformina sobre células Hepa. Portanto, a metformina diminui viabilidade de células

de céncer de figado Hepa 1c1c7 in vitro de forma tempo- e dose-dependente.
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Figura 4: Metformina diminui viabilidade de células de cancer de figado Hepa. A) Hepa

1c1c7 foram plaqueadas e estimuladas com metformina nas concentracdes de 0.39 mM, 6
mM, 12 mM, 25 mM, 50mM e 100 mM por 24 horas, 48 horas e 72 horas. B) AML-12, foram
plaqueadas e estimuladas com metformina nas concentra¢fes de 0.39 mM, 6 mM, 12 mM,
25 mM, 50mM e 100 mM por 24 horas, 48 horas e 72 horas. C-E) Andlise estatistica entre as duas
linhagens celulares entre as concentrag@es de 25mM, 50mM e de 100mM, nos 3 tempos analisados. Apds o0s

estimulos, as células foram expostas ao MTT e a citotoxicidade foi calculada a partir das

médias dos percentuais de células vivas em relacdo as células ndo-estimuladas (UNS), a quais

foram consideradas 100 % vivas. Cada linha representa a média do percentual + DP (n=5).

Cada barra representa a média do percentual + DP (n=5), e quatro asteriscos (****), trés (***),

dois (**) e um (*) representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,0001, 0,001, 0,01,

0,05 respectivamente) em relacdo a cada concentragdo em comparacao.
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5.2.Analise do perfil de morte celular

Buscando avaliar o efeito da metformina sobre o perfil de morte de células de
cancer de figado murino e das células ndo tumorais, foi realizada uma dupla marcagéo
com Anexina-V e lodeto de propideo. Foi observado por citometria de fluxo, que a
metformina induziu morte celular associada a perda da integridade de membrana em
células de cancer de figado Hepa 1c1c7 in vitro 48 e 72 horas ap6s tratamento de
forma dose-dependente. Enquanto foi observado de forma mais branda uma morte
celular sem perda de integridade da membrana celular nas células hepéticas nédo

tumorais.

E observado na figura 5, que a partir de 48h a porcentagem de células mortas
com a perda de integridade de membrana, ou seja, as células marcadas tanto com
Anexina-V fluorescente (FL-1) como com lodeto de propideo (FL-3), aumenta de
11,8% na condicdo ndo-estimulada para 60,0% em células tratadas com 25 mM de
metformina. O aumento de porcentagem de células com dupla- marcacao também é
visualizado em 72h comparando o ndo-estimulado de 2,38%, com células estimuladas
com 25 mM de metformina, mostrando uma porcentagem de 65,3% de células mortas
duplo marcadas. A maior concentracdo utilizada para o ensaio, 25 mM apresentou
alto grau de citotoxicidade, sendo responsavel pelos valores de 74,97 % de células
mortas com alteracdo de permeabilidade de membrana ap6s 72h de estimulo,

mostrando ser uma concentracdo extremamente toxica para as células tumorais.

Em contraponto, o efeito citotoxico da metformina também é encontrado em
células tratadas ndo tumorais, porém de forma mais branda e sem perda de integridade
de membrana, tendo apresentado 19,28% de células duplo marcadas, deste, 16,6%
marcado apenas por Anexina-V ap6s 72 horas de estimulo. Nesse ensaio foi
observado um perfil distinto e de intensidades diferentes entre as células utilizadas.
Quase a totalidade das células tumorais expostas 25 mM de metformina morreram
como consequéncia desse estimulo, com alteracdo na permeabilidade de membrana
plasmatica enquanto menos de um quarto das células ndo tumorais morreram em

consequéncia do estimulo e sem perda de integridade de membrana.
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estimulos, as células foram marcadas com Anexina-V fluorescente (FL-1) e lodeto de propideo
(FL-3) e analisadas em citdmetro FACS Verse.
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5.3.Analise de proliferacéo celular

Foi investigado o efeito da metformina sobre a proliferacdo celular utilizando
0 agente fluorescente permedvel a membrana, que apresenta afinidade a aminas
citoplasmaticas neutras, CFSE. Como apresentado pelas figuras 6A-C, a metformina
inibe proliferacdo de células de cancer de figado Hepa 1c1c7 in vitro 48 horas ap0s
tratamento nas concentracgdes de 6, 25 e 50 mM, como fica demonstrado pelos valores

de fluorescéncia (MFI), superiores em comparagdo as células ndo-estimuladas.

A influéncia da metformina sobre a proliferacdo das células, foi observada a
partir do aumento dos valores de fluorescéncia em todas as condi¢es experimentais
tratadas, o que sugere que a metformina inibiu a proliferacdo de forma dose-
dependente sobre as células de cancer de figado murino Hepa 1c1c7 in vitro 48 horas

apos tratamento.
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Figura 6: A metformina inibe a proliferacéo de células tumorais Hepa 1clc7. As células
tumorais Hepa, foram plaqueadas e estimuladas com metformina nas concentragdes de 6 mM
(A), 25 mM (B) e 50 mM (C) por 48 horas. Antes dos estimulos, as células foram marcadas
com CFSE (FL-1) e analisadas em citdmetro FACS Verse. D) Cada barra representa a média
do percentual + DP (n=3), quatro asteriscos (****) representam a diferenca estatistica
significativa (p < 0,0001) em relacdo ao N&o-estimulado (UNS).
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5.4.Ciclo celular

Objetivando-se analisar se a metformina altera a progressao do ciclo celular em
células tumorais de figado murino, as células hepa foram expostas ao marcador lodeto de
propideo para aquisi¢do em citdmetro de fluxo. Como ilustrado pela figura 7, as maiores
concentracdes de 6 e 25mM de metformina inibiram progressdo do ciclo celular em
células Hepa 1cl1c7, retendo significativamente mais células na fase G1. Essa concluséo
pode ser tomada por ocorrer diminuicdo no numero de células em fase G2/M e aumento
na fase G1.
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Figura 7: A metformina inibe a progressao do ciclo celular em células Hepa 1clc7. As
celulas tumorais foram plaqueadas e estimuladas com metformina nas concentragdes de
0.39mM, 6mM e 250Mm por 48 horas. Apds os estimulos, as células foram marcadas com
lodeto de propideo (FL-3) e analisadas em citdmetro FACS Calibur. Cada barra representa a
média do percentual £ DP (n=3), e um asterisco (*) e dois asteriscos (**) representam a
diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, respectivamente) em relagdo ao N&o-
estimulado (UNS).
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5.5.Formacéo de col6nias

Buscando analisar o efeito do tratamento com metformina sobre a capacidade de
formagdo de coldnias em células Hepa 1c1c7, foi conduzido um ensaio clonogénico, o
qual consiste na avaliacdo de formacéo de colbnia a partir da marcagdo com o corante
cristal violeta. O efeito da metformina sobre as células de cancer de figado em estudo foi
investigado apds 48 horas de estimulo com a biguanida.

Como ilustrado pela figura 8A e 8B, as células tratadas com todas as
concentrages utilizadas de metformina, apresentaram nimeros inferiores de col6nias em
relagdo as células ndo-estimuladas. O numero de colonias formadas nas condicOes
analisadas mostram-se drasticamente inferior a condicdo ndo-estimulada. Além de alterar
0 namero de coldnias formadas pelas células Hepa 1c1c7, o tratamento com metformina
também impacta no didmetro medio dessas coldnias em relacdo as células néo-

estimuladas, como apresentado na figura 8C.
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Figura 8: metformina inibe a formacao de colbnias nas células tumorais Hepa 1c1cl7. A)
As células tumorais de figado murinas foram plaqueadas e estimuladas com metformina nas
concentragdes de 6 mM, 25 uM e 50 mM 48h. Apds 6 dias em meio na auséncia de metformina,
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software Image J investigando 25% de cada area do pogo. Somente estruturas que poderiam ser
individualizadas foram consideradas coldnias para contagens e medidas. C) Analise de area em
mm”2 de 25% da area de cada poco. Aonde trés asteriscos (***), dois (**) e um (*) representam
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5.6.Analise de biogénese de corpusculo lipidico

Foi analisado também a respostas das células hepaticas ndo tumorais e tumorais
Figura 9 (A e B), em resposta ao estimulo com a biguanida em estudo no processo de
biogénese de corpusculo lipidico, através do uso de uma sonda, permeavel a membrana
celular que possui grande avidez por lipideos neutros, ricos no interior de corpusculos
lipidicos. Ap0s 24 horas de tratamento, o ndo-estimulado apresentou valor de intensidade
média de fluorescéncia (MFI) préximo as células expostas as diversas concentragdes de
metformina utilizadas, ndo apresentando diferenca estatistica comparado ao grupo nao

tratado com os grupos tratados em estudo.
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Figura 9: Metformina ndo induz biogénese de corpusculo lipidico em células hepaticas
murinas. A) As células murinas hepéticas ndo tumorais AML-12 foram plaqueadas e estimuladas
por 24 horas com metformina na concentracao de 0.39mM, 6mM e 25 mM. B) As células tumorais
Hepa, foram submetidas as mesmas condicdes e foram marcadas com a sonda lipofilica Bodipy
(FL-1) e adquirida em citdmetro FACS Verse.
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5.7.Ensaio de Acidificacdo Lisossomal

A fim de se avaliar se a metformina modula a acidificacao lisossomal, foi avaliado
apos 48 horas ap6s estimulo com metformina, através da citometria de fluxo, e observou-
se nos valores de fluorescéncia obtidos a partir da aquisicdo de células Hepa 1clc7
tratadas com as maiores concentracfes utilizadas de 25mM e de 50mM aumentaram a
acidificacdo lisossomal ap6s as 48 horas de estimulo em relagdo as células néo-
estimuladas (fig 10A e 10B). Esse resultado sugere que as maiores concentragdes
investigadas de metformina aumentaram a acidificagdo lisossomal em células de cancer

de figado Hepa 1c1c7 apds 48 horas de tratamento.
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Figura 10: Metformina induz acidificacdo lisossomal em células de cancer de figado de

Hepa 1clc7. (A-B) As células tumorais de figado murinas Hepa foram plaqueadas, e apds os

estimulos de 48 horas nas concentragdes de 6mM, 25mM e 50mM, as células foram tratadas

com 75nm da solucdo fluorescente de LysoTracker. Cada barra representa a média do

percentual £ DP (n=3), trés asteriscos (***) e dois (**) representam a diferenca estatistica

significativa (p < 0,001, 0,01 respectivamente) em relagdo a cada concentragdo em

comparagdo representam a diferenca estatistica significativa em relacdo ao N&o-estimulado

(UNS).
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5.8.Deteccdo e Ativacao de pro-caspase-1 e caspase-3

A fim de se analisar se a metformina induz a producéo de pré-caspase-1 e caspase-
3 em celulas de cancer de figado tumorais hepa in vitro, foi feita uma andlise por
Imunomarcagdo do sobrenadante e lisado celular, respectivamente apds 48 horas de
estimulo. Como apresentado pela figura 11A e 11B, foi observado que a metformina
induz de forma concentragcdo-dependente a maior producéo de pro-caspase-1 e caspase-3
em células de cancer de figado murino Hepa 1clc7. E para se verificar a ativacdo da
caspase-1 foi realizada, apds 48h de estimulo um ensaio de dupla marcacéo utilizando o
agente fluorescente FAM-FLICA e iodeto de propideo. A andlise de ativacao de caspase-
1 foi realizada apds 48 horas de tratamento com a biguanida (figuras 11C e 11D). Os grupos
tratados com 6, 25 e 50mM, apresentaram respectivamente os valores de 11,74%, 9,49% e
9,94% fluorescéncia em FL-1. A porcentagem de células Hepa que possuiam caspase-1
ativa aumentaram significativamente em resposta ao tratamento com todas as
concentracgdes utilizadas de metformina.

Verifica-se também nas figuras 11E e 11F, que nas duas maiores concentracdes
utilizadas de 25mM e de 50mM apresentaram um valor de MFI superior de emissao em
FL-1 observando-se que 0 aumento da ativacao de caspase-1 é maior nestas concentracdes
e detectou-se um efeito dose-dependente. Portanto, esses resultados indicam que todas as
concentracdes utilizadas induzem ativacdo de caspase-1 em células de cancer de figado

Hepa 1c1c7 ap6s 48 horas de tratamento de forma dose-dependente.
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Figura 11: A metformina induz ativagdo de caspase-1 e caspase-3 em células de cancer de
figado Hepa 1clc7. (A-B) Apds os estimulos, as células foram lisadas com tampdo Triton, as
proteinas foram quantificadas, separadas em gel de poliacrilamida, transferidas para membrana
de nitrocelulose, bloqueadas e marcadas com anti-casp-1. (C-D) Apo6s os estimulos, as células
foram lisadas com tampdo Triton, as proteinas foram quantificadas, separadas em gel de
poliacrilamida, transferidas para membrana de nitrocelulose, bloqueadas e marcadas com anti-
casp-3. (E-F) As células tumorais Hepa foram plaqueadas e estimuladas com metformina nas
concentracdes de 6 mM, 25 mM e 50 mM por 48 horas. Apos 0s estimulos, as células foram
marcadas com a sonda FAM-FLICA (FL-1) e analisadas em citbmetro FACS Calibur. Aonde
dois asteriscos (**) e um (*) representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,01, 0,05

respectivamente) em relagdo a cada concentracdo em comparagédo
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5.9. Clivagem de Gasdermina-D

Com o objetivo de se verificar se ocorre a modulagdo da proteina efetora da via
da piroptose, a partir do tratamento de metformina sobre as células hepaticas tumorais,
avaliou-se inducdo de clivagem de GSMDD em células Hepa 1clc7 em resposta ao
estimulo a biguanida. Foi realizada analise por imunomarcacao do lisado celular. Como
apresentado pela figura 12, e verificou-se que a metformina induz clivagem de GSDMD
em células de cancer de figado murino 48 horas apds inicio do estimulo, nas duas maiores

concentracgdes utilizadas de 25mM e de 50mM.
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Figura 12: Metformina induz clivagem de Gasdermina D em células de cancer de
figado Hepa 1clc7. (A-B) As celulas Hepa 1c1c7 foram plaqueadas e estimuladas com
metformina nas concentracdes de 6mM, 25mM e 50mM por 48 horas. Apds os estimulos,
as células foram lisadas com tampdo Triton, as proteinas foram quantificadas, separadas
em gel de poliacrilamida, transferidas para membrana de nitrocelulose, blogueadas e

marcadas com anticorpos correspondentes.
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5.10. Liberagdo de LDH

A fim de se avaliar se a metformina modula a secrecéo de Lactato Desidrogenase,
foi avaliado ap0s 24 e 48 horas ap0s estimulo, por uma leitura de espectrofotometria. Os
valores de fluorescéncia obtidos a partir da aquisi¢do de células Hepa 1c1c7 tratadas com
estimulos com a maior concentragdo utilizada de 50mM foi a Unica que modulou a
secrecdo de LHD ap06s 24 horas de estimulo (Fig 13A). Enquanto apos a analise de 48
horas, observou-se que as duas maiores concentracdes utilizadas de 25 e 50mM
apresentaram alta modulacgdo na secrecdo de Lactato Desidrogenase em relagdo as células
ndo- estimuladas, e as menores concentragdes (Fig 13B). Esse resultado sugere que as
maiores concentracdes investigadas de metformina alteram a producdo a secrecdo de
LDH em células de cancer de figado Hepa 1c1c7 apés 24 e 48 horas, horas de tratamento

de forma tempo dependente.
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Figura 13: Metformina induz a secrecdo de Lactato Desidrogenase em células de cancer
de figado de Hepa 1c1c7. As células tumorais de figado murinas Hepa foram plaqueadas, e
apos os estimulos de 24 e 48 horas (A-B) nas concentraces de 0.39mM, 6mM, 25mM e
50mM, as células foram tratadas com a solucéo fluorescente de Cyto Tox-ONE. Os valores
de liberagdo de LDH foram calculados conforme orientacdo do fabricante a partir dos
percentuais de células vivas em relagdo as células ndo-estimuladas (UNS), a quais foram
consideradas 100 % vivas. Cada barra representa a média do percentual £ DP (n=3), e quatro
asteriscos (****), representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,0001) em relacéo ao
Né&o-estimulado (UNS).
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5.11. Ensaio de formacéo de poros

Para se analisar o efeito da metformina sobre a integridade de membrana em célula
de cancer de figado Hepa 1c1c7, em tempos iniciais de estimulo, foi realizado um ensaio
de formacdo de poro, utilizando o fluoréforo intercalante de DNA ndo permeavel a
membrana celular, iodeto de propideo. O ensaio, baseia-se no fato de que caso célula
apresente alguma alteracéo na permeabilidade de membrana plasmética ou qualquer outro
tipo de modificacdo na integridade da mesma, o intercalante ultrapassa a membrana e
interage com os acidos nucleicos no interior das células e fluoresce.

A figura 14 mostra que a metformina é capaz de induz alteracédo de integridade de
membrana em células de cancer de figado murino in vitro em tempos iniciais de
tratamento nas maiores concentracdes utilizadas de 6mM, 25mM e 50mM. E possivel se
verificar que os valores de fluorescéncia apresentados no ponto inicial do ensaio em
resposta a todas as concentragdes citadas de metformina foram maiores comparado ao
ndo-estimulado, sendo que os estimulos de 25 e 50 mM foram os que apresentaram 0s
maiores valores de fluorescéncia durante todo o ensaio (Fig. 14). Outro ponto observado
foi que o dano a membrana celular ocorre de forma dose- dependente, ja em tempos 12
horas de estimulo. Ressalta-se também que a metformina foi capaz de promover a inducao
de poro de forma independente aos mecanismos de ativacdo do inflamassoma NLRP3,
tais como liberacdo de catepsina B (Fig. 14 B), liberagcdo de ROS (Fig. 14 C), efluxo de
potassio (Fig. 14 D), bem como ativacdo de caspase-1 (Fig. 14 E), a partir do uso de
inibidores como Ca074, NAC, Gliburideo, e Y-VAD, de forma respectiva, no tempo e

concentragdes analisados.
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Figura 14: Metformina induz formacé&o de poros na membrana plasmatica de células Hepa
1clc7. A) As células hepéticas murinas tumorais foram plaqueadas e estimuladas com diferentes
concentracdes de metformina e expostas a iodeto de propideo por até 16 horas. B-D) As células
foram plagueadas e estimuladas com 50mM de metformina e tratadas 1 hora antes do estimulo
com os inibidores Ca074, NAC, Gliburideo e Y-VAD Valores de fluorescéncia foram adquiridos

em espectrofotdmetro por até 12 horas.
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5.12. Deteccéo de HMGB1

Buscando-se analisar o papel da metformina sobre a modulacdo de HMGB1 em
células hepaticas murinas Hepa 1clc7, foi realizada andlise por imunomarcacdo das
células para microscopia de fluorescéncia. Como apresentado pela figura 15, a
concentracdo de 50mM de metformina induz uma maior concentragcdo e migracdo de
HMGB1 do nucleo para o citosol em células de cancer de figado murino Hepa em

comparacdo ao nao-estimulado, 48 horas ap0s inicio do estimulo.
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Figura 15: Metformina induz a translocacdo de HMGB1 em células de cancer de figado
Hepa 1clc7. As células Hepa 1clc7 foram plaqueadas e estimuladas com metformina na
concentracdo de 50mM por 48 horas. Ap6s os estimulos, as células foram fixadas com PFA
4X, bloqueadas e marcadas com DAPI e com o anticorpo correspondente.



5.13. Analise de detec¢do de citocinas

Tendo como objetivo investigar o efeito da metformina sobre secrecdo das
citocinas IL-1pB (Fig 16 A-F) e TNF-a. (Fig 17 A-F), foi realizada analise de sobrenadante
de cultura utilizando a técnica do ELISA. A coleta dos sobrenadantes ocorreu 24 e 48
horas apds o inicio do estimulo.

A quantificacdo da citocina IL-1p e de TNF-a mostrou que as células Hepa ao
serem estimuladas com 50mM de metformina secretam concentracfes maiores dessas
proteinas. Ao passo que oas concentracBes de secrecdo das mesmas citocinas foram
consideravelmente menores quando tratadas com os diversos inibidores utilizados. A
figura sugere que os diversos inibidores da via, como CAQ074, NAC, JSH-23, Gliburideo,
Y-VAD e Z-ZAD, de forma geral, foram capazes de inibir a producdo das citocinas

analisadas apds 48 horas de estimulo com metformina.
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Figura 16: Metformina aumenta a secrecdo de IL-1p em células Hepa ap6s 24 e 48 horas de estimulo.
Hepa 1clc7 foram plaqueadas e estimuladas com metformina nas concentragdes de 50mM por 24 horas (A-C), 48
horas (D-F). Apo6s os estimulos, os sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de IL-1p foi dosada por
ELISA. Cada barra representa a média do percentual £ DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos
representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05, respectivamente) em relacdo ao N&o-
estimulado (UNS) indicada por ANOVA e pds-teste de Turkey com excecdo do dado de 50mM Y-VAD que foi
detectado um valor outlier por meio do GraphPad QuickCalcs.
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Figura 17. Metformina aumenta a secrecdo de TNF-a em células Hepa apds 24 e 48 horas de estimulo.
Hepa 1clc7 foram plaqueadas e estimuladas com metformina nas concentragbes de 50mM por 24 horas (A-C), 48
horas (D-F). Apo6s os estimulos, os sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de TNF-a foi dosada por
ELISA. Cada barra representa a média do percentual = DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos
representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05, respectivamente) em relacdo ao Nao-
estimulado (UNS), ANOVA e pés-teste de Tukey.
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6. Discussao

O presente trabalho, buscou avaliar os efeitos da metformina sobre células de
cancer de figado murino Hepa 1c1c7, analisando pardmetros celulares e investigando a
morte celular induzida pela biguanida e mecanismos relacionados a via da piroptose. Foi
demonstrado que a metformina pode induzir a morte por piroptose em células de figado,
Hepa 1clc7. Os resultados obtidos mostraram a acdo da biguanida sobre a ativacdo das
caspases 1 e caspase 3, bem como de GSDMD, a transloca¢do de HMGB1do nucleo para
o citosol, sobre a acidificacdo lisossomal, a inducao de poros na membrana, a secrecdo
de LDH e de citocinas como IL-1p e TNF-a (de Vasconcelos et al., 2019) todos estes
eventos estdo de acordo com a literatura como indicadores de piroptose e corroboram a
hip6tese inicial do trabalho de que a metformina pode majoritariamente induzir morte
celular por piroptose em células de HCC in vitro.

E conhecido o papel da inflamacdo como resposta a alteracdes na homeostase,
como primeira linha de defesa do hospedeiro, seja uma alteragdo causada por patdgenos
ou por células em processos de morte. Este processo se inicia a partir do reconhecimento
de caracteristicas exclusivas de PAMP’s e DAMPs por receptores de reconhecimento
padrdo PRRs. Esses receptores que reconhecem esses padrbes distinguem os agentes
infecciosos das proprias proteinas, &cidos nucleicos, lipidios e agtcares do organismo por
suas caracteristicas moleculares e localizagdo intracelular (Liu and Lieberman, 2017) e
funciona como preparo do tecido para a ativacdo de respostas imune adaptativas para o
controle da causa estressora que inicia este processo, seja ela por patégenos ou por demais
células deterioradas e modulam diversos mediadores pré-inflamatérios e moléculas de
acdo citotoxica, além de migracdo intensa de células da resposta imune (Kotas, 2015).

Por razdo da alta migracdo de células com potencial inflamatério, a perda do
controle da inflamacdo, pode ser prejudicial para o tecido, podendo levar a perda de
funcdo tecidual, e progresséo e estabelecimento de doencgas cronicas, possibilitando e
favorecendo uma série de patologias, como o cancer (Sugimoto et al., 2016). Também é
estimado que mais de 22% dos casos de HCC em paises ocidentais sdo atribuidos a casos
relacionados a NAFLD, caracterizado por uma inflamacao cronica no figado (Makarova-
rusher et al., 2017).

Sabendo que o processo inflamatério pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, incluindo o HCC (Balkwill and Mantovani,
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2001). A acdo anti-inflamatdria e anti-tumoral da metformina, sobre varios tipos de
tumores, demostra a versatilidade dessa biguanida no controle além dos niveis
glicémicos, como sobre na diminuigdo da progressao, desenvolvimento e alteracdes no
prognostico de diversos tipos de tumores (Hosono et al., 2010; Shi et al., 2012).

Além disso, estudos recentes demonstraram que a atividade da metformina
também pode regular o crescimento das células e a proliferacdo das células T por meio
de mecanismos dependentes de AMPK (Pernicova and Korbonits, 2014). A metformina
afeta diversas células do sistema imune, como linfocitos, macrdéfagos e neutréfilos
(Zarrouk et al., 2014). Essa capacidade anti-inflamatodria esta relacionada ao controle
bioquimico que a biguanida exerce sobre as células diminuindo a expressdo de ROS,
modulando a via mTOR, a diminuicdo na sintese de acidos graxos e demais controles de
vias bioquimicas que acarretam na diminuicédo de atividades pro inflamatorias, resultando
no processo de resolucdo de situacdes de inflamatdrias (Pernicova and Korbonits, 2014).

Estudos recentes tem reportado, que além da funcdo de controle glicémico pelo
qual foi desenvolvida, existem também atividades anti-tumorais da metformina,
diminuindo a viabilidade e progressao das células tumoral (Tomic et al., 2011; Wang et
al., 2019). Além disso foi demonstrado que em células de mielomas, a atividade anti-
tumoral da metformina atuou de forma tempo e dose dependente in vitro, diminuindo a
viabilidade dessas células e desencadeando mais de um tipo de morte ao mesmo tempo,
bem como mostrou o controle da progressdo tumoral em modelos in vivo (Pereira et al.,
2018). O papel da metformina sobre os hepatocitos tumorais na reducdo da viabilidade e
do perfil de morte, pelos ensaios de MTT e de Anexina V/PI também foi analisado neste
trabalho, mostrando o efeito dose e tempo dependente da acdo da biguanida, e
potencialmente indicando uma morte multifacetada apresentada pelos hepatdcitos.
Porém, ficou evidenciado que a via de morte mais presente das células tumorais é a
piroptose, enquanto as populacdes de células ndo tumorais sofreram mortes apoptoticas.

A acdo dessa biguanida sobre os hepat6citos, ocorrem principalmente em funcgéo
da acdo da metformina sobre as vias dos complexos do mTOR, a inibi¢cdo de sintese de
acidos graxos, ativacdo de p53 e via PI3K, processos 0s quais estdo intrinsecamente
relacionados com o desenvolvimento e progressdo tumoral (Pernicova and Korbonits,
2014). O efeito exacerbado da metformina sobre os hepatocitos tumorais e o efeito mais
modesto observado nos hepatdcitos ndo tumorais, pode se da pelo fato da maior expressao

da familia de transportadores SLC22A1, responsaveis pelo transporte de biguanidas para

68



0 meio intracelular ser maior em células tumorais, conferindo assim uma maior
suscetibilidade a acdo da metformina (Pernicova and Korbonits, 2014).

O papel da metformina sobre a proliferagdo e o ciclo celular em neoplasmas
mieloproliferativos, mostraram uma acéo inibitdria sobre a proliferacdo destas células,
inibindo seu ciclo celular (Machado-Neto et al., 2018). Assim como foi demonstrado
pelos ensaios de proliferagdo por CFSE, pelo ensaio de clonogénico, que possibilita a
avaliacdo da capacidade reprodutiva de uma célula mediante um tratamento e pelo ensaio
de ciclo celular, a metformina exerceu um papel retardando o ciclo celular e inibindo a
proliferacdo em células de cancer de figado murino in vitro verificamos que a metformina
ndo afetou apenas o ndmero de coldnias formadas, mas também seu tamanho. Enquanto
a condicdo ndo estimulada apresentou coldnias com tamanho médio de 0,7725 mm2, as
células tratadas com 6, 25 e 50 uM de metformina foram associadas com tamanho médio
de colénia de 0,57 mm2, 0,2075 mm2 e 0,05 mm2. Portanto, o0 tratamento com
metformina diminuiu o tamanho das col6nias de células Hepa de maneira dependente da
dose. Machado-Neto e colaboradores demonstraram que a acao inibitoria da metformina
sobre o ciclo celular, ocorre em decorréncia de alterac@es de proteinas como ciclina D e
p27, associadas a regulacdo do ciclo celular, ocasionando a parada da proliferacdo das
celulas tumorais tratadas com metformina.

Sabe-se que a caspase-1 tem um papel efetor na maturacdo de citocinas pro-
inflamatorias como a IL-1p e IL-18, bem como exerce importante papel propagatorio da
piroptose num sitio inflamatorio, além de ser responsavel pela maturacdo de GSDMD,
uma das principais proteinas efetoras da piroptose (Miao, 2011). Também é conhecido o
papel da caspese-3 sobre a inducdo da piroptose. Porém, neste caso, a piroptose é
mediada pela proteina efetora GSDME (Hu et al., 2020). O mesmo efeito de ativacdo
dessa enzima foi verificado no presente trabalho, ocorrendo ativacdo de caspase-1 em
células de cancer de figado de forma dose-dependente 48 horas apds inicio do estimulo
com metformina. Bem como também foi observado de forma dose-dependente a
producdo de caspase-3. Essa ativacdo de caspase-1 corrobora com a literatura, e indica
que hé inducdo de morte celular por piroptose nas células tumorais investigadas.

A clivagem da porcdo efetora N-terminal da GSDMD, se da pela atividade da
caspase-1, e esta regido é responsavel por se ligar a residuos lipidicos como fosfatidil
inositol, &cido fosfatidico, bem como fosfatidilserina, os quais sdo encontrados
exclusivamente nas porg¢des internas das membranas plasmaéticas celulares em condi¢des

fisiolégicas, bem como pode se ligar a cardiolipina, lipideo encontrado em membranas
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mitocondriais e bacterianas. As interacOes das regides terminais GSDMD-N com
componentes lipidicos da membrana plasmatica promovem a formacdo de poros
caracteristicos da piroptose (Liu and Lieberman, 2017). A inducdo de clivagem de
GSDMD em resposta ao tratamento com metformina, também foi verificado em células
de cancer figado murino, apresentando uma resposta de forma dose-dependente.

A piroptose é comumente avaliada a partir do ensaio de deteccao de liberagdo do
complexo tetramérico citosolico lactato desidrogenase (LDH) no meio extracelular,
agindo com um indicador de lise celular, e é frequentemente interpretada como uma
medida de morte celular (Rayamajhi et al., 2013). Além disso, também tem sido reportado
0 papel lisossomal sobre a piroptose. Indica-se que danos e rupturas na membrana
lisossomal, causada por agentes estressores, podem levar a uma acidificacdo lisossomal,
gerando liberacdo de catepsina B que leva a ativacao do inflamassoma NLRP3 que esta
ligado diretamente com a morte celular litica pela ativacdo de caspase-1 bem como
formacédo de poros na membrana plasmaética e clivagem de GSDMD (Alu et al., 2020).
Outro pardmetro avaliado durante o processo da piroptose, é a deteccdo de poros
caracteristicos na membrana plasmatica (Aglietti et al., 2016). A inducdo da acidificacdo
lisossomal, a liberacdo de lactato desidrogenase bem como inducéo de poros induzidos
pelo tratamento com metformina, também foram avaliadas no presente trabalho,
indicando de forma tempo- e dose-dependente a acdo da metformina nestes parametros

analisados sobre os hepatdcitos tumorais.

A expressdo de HMGB1 é aumentada em diversos tipos de tumores, bem como
seu receptor de membrana RAGE, responsavel por reconhecer HMGBL1 extracelular e
iniciar uma cascata de sinalizacdo intracelular ativando a inflamacéo (Sims et al., 2010),
tendo papel central na ativacdo de caspase-1 durante a progressdo de HCC (Yan et al.,
2012). Sabe-se também de seu papel durante a piroptose, atundo durante a morte
piroptdtica, de forma parécrina as celulas adjacente, amplificando o processo inflamatdrio
(LaRock and Cookson, 2013). Nesse contexto, também foi avaliado por microscopia de
fluorescéncia a capacidade da metformina de induzir o aumento de expressdo de HMGB1
e sua translocacdo do nucleo para o citoplasma. Foi observado sob as condigdes de maior
concentracdo utilizada, de 50mM, que a metformina induz a translocacdo de HMGB1 do
nacleo para o meio citoplasmatico, indicando assim seu provavel papel durante a

piroptose induzida por metformina, em células tumorais hepaticas.
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Segundo (Bozza and Viola, 2010), o corpusculo lipidico € considerado uma
organela que desempenha importante papel nos processos de sinalizagdo celular e
inflamatorios, bem como tem importante papel em todo o processo de armazenamento de
lipideos, enzimas, kinases e outras proteinas que conferem a essa organela, seu papel
regulatério em diversos processos celulares. Os corpulsculos lipidicos estdo presentes em
diversos modelos celulares, como leucécitos, células epiteliais e hepatdcitos, e podem
favorecer o estabelecimento e progressao tumoral, funcionamento como fonte energética
a uma série de tumores como carcinomas, e cancer de mama, prostata e célon (Swinnen
et al., 2006). Para avaliar o possivel efeito que a metformina poderia exercer sob a
biogénese de corpusculos lipidicos nos hepatdcitos murinos, foi observado que ndo houve
modulagdo, independente da concentragdo de metformina utilizada, em nenhum dos
modelos hepaticos analisados.

O papel das citocinas TNF-a e IL-1p como um dos principais meios de
comunicacdo entre o micro ambiente inflamatorio e as células, atraves de suas secregoes,
atua de modo a aumentar a propagacdo da inflamacdo e da capacidade invasiva de
tumores (Balkwill and Mantovani, 2005). Sabe-se também que a IL-1p é uma das
principais citocinas produzidas e secretadas durante o processo piroptético (Liu et al.,
2014). A maturacdo de IL-1B é dependente da clivagem de caspase-1 e de NLRP3, logo
apos a primming do inflamassoma, que leva a formacédo da forma madura da citocina. O
priming dependente de TLR do inflamassoma e envolve a transcricdo aumentada
dependente de NF-kB de pro-IL-1p ¢ o aumento da expressdo de NLRP3 (Gupta and
Barthwal, 2018).

Embora as vias de sinalizacdo e de sintese das citocinas avaliadas sejam distintas,
ja existem evidéncias que indicaram que IL-1f sensibiliza hepatocitos primarios de
camundongos & citotoxicidade induzida por TNF-o e que poderia induzir um aumento
significativo na producdo de TNF-o, sugerindo que essas citocinas estdo funcionalmente
relacionadas (Petrasek et al., 2012). Ressalta-se que apesar das vias de biogénese e de
signalizacdo de IL-1pB e de TNF-a serem distintas, sabe-se que 0 TNF-a pode aumentar a
sintese de ROS além de aumentar a expressao de caspase-1 (Jain et al., 2007; Kim et al.,
2010), bem como é sugerido que a liberagdo de catepsina B dos lisossomas aumenta a
liberagdo mitocondrial do citocromo ¢ e subsequente ativacdo da caspase-1 em
hepatocitos tratados com TNF-o (Guicciardi et al., 2000). Além disso a toxicidade
induzida pela metformina, observada no trabalho, leva os hepatdcitos tumorais a lise por

piroptose, 0 que induz a producdo de diversos fatores que podem agir como DAMP’s,
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como HMGB1, LDH e a propria IL-1B, ¢ essa percepcdo de DAMP’s pelas células
adjacentes, pode levar a uma maior producdo de TNF-a. Desta forma diversos inibidores
relacionados a via de sintese de IL-1p, que também podem se relacionar de forma indireta
com a via de TNF-a, durante a piroptose foram utilizados, como os inibidores de caspases
Y-VAD e Z-VAD, além de inibidores de catepsina B e de ROS, Ca074 e NAC
respectivamente. Também como foi utilizado inibidores em comum das vias das duas
citocinas analisadas, gliburideo e JSH-23, inibidores de efluxo de K* e de NF-«xB.

Também foi observado que a capacidade da metformina em promover a indugéo
de poros na membrana plasmatica ocorre de forma independente do efluxo de potéassio,
de catepsina B, de ROS e de caspase-1 nas concentracdes e tempos analisados. Desta
forma, sdo necessarios estudos adicionais utilizando concentracdes e tempos mais
precoces de andlise para se verificar mais precisamente este fendmeno, como descrito por
(McKenzie et al., 2020) e por (Lin et al., 2020). Ressalta-se também que a secre¢do das
citocinas analisadas, apds o tratamento com a biguanida, pode acontecer por mecanismos
distintos da via da piroptose e do poro na membrana plasmatica induzido pela
metformina, como mecanismos de secre¢do via vesicula e exocitose (Lopez-Castejon and
Brough, 2011).

Apos as analises das citocinas, péde-se afirmar que a metformina, induziu o
aumento de secrecdo de IL-1P ¢ de TNF-a, e de efeito semelhante entre as duas citocinas,
foi visto mediante o tratamento concomitante de metformina, com o uso de inibidores de
diversos pontos da via piroptotica, a reducdo da secrecdo de citocinas foi inibida a nivel
de ndo estimulado, sugerindo o papel que a biguanida tem sobre a via da piroptose e de
secrecdo das citocinas analisadas.

Em sintese, foi demonstrado no trabalho, o papel da metformina sobre as células
de cancer de figado Hepa 1c1c7, atuando sobre a viabilidade, sobrevivéncia e proliferacdo
das células tumorais. Mostramos também a modulagéo dos niveis de mecanismos chaves
para o estabelecimento e progressdo da piroptose, como a ativagdo de caspase-1, a
formacéo de poros na membrana celular, a liberacdo de LDH, a acidificacao lisossomal,
a translocacdo de HMGBL1 e a clivagem de GSDMD, bem como a liberagéo de IL-1p.
Nossos resultados sugerem que a metformina pode induzir a piroptose por meio da
ativacdo de algumas vias dependentes de inflamassoma, a medida que a liberagéo de IL-
1B pdde ser observada, o que foi confirmado pelo uso de diversos inibidores da via da

piroptose.
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7. Conclusao

Pode-se concluir a partir desse trabalho que a metformina apresenta caracteristicas
anti-tumorais em células de cancer de figado murino in vitro por induzir a perda de
viabilidade e morte das células tumorais, além de ter sido descrito pela primeira vez o
perfil de morte por piroptose através da ativacdo de caspase-1, deteccdo de GSDMD
clivada, além da transloca¢do de HMGBJ1, a inducéo de poros bem como da secrecéo de

IL-1B em células de hepatocarcinoma murino.

De forma mais objetiva o trabalho mostrou que:

A) A metformina atua na diminuigéo da viabilidade, sobrevivéncia, e retardando do ciclo
celular em G2/M bem como na proliferacdo de células de cancer de figado;

B) A metformina é capaz de induzir morte celular por piroptose em células Hepa 1c1c7;

C) A metformina ndo alterou os niveis de biogénese de corpulsculos lipidicos nos
hepatocitos analisados;

D) A metformina é capaz de aumentar a acidificacdo lisossomal nas células tratadas;

E) A metformina foi capaz de induzir a producdo de pro-caspase-1, caspase-3 e de
GSDMD clivada;

F) A metformina foi capaz de induzir a secrecdo de LDH nos hepatdcitos analisados;

G) A metformina foi capaz de induzir a formacgdo de poros na membrana plasmaética de
forma tempo e dose-dependente;

H) A metformina foi capaz de induzir a translocacdo de HMGBL1 a partir do ndcleo para
o citoplasma;

I) A metformina é capaz de aumentar a secre¢do de IL-1b e TNF-a, de forma dependente
de mecanismos inibitérios da via da piroptose como ROS, Catepsina B, NF-xB e
NLRP3.
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Modelo proposto de acdo da metformina sobre células de cancer de

hepatocarcinoma (HCC)
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Figura 18: Proposta de mecanismo de acdo da metformina sobre o hepatécito tumoral. A entrada da
metformina, através de seu transportador OCT1/SLC22A1, promove a translocacdo de HMGBL para o
citosol, alteragdes mitocondriais e lisossomais, que levam a alteragdes nos niveis de ROS e a liberagdo de
CatB. A liberacdo subsequente de CatB, que pode ser inibida por Ca074, ativa o inflamassoma NLRP3
estimulando a caspase-1, que quando ativada conduzem a clivagem de pro-1L-1b e GSDMD, coordenando

a lise da membrana, liberacdo de IL-1b madura, LDH e piroptose final.
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