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Introdução

                O carcinoma de células escamosas bucais (CCEB) é o tipo mais comum de neoplasia maligna bucal (FERLAY et al., 2015). Seu tratamento muitas 
vezes produz disfunção e distorções na fala, deglutição, mastigação, saúde dental, e até mesmo na capacidade de interagir socialmente 
(WARNAKULASURIYA, 2009). A maioria das células neoplásicas exibem um efeito Warburg, um estado de glicólise ativa com a produção de lactato sob 
condições aeróbicas (WARNAKULASURIYA, 2009). Devido ao efeito Warburg, as células tumorais proliferativas consomem glicose a uma taxa elevada e 
liberam lactato (WARBURG, 1956). O lactato liberado dos tecidos torna-se o principal precursor da gliconeogênese hepática (HOLM E et al., 1995). 
Evidências sugerem que um alto nível sérico de lactato desidrogenase (LDH) está associado com baixa sobrevivência em tumores sólidos (PETRELLI F et al
., 2015). Analogamente ao lactato, a ativação do fator de hipóxia induzível 1? HIF-1? é aumentada sob condições hipóxicas e promove a produção de ATP 
através do aumento da glicólise anaeróbica  (SEMENZA,  2006). Este aumento nos níveis de HIF-1? sob hipóxia induz a invasão da CCEB (GUIMARAES et 
al., 2016). HIF-1? também inibe piruvato desidrogenase (PDH) (FERON, 2009). O presente estudo pretende explorar o efeito da metformina sobre a PDH, o 
HIF-1? e o fenótipo da célula CCEB sob condições hipóxicas. Além disso, também investigamos uma consequência teórica do tratamento com metformina.

Material e métodos

A. Pacientes

A aprovação ética para este estudo foi obtida do Conselho de Revisão Institucional (CAAE 31930314.0.0000.5146) e obteve-se um termo de consentimento 
informado assinado de todos os pacientes. Cinco pacientes apresentaram leucoplasia oral com displasia epitelial e dez pacientes com CCEB foram incluídos no 
presente estudo para medir as diferenças nos níveis de mRNA de PDH.

B. Cultura celular e hipóxia

Para simular condições hipóxicas, as células SCC9 e HaCat foram cultivadas em meio com a adição de 100 ?M de cloreto de cobalto (CoCl2, Sigma, St. Louis, 
MO, EUA). As soluções de reserva de CoCl2 foram esterilizadas por filtração (0,22 ?m). As soluções resultantes foram mantidas a 4°C e utilizadas dentro de 
24 horas para o ensaio. Todos os experimentos de cultura foram realizados em triplicado.

C. RNA isolamento e qRT-PCR

O RNA foi isolado de células usando o reagente de Trizol (GIBCO Invitrogen), de acordo com o fabricante. O RNA total foi transcrito de forma reversa e o cDNA subsequente foi aquecido a 95 ° C para terminar a reação. Para PCR em tempo real, adicionou-se 2 ?l do cDNA ao reagente SYBR GREEN (Life) para a Caspase 3, HIF-la (SRIVASTAVA , 2016) e PDH (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA); Conjunto de iniciador / sonda específico (Life technologies, carlsbad, CA, EUA); A amplificação foi realizada em um sistema StepOne Real-Time PCR (Life technologies, carlsbad, CA, EUA). Todas as reações foram realizadas em triplicado e Beta-Actin (Life technologies, carlsbad, CA, EUA) serviu como controle interno.

D. Ensaio de proliferação

As células SCC9 e HaCat (1x10) foram semeadas numa placa de 12 poços e sincronizadas durante 24 horas por inanição de soro, depois adicionaram-se 
metformina (Sigma) e CoCl2 (Sigma) ao meio de cultura. Após 24 horas as células foram tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada por coloração com 
azul de tripano (Sigma, St. Louis, MO, EUA). As células foram contadas em uma câmara de Newbauer (prolab, São Paulo, SP, Brasil).

E. Ensaio de migração

A migração celular foi monitorada em um ensaio de raspado de ferida como descrito anteriormente (CANTRELL et al., 2010). Resumidamente, um arranhão 
foi feito com uma ponta de pipeta estéril em uma camada celular confluente, e depois adicionaram-se 20 ?M / ml Met e 100 ?M / mL de CoCl2 em meio isento 
de soro. Os poços foram fotografados no início do experimento e após 24h (células SCC-9 / HaCaT). Imagens foram obtidas, câmera SC30 (Olympus, Center 
Valley, PA, EUA) em um microscópio invertido IX81 (Olympus, Center Valley, PA, EUA). O software ImageJ foi utilizado para análise.

F. Análise estatistica

As análises foram realizadas usando o software SPSS (Versão 18.0) e GraphPadPrism (Versão 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). 
Kolmogorov-Smirnov e os testes de Shapiro-Wilk foram realizados para avaliar a distribuição dos dados. Como amostras apresentadas como distribuição 
normal, realizou-se ANOVA unidirecional, seguida de Tukey pós-teste. Todos os dados são como médias ± DP. A significância estatística foi aceita em p 
<0,05.

Resultados e discussão
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A CCEB é tratada frequentemente, utilizando ressecção cirúrgica e radioterapia adjuvante com ou sem quimioterapia (POSWAR et al., 2015). Os agentes 
terapêuticos estão associados a efeitos adversos graves que causam diminuição da qualidade de vida. Portanto, a identificação de novos agentes terapêuticos 
úteis, menos tóxicos, é crucial.

A. Efeitos da Metformina sobre PDH e HIF-1? sob hipoxia

A atenuação da atividade de PDH pode levar ao acúmulo de HIF1? na CCEB (TRISCIUOGLIO, 2010).Adicionalmente, o aumento de HIF1? está relacionado 
a prognósticos piores do CCOS. Considerando o papel da PDH na CCEB, o qRT-PCR foi realizado para comparar os níveis de PDH em pacientes com CCEB 
e pacientes com leucoplasia oral. Níveis diminuídos de níveis de mRNA de PDH foram observados em CCEB em comparação com leucoplasia oral com 
displasia (Figura 1A). Para testar se a metformina poderia promover um aumento nos níveis de PDH e alterar as células para um perfil celular menos agressivo, 
ensaio in vitro foi realizado para testar se Metformina poderia aumentar os níveis de mRNA PDH em células CCEB sob condições hipóxicas. A metformina 
promoveu um aumento nos níveis de PDH sob condições hipóxicas (Figura 1 B). Considerando a importância do HIF-1? no metabolismo anaeróbio da glicose 
e sua relação com a PDH (TRISCIUOGLIO, 2010), realizou-se qRT-PCR de HIF-1? para testar se a Metformina poderia alterar os níveis de HIF-1?. A 
metformina reduziu não apenas os níveis de mRNA de HIF-1a (Figura 2A) em células SCC9. 

B. Efeitos da Metformina sobre o fenótipo da célula CCEB sob condições hipóxicas

Como a Metformina altera os níveis de PDH e HIF-1a, como demonstrado antes, ensaios de proliferação, raspagem de feridas, qRT-PCR de Caspase3 foram 
realizados para clarificar o efeito da Metformina sobre o fenótipo da célula CCEB sob condições hipóxicas. O ensaio de proliferação sugere que a metformina 
provoca um efeito antiproliferativo em queratinócitos imortalizados (HaCat, Figura 3A) e CCEB (SCC9, Figura 3D). A metformina também inibiu a migração 
significativamente nas células Hacat (Figura 3 B e C) e SCC9 (Figura 3 E e F) de acordo com o ensaio de arranhão de feridas. O tratamento com metformina 
também aumentou a transcrição da caspase3 em SCC9 (Figura 4 C).

Conclusão

   Concluindo, os nossos resultados mostram que a Metformina reduz a expressão do gene HIF-1? e aumenta a expressão de PDH. A metformina inibe a 
proliferação celular e a migração no modelo de linha celular CCEB. Adicionalmente, a metformina aumenta o número de células apoptóticas e níveis de 
caspase 3, mas não aumentou os níveis de p53 mutante sob condições hipóxicas.
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Figura 1: níveis de PDH em pacientes e efeito da metformina nos níveis de PDH em células SCC9. Em (A), a expressão de PDH em pacientes com carcinoma e leucoplasia. Os 
níveis de ARNm de PDH aumentaram em Leucoplasia em comparação com OSCC. (B) O tratamento de células SCC9 aumenta os níveis de ARNm de PDH mesmo sob hipoxia. 
*Significado estatístico.

Figura 2: Efeito da metformina em HIF1A-1a sob condições hipóxicas. (A) Metformina reduziu os níveis de ARNm HIF1A-1? mesmo sob hipoxia. A metformina também 
reduziu os níveis de proteína HIF1A-1? em comparação com CoCl2.
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Figura 3: Efeito da metformina na morte celular e migração sob condições hipóxicas. (A e D)
 mostram a quantificação do efeito da Metformina no número de células HaCat e SCC9, respectivamente. Metformina reduziu drasticamente o número de ambas as células, mesmo sob hipoxia. 
(b e E)
 representam a quantificação da migração de células HaCat e SCC9, respectivamente. A metformina também reduziu drasticamente a taxa de migração celular na linhagem das células. 
(C e F) ilustram o teste de risco de ferida das células HaCat e SCC9, respectivamente. A escala de 100 ?m. *Significado estatístico.

Figura 4: Efeito da metformina na morte celular em condições hipóxicas. Metformin also increased caspase-3 mRNA levels in SCC9 cells (c)
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