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Introducéo

O carcinoma de células escamosas bucais (CCEB) € o tipo mais comum de neoplasia maligna bucal (FERLAY et al., 2015). Seu tratamento muitas
vezes produz disfuncdo e distorgdes na fala, degluticdo, mastigagdo, salde dental, e até mesmo na capacidade de interagir sociamente
(WARNAKULASURIYA, 2009). A maioria das células neoplésicas exibem um efeito Warburg, um estado de glicdlise ativa com a produgéo de lactato sob
condicoes aerébicas (WARNAKULASURIYA, 2009). Devido a0 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 gliconeogénese hepética (HOLM E et al., 1995).
Evidéncias sugerem que um alto nivel sérico de lactato desidrogenase (LDH) esté associado com baixa sobrevivéncia em tumores solidos (PETRELLI F et al
., 2015). Analogamente ao lactato, a ativagdo do fator de hipoxia induzivel 1? HIF-1? é aumentada sob condicdes hipdxicas e promove a produgdo de ATP
através do aumento da glicolise anaerébica (SEMENZA, 2006). Este aumento nos niveis de HIF-1? sob hipdxia induz a invasio 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 fendtipo da célula CCEB sob condi¢des hipoxicas. Além disso, também investigamos uma consequéncia tedrica do tratamento com metformina.

Material e métodos
A. Pacientes

A aprovacéo ética para este estudo foi obtida do Conselho de Revisdo 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 incluidos no
presente estudo para medir as diferengas nos niveis de mRNA de PDH.

B. Cultura celular e hipoxia

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

C. RNA isolamento e gRT-PCR
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D. Ensaio de proliferag@o

As células SCC9 e HaCat (1x10) foram semeadas numa placa de 12 pocos e sincronizadas durante 24 horas por inani¢do de soro, depois adicionaram-se
metformina (Sigma) e CoCl2 (Sigma) ao meio de cultura. Apds 24 horas as células foram tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada por coloragdo com
azul de tripano (Sigma, St. Louis, MO, EUA). As células foram contadas em uma camara de Newbauer (prolab, S&o Paulo, SP, Brasil).

E. Ensaio de migracé@o

A migracdo celular foi monitorada em um ensaio de raspado de ferida como descrito anteriormente (CANTRELL et al., 2010). Resumidamente, um arranh&o
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 pocos foram fotografados no inicio do experimento e apds 24h (células SCC-9 / HaCaT). Imagens foram obtidas, camera SC30 (Olympus, Center
Valley, PA, EUA) em um microscopio invertido X81 (Olympus, Center Valley, PA, EUA). O software ImageJ foi utilizado para andlise.

F. Andlise estatistica

As andlises foram realizadas usando o software SPSS (Versdo 18.0) e GraphPadPrism (Versdo 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
Kolmogorov-Smirnov e os testes de Shapiro-Wilk foram realizados para avaiar a distribui¢do dos dados. Como amostras apresentadas como distribuicéo
normal, realizou-se ANOVA unidirecional, seguida de Tukey pds-teste. Todos os dados sdo como médias + DP. A significancia estatistica foi aceita em p
<0,05.

Resultados e discussdo
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A CCEB é tratada frequentemente, utilizando resseccéo cirlrgica e radioterapia adjuvante com ou sem quimioterapia (POSWAR et al., 2015). Os agentes
terapéuticos estdo associados a efeitos adversos graves que causam diminuicéo da qualidade de vida. Portanto, a identificagdo de novos agentes terapéuticos
Uteis, menos téxicos, é crucial.

A. Efeitos da Metformina sobre PDH e HIF-17? sob hipoxia

A atenuagéo da atividade de PDH pode levar ao acimulo de HIF1? na CCEB (TRISCIUOGL IO, 2010).Adicionalmente, o aumento de HIF1? esta relacionado
a progndsticos piores do CCOS. Considerando o papel da PDH na CCEB, o qRT-PCR foi realizado para comparar os niveis de PDH em pacientes com CCEB
e pacientes com leucoplasia oral. Niveis diminuidos de niveis de mMRNA de PDH foram observados em CCEB em comparagdo com leucoplasia oral com
displasia (Figura 1A). Paratestar se a metformina poderia promover um aumento nos niveis de PDH e alterar as células para um perfil celular menos agressivo,
ensaio in vitro foi readizado para testar se Metformina poderia aumentar os niveis de mRNA PDH em células CCEB sob condigdes hipdxicas. A metformina
promoveu um aumento nos niveis de PDH sob condicdes hipdxicas (Figura 1 B). Considerando a importancia do HIF-1? no metabolismo anaerébio da glicose
e sua relacdo com a PDH (TRISCIUOGLIO, 2010), realizou-se qRT-PCR de HIF-1? para testar se a Metformina poderia aterar os niveis de HIF-1?2. A
metformina reduziu ndo apenas os niveis de MRNA de HIF-1a (Figura 2A) em células SCC9.

B. Efeitos da Metformina sobre o fenétipo da célula CCEB sob condi¢des hipoxicas

Como a Metformina altera os niveis de PDH e HIF-1a, como demonstrado antes, ensaios de proliferacdo, raspagem de feridas, qRT-PCR de Caspase3 foram
realizados para clarificar o efeito da Metformina sobre o fenétipo da célula CCEB sob condigdes hipoxicas. O ensaio de proliferagdo sugere que a metformina
provoca um efeito antiproliferativo em queratincitos imortalizados (HaCat, Figura 3A) e CCEB (SCC9, Figura 3D). A metformina também inibiu a migragéo
significativamente nas células Hacat (Figura 3 B e C) e SCC9 (Figura 3 E e F) de acordo com o ensaio de arranhdo de feridas. O tratamento com metformina
também aumentou a transcricao da caspase3 em SCC9 (Figura4 C).

Conclusao

Concluindo, os nossos resultados mostram que a Metformina reduz a expressdo do gene HIF-1? e aumenta a expresséo de PDH. A metformina inibe a
proliferagdo celular e a migracdo no modelo de linha celular CCEB. Adicionalmente, a metformina aumenta o nimero de células apoptéticas e niveis de
caspase 3, mas ndo aumentou os nhiveis de p53 mutante sob condicoes hipdxicas.
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Figura 1: niveis de PDH em pacientes e efeito da metformina nos niveis de PDH em células SCC9. Em(A), a expressdo de PDH em pacientes com carcinoma e leucoplasia. Os
niveis de ARNm de PDH aumentaram em Leucoplasia em comparacéo com OSCC.(B) O tratamento de células SCC9 aumenta os niveis de ARNm de PDH mesmo sob hipoxia.
*Significado estatistico.
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Figura 2: Efeito da metformina em HIF1A-1a sob condigdes hipdxicas. (A) Metformina reduziu os niveis de ARNm HIF1A-1? mesmo sob hipoxia. A metformina também
reduziu os niveis de proteina HIF1A-1? em comparagéo com CoCl2.
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Figura & Efeito da metformina na morte celular e migracéo sob condicoes hipéxicas. (A e D)
mostramaguantifi cagéiodoef ei todaM etf orminanontimerodecé ul asHaCateSCC9,respecti vamente.M etf ormi nareduzi udrasti camenteonimerodeambasascél ul as mesmosobhi poxia.
(b e E)

representamaquantifi cag@odamigracéodecél ulasHaCat eSCC9, respectivamente. A metforminatambémreduziudrasticamenteataxademigracéocel ular nalinhagemdascél ul as.
(C eF) ilustram o teste de risco de ferida das células HaCat e SCC9, respectivamente. A escalade 100 ?m. * Significado estatistico.
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Figura 4: Efeito da metformina na morte celular em condigdes hipdxicas. Metformin also increased caspase-3 mRNA levelsin SCC9 cellgc)
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