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Resumo 

 

MEIRELES, Cinthia Gabriel. Estudo do efeito da metformina nas vias de sinalização 

relacionadas à sobrevivência e proliferação celular em linhagens de Feocromocitoma. 

Brasília, 2018. Tese de Doutorado em Ciências Farmacêuticas – Faculdade de Ciências da 

Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2018. 

 

Os feocromocitomas são tumores neuroendócrinos raros, derivados de células 

cromafins que se localizam na medula das glândulas adrenais, sendo responsáveis pelo 

armazenamento, síntese e secreção de catecolaminas. Pacientes acometidos por este tipo de 

tumor apresentam alto risco de doenças cardiovasculares e as opções terapêuticas são pouco 

efetivas. Pensando nisso, o objetivo desse estudo foi investigar o efeito da metformina nas 

vias de sinalização relacionadas à sobrevivência e proliferação celular em linhagens celulares 

de feocromocitoma. Os métodos selecionados para este estudo foram: viabilidade das células 

de feocromocitoma, por MTT, exclusão por azul de tripan; ensaio de proliferação das células 

de feocromocitoma com incorporação de BrDu; coloração com cristal de violeta. Ensaio de 

western blot para avaliar:  caspase 3, via de proliferação celular AMPK/ 

PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α e inibição do proteassoma em células de feocromocitoma 

de ratos; Ensaio de expressão dos genes: isoformas da HIF, VEGFA e VEGFR, ADM e ANGP 

em cultura primária de feocromocitoma; Imunofluorescência para KI-67, DAPI e DRP-1; 

Ensaio de peroxidação lipídica; ensaio de respiração celular. Os resultados mostraram que o 

sunitinibe (fármaco padrão) e a metformina reduzem a viabilidade das células de fibroblasto 

em 60% pelo método de MTT, mas não altera pelo ensaio de azul de tripan, em contrapartida, 

nas células de feocromocitoma, a viabilidade é reduzida em aproximadamente 50% e 60%, 

respectivamente. A redução da proliferação chega a 40% tanto com sunitinibe quanto com 

metformina nas células de feocromocitoma. A metformina parece alterar a viabilidade das 

células tumorais com efeito agudo. A clivagem da caspase 3 e a modificação da via 

AMPK/PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α, ocorreu apenas quando as células foram tratadas 

com metformina. Tanto a metformina quanto o sunitinibe promovem alterações nucleares que 

sugerem apoptose. A metformina só altera a expressão do gene VEGFR e induz a degradação 

da HIF pelo proteassoma das células de feocromocitoma. Metformina modifica a dinâmica 

mitocondrial de células silenciadas para o gene VHL via Drp-1. Os resultados sugerem que a 

metformina induz a peroxidação lipídica, inibe e altera todos os parâmetros da respiração 

celular e, em concetrações baixas reduz a respiração de células silenciadas para os genes VHL 
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e SDHB. Como conclusão, os resultados deste estudo sugerem que a metformina: a. regular a 

viabilidade de células de feocromocitoma e de fibroblastos de pele humana, mas esse efeito 

seletivo ocorre em condições agudas; b. induz a apoptose celular via caspase 3 e inibe a 

proliferação celular via AMPK/PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α; a metformina não 

modifica a via AMPK/PTEN/AKT nas células da cultura primária, mas modifica 

mTOR/p70S6K/HIF1α; a metformina aumenta a degradação da HIF e diminui o recrutamento 

de DRP-1 pela mitocôndria de células de feocromocitoma; a metformina reduz o consumo de 

oxigênio nas células PC-12 Adh normais e silenciadas para os genes VHL e SBHB. 

Palavras-chaves: Feocromocitoma; cultura primária de feocromocitoma; metformina; 

sunitinibe; VHL; SDHB. 
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Abstract 

MEIRELES, Cinthia Gabriel. The effect of metformin in survival and proliferation 

partway in pheochromocytoma cell line. Brasília, 2018. Tese de Doutorado em Ciências 

Farmacêuticas – Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2018. 

 

Pheochromocytomas are rare neuroendocrine tumours derived from chromaffin cells of the 

adrenal medulla. They are responsible for catecholamines synthesis and secretion.  The 

hypersecretion of catecholamines is associated with a high risk of cardiovascular 

complications. Malignancy and recurrence are rare but still demands effective treatment. 

Accordingly, the aim of this work was evaluate the effects of metformin on the survival and 

proliferation of pheochromocytoma cells.  The selected methods were: PC12-Adh 

pheocromocytoma viability evaluated by MTT after treatment of metformin; viability by 

tripan blue exclusion; proliferation assays with BrDU incorporation; proliferation by violet 

crystal staining. The western blot was used to evaluate the caspase 3 cleavage; the 

activity/expression of AMPK/ PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α partway and the 

proteasome inhibition. The mRNA of HIF, VEGFA e VEGFR, ADM and ANGP expression 

were evaluated in pheochromocytoma primary culture by qPCR.  Immunofluorescences of 

KI-67, DAPI e DRP-1 were conducted in PC-12 Adh cells. The determination of O2 

consumption was evaluated in PC-12 Adh scramble and VHL and SDHB silencing using a 

respirometer. A lipid peroxidation assay was performed to evaluate cellular stress. The results 

show that sunitinib 8μM and metformin 20mM reduced the fibroblast viability in 60% by 

MTT assay and did not modify in the tripan exclusion assay, however sunitinib and 

metformin reduced the pheochromocytoma cell viability in 50 and 60% by tripan blue 

exclusion. The pheochromocytoma cells proliferation was reduced by 40% with a both, 

sunitinib and metformin and the effect of metformin in pheochromocytoma cells was might 

acute. Metformin 20mM in 48h reduced the caspase 3 cleavage while sunitinib did not 

however sunitinib and metformin modified the nucleus structure. Metformin reduced the 

activation of proteins of the AMPK/PTEN/AKT/mTOR pathway in PC-12 Adh, which 

suggests impairment of growth and cell proliferation and decreased the VEGFR mRNA levels 

of pheochromocytoma primary culture.  The proteasome of PC-12 Adh was inhibited by 

metformin treatment, as well as the Drp-1 recruitment by mitochondria. In metformin-treated 

PC12-Adh PHEO cell, the cellular lipid peroxidation was also increased, and the O2 
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consumption decreased in the same cells as well as in PC-12 Adh silencing for SDHB and 

VHL with metformin 10mM. Finally, the results suggest that metformin has a moderate 

inhibitory effect on the viability of PC12-Adh PHEO cells and in fibroblast cells, and this 

effect  might be acute in pheochromocytoma cells. 

Moreover, metformin treatment induced the apoptosis and positive modulation of the 

AMPK/PTEN/AKT/mTOR signaling pathway in PC-12 Adh cells, and modify the 

activity/expression of mTOR, p70S6K and HIF1α in primary culture. Metformin might 

modify the mitochondria dynamic and increased the HIF degradation by proteasome. This 

effect is associated with enhanced lipid peroxidation and decreased O2 consumption by those 

cells, which are both suggestive of increased cellular stress. Altogether our results corroborate 

the hypothesis of an inhibitory effect of metformin on PHEO cellular proliferation in vitro.  

 

Key-words: Pheocramocytoma; primary cultura of pheochromocytoma; metformin; sunitinib; 

VHL; SDHB. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os feocromocitomas (FEO) são tumores neuroendócrinos raros, derivados de células 

cromafins do eixo simpático adrenomedular. Localizam-se na medula das glândulas adrenais 

sendo responsáveis pelo armazenamento, síntese e secreção de catecolaminas, mais 

precisamente, epinefrina, norepinefrina e dopamina (LENDERS e col., 2014). Mais 

raramente, podem ser encontradas em paragânglios da base do crânio chegando até a 

bifurcação das artérias ilíacas, podendo estar presente em: cérebro, abdômen, pelve, cabeça, 

pescoço e tórax. Tumores derivados de células cromafins dessa região são denominados 

feocromocitomas extra-adrenais ou paragangliomas (PGL) (MELMED e col., 2011). 

A incidência do feocromocitoma e paraganglioma (FEO/PGL) é de 2 a 5 pacientes 

por milhão por ano (PILLAI e col., 2016) e na maioria dos casos apresentam comportamento 

benigno (DE WAILLY e col., 2012; THAI e col., 2015). Entretanto, (FEO/PGL) estão 

associados à elevada morbi-mortalidade devido à autonomia na hipersecreção desregulada das 

catecolaminas, estando relacionadas às emergências cardiovasculares resultantes (LENDERS 

e col., 2014). Os FEO de comportamento maligno representam cerca de 10%, enquanto que os 

PGL malignos podem variar de 20-40% do total (DE WAILLY e col., 2012). 

As manifestações clínicas mais comuns observadas em pacientes com FEO são 

hipertensão arterial sistêmica - que pode ser paroxística ou não -, cefaleia, diaforese e 

palpitações (PARENTI  e col., 2012). O tratamento é feito com base na situação clínica do 

paciente e no comportamento do tumor, visando inicialmente a remoção cirúrgica e a 

supressão da secreção endócrina de catecolaminas (DE WAILLY e col., 2012; PAPPACHAN 

e col., 2014). 

Recentemente, novas terapias alvo-dirigidas vêm sendo estudadas e indicadas para o 

tratamento do FEO, tais como os inibidores multialvo de receptores tirosina-quinase 

(sunitinibe e sorafenibe). Os mecanismos de ação desses fármacos envolvem inibição de 

fatores de crescimento, entretanto, seus efeitos ainda são variáveis e parecem depender de 

outras vias intracelulares envolvidas na tumorigênese (PAPPACHAN e col., 2014). Desta 

forma, embora raros, a grande limitação no tratamento de FEO/PGL malignos gera suporte na 
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busca por novos alvos-farmacológicos que, principalmente, tenham baixo risco de efeitos 

adversos, seguridade comprovada e alta efetividade. 

A metformina ou dimetilbiguanida é um fármaco classificado como antidiabético 

oral, amplamente utilizado no tratamento do Diabetes Mellitus tipo 2. Seu principal efeito 

envolve aumento da glicólise e glicogênese e diminuição da glicogenólise e gliconeogênese 

(PERNICOVA & KORBONITS, 2014) podendo, ainda, aumentar o consumo da glicose no 

músculo esquelético e no fígado (DENORME e col., 2014). 

Nos últimos anos, foi observado em estudos clínicos e epidemiológicos,  um 

potencial efeito da metformina sobre a sobrevida global, redução de marcadores biológicos de 

vias tumorigênicas e prevenção de diversos tipos de câncer, tais como: tireoide (TSENG, 

2014), mama (MARTINEZ e col., 2016), fígado (ZHANG e col., 2012), pâncreas (WANG e 

col., 2014), próstata (HWANG e col., 2015), dentre outros. 

Recente revisão sistemática realizada pela autora do presente estudo e colaboradores 

incluiu 19 estudos (coortes prospectivas e retrospectivas, estudos clínicos, serie de casos e 

relato de caso) que correlacionaram os efeitos da metformina sobre o câncer de endométrio e 

hiperplasia endometrial atípica. Apesar de representarem baixa evidência científica, diversos 

relatos e series de casos mostraram reversão da hiperplasia endometrial atípica em pacientes 

tratadas com metformina. Já os estudos prospectivos que avaliaram expressão em tecido 

removido por biópsia de marcadores de proliferação, por imunohistoquímica, antes e depois 

do tratamento dos pacientes com metformina demostraram, de modo geral e de acordo com a 

metánalise de proporção, que a imunomarcação desses marcadores reduziram após 

tratamento. A despeito da heterogeneidade das coortes restrospectivas, nesses estudos a 

metformina  também melhorou a sobrevida global de pacientes quando comparados com 

grupos que não faziam o uso de meftformina (ANEXO A) (MEIRELES e col., 2017).  

Os efeitos da metformina nestes tumores podem estar relacionados a mecanismos 

moleculares que envolvam estimulação de vias de apoptose ou vias supressoras tumorais e 

inibição de vias de proliferação e crescimento celular (DOWLING e col., 2012). Entretanto, 

estes mecanismos encontram-se em investigação inicial e necessitam ainda ser melhor 

elucidados em uma variedade de tumores com comportamento distinto e não justificam, até o 

momento, o uso clínico da metformina com a finalidade terapêutica no câncer. 
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Os mecanismos que levam a um efeito da metformina sobre o crescimento de células 

de FEO/PGL ou de outros tumores neuroendócrinos ainda não estão completamente 

esclarecidos. Por outro lado, os efeitos antiproliferativos e apoptóticos foram explorados em 

células de mesma origem embrionária que os feocromocitomas, como as células de 

neuroblastoma, glioma e glioblastoma. Estes estudos mostraram que a metformina induziu à 

apoptose (KUMAR e col., 2014; LEVESLEY e col., 2013) e inibiu a proliferação celular, 

principalmente pela modulação negativa de vias relacionadas a AMPK/mTOR (5' AMP-

activated protein kinase/ mammalian target of rapamycin) (COSTA e col., 2014; SESEN e 

col., 2015).  

Um estudo conduzido por Min Li e colaboradores (2017) utilizando células de 

feocromocitoma de ratos (PC12-Adh) mostrou que a metformina modulou negativamente a 

via de proliferação celular AMPK/mTOR/ERK. Neste trabalho, o tratamento foi conduzido 

com concentrações progressivas de metformina (concentração máxima de 50mM), sugerindo 

um efeito dose-dependente. Além de inibir a proliferação celular pela via AMPK/ERK, o 

trabalho  de Min Li mostrou que a metformina induziu a apoptose e a parada do ciclo celular 

(MIN LI e col., 2017). 

 A ativação de AMPK e, consequentemente, a modulação negativa do mTOR 

compreendem uma via de sinalização intracelular que está relacionada à regulação do 

metabolismo energético celular. A metformina atua como um inibidor do Complexo I ou 

NADH desidrogenase da cadeia de transporte de elétrons (PERNICOVA & KORBONITS, 

2014).  Como resposta à inibição do Complexo 1, a ATP sintase reduz a síntese ATP e 

consequentemente gera aumento dos níveis de seus precursores AMP e ADP. Essas duas 

moléculas aumentadas em relação ao ATP dentro da célula ativam AMPK, uma enzima que 

funciona como o principal “sensor” do estado metabólico da célula. Adicionalmente, o 

aumento do AMPK resulta em fosforilação de uma cadeia de moléculas sinalizadoras que 

resultam em redução da proliferação celular concomitantemente aos ajustes metabólicos 

induzidos  pelo estado de estresse energético celular. De forma geral, relativamente pouco se 

sabe a respeito dos mecanismos pelos quais a metformina regula a respiração celular e 

consequentemente o metabolismo energético, e tendo como consequência a modulação de 

vias que podem inibir o crescimento de tumores.  
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Interessantemente, a fisiopatologia de FEO/PGL envolve fatores genéticos em 

número significativo dos casos, os quais estão relacionados à progressão e à recorrência 

tumoral. Mutações germinativas nos genes VHL (Von Hippel-Lindau) e SDHX (Succinato 

Desidrogenase) geram hipóxia e pseudo-hipóxia, respectivamente, o que favorece o 

crescimento de FEO/PGL devido ao aumento de transcrição de genes associados à 

angiogenese. Até o momento não existem estudos que esclareçam os efeitos da metformina na 

respiração e metabolismo celular desse tipo de tumor, bem como os possíveis defechos na 

proliferação celular especificamente em tumores VHL e SDHX. 

Nesse sentido, o estudo do efeito da metformina nas vias de sinalização relacionadas 

à sobrevivência e proliferação das células de FEO é relevante para entendimento dos 

processos que levam à inibição de proliferação, principalmente aos relacionados à redução do 

metabolismo e respiração celular. Este trabalho justifica-se ainda pela ausência de estudos que 

avaliam os efeitos da metformina em células humanas com as características tumorais 

preservadas, cultura primária, essenciais para conclusão sobre eficácia de medicamentos. 

Além disto, este trabalho gera suporte para busca de novos alvos farmacológicos para o 

tratamento do câncer em geral, em especial, o câncer de origem neuroendócrina.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 GLÂNDULAS ADRENAIS 

 

As glândulas adrenais localizam-se no polo superior dos rins e dividem-se em córtex 

e medula - duas partes distintas, tanto em estrutura celular quanto em funcionalidade. 

Enquanto o córtex é regulado pelo estímulo do eixo hipotálamo/hipófise/adrenal, a medula é 

regulada pelo sistema nervoso simpático, mais precisamente, por axônios de neurônios pré-

ganglionares lombar e torácico, via nervos esplânicos, que inervam diretamente células da 

medula adrenal (MELMED e col., 2011).  

Histologicamente as glândulas possuem uma cápsula externa conjuntiva, chamada de 

cápsula fibrosa, abaixo está o córtex que se divide em três zonas e é responsável pela síntese e 

secreção de diversos hormônios tais como: zona glomerulosa (mineralocorticoides); zona 

fasciculada (glicocorticoides) e zona reticulada (esteroides) (MELMED e col, 2011). Por 

outro lado,  a parte medular é composta por fibroblastos estruturais  (JUNQUEIRA, 2013) e 

por células cromafins (MELMED e col., 2011).   

As células cromafins são células de origem neuroendócrina, sendo estas derivadas da 

crista neural. Na medula da adrenal as células cromafins estão dispostas na forma de cordões 

ao redor dos capilares (GREENSPAN, 1997). Estas células podem ter ainda localização extra-

adrenal, sendo chamadas de paragânglios, podendo ser encontradas perto do nível inferior da 

artéria mesentérica em neurônios simpático pré-ganglionares localizados na entrada do baço, 

na medula e no hipotálamo (MELMED e col., 2011). 

As células cromafins secretam as catecolaminas dopamina, norepinefrina e 

epinefrina (LENDERS e col., 2014) e apresentam citoplasma escurecido devido à oxidação 

desses mediadores químicos, mais precisamente, epinefrina e norepinefrina (GREENSPAN, 

1997; MELMED e col., 2011). Possuem ainda vesículas secretoras ou grânulos cromafins, 

onde ocorrem a  síntese e armazenamento dos seus mediadores químicos. Esses grânulos 

possuem substâncias que são liberadas no citoplasma e na circulação sistêmica em conjunto 

com mediadores. Dentre estas substâncias, encontram-se neuropeptídeo Y, somatostatina, 
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neurotensina, vasopressina, fator de necrose tumoral, interleucinas e cromograninas A, B e C 

(SALGADO, 2007).  

A síntese dos mediadores químicos ocorre em resposta ao estímulo neuronal das 

fibras pré-ganglionares que inervam a medula das glândulas adrenais (MELMED e col., 

2011). A resposta a este estímulo são reações enzimáticas de hidroxilação e descarboxilação 

que irão ocorrer no citoplasma e nos grânulos cromafins. 

 

 

 

Figura 1. Ilustração da síntese de catecolaminas nas células cromafins e reações de hidroxilação e 

descarboxilação na síntese de catecolaminas. 

Fonte: Servier Medical Art e adaptado de MEMED e col (2011). 
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A L-tirosina, presente na circulação sistêmica, entra na célula cromafin por transporte 

ativo e é convertida a dopa por um processo de hidroxilação. Em seguida, a dopa sofre 

descarboxilação pela enzima ácido L-amino aromático descarboxilase formando a dopamina. 

Todas estas etapas do processo de síntese de catecolaminas ocorrem no citoplasma das 

células. A dopamina formada é então internalizada para os grânulos cromafins e sofre 

hidroxilação pela dopamina β-hidroxilase sendo convertida a norepinefrina, que por sua vez é 

transportada para o citoplasma da célula e, em seguida, é convertida a epinefrina por ação da 

enzima feniletonamina N-metiltransferase. A epinefrina, que ao final da síntese apresenta o 

grupo catecol (orto-diidrozidobenzeno), é liberada na circulação sistêmica para mediar a 

ativação de receptores adrenérgicos (GREENSPAN, 1997; MELMED e col., 2011) (Figura 

1). 

Os receptores adrenérgicos são encontrados nas isoformas β e α e a distribuição e 

efeitos variam de tecido para tecido. O receptor β1 quando estimulados apresentam efeitos 

cronotrópico e inotrópico positivos no coração, isto é, aumento da frequência cardíaca e força 

de contração, respectivamente, enquanto a isoforma β2 regula o relaxamento dos músculos 

lisos, brônquios, vasos e útero; já a ativação de β3 está relacionada a gasto energético e 

lipólise. Em contraste, α1 é um receptor pós-sináptico que medeia a contração do músculo liso 

e dos vasos sanguíneos, promovendo vasoconstrição e aumento da pressão sanguínea e α2 é 

um receptor pré-ganglionar que está relacionado à vasodilatação (COSTANZO, 1998).  

Esses efeitos, em conjunto, mostram que os mediadores sintetizados nas células 

cromafins exercem, em geral, ação direta em receptores que regulam a frequência, a força de 

contração cardíaca, a resistência vascular periférica e, consequentemente, a pressão arterial 

sistêmica.   

Em condições fisiológicas as células cromafins não secretam níveis de catecolaminas 

necessários para manutenção homeostásica do organismo, entretanto, em condições 

patológicas, estas células estão associadas à hipersecreção de catecolaminas o que justifica o 

risco de doenças cardiovasculares (LENDERS e col., 2014).  

 

2.2 FEOCROMOCITOMAS 
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Os FEO são tumores neuroendócrinos raros derivados de células cromafins 

caracterizados pela hipersecreção de catecolaminas na circulação sistêmica. São designados 

feocromocitomas quando estão localizados nas medulas das adrenais, porém, quando a 

localização é extra-adrenal são denominados paragangliomas (LENDERS e col., 2014). Os 

feocromocitomas e paragangliomas (FEO/PGL) juntos, podem apresentar incidência de 1 a 

cada 100.000 – 300.000 na população geral (PILLAI e col., 2016) e a prevalência varia de 

0,6% a aproximadamente 1,7% em crianças com hipertensão arterial sistêmica (LENDERS e 

col., 2014). 

Os FEO, em sua maioria, apresentam comportamento benigno (THAI e col., 2015), 

embora estejam associados à alta morbimortalidade devido a doenças cardiovasculares e 

cerebrovasculares resultantes da hiperestimulação dos receptores adrenérgicos.  

Aproximadamente 15% dos feocromocitomas e paragangliomas evoluem para doença de 

comportamento maligno ou metastático e são pouco responsivos ao tratamento 

quimioterápico convencional (LENDERS e col., 2014). 

A hipertensão arterial é a manifestação clínica mais frequente, podendo ser 

paroxística ou sustentada. Podem ainda ocorrer cefaleia, sudorese, palpitações, tremores, 

náuseas e ansiedade. O diagnóstico é feito com base na história clínica do paciente e a 

confirmação é feita por dosagem de catecolaminas (plasmática e urinária) e localização do 

tumor, que é feita por diagnóstico por imagem (WELANDER e col., 2011).  

Enquanto a maior parte dos feocromocitomas desenvolve-se esporadicamente 

(FAVIER et al., 2015), aproximadamente 40% estão associados à herança genética com 

mutações em genes específicos (VICHA e col., 2013). Os genes que, quando mutados, mais 

frequentemente estão relacionados à patogênese do feocromocitoma podem ser divididos em 

dois grupos (clusters).  

O cluster 1 engloba fatores relacionados à hipóxia ou pseudo-hipóxia promovidos pela 

perda de função da proteína relacionada à mutação. Dentro deste primeiro grupo encontra-se o 

gene VHL (Von Hippel-Lindau), o qual codifica uma ubiquitina ligase que, dentre várias 

outras funções, é responsável pela ubiquitinação dos HIFs (Hypoxia-inducible factors). A 

perda da função da proteína VHL resulta em falha na ubiqutinação de HIF e, 

consequentemente, a regulação negativa por degradação dessa proteína no proteassoma em 

condição de normóxia fica comprometida (FAVIER e col., 2015). Nessa situação, ocorre 
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acúmulo de HIFα (1 e 2), caracterizando assim o estado de pseudo-hipóxia, o que favorece a 

angiogênese. Mutações dominantes autossômicas nos genes que codificam as subunidades do 

complexo enzimático mitocondrial succinato desidrogenase (SDH). Esses genes também 

compõem o primeiro cluster e são identificados em conjunto como SDHx, isto é, o conjunto 

formado pelos genes que codificam as subunidades da succinato desidrogenase, a saber: A 

(SDHA), B (SDHB), C (SDHC), D (SDHD) e AF2 (SDHAF2). Mutações em todos esses genes 

que compõem o chamado complexo II da cadeia de transporte de elétrons já foram associadas 

ao desenvolvimento de FEO/PGL (PILLAI e col., 2016). A inatividade das subunidades da 

enzima (SDHx) leva ao acúmulo de succinato e consequentemente ao acúmulo de HIF.  

Mutações SDHx frequentemente associam-se a comportamento maligno em FEO/PGL, 

principalmente as mutações no SDHB, e hipotetiza-se que mutações mais graves favorecem 

malignidade devido à maior  capacidade de desenvolver pseudo-hipoxia, condição favorável 

para o desenvolvimento tumoral (FAVIER e col., 2015; VICHA e col. 2013). 

Já as mutações relacionadas ao cluster 2 estão associadas à sinalização anormal de 

kinases intracelulares, culminado em hiperatividade das proteínas relacionas a estas mutações. 

O gene RET (rearranged during transfection) por exemplo, codifica um receptor 

transmembrana que atua por meio da ativação de tirosina quinase, e está associado ao 

desenvolvimento de Neoplasia Endócrina Múltipla do tipo 2A e 2B (VICHA e col., 2013). 

Ainda, o gene MAX (MYC-associated factor X) codifica uma proteína supressora tumoral e, 

no FEO, parece estar relacionado ao aumento da transcrição de genes que ativam o oncogene 

MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) promovendo aumento do 

crescimento celular, da angiogênese e do metabolismo (FAVIER e col., 2015). Mutações em 

RAS/MAPK e TMEM-127 são menos frequentes e também podem ser incluídas neste segundo 

grupo (PILLAI e col., 2016). 

O tratamento dos FEO/PGL baseia-se no comportamento do tumor e o principal 

objetivo imediato é a normalização da pressão da arterial e da frequência cardíaca, sendo a 

ressecção cirúrgica  o tratamento mais indicado (LENDERS e col., 2014).  

Novos tratamentos que visam a redução do crescimento do tumor e 

consequentemente a redução da hipersecreção de catecolaminas vêm sendo explorados e 

indicados para o tratamento do FEO/PGL principalmente os que apresentam comportamento 
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maligno. Tais tratamentos incluem os inibidores multialvo de receptores do tipo tirosina-

quinase, o sunitinibe e o sorafenibe (PAPPACHAN e col., 2014) . 

  

2.2.1 Maleato de sunitinibe 

 

O sunitinibe (estrutura química mostrada na figura 2) é um antagonista de múltiplos 

receptores do tipo tirosina-quinase que atualmente vem sendo indicado para o tratamento de 

diversos tipos de câncer, principalmente, carcinomas com alta capacidade angiogênica, tais 

como carcinoma renal metastático (MOTZER e col., 2013), carcinoma pancreático de origem 

neuroendócrina (RAYMOND e col., 2011) e feocromocitoma (PAPPACHAN e col., 2014). O 

efeito principal antiangiogênico e antitumoral ocorre via antagonismo da via 

VEGFR2/Akt/mTOR/S6K1 (vascular endothelial growth fator receptor 2/ serine/threonine 

protein kinase Akt/ mammalian target of rapamycin/ ribosomal protein S6 kinase) entretanto, 

outras vias parecem ser antagonizadas  pelo sunitinibe como: PDGF (Fator de crescimento 

derivados de plaquetas), c-kit (Stem cell fator) (RAYMOND e col., 2011) e FLT3 (fetal liver 

tyrosine kinase receptor 3) (FAIVRE e col., 2006). 

A farmacocinética do sunitinibe envolve metabolização no fígado, por ação da 

enzima CYP3A4 (Cytochrome P450 3A4) e sua excreção é predominantemente fecal 

(KATZUNG, 2012). Os principais efeitos adversos observados com uso do sunitinibe são 

astenia e toxicidade gastrintestinal. Podendo ser observados também complicações mais raras 

e graves tais como hemorrágicas, proteinúria e mielossupressão (OLIVO e col., 2016). 

 

Figura 2. Estrutura química do sunitinibe.  

Fonte: Imagem da autora (software ISIS/ Draw). 
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De forma geral, os efeitos do sunitinibe geram regulação negativa no crescimento das 

células tumorais via inibição da angiogênese. Nas neoplasias, em geral, esse efeito é 

importante, pois a alta vascularização confere resistência e progressão do tumor. Por outro 

lado, o sunitinibe parece inibir outras vias intracelulares importantes para homeostase, 

promovendo efeitos adversos graves o que gera suporte para estudo de novas terapias efetivas 

com baixo potencial de toxicidade.  

 

2.2.2 Hidrocloridrato de metformina 

 

A metformina (estrutura química representada na figura 3) é um fármaco da classe 

das biguanidas amplamente utilizado para o tratamento do Diabetes Mellitus tipo 2 associado 

à resistência insulínica (DIABETES, 2018). Foi obtida pela primeira vez nos anos 1950 na 

Europa, quando foi inserida no tratamento do diabetes. Neste mesmo período, fenformina e 

buformina também foram sintetizadas e comercializadas, entretanto, foram retiradas do 

mercado devido à associação à acidose lática. Apenas nos anos 1990 o FDA (Food and Drug 

Administration) aprovou a seguridade da metformina e esta foi inserida no tratamento do 

Diabetes nos Estados Unidos da América (PERNICOVA & KORBONITS, 2014). 

 

 

                            

Figura 3. Estrutura química da metformina. 

Fonte: Imagem da autora (software ISIS/ Draw). 

  

A farmacocinética da metformina envolve absorção principalmente no seguimento 

superior do intestino delgado, passa pela circulação porta e acumula-se nos hepatócitos, seu 

primeiro sítio de ação (CLAUDIO, 2005). Não se liga a proteínas plasmáticas, isto é, desloca-
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se livremente pela circulação e é excretada predominantemente pelos rins por secreção tubular 

(DIABETES, 2018). 

A metformina entra nas células por meio de um transportador ativo de membrana 

chamado SLC22A (Amphiphilic Solute Transporter branch). Outros transportadores que 

parecem participar do deslocamento da metformina para o interior das células são:  OCTN1 

(organic cation transporter 1), MATE (aluminum-activated citrate transporter) e PMAT 

(Plasma membrane monoamine transporter) (CLAUDIO, 2005). 

No controle da glicemia, os efeitos intracelulares da metformina são 

predominantemente metabólicos, o que leva à sensibilização insulínica gerando aumento da 

captação de glicose e redução da glicemia (FERRANNINI, 2014), tudo isto em virtude da 

inibição da glicogenólise/gliconeogênese (MILLER e col., 2013) e aumento da 

glicólise/glicogênese, no entanto, o mecanismo da metformina no metabolismo das células 

não está totalmente esclarecido.  

A sensibilização insulínica promovida pela metformina ocorre por melhorar a função 

de receptores insulínicos, o que acarreta em aumento da transposição de canais GLUT1 

(Glucose transporter 1) e GLUT4 (Glucose transporter 4) do citoplasma da célula para a 

membrana, e por aumentar a captação de glicose para dentro da célula (DEL BARCO e col., 

2011). A metformina pode ainda inibir a lipólise, por inibir a HMGCoA redutase (3-hydroxy-

3-methyl-glutaryl-Coenzime A reductase), enzima que participa da síntese do colesterol e 

assim reduz substratos para gliconeogênese (ALJADA & MOUSA, 2012). 

Recentemente, Miller e colaboradores (2013) demonstraram em estudo in vitro e in 

vivo que a metformina poderia apresentar ação antagonista ao glucagon, hormônio que em 

condições de hipoglicemia promove a quebra do glicogênio no fígado. Isto ocorreria em 

virtude do aumento de AMP (adenosine monophosphate) induzido por metformina, o que 

levaria à redução de cAMP (Cyclic adenosine monophosphate) e aumento de PKA (protein 

Kinase A) promovendo a redução de glicogenólise e gliconeogênese (MILLER e col., 2013). 

Em virtude de seus efeitos sistêmicos que favorecem a sensibilização à insulina, a 

metformina é utilizada em diversas enfermidades além do diabetes mellitus, principalmente 

aquelas relacionadas à resistência insulínica, diabetes gestacional, síndrome dos ovários 

policísticos (EL-SHARKAWY e col., 2014), esteatose hepática (BUT e col., 2014) e 

síndrome metabólica (NASRI & RAFIEIAN-KOPAEI, 2014). Há evidências de que o uso de 
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metformina está relacionado ao risco diminuído de doenças cardiovasculares, à redução das 

complicações microvasculares no paciente diabético, redução da aterogênese, redução das 

concentrações plasmáticas de colesterol total e de triglicerídeos e à redistribuição de 

adipócitos viscerais (NASRI & RAFIEIAN-KOPAEI, 2014). 

Os efeitos adversos observados com o uso da metformina são predominantemente 

gastrintestinais (BRIETZKE, 2015). A acidose láctica é um efeito adverso pouco frequente 

ocorrendo predominantemente em pacientes com hepatopatia, insuficiência renal e abuso do 

álcool (SALPETER e col., 2010). O uso crônico da metformina pode estar associado à 

deficiência de vitamina B12, provavelmente devido à diminuição de sua absorção, o que 

predispõe à anemia megaloblástica (PERON e col., 2015). 

 

2.2.3 Estudos clínicos que avaliaram o efeito antitumoral da metformina 

 

Os efeitos antitumorais atribuídos à metformina foram observados inicialmente em 

estudos epidemiológicos nos quais pacientes diabéticos que apresentavam algum tipo de 

neoplasia eram tratados com metformina. Nestes pacientes, foram observados redução da 

progressão do câncer e aumento da sobrevida quando comparados com pacientes que faziam 

uso de outros antidiabéticos orais (FRANCIOSI e col., 2013; YIN e col., 2013). A partir de 

então, estudos clínicos em diversos tipos de câncer e metanálises vêm mostrando evidência 

clínica dos benefícios que a metformina pode promover no paciente oncológico. 

Em revisão sistemática, com 11 trabalhos inclusos, Wang e colaboradores (2014) 

observaram que a metformina possivelmente estava associada ao baixo risco de desenvolver 

câncer pancreático em pacientes diabéticos quando comparados com pacientes que não 

usaram metformina. Da mesma forma, Rego e colaboradores (2015) avaliaram, em revisão 

sistemática com 3 artigos inclusos, os efeitos da metformina em câncer de cabeça e pescoço e 

observaram que a metformina possivelmente aumenta a sobrevida global desses pacientes 

quando comparado com grupo que não recebeu tratamento com metformina (REGO e col., 

2015).  

Em coorte retrospectiva com 95.820 participantes, Tsilidis e colaboradores (2014) 

não encontram diferença no risco de desenvolver câncer (próstata, mama, coloretal, pulmão, 
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esôfago, endomentrio, fígado) entre pacientes diabéticos que usavam metformina e pacientes 

diabéticos que usavam sulfonilureias (TSILIDIS e col., 2014). Entretanto, Zhang e 

colaboradores (2012) observaram, em revisão sistemática com 5 artigos inclusos, que 

pacientes diabéticos que usaram metformina, possivelmente, tinha baixo risco de desenvolver 

câncer de fígado que pacientes que não usavam metformina (ZHANG e col., 2012). 

Em recente revisão sistemática realizada pela autora do presente estudo, observou-se 

que o uso de metformina melhorou a sobrevida global de pacientes com câncer de endométrio 

quando comparados aos que não faziam uso de metformina (ANEXO A) (MEIRELES e col., 

2017).  

 

2.2.4 Estudos que avaliaram mecanismos moleculares para o efeito antitumoral da 

metformina 

 

Diversos mecanismos têm sido propostos com base em estudos que avaliaram efeitos 

pontuais da metformina sobre células cancerígenas (COLQUHOUN e col., 2012; KISFALVI 

e col., 2009; KUMAR e col. 2014). O mecanismo principal envolve interrupção parcial da 

formação de energia gerada ao final da terceira rota metabólica, a fosforilação oxidativa 

(PIEROTTI e col., 2013). 

Em condições normais, a energia é gerada na forma de ATP (adenosine 

monophosphate), a partir de três rotas metabólicas: a) glicólise; b) ciclo do ácido cítrico ou 

ciclo de Krebs; c) cadeia de transporte de elétrons ou cadeia respiratória, seguida de 

fosforilação oxidativa. Na primeira etapa ocorre conversão de glicose a piruvato no 

citoplasma. Neste processo também são formados NADH e ATP em pequenas quantidades. O 

piruvato formado nesta via aeróbia, isto é, em condições de elevada disponibilidade de 

oxigênio, entra na matriz mitocondrial, onde é convertido a Acetil CoA (Acetil coenzime A). 

Esta, por sua vez, é utilizada no ciclo do ácido cítrico, onde são produzidos NADH 

(Nicotinamide adenine dinucleotide), FADH2 (Flavin adenine dinucleotide), GDP 

(Guanosine diphosphate) e ATP (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008). Resumidamente, as 

reações da glicólise aeróbia e do ciclo do ácido cítrico resultam principalmente em acúmulo 

do intermediário NADH e FADH2.  
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As moléculas de NADH e FADH2 formadas nas duas primeiras rotas seguem para a 

terceira rota metabólica que é conhecida como cadeia de transporte de elétrons. Esta é 

composta por cinco complexos enzimáticos: NADH desidrogenase (complexo 1), succinato 

desidrogenase (complexo 2), ubiquitinol oxidoredutase (complexo 3), citocromo oxidase 

(complexo 4) e ATP sintase (complexo 5). O complexo 1 atua juntamente com o complexo 3 

e 4, assim como o complexo 2 (NELSON e col., 2008; SMEITINK e col., 2001).  

Na cadeia de transporte de elétrons as enzimas do complexo 1 oxidam o NADH 

gerando NAD, H+ e um elétron para cada molécula de NADH formada. O acúmulo de NADH 

ativa mecanismos de transporte de elétrons através da membrana interna da mitocôndria em 

uma série de reações em cadeia mediadas pelas enzimas dos complexos 1, 3 e 4. O Complexo 

2 atua da mesma forma, porém oxida o FADH2 ao invés de NADH, e converte succinato a 

fumarato (SMEITINK e col., 2001).  

Essa série de reações em cadeia mediada pelos complexos 1, 3, 4 e complexos 1, 2, 4 

promovem o aumento do gradiente de prótons (H+) no espaço intermembrana das 

mitocôndrias e ativa a enzima ATP sintase que é a responsável final pela fosforilação 

oxidativa, assim, AMP (adenosine monophosphate) é convertido a ADP (adenosine 

diphosphate) e este é convertido a ATP,  culminando com a disponibilização de energia à 

célula (SMEITINK e col., 2001).   

Interessante notar que a metformina parece interromper parcialmente o processo de 

obtenção de energia por inibir o complexo 1 da cadeia de transporte de elétrons, culminando 

em redução do gradiente de prótons no espaço intermembrana da mitocôndria e reduzindo a 

atividade de ATP sintase. Desta forma, os precursores do ATP, o AMP e ADP, ficam 

aumentados nas células em detrimento da síntese de ATP (BRIDGES e col., 2014; 

PERNICOVA & KORBONITS, 2014), como ilustrado na Figura 4.  
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Figura 4. Mecanismo molecular da metformina com efeito antineoplásico.  

Adaptado de Smeitink e colaboradores (2001) e de Pierotti e col. (2013). 

 

Nas células tumorais observam-se alterações metabólicas que as distinguem de 

células normais e que favorecem a alta capacidade de proliferação, processo que requer alto 

aporte de energia. Nestas células há predomínio das reações da primeira rota metabólica, a 

glicólise e, consequentemente, a redução da fosforilação oxidativa. Desta forma, ocorre o 

aumento da oxidação do piruvato formado e mesmo sob condições aeróbias, aumenta a 

síntese de ácido láctico (PIEROTTI e col., 2013). Esse processo é conhecido como efeito 

Warburg, tipicamente observado em células com transformação maligna, que também é 

caracterizado pelo aumento da gliconeogênese. Um dos mediadores principais desse processo 

de reprogramação metabólica de alta eficiência no câncer é o HIF1α (Hypoxia-inducible 

factor 1-alpha), um fator de transcrição ativado por mTORC1, que promove aumento da 

expressão de enzimas glicolíticas, de transportadores de glicose (GLUT-1) e de MCT4 

(monocarboxylate transporter 4), um transportador de ácido láctico nas células 

(PERNICOVA & KORBONITS, 2014). 

Dentro do contexto fisiopatológico, onde o desenvolvimento do câncer envolve as 

alterações características no metabolismo energético da célula neoplásica, os mecanismos 

propostos para a metformina reduzir a sobrevida de células de câncer estão relacionados 
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basicamente à supressão da energia e consequentemente interrupção ou redução da 

proliferação celular e indução da apoptose. O comprometimento da síntese de ATP e aumento 

dos seus precursores culminam em ativação de diversas vias relacionadas à proliferação 

celular e apoptose. Vários modelos de mecanismos têm sido propostos em diferentes tipos de 

células neoplásicas, como será descrito a seguir. 

Inibição de mTOR por vias dependentes da ativação de AMPK  

Via AMPK/PTEN/AKT/mTOR  

O aumento dos níveis de AMP/ADP em relação ao ATP, promovido pela ação da 

metformina em inibir o primeiro complexo da cadeia de transporte de elétrons, favorece a 

fosforilação da AMPK. Esta proteína é um complexo heterotrimérico, pois é composta por 3 

subunidades, γ, β (subunidades regulatórias) e α (subunidade catalítica) e é caracterizada 

como centro da regulação energética intracelular. A subunidade γ possui domínios de 

cistationina beta-sintetase que tem habilidade em detectar alterações nos níveis de AMP/ADP. 

Ao detectar aumento de AMP/ADP em detrimento de ATP, a subunidade γ tem sua 

conformação modificada e isto favorece a fosforilação da subunidade α nos resíduos de 

treonina 172 (ADMS e col., 2004), justificando assim, sua capacidade alostérica. Além disto, 

outros complexos proteicos como LKB1 (liver kinase B1), CaMKK2 (calcium/calmodulin-

dependent protein kinase kinase 2) e TAK1 (TGF-β activated kinase 1) auxiliam na ativação 

da AMPK (PIEROTTI e col., 2013). 

A AMPK fosforilada em sua subunidade catalítica, pode ativar o PTEN 

(Phosphatase and tensin homolog), proteína reguladora negativa do crescimento celular. Em 

sua ação supressora tumoral, o PTEN ativado parece ser capaz de remover um grupo fosfato 

do PIP3 (fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato), resultando no produto PIP2 (fosfatidilinositol 

(3,4,5)-difosfato). Assim, o  PTEN ativado parece catalisar a defosforilação da proteína AKT 

(LEE e col., 2011) nos resíduos de serina 473, pois a AKT se associa ao PIP3 para promover o 

crescimento celular, assim, PTEN reduzindo os níveis de PIP3 e aumentado do seu precursor 

PIP2, promove regulação negativa do AKT. A proteína AKT, uma vez defosforilada, tem sua 

via interrompida em função da ativação de AMPK e PTEN e isso acarreta redução da 

sinalização positiva para mTOR (LEE e col., 2011; PIEROTTI e col., 2013). 
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O mTOR é a subunidade catalítica central de dois complexos proteicos (mTORC1 e 

mTORC2), os quais têm papel central na promoção do crescimento celular. O mTORC1 está 

associado ao RAPTOR e apresentam função essencial na síntese proteica que sinaliza para 

ativação de outras proteínas como S6K (ribosomal protein S6 kinase) e a proteína 4E-

BP1(eukaryotic translation initiation factor 4E), que controla RNA mensageiros (mRNAs). O 

mTORC2 está associado ao RIPTOR, porém sua função celular é pouco elucidada. 

Supostamente o complexo mTROC2 participa da regulação e sobrevivência celular, 

progressão no ciclo celular e anabolismo (ZONCU e col., 2011). 

Resumidamente, AMPK ativa PTEN, ação que favorece a inibição do AKT, que por 

sua vez deixa de induzir complexo mTOR. Assim, o crescimento celular mediado por 

ativação do mTOR é comprometido. 

VIA AMPK/TSC2/TSC1/Rheb/mTOR 

A AMPK ativada pela metformina pode ainda ativar a proteína TSC2, que na sua 

forma ativa se associa ao TSC1 formando um complexo inibitório. Assim, a ativação AMPK 

parece ativar o complexo TSC2/TSC1 que favorece o acúmulo de Rheb ligado a guanosina-5'-

trifosfato (GTP). O Rheb acumulado na célula desloca RAPTOR do complexo mTOR, o que 

compromete a ativação desta proteína, culminando na inibição o crescimento celular 

(GWINN e col., 2008) (Figura 4). 

VIA AMPK/IRS-1/AKT/mTOR/GPCR/Raf/MEK/ERK 

A AMPK ativada bloqueia os produtos gerados pelos fatores de crescimento 

relacionados à insulina quando liga-se a seus receptores (IRS-1). Este bloqueio gera uma 

regulação negativa na AKT que, por consequência, inibe mTOR. A proteína mTOR inibida 

gera cross-talk com receptor de membrana acoplado à proteína G (GPCR), que sinalizam por 

meio de uma cascata de proteínas de crescimento epitelial Raf/MEK/ERK (fibrosarcoma 

rapidly accelerated/ MAP kinase ERK kinase/extracellular signal-regulated kinases). Assim, 

a metformina gera diminuição do crescimento celular por inibir a via Raf/MEK/ERK 

(KISFALVI e col., 2009). Em conjunto, tem-se que a metformina altera o cross-talk entre as 

vias de sinalização induzidas por fatores de crescimento, mediadas por IRS-1 e por GPCrs 

(Figura 4). 

Inibição de mTOR por vias independentes de AMPK 



42 

 

 

VIA HIF1α/VEGF 

Os HIFs são proteínas responsivas à deficiência de oxigênio atuando como fatores 

trasncricionais. São compostas por subunidades α (sensível a oxigênio) e β (reativa à 

ubiquitina). Em condições fisiológicas, a presença de oxigênio nas células conserva os 

resíduos de prolina nas proteínas HIFs, o que favorece a degradação por hidroxilação 

promovida por prolil-4-hidroxilase (PHDs). A subunidade α é então reconhecida pela proteína 

VHL (Von Hippel–Lindau), uma proteína supressora tumoral que adiciona ubiquitina à HIFα, 

condição indispensável para degradação promovida pelo proteassoma. Em condições de 

hipóxia, PHDs não podem hidroxilar a subunidade α, com isso HIF1α  fica estável, transloca-

se para o núcleo e dimeriza-se com HIF1β formando o fator transcricional HIF (WIGERUP e 

col., 2016). Este fator transcricional  liga-se ao elemento responsivo à hipóxia (HRE) no DNA 

recrutando co-ativadores que participam da regulação da expressão de genes envolvidos na 

angiogênese, metabolismo, apoptose, metástase e diferenciação celular (Figura 4).  No estudo 

de Tadakawa e colaboradores (2015) foi possível comprovar que na presença de metformina 

os níveis de HIF1α nas células de leiomioma estão diminuídos, em associação à diminuição 

da sinalização do mTOR/p70S6K, o que resulta em inibição de VEGF e redução da 

angiogênese (TADAKAWA e col., 2015).  

VIA DRP-1/ Fissão mitocondrial 

A dinâmica mitocôndrial é um movimento essencial para o controle e manutenção da 

respiração e metabolismo celular. Existem dois mecanismos relacionados à dinâmica, a fusão 

e a fissão mitocondrial, mecanismos que ocorrem cuidadosamente em equilíbrio para 

manutenção da função mitocondrial (WESTERMANN e col., 2010) As GTPases são 

intermediadoras desses dois processos.  

As GTPases transmembranas chamadas mitofusinas 1 e 2 junto com a OPA-1 (optic 

atrophy protein-1) auxiliam na fusão mitocondrial e no remodelamento da crista mitocondrial. 

Este processo está relacionado com a maior dissipação de energia, ao aumento da produção de 

ATP, do consumo de oxigênio e do potencial mitocondrial, e mantem a mitocôndria com uma 

morfologia tubular (CHIONG e col., 2014).  

No processo chamado fissão as mitocondrias ficam na forma mais fragmentada, pois a 

GTPase proteína 1 relacionada à dinâmica (Drp11) - presente no citoplasma -, quando é 
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fosforilada nos resíduos de serina 616, é translocada para a membrana mitocondrial e é 

reconhecida por um receptor transiente chamado proteína 1 de fissão (FIS-1).  Juntas, DRP-1 

fosforilada e FIS-1 formam uma espiral que é capaz de fragmentar a mitocôndria. Esse 

processo está relacionado à diminuição da produção de ATP,  do consumo de oxigênio e do 

potencial mitocondrial (WESTERMANN e col., 2010).  

O desequilíbrio em um desses mecanismos da dinâmica mitocondrial leva à disfunção 

mitocondrial e ao comprometimento do funcionamento normal da célula. Estudo de Aiyun Li 

e colaboradores (2016), mostrou que a ativação da AMPK promovida pela metformina pode 

levar à inibição da fosforilação de DRP-1 e, consequentemente, comprometimento da fissão 

mitocondrial (AIYUN LI e col., 2016), processo importante para divisão celular 

(MARSBOOM e col., 2015). 

Via relacionada à apoptose  

Além dos efeitos positivos sobre a redução da proliferação, diversos estudos vêm 

mostrando que a metformina interfere em vias que induzem a apoptose da célula 

(COLQUHOUN e col., 2012; KISFALVI e col., 2009; ZHANG e col., 2014). A apoptose ou 

morte celular programada é um mecanismo importante em diversas fases do desenvolvimento 

do organismo, participando ativamente da regulação do sistema imune e homeostase nos 

indivíduos multicelulares. Falhas no controle deste mecanismo desencadeiam diversas 

doenças neurodegenerativas, autoimunes e neoplasias. Como as neoplasias, em grande 

maioria, são causadas por disfunção do processo apoptótico, o objetivo dos agentes 

antineoplásicos convencionais é a indução de morte das células malignas por ativação desse 

processo. 

A fase inicial da apoptose pode ser detectada pela exposição das fosfatidilserina na 

membrana celular. As fosfatidilserinas são predominantemente observadas na superfície 

interna da bicamada lipídica, voltada para o citosol. Quando as células são induzidas à 

apoptose, onde a membrana celular ainda permanece intacta mas sofre uma desorganização, 

as fosfatidilserinas são translocadas para a superfície exterior da membrana. A segunda fase 

da apoptose é marcada por duas etapas proteolíticas, sendo a primeira a ativação de caspases 

iniciadoras (2, 8, 9, 10 e 12) que são responsáveis pela execução da próxima fase que é a 

ativação de caspases efetoras (3, 6, 7, 14) que irão mediar a fragmentação do DNA e 

condensação da cromatina (BEST, 2008). Estudos mostraram em células tumorais que a 
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metformina induziu a externalização das fosfatidilserinas da membrana e ativaram a caspases 

gerando fragmentação do DNA genômico (COSTA e col., 2014; KUMAR e col., 2014). 

 



45 

 

 

 

3. OBJETIVO 

 

 3.1 Objetivo Geral 

 

O presente estudo tem como principal objetivo investigar o efeito da metformina em 

diversas vias de sinalização relacionadas à sobrevivência, proliferação celular e apoptose em 

linhagens de feocromocitoma. 

  

 3.2 Objetivos Específicos 

 

- Investigar os efeitos da metformina sobre a viabilidade celular em linhagem de 

feocromocitoma de rato e comparar com a viabilidade de fibroblastos; 

- Investigar os efeitos da metformina sobre apoptose em linhagem celular de 

feocromocitoma de rato; 

- Investigar os efeitos da metformina na expressão de proteínas envolvidas em vias 

relacionadas à sobrevida e crescimento em linhagem celular de feocromocitoma de rato e em 

cultura primária de feocromocitoma humano;  

- Investigar os efeitos da metformina na expressão de genes que codificam proteínas 

envolvidas em diversas vias relacionadas à angiogênese de células de feocromocitoma; 

- Investigar os efeitos da metformina na dinâmica mitocondrial em linhagem celular de 

feocromocitoma de rato; 

- Comparar os efeitos da metformina sobre a respiração e estresse celular em linhagens de 

feocromocitoma em condições normais e com inativação de VHL e SDHB por silenciamento 

gênico; 
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4. METÓDOS  

 

4.1 LINHAGENS CELULARES 

 

O cultivo celular das duas linhagens abaixo descritas segue especificações do Banco 

de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) do qual foram adquiridas as células. As células foram 

mantidas em condições ideais em incubadora a 37°C / 5% CO2.  

Células PC-12 Adh (BCRJ 0202) - linhagem celular de feocromocitoma proveniente 

de Ratus norvergicus (GREENE; TISCHLER,1976). Estas células foram cultivadas em meio 

de cultura HAM-F12 (Sigma-Aldrich®) suplementado com 5% de soro fetal bovino, 15% de 

soro de cavalo (Sigma-Aldrich®), penicilina 100UI/mL e estreptomicina 100μg/mL.  

Células CCD-1059Sk (BCRJ 0061) - fibroblastos de pele humana, foram cultivadas 

em meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) suplementado com 10% 

de soro fetal bovino, penicilina 100UI/mL e estreptomicina 100μg/mL.  

Além das células PC-12 Adh, exitem outras linhagens de células de 

feocromocitomas, com características distintas e algumas delas estão descritas na Tabela 1. 

Para o presente estudo, os experimentos foram realizados na linhagem celular PC-12 Adh, por 

indisponibilidade comercial das outras linhagens.  
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Tabela 1. Características de diferentes linhagens de células de feocromocitoma. 

 

Linhagem 

celular 

Referências Origem Características 

inerentes das 

Células 

Mediadores 

secretados  

Expressão 

(+) 

Expressão 

(-) 

PC-12 

Adh  

(GREENE; 

TISCHLER,1976) 

Ratus 

norvergicus 

Não sintetiza 

epinefrina 

Dopamina 

Norepinefrina 

 

NGFR  PMNT 

hPHEO  (GRAYEE e col., 

2013 

Humano Imortalização 

pode ter 

comprometido 

a expressão de 

genes 

Dopamina 

Norepinefrina 

Epinefrina 

COMT, 

PMNT, 

CHGA 

TH, DDC, 

DBH 

 

MTT  (MARTINIOVA 

e col., 2009) 

Camundongos Proveniente de 

metástase 

 

Dopamina 

Norepinefrina 

Epinefrina 

TH, 

PMNT 

 

MPC   (POWERS; 

BRACHOLD; 

TISCHLER, 

2003) 

Camundongos Níveis de 

catecolaminas 

comparável à 

PC12 

Dopamina 

Norepinefrina 

Epinefrina 

RET, 

PNMT 

 

 

NGFR 

Abreviaturas: NGFR – receptor do fator de crescimento do nervo; COMT - Catecol O-Metiltransferase; PMNT - 

feniletanolamina-N-metiltransferase; CHGA – cromograninas A; TH – tirosina hidroxilase; RET - rearranged 

during transfection; DDC - dopadescarboxilase; DBH – dopamina beta-hidroxilase. 

 

4.2 COMPOSTOS E CONTROLES TESTADOS  

 

Os ensaios foram realizados com os seguintes compostos: 

 

 Hidrocloridrato de metformina (Sigma-Aldrich®) - diluído em meio de cultura específico 

para as linhagens de células PC-12 Adh e CCD-1059Sk; Como controle foi usado o próprio 

meio de cultura. 

 

 Maleato de sunitinibe (Sigma-Aldrich®) – foi feita uma solução-mãe de 10-2M diluído em 

DMSO de maleato de sunitinibe e, a partir dessa concentração, as soluções de trabalho foram 

diluídas em meio de cultura próprio para cada linhagem celular. O controle usado foi o  

DMSO diluído em meio de cultura.  Com base nos resultados do estudo de Saito e 

colaboradores (2011) este composto foi selecionado como controle dos ensaios 

selecionados.(SAITO e col., 2011) 
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4.3 ENSAIOS DE VIABILIDADE E PROLIFERAÇÃO CELULAR  

 

Atualmente, existem diversos ensaios comerciais utilizados para avaliar a viabilidade 

de células. As limitações técnicas dos ensaios de viabilidade celular devem ser consideradas 

na escolha do teste e pensando nisso, para minimizar o viés nos resultados obtidos, foram 

selecionados dois ensaios de viabilidade celular e três ensaios de proliferação celular. A 

viabilidade foi medida de forma indireta por meio da atividade mitocondrial e de forma direta 

por meio da integridade da membrana celular. A proliferação foi avaliada com base na 

capacidade das células formarem novas fitas de DNA, do número de núcleos celulares 

marcados com cristal de violeta e do aumento da expressão do marcador KI-67. Cada técnica 

foi empregada com o intuito de avaliar diferentes etapas dos processos que podem interferir 

na viabilidade e proliferação das células.  

 

4.3.1 Ensaio de viabilidade celular com base na atividade mitocondrial – método MTT  

 

Trata-se de um ensaio colorimétrico que é utilizado para medir indiretamente a 

viabilidade celular, fundamentando-se na capacidade funcional das mitocôndrias. O MTT 

(brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazólio) (Sigma-Aldrich®)  é um sal de 

tretrazólio que pode ser reduzido por enzimas oxidoredutase dependente de NAD(P)H, 

presentes na matriz mitocondrial. Como resultado da atividade dessas enzimas, o sal é 

convertido a formazan - substância de cor arroxeada, insolúvel em água e solúvel em solvente 

alcoólico. Quando as células estão em condições normais de metabolização, o formazan é 

formado e a viabilidade é inferida indiretamente de acordo com a coloração formada, isto é,  

quanto mais formazan mais roxa a solução ficará e mais células viáveis estarão presentes 

(BERRIDGE, 1993).  

Esta investigação iniciou-se durante o mestrado da autora (Meireles, 2015), nesse 

período foi realizado o ensaio de atividade mitocondrial por MTT para avaliar indiretamente a 

viabilidade das células de feocromocitomas de ratos, as PC-12 Adh tratadas com 

concentrações crescentes de sunitinibe (2μM a 10μM) e metformina (1mM a 30mM) (Figura 

5).  
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Figura 5. Ensaio de viabilidade por MTT nas células PC-12 Adh. (Meireles, 2015). 

 

Os resultados mostraram que o sunitinibe reduziu 60% da viabilidade com CI50  igual 

a 8,23μM, enquanto a concentração máxima de metformina reduziu a viabilidade das células 

em 40% com o CI40=20,85mM. As mesmas concentrações de sunitinibe e metformina foram 

utilizadas para tratar células normais de pele humana – células CCD-1059Sk -, com o objetivo 

de avaliar se o efeito antiproliferativo a seletividade destes compostos em células de 

feocromocitoma. Para este experimento, 5x103 de células foram plaqueadas, tratadas com as 

mesmas concentrações de sunitinibe e metformina utilizadas nas células PC-12 Adh e após 24 

e 48h os cristais formados foram solubilizados com isopropanol acidificado. A leitura foi feita 

em espectrofotômetro (Beckman Coulter, Wals, Austria) no comprimento de onda de 595nm e 

o valor da leitura encontrada foi comparada com a média do controle. 

 

4.3.2 Ensaio de viabilidade celular com base na integridade da membrana celular – 

Método de coloração com azul de Tripan 

 

O método de exclusão celular utilizando o corante azul de tripan para avaliação da 

viabilidade celular é feito com base na integridade da membrana celular. As células que 

apresentam membrana íntegra, ou seja, viáveis permanecem brilhantes. Ao passo que as 

células que tiveram a membrana degradada, tornam-se azuis devido à entrada do corante, ou 

seja, células inviáveis (OLIVEIRA, 2010).  

Para tal experimento 5x104 células, tanto de PC-12 Adh quanto de CCD-1059Sk, 

foram plaqueadas e tratadas nas seguintes concentrações: sunitinibe – 2, 4, 5, 7, 8, 9 e 10µM e 

controle com dimetilsulfóxido (DMSO); metformina – 1, 5, 10, 15, 20 e 30mM e controle 

(meio de cultura específico de cada célula). Após os tratamentos durante 24 e 48h, as células 
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foram lavadas com PBS, tripsinizadas e coletadas para tubo de 1.5mL. As células foram 

centrifugadas a 2000rpm por 5 minutos e em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet 

de células foi ressuspenso em 200µL de PBS e mantidas em gelo. Desta solução de células 

foram retirados 18µL e colocados em contato com 2µL solução de azul de tripan (0,5% 

dH2O) (Sigma-Aldrich®), em seguida 10µL desta solução foram colocados em 

hemocitômetro e as células foram contadas. Foram contados os quatro quadrantes do 

hemocitômetro. Desta forma, o valor obtido foi dividido por quatro para obter-se a média de 

cada ponto, que por sua vez foi multiplicado pelo fator de correção do hemocitômetro (1x104) 

e pelo volume (200µL), o qual o pellet de célula foi solubilizado, para descobrir o total de 

células. A porcentagem foi encontrada comparando o tratamento com média do controle. 

Foram feitos seis experimentos independentes em duplicata biológica.   

 

4.3.3 Ensaio de proliferação celular – Método de incorporação por BrdU 

 

A bromo-deoxiuridina (BrDU) é um análogo sintético da timidina, isto é, um 

nucleosídeo utilizado na construção de novas fitas de DNA.  O BrdU  quando em contato com 

as células tem capacidade de incorporá-las e participar da síntese das fitas de DNA em 

processo de replicação substituindo a timina. Assim, a incorporação do BrdU é proporcional à 

proliferação das células (CARVALHO, 2010).  

Para o ensaio de incorporação de BrdU (Abcam®), 5x103 células foram plaqueadas 

em placas de 96 poços. Foram feitos dois controles, o primeiro somente com meio e células e 

o segundo contendo células, meio de cultura e DMSO. As concentrações selecionadas foram: 

metformina 20mM e sunitinibe 8µM. Os tempos de tratamentos foram 24 e 48h, e 24h antes 

do fim do tratamento o BrdU foi adicionado. Em seguida, as células foram fixadas e 

incubadas primeiramente com anticorpo primário que reconhece o BrdU, depois com 

anticorpo secundário associado à enzima peroxidase. O próximo passo foi a adição do 

substrato que gera uma reação colorimétrica que foi mensurada em espectrofotômetro 

(Beckman Coulter, Wals, Austria)  com comprimento de onda de 450nm. Do resultado obtido 

foi subtraído o branco de cada valor e a porcentagem foi obtida comparando-se o tratamento 

com o controle. Foram feitos três experimentos independentes em triplicata biológica. 
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4.3.4 Ensaio de proliferação celular – Método coloração com cristal de violeta 

 

A coloração com cristal de violeta é um método colorimétrico qualitativo para avaliar 

a proliferação celular ou formação de colônias de células. O cristal de violeta tem afinidade 

pelo núcleo das células aderidas intactas, o que permite ao final do ensaio medir a densidade 

de células na placa.  

Neste ensaio 1x103 de células foram plaqueadas em placas de 6 poços, após 24h os 

poços foram tratados com controle (meio de cultura) e metformina 20mM. Após 5 dias de 

tratamento as células CCD-1059Sk e PC-12 Adh foram lavadas com PBS 1X, fixadas com 

metanol absoluto por 20 minutos, lavadas novamente com PBS 1X, incubadas com cristal de 

violeta (Sigma-Aldrich®) por 10 minutos e lavadas 5 vezes com PBS 1X. A densidade de 

células foi analisada em Microscópio (Zeiss, Primo Vert, Göttingen, Alemanha). 

 

4.4 EXPRESSÃO E ATIVIDADE DE PROTEÍNAS – MÉTODO WESTERN BLOT 

 

O ensaio de Western Blot foi selecionado para avaliar a expressão e a atividade de 

proteínas relacionadas à via apoptótica e às vias de proliferação celular. Foram utilizados os 

anticorpos anticaspases (Santa Cruz Biotechnology®) que reconhece proteínas caspase 3 

íntegras (procaspase – massa molecular 33kD) e clivadas (caspase 3 – massa molecular 

17kD). Além da avaliação da via apoptótica, foi avaliada também a via de proliferação celular 

AMPK/PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α. Para avaliação desta via foram utilizados os 

anticorpos: anti-AMPK (Cell signaling®) que reconhece a proteína AMPK (60kD), anti-

PTEN (Cell signaling®)  que reconhece a proteína PTEN (54kD), anti-AKT (Cell 

signaling®) total e fosforilada que reconhece a proteína AKT (60Kd - Cell signaling®), anti-

mTOR total e fosforilado (Cell signaling®)  que reconhece a proteína mTOR (289kD), anti -

p70S6K (Cell signaling®) que reconhece a proteína p70S6K e anti- HIF1α (Cell signaling®)  

que reconhece a proteína HIF1α. Para o controle interno do Western Blot foi utilizado o 

anticorpo anti-GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) (Abcam®) e anti-β-

actina que reconhece as proteínas constitutivas das células, GAPDH (37kD) e β-actina 

(45kD). Esta mesma técnica foi utilizada para avaliar os efeitos da metformina sobre o 
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proteassoma e para comprovar o silenciamento da proteína VHL. Para esses ensaios foram  

utilizados os anticorpo anti-VHL (Santa Cruz Biotechnology®) e anti-ubiquitina (Abcam®). 

Para obter as proteínas, foram plaqueadas 4x105 células em placas de 6 poços, 24h 

depois foi feito o tratamento com a metformina 20mM e sunitinibe 8μM. Para a metformina 

foi utilizado um controle em um poço que continha células e meio de cultura e para o 

sunitinibe foi utilizado um controle em um poço que continha células, meio de cultura e 

DMSO. 

Após 48h, o meio de cultura contendo os tratamentos foi aspirado e as células foram 

lavadas com PBS. Logo em seguida, foi adicionado o tampão de lise (10% de sacarose, 1% 

NP40, 20mM de Tris – pH 8,0, 137mM de NaCl, 10% de glicerol, 2mM de EDTA, 10nM de 

NaF) acrescidos de coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich®) e inibidores de 

fosfatase (ortovanadato de sódio e pirofosfato de sódio – Sigma-Aldrich®). As células foram 

lisadas e centrifugadas novamente a 12000rpm por 20 minutos. 

As proteínas foram quantificadas pelo método de Lowry (Sigma-Aldrich®) (LOWRY 

e col.., 1951). Uma curva-padrão foi construída com BSA. As absorbâncias encontradas das 

proteínas foram interpoladas com a curva de BSA, determinando assim a concentração de 

proteínas totais em cada amostra. 

Após a determinação da concentração dessas proteínas, uma amostra foi preparada 

(40μg de proteínas + tampão de amostra com betamercaptoetanol e água destilada suficiente 

para completar 20μL), as proteínas foram desnaturadas a uma temperatura de 95ºC por 5 

minutos, prontas para serem aplicadas em um gel de acrilamida. Esse gel foi previamente 

hidratado com tampão de corrida, submetido a uma corrente de 110V por 15 minutos. Em 

seguidas, foram aplicados 20μL de amostra em cada poço e submetida a uma corrente de 

110V por aproximadamente 2 horas. 

Após a corrida o gel de acrilamida, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de PVDF, previamente ativada com metanol. Essa transferência ocorreu após a 

submissão a uma corrente de 24V por 1 hora e 30 minutos (condição utilizada para proteínas 

menores que 100kD, para proteínas maiores a transferência foi overnigth com voltagem igual 

a 6). Nesse processo, as proteínas que estão separadas no gel por massa molecular passam 

então para a membrana. Essa membrana foi submetida a bloqueio, com solução bloqueadora 
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5% (leite) por 12h para western da caspase 3 e 1h para as demais. Após o bloqueio as 

membranas foram incubadas conforme a Tabela 2. 

 

Tabela 2. Concentrações de anticorpos primários e secundários utilizados no Western Blot. 

 Anticorpo 

primário  

Tempo 

(horas) 

Anticorpo 

secundário 

Tempo 

(horas) 

Marca do 

anticorpo 

Caspase 3 1:500 12 1:5000 1 Santa Cruz 

AMPK 1:1000 12 1:5000 1 Cell signaling 

PTEN 1:1000 12 1:5000 1 Cell signaling 

AKT* 1:1000 12 1:5000 1 Cell signaling 

mTOR* 1:1000 12 1:5000 1 Cell signaling 

P70S6K 1:1000 12 1:5000 1 Cell signaling 

HIF1α 1:1000 12 1:5000 1 Cell signaling 

VHL 1:500 12 1:6000 1 Cell signaling 

Ubiquitina 1:1000 12 1:5000 1 Abcam 

* Total e fosforilado   

 

Após a incubação com anticorpos secundários, foi aplicado ECLPRIME (GE) por 5 

minutos (esse reagente contém o substrato para enzima peroxidase ligada ao anticorpo 

secundário). As exposições foram feitas em foto-documentador (Amersham imager 600 GE, 

Inglaterra).  

A segunda incubação com anticorpos primários, as mesmas membranas foram lavadas 

com tampão de stripping - glicina, SDS, Tween 20 e pH=2,2 – para retirar os anticorpos -, e 

reencubadas com anticorpos primários, secundários e, em seguida,  foi feita a exposição 

(procedimento feito para avaliar proteínas fosforiladas, total e GAPDH, nessa ordem). A 

quantificação das bandas do Western Blot foi feita utilizando o software imageJ®. Os valores 

de cada banda correspondente à caspase 3, AMPK, PTEN, AKT, mTOR, p70S6K e HIF-1α 

foram normalizados com os valores de GAPDH, em seguida foi encontrada a razão para cada 

ensaio procaspase/caspase 3, tAKT/pAKT, tmTOR/pmTOR. Foram feitos 3 experimentos 

independentes.  

4.5 IMUNOFLUORESCÊNCIA  – MARCAÇÃO COM KI-67, DRP-1 E DAPI 
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O KI-67 é uma proteína nuclear altamente expressa em células em proliferação (WEI 

SHI e col., 2015). As células PC-12 Adh foram plaqueadas e tratadas com metformina 20mM. 

As lamínulas foram lavadas com PBS 1X, fixadas com paraformaldeído 4% e permeabilizada 

com 0,2% de Triton X-100. Em seguida, as células foram bloqueadas com solução 

bloqueadora (0,02% de Triton X-100, 10% soro de cabra e 1% Albumina do Soro Bovino - 

BSA) por 45 minutos. Nesta mesma solução de bloqueio os anticorpos primários foram 

diluídos e as células foram incubadas nesta solução por 2 horas. Em seguida, as células foram 

lavadas com PBS 1X e incubadas com anticorpo secundário e faloidina. Finalmente as  

células foram lavadas com PBS 1X e água ultra pura. Além de KI-67 esse mesmo protocolo 

foi utilizado para marcar Drp-1 e TOM20 que foi analisado em microscópio confocal (Zeiss, 

Confocal, Göttingen, Alemanha). 

A marcação do núcleo das células com   diidrocloreto de 4’,6-diamidina-2’-fenilindol 

(DAPI) (Sigma-Aldrich®) permite a visualização superficial de sua integridade. A partir dessa 

marcação em células podem ser observadas alterações que sugerem apoptose, como  formação 

de vacúolos, integridade da membrana nuclear, condensação da cromatina e fragmentação do 

DNA (BEST, 2008). 

Para marcar o núcleo das células PC-12 Adh, 5x104 células foram plaqueadas em 

placas de 24 poços contendo lamínula. Essas células foram tratadas com metformina 20mM e 

controle (meio de cultura), sunitinibe 8µM e controle (DMSO) por 48h. As lamínulas foram 

fixadas com paraformaldeído 4% por 15 minutos e em seguida incubadas com DAPI (1:4000) 

por 10 minutos. A lamínula foi colocada sobre a lâmina contendo meio de montagem 

(Fluoromount-G) e foram levadas ao microscópio de fluorescência (Zeiss Axio Imager 2, 

ApoTome 2,  Göttingen, Alemanha). Foram feitas imagens nos aumentos 40 e 63x. 

Tabela 3. Concentrações de anticorpos primários e secundários utilizados na 

Imunofluorescência. 

 Anticorpo 

primário  

Tempo 

(horas) 

Anticorpo 

secundário 

Tempo 

(horas) 

Marca do 

anticorpo 

KI-67 1:200 2 1:5000 1 Santa Cruz 

DAPI 1:4000 10min 1:5000 1 Sigma 

DRP-1 1:100 2 1:5000 1 Biosciences 

TOM-20 1:500 2 1:5000 1 Santa Cruz 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/10236276001?lang=en&region=US
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4.6 CULTURA PRIMÁRIA DE FEOCROMOCITOMA 

 

4.6.1 Caso clínico 

 

O projeto foi aprovado sob o número 061/12 pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Ciências da Saúde, Universidade de Brasília (UnB) (ANEXO B). A aprovação teve como 

base a resolução 196/96 do Conselho Nacional da Saúde, Ministério da Saúde. A participação 

do paciente na pesquisa ocorreu mediante assinatura, por seu responsável legal, do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE A). 

Paciente com idade de 10 anos e 6 meses, masculino. Sinais e sintomas: iniciou com 

cefaleia e foi constatada hipertensão arterial sistêmica (144X122 / 188X153 / 220X150 / 

194X158 / 183X143). Tomografia computadorizada do abdome evidenciou lesão heterogênea 

de calcificação central em adrenal esquerda, de 6,1 x 4,2cm, compatível com feocromocitoma. 

História familiar:  tia materna - falecida aos 29 anos devido a tumor cerebral; tia materna - 

falecida aos 32 anos devido à hipertensão maligna;  prima materna - falecida aos 20 anos 

devido a tumor cerebelar; avó materna: falecida devido a câncer; avô materno - falecido aos 

44 anos devido a AVC e HAS. Diagnóstico genético feito por reação em cadeia da polimerase 

(PCR) seguida de sequenciamento genético apontou mutação missence no gene VHL p.Arg 

167 Gln. 

 

4.6.2 Transporte do tumor e cultivo celular 

 

Após a adrenalectomina o tumor foi transportado até o Laboratório de Patologia do 

Hospital para identificação da parte neoplásica. A parte central do tumor, distante da cápsula, 

foi retirada e colocada em tubo de 15mL contendo tampão Locker (NaCl, KCl, NaHCO3, 

glicose, HEPES, fungizona) pH= 7,4, sendo o transporte realizado em gelo. 

O tecido isolado foi transferido para um tubo de 15mL e o material foi pesado, em 

seguida, foi lavado várias vezes com tampão Locker até ficar livre de hemácias. O tecido foi 

centrifugado e em seguida foi seccionado com bisturi. Logo após, foi adicionada colagenase 

(1,25mg/mL) e foi incubado por 60 minutos a 37ºC / 5% CO2. O material foi centrifugado e 

ressuspenso em meio de cultura DMEM/F12, suplementado com soro neonatal (FCS) 10%, 



56 

 

 

21mg/L de uridina; Foi feito updown várias vezes até dissociar o tecido e ao final as células 

foram contadas usando azul de tripan (0,5%). Parte do material foi congelada em solução de 

congelamento (DMEM+ DMSO+SFB).  

4.6.3 Caracterização da cultura primária 

 

Morfologia celular  

 

As células foram plaqueadas em lamínulas, 24h depois foram fixadas com 

paraformaldeído 4%, incubadas por 1h com faloidina (1:200), em seguida, foram incubadas 

com de DAPI (1:4000) por 10 minutos e levadas ao microscópio de fluorescência (Zeiss Axio 

Imager 2, ApoTome 2,  Göttingen, Alemanha). Foram feitas imagens nos aumentos 20x e 63x 

(Os resultados encontram-se no APÊNDICE B). 

 

Perfil de expressão gênica da cultura primária de feocromocitoma  

 

 Para caracterizar  as células primárias de feocromocitoma, estas foram cultivadas em 

placas de cultura de 10 cm por aproximadamente 8 dias e, em seguida, coletadas para análise 

do perfil de expressão de genes que codificam enzimas relacionadas com a síntese de 

catecolaminas e cromogranina A: cromogranina A (CHGA), tirosina hidroxilase (TH), 

dopamina (β)-hidroxilase (DBH) e feniletanolamina N-metiltransferase (PNMT). Estes genes 

foram escolhidos por não existerem marcadores específicos de malignidade para 

feocromocitoma. As sequências dos oligonucleotídeos para determinação da expressão desses 

genes estão descritas na Tabela 1A do APÊNDICE B. Culturas de fibroblastos humanos 

CCD-1059sk foram utilizadas como controle.  

 

4.6.4 Expressão relativa de genes relacionados à angiogênese em cultura primária de 

feocromocitoma 

 

 A fim de se verificar o efeito da metformina sobre a expressão de genes relacionados 

com angiogênese, células primárias de feocromocitoma foram cultivadas em 6 placas de 10 

cm por aproximadamente 8 dias e, em seguida, tratadas com 20 mM de metformina (3 placas) 

ou mantidas somente em meio de cultura (3 placas) para serem utilizadas como controle. 
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Após 48 horas, as células foram coletadas para expressão dos genes HIF1α, EPAS, HIF3α, 

VEGFA, VEGFR, ADM, ARNT e ANGF.  

 

Extração de RNA total 

Após o tratamento (as placas estavam com confluência de aproximadamente 70%), 1 

mL de TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies) foi adicionado em cada placa e movimentos 

de updowm foram realizados com a pipeta até que as células se soltassem completamente, 

esse procedimento foi feito em gelo. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente 

por 5 minutos e, em seguida,  foram adicionados 200µL de clorofórmio (Sigma Aldrich®). Os 

tubos foram agitados em vórtex por 15 segundos, incubados a temperatura ambiente durante 3 

minutos e centrifugados a 14000 rpm por 15 minutos a 4oC. A fase superior (transparente) 

contendo RNA foi transferida para outro tubo de 1,5mL, onde foram adicionados 500µL de 

isopropanol absoluto (J.T.Baker®, Avantor Performance Materials, Center Valley, PA, 

EUA). Os tubos foram agitados em vórtex durante 15 segundos, incubados por 10 minutos a 

temperatura ambiente e centrifugados a 14000rpm durante 10 minutos a 4oC. O sobrenadante 

foi descartado e ao pellet foi adicionado 1mL de etanol gelado 75% (v/v) (J.T.Baker®). Os 

tubos foram agitados em vórtex e centrifugados a 9000 rpm durante 5 minutos a 4oC. O 

sobrenadante foi descartado e os tubos vertidos sobre gaze estéril para secagem do pellet. O 

pellet foi ressuspenso em água ultra pura tratada com dietilpirocarbonato 0,1% (v/v) - DEPC 

(Sigma-Aldrich®). As amostras obtidas foram mantidas a -80oC até a sua utilização.  

 

Quantificação e determinação da pureza e qualidade do RNA extraído 

A quantificação das amostras foi realizada em espectrofotômetro de microvolume 

NanoVue Plus (GE Health Sciences®, Life Sciences, Buckinghamshire, UK) no comprimento 

de onda de 260 nm e expressa em μg/µL. O grau de contaminação por proteínas foi verificado 

por meio da razão entre os comprimentos de onda 260 nm e 280 nm e a contaminação por 

sais, álcool ou outros reagentes da reação foi verificada por meio da razão entre os 

comprimentos de onda 260 nm e 230 nm. A pureza foi considerada adequada quando as 

razões se encontravam entre 1,7 e 2,2.  

Além disso, foi avaliada a integridade do RNA total por meio de eletroforese em gel 

de agarose a 1% (m/v) em tampão TBE 1x (890mM de Tris, 890 mM de borato e 0,5M de 
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EDTA, pH 8,0) e brometo de etídio (0,5 μg/mL em H2O destilada). A qualidade das 

subunidades 18S e 28S do RNA ribossômico  foi examinada sob luz ultravioleta (UV) em 

aparelho fotodocumentador (Amersham imager 600 GE, Inglaterra). As amostras que 

apresentaram bandas de RNA 18S e 28S bem definidas (sem presença de rastros) foram 

consideradas adequadas para serem utilizadas nos ensaios (Figura 1A, APÊNDICE B). 

 

Tratamento das amostras de RNA total com DNAse 

Para eliminar possíveis contaminações com DNA genômico, 1µg de RNA total de 

cada amostra foi tratado com 1 unidade/µL   da enzima DNAse I (Sigma-Aldrich) por 15 

minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a enzima foi inativada com tampão de 

inativação a 70ºC por 10 minutos em termociclador (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).  

 

Transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa – 

RT- PCRq 

 

No presente trabalho, dois sistemas de RT-PCRq em tempo real foram utilizados. 

Para caracterização do perfil gênico da cultura primária, o sistema SYBR® Green foi utilizado 

e as reações de transcrição reversa e amplificação foram realizadas em uma única etapa por 

meio do kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1-Step (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA), o qual se utiliza de fluoróforos que se intercalam na dupla fita de DNA e, ao serem 

excitados por luz, emitem fluorescência, sendo a intensidade desta proporcional à quantidade 

do produto amplificado. A fluorescência detectada é representada por meio do Ct (ciclo 

limiar, cycle threshold), que equivale ao número de ciclos de reação suficiente para a 

amplificação atingir o limiar da fase exponencial (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008). 

 

As reações foram realizadas em triplicata técnica/amostra  em placas de 96 poços 

(MicroAmp Optical, Applied Biosystems) para um volume final de 10µL (Tabela 4). Uma 

reação sem amostra de RNA (controle negativo) foi realizada para cada par de 

oligonicleotídeo (sense e anti-sense), com a finalidade de verificar possíveis contaminações 

ou amplificações inespecíficas.  
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Tabela 4. Reagentes utilizados na reação em cadeia da polimerase em tempo real (PCRq) por 

SYBR® Green. 

Reagentes Volumes 

Mix Power SYBR® Green RT-

PCR (2x) 

5,0 µL 

Transcriptase reversa 0,08 µL 

RNA (5 ng/4,5 µL) 4,5 µL 

Primer forward (5 pmol/L) 0,2 µL 

Primer reverse (5 pmol/L) 0,2 µL 

Água ultra pura 0,02 µL 

Volume total 10,0 µL 

 

As condições de termociclagem para este sistema foram: transcrição reversa a 48oC 

durante 30 minutos; ativação da Taq DNA polimerase a 95oC durante 10 minutos; quarenta 

ciclos de desnaturação, anelamento e amplificação a 95oC durante 15 segundos 

(desnaturação), 60oC durante 1 minuto (anelamento e extensão). Foi utilizado ainda o 

programa de dissociação do produto de amplificação (curvas de melting) após cada reação, 

para se verificar a especificidade da reação, confirmando a ausência de produtos inespecíficos 

da amplificação e/ou formação de dímeros de primers. Nesta etapa, as amostras foram 

submetidas a aumentos gradativos de temperatura variando entre 60°C para 95°C. O aumento 

da temperatura é diretamente proporcional à diminuição da fluorescência. A temperatura de 

dissociação Tm (melting temperature) corresponde ao ponto de decaimento mais acelerado do 

sinal de fluorescência e esse ponto é específico para cada sequência de DNA amplificada.  

Os dados encontrados foram normalizados pelo gene constitutivo  β-ACTINA (Ct 

gene de interesse menos Ct constitutivo = Ct) e representados por 2-CT (SCHMITTGEN &  

LIVAK, 2008).  

Para avaliar a expressão de genes relacionados à angiogênese em amostras de células 

da cultura primária, tratadas ou não com metformina, foi utilizado o sistema TaqMan® e as 

reações de transcrição reversa e amplificação foram realizadas em duas etapas distintas com 



60 

 

 

os kits High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems Carlsbad, CA, EUA) 

e Master Mix (TaqMan® Gene Expression Master Mix fast), respectivamente.  

O sistema TaqMan® utiliza sondas de hidrólises complementares a sequências a 

codante das regiões de anelamento dos primers. Esta sonda possui dois fluoróforos, um 

denominado repórter presente na extremidade 5’ da fita e um silenciador, também chamado 

de quencher, na extremidade 3’. Quando a sequência alvo estiver presente, a sonda anela-se 

ao seu sítio complementar e durante a elongação da fita a sonda é clivada pela enzima Taq 

DNA polimerase. Isto faz com que o fluoróforo quencher se afaste do repórter resultando, 

assim, em um aumento da fluorescência. A intensidade desta é proporcional ao produto 

amplificado, uma vez que o aumento de fluorescência ocorre apenas quando a sonda hibridiza 

(SHINTANI-ISHIDA e col., 2014). A fluorescência emitida é então detectada pelo 

equipamento e pode ser representada por meio do Ct. Da mesma forma, as reações foram 

feitas em triplicata técnica em placas de 96 poços  para um volume final de 10 µL (Tabela 5) 

e, novamente, uma reação sem amostra de cDNA (controle negativo) foi realizada para cada 

sonda/primers com o objetivo de identificar possíveis contaminações. As sondas utilizadas 

(TaqMan® Gene Expression Assay) são inventoriadas e, por esse motivo, as sequências dos 

nucleotídeos não são fornecidas, mas a especificidade e eficiência da reação são garantidas 

pelo fornecedor. O código identificador (ID) de cada sonda encontra-se especificado na 

Tabela 2A do APÊNDICE B.  

  

Tabela 5. Reagentes utilizados na reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(PCRq) por TaqMan®. 

 

Reagentes Volumes 

TaqMan® Gene Expression 

Master Mix (2x) 

5,0 µL 

Sonda/primers 0,5 µL 

Água ultra pura 3,5 µL 

cDNA 1,0 µL 

Volume total 10,0 µL 
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Para a análise dos dados da expressão dos genes relacionados à angiogênese, os 

valores dos Ct obtidos foram normalizados pelo controle endógeno (β-ACTINA) e a 

quantificação relativa dos RNA mensageiros de interesse foi feita utilizando-se o método de 

comparação  ΔΔCt, que corresponde ao valor obtido pela fórmula aritmética 2- ΔΔCt , onde 

ΔΔCt = ΔCt amostras – ΔCt calibrador (amostra sem tratamento) (LIVAK, 2001).  

Os experimentos de PCRq pelos dois sistemas foram realizados no equipamento 

Applied Biosystems StepOnePlusTMReal-Time PCR Systems e os dados foram gerados pelo  

Software StepOne. 

 

 4.7 ENSAIO DE PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA (TBARS) 

 

O processo de peroxidação lipídica é um dos indicadores de estresse oxidativo que 

ocorre nas células quando estas são induzidas ao estresse. Nesse processo, os lipídeos podem 

sofrer degradação, em particular os fosfolípideos de membrana, tendo como produto final 

ácidos graxos ou produtos da peroxidação lipídica. Esses ácidos graxos reagem com o ácido 

2-tiobarbitúrico (TBARS) e na presença de dodecilsulfato de sódio (SDS) e ácido acético 

forma um complexo capaz de emitir fluorescência (LIMA e col., 2004). 

Para esse experimento 4x105 células PC-12 Adh foram plaqueadas e tratadas com 

metformina 20mM, peróxido de hidrogênio 300mM e controle (meio de cultura). Após 24h, 

as células foram coletadas em solução KCl e lisadas. Em seguida, 25 µL da solução de lisado 

celular foram adicionados nos seguintes reagentes: água miliQ, dodecilsulfato de sódio 8,1% 

(SDS), ácido acético 20% e ácido tiobarbitúrico 0,8%. Essa reação foi incubada a 95ºC ao 

abrigo da luz por 1 hora. Foi feita a leitura da fluorescência em espectrofotômetro (Shimadzu 

Corporation, Japan) com comprimento de excitação de 520nm e de emissão de 550nm. 

Concomitantemente, foi construída uma curva padrão de MDA (malondialdeído), que foi 

utilizada para interpolar os dados encontrados no teste, inferindo no final a proporção de 

MDA formado.  Ao final, foi feita a quantificação das proteínas do lisado celular pelo método 

de Lowry (Sigma-Aldrich®) (LOWRY e col., 1951) para normalizar os valores encontrados 

em cada amostra.  
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 4.8 ENSAIO DE RESPIRAÇÃO CELULAR 

 

Os ensaios de respiração celular das células PC-12 Adh foram realizados em dois 

aparelhos distintos. O aparelho Mitocell MT200 respirometer (Strathkelvin instruments 

limited, North Lanarkshire, Scotland) possui um eletrodo catiônico/aniônico que mensura o 

oxigênio presente na cuba de respiração e o segundo foi realizado no Agilent Seahorse XFp 

(Agilent Technologies, Wilmington, USA). 

Para o primeiro experimento, 3x106 células foram plaqueadas em placa de 10cm, 

após 24h foram tratadas com metformina 20mM e controle (meio de cultura) por 6h. As 

células foram tripsinizadas, contadas, quantidades fixas de células tratadas e não tratadas, 

foram separadas em tubos de 15mL diferentes e em seguida foram centrifugadas. O 

sobrenadante foi então descartado e os pellets de células foram ressuspensos em tampão de 

respiração aquecido a 37ºC que era composto por DPBS (CaCl2, KCl, KH2PO2, NaCl, 

NaHPO2, MgCl2), glicose 25mM, BSA 2% e piruvato de sódio 1mM. Essa solução de células 

(500µL) foi colocada da cuba de respiração que foi imediatamente fechada para medir o 

oxigênio que havia no meio.  O resultado da quantidade de O2 foi obtido entre os tempos de 0 

a 15 segundos na concentração uMOL/L. Dessa forma, do tempo zero foram subtraídos os 

outros tempos, obtendo assim o consumo de O2. 

Durante uma visita realizada no Centro de Endocrinologia da Queen Mary 

University of London, uma segunda análise foi feita com o aparelho Agilent Seahorse XFp 

(Agilent Technologies, Wilmington, USA) para avaliar a função da mitocondrial. Esse 

aparelho possui um sistema de sensores que mensura o oxigênio presente no poço da placa de 

cultura e calcula ao final a razão do consumo de oxigênio. À medida que as análises pelo 

aparelho progridem, compostos são adicionados, como a Oligomicina (bloqueador da 

ATPsintase), FCCP (indutor do gradiente de protóns) e Rotenone (bloqueador do Complexo I 

da cadeia de transporte de elétrons). Ao final do ensaio é possível analisar a respiração basal, 

a produção de ATP, a respiração máxima e a troca de prótons. 



63 

 

 

     

Figura 6. Bloqueio dos complexos da cadeia de transporte de elétrons e curva de consumo de 

oxigênio. 
Pontos no gráfico representam  cada medição feita pelo aparelho, sendo 12 medições no final.  

Fonte: Adaptado do manual Agilent Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit (2017). 

 

Esse ensaio foi conduzido nas células PC-12 Adh em diversas condições. Para isso 

5x104 células foram plaqueadas em placas específicas, após 24h as células foram silenciadas 

para os genes VHL e SDHB utilizando o sistema lipofectamina. Foram utilizados 75ng de 

VHL1+VHL2 e 75ng de SDHB em 0,2 μL de lipofectamina. Os efeitos dos silenciamentos 

foram mais efetivos em 48h, assim 6h antes de finalizar este tempo, metformina 10 e 20mM 

foram adicionados aos poços. Foram feitos controles para os genes sem metformina e controle 

sem os silenciamentos. Todos os poços continham lipofectamina e ao final do experimento, 

proteínas foram dosadas pelo metódo de Bradford a fim de normalizar os dados.  

Após 48h, o meio das células foi substituido por meio específico para o 

experimento (HAM-12 suplementado com piruvato 1 mM, glutamina 2 mM e glicose 10 

mM). Os compostos foram diluídos neste mesmo meio nas seguintes concentrações: 

oligomicina 4μM, rotenona 1 μM e FCCP 1μM. 

Os sensores foram incubados a 37ºC no calibrador Agilent Seahorse XF por 24h 

antes de se iniciar o experimento. Ao finalizar esse tempo o sistema sensores e placas foram 

montados no equipamento. Este foi programado para mensurar o consumo de oxigênio em  12 

tempos diferentes, a cada 3 tempos os compostos eram adicionados na seguinte ordem: 

oligomicina, FCCP e rotenona. A respiração basal foi obtida pela média de A subtraída pela 

média de D; respiração máxima obtida pela média de C subtraída pela média de D; a 

produção de ATP obtida pela média de A subtraído pela média de B; a troca de prótons 
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obtidos pela média de B subtraída pela média de D e a capacidade de troca obtido pela média 

de C subtraída pela média de A, de acordo com a esquematização da Figura 6.  

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA E DADOS EXPERIMENTAIS 

 

A análise estatística foi feita com base na distribuição das amostras. Para 

experimentos com mais de seis amostras foram aplicados teste de normalidade dos dados: KS, 

D’Agostino & Pearson omnibus e Shapiro-Wilk. Admitiu-se como dados normais quando era 

aprovado em pelo menos um destes testes. Assim, para estes dados foram utilizados teste t de 

Student quando eram comparadas duas variáveis e One-way ANOVA para mais de duas 

variáveis.   

Quando a amostra era menor que 6, admitiu-se que os dados experimentos eram de 

distribuição não Gaussiana ou não paramétricos, uma vez que o número de experimentos 

realizados ou (n) foi considerado pequeno para avalição de distribuição dos dados. Desta 

forma, para análise de duas variáveis foi selecionado o teste Mann-Whitney e para avaliar 

mais de 2 variáveis, o teste estatístico selecionado foi Kruskal-Walis com pós-teste de Dunns 

comparando todas as colunas. O critério de significância estatística foi o valor inferior a 0,05, 

ou seja, acima de 95% de chance de não ocorrer ao acaso. Quando aplicavél, isto é, quando 

era calculada a média, o Erro Padrão Médio (EPM) foi utilizado e quando a mediana foi 

calculada foi aplicado o Desvio Padrão.  

Os ensaios foram conduzidos ou em duplicata ou em triplicata e foram repetidos pelo 

menos três vezes. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ENSAIOS DE VIABILIDADE E PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

5.1.1 Ensaio de viabilidade celular com base na atividade mitocondrial – Método MTT 

 

A etapa inicial deste estudo consiste em investigar o efeito da metformina sobre a 

viabilidade das células de feocromocitoma. Uma investigação que teve início no período do 

mestrado mostrou que tanto o sunitinibe quanto a metformina reduziram a viabilidade das 

células de feocromocitoma de ratos em 60% e 40%, respectivamente nas concentrações 

máximas (10µM e 30mM respectivamente). A partir dessas curvas foram obtidos os CI40  da 

metformina de 20mM em 48h e o CI50 do sunitinibe 8µM em 48h. As concentrações máximas 

de metformina e sunitinibe reduziram a viabilidade em 40% e 60% respectivamente (Figura 5) 

(MEIRELES, 2015). 

Com base nestes resultados, o mesmo ensaio foi realizado em cultura de células de 

fibroblato de pele humana normal com o objetivo de investigar se o efeito era ou não seletivo 

para as células do tumor. Os resultados mostraram que as doses máximas tanto do sunitinibe 

quanto da metformina reduziram 40% da viabilidade das células de pele humana, isto é, com 

base nesse ensaio, o efeito da metformina não é seletivo para células de feocromocitoma 

(Figura 7) (MEIRELES, 2015). 
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Figura 7. Viabilidade das células de pele humana tratadas com sunitinibe e metformina avaliada pelo 

método MTT: A) CCD1059sk tratadas com sunitinibe nas concentrações 2, 4, 6, 7, 8, 9 e 10μM em 24 e 48h; 

B) CCD-1059Sk tratadas com metformina nas concentrações 1, 5, 10, 15, 20, 30mM em 24 e 48h. Dados 

analisados por regressão não-linear e variável slope expresso em E.P.M.; sunitinibe CI40=7,55μM e metformina 

CI40=7,71Mm, (MEIRELES, 2015). 

 

Sunitinibe X Células CCD-1059Sk Metformina X Células CCD-1059Sk 
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5.1.2 Ensaio de viabilidade celular com base na integridade da membrana celular – 

Método de coloração com azul de Tripan 

 

 

O fundamento do ensaio de MTT baseia-se na atividade das enzimas mitocondriais. 

Pensando nisso, a próxima pergunta a ser respondida é se de fato a metformina reduziu a 

viabilidade celular ou apenas modulou negativamente o metabolismo das células. O ensaio de  

exclusão celular utilizando o corante azul de tripan foi feito e o sunitinibe foi utilizado como 

padrão do experimento. As concentrações utilizadas variaram entre 2µM e 10µM e o que se 

observa na Figura 8A é a diminuição progressiva da viabilidade das células PC-12 Adh em 

relação ao aumento da concentração, e uma redução de aproximadamente 60% da viabilidade 

na concentração de 8µM, corroborando com os achados no ensaio de MTT. Assim, esta foi a 

concentração selecionada para realização dos próximos ensaios. 

O ensaio de MTT mostrou indiretamente a redução da viabilidade das células PC-12 

Adh, o que foi confirmado com o ensaio de exclusão celular. O tratamento com metformina  

foi feito utilizando-se as concentrações entre 1mM a 30mM por 48h e o que se observa na 

Figura 7B é a redução em 70% da viabilidade celular (p<0,05), na concentração máxima. A 

concentração de 20mM reduziu a viabilidade das células de feocromocitoma em 

aproximadamente 60%, achado semelhante ao encontrado no ensaio de MTT (CI40=20mM), 

desta forma, essas concentrações foram selecionadas para os ensaios posteriores. As imagens 

representam controles e tratamentos com metformina 20mM por 48h nas células PC-12 Adh e 

CCD-1059Sk (Figura 8E). 
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Figura 8. Viabilidade das células de pele humana e de feocromocitoma tratadas com sunitinibe e 

metformina avaliada pelo método de exclusão celular: Células A) PC-12 Adh e B) CCD-1059Sk tratadas com 

sunitinibe nas concentrações 2, 4, 6, 7, 8, 9 e 10μM em 24 e 48h; B) Células PC-12 Adh e CCD-1059Sk tratadas 

com metformina nas concentrações 1, 5, 10, 15, 20, 30mM em 24 e 48h. Dados apresentados em média ±D.P. e 

analisados por teste One-way ANOVA com pós-teste de Tukey vs controle, *p<0,05. E) Visualização dos 

tratamentos com metformina 20mM 48h nas células PC-12 Adh e CCD-1059sk nos aumento de 20X.  

Sunitinibe X Células PC12-Adh Sunitinibe X Células CCD-1059Sk 

Metformina X Células PC12-Adh Metformina X Células CCD-1059Sk 

E 
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5.1.3 Ensaio de proliferação celular – Método de incorporação por BrdU 

 

De fato, houve redução da viabilidade das células PC-12 Adh promovida pelo 

tratamento com metformina. Uma hipótese para tal achado seria a redução da proliferação 

celular e para comprovar esse efeito, o ensaio de incorporação de BrDu foi conduzido. Como 

mostrado na Figura 9A, o sunitinibe 8µM por 48h reduziu a viabilidade em 40%, bem como a 

metformina 20mM (Figura 9B).  

 

Ctrl SUN 24h Ctrl SUN 48h
0

20

40

60

80

100

120

*

     A

(%
) 

In
c
o

rp
o

ra
ç
ã
o

 c
o

m
 B

rD
u

 
Ctrl MET 24h Ctrl MET 48h

0

20

40

60

80

100

120

*

        B

(%
) 

In
c
o

rp
o

ra
ç
ã
o

 c
o

m
 B

rD
u

 

 

Figura 9. Proliferação das células de feocromocitoma tratadas com sunitinibe e metformina avaliada pelo 

método de incorporação cpm BrdU: A) Células PC-12 Adh tratadas com sunitinibe nas concentrações 8μM 

em 24 e 48h; B) Células PC12-Adh tratadas com metformina nas concentrações 20mM em 24 e 48h. Dados 

apresentados em média ±E.P.M. e analisados por teste One-way ANOVA com pós-teste de Tukey vs controle, 

*p<0,05. 

  

 

 

 

 

Sunitinibe X Células PC12-Adh Metformina X Células PC12-Adh 
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5.1.4 Ensaio de proliferação celular – Método coloração com cristal de violeta 
 

O efeito crônico do tratamento com metformina foi avaliado pelo método de 

coloração com cristal de violeta para reforçar os achados encontrados nos outros ensaios de 

viabilidade e proliferação celular. Em 5 dias de tratamento com metformina 20mM é visível a 

redução da formação de colônia de células PC-12 Adh, fenômeno observado tando nas células 

de pele humana quanto nas células de feocromocitoma de ratos, nesta última, a redução do 

número de colônias /células foi mais inteso (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Proliferação das células de feocromocitoma e de pele humana tratadas com metformina 

avaliada pelo método de coloração com cristal de violeta: Células PC-12 Adh e CCD-1059Sk tratadas com 

metformina 20mM e controle (meio de cultura) por 5 dias. Visualizadas no aumento de 20X. 
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5.1.5 Ensaio de proliferação celular – Marcação com KI-67 

 

O KI-67 é um marcador de proliferação celular muito utilizado na prática clínica. A 

figura a seguir mostra, em células de feocromocitoma (PC-12 Adh), o controle com maior 

porcentagem de células marcadas com KI-67 quando comparadas com as células tratadas com 

metformina 20mM por 48h (Figura 11).  
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Figura 11. Proliferação das células de feocromocitoma tratadas com metformina avaliada por marcação 

com KI-67: A) Células PC-12 Adh tratadas com metformina 20mM por 48h e visualizadas no aumento de 20X. 

B) Porcentagem de células tratadas e não tratadas com metformina 20mM marcadas com KI-67 comparadas com 

a quantidade de núcleos, média obtida de 20 imagens. Dados apresentados em média ±E.P.M. e analisados por 

teste t de Student  vs controle, *p<0.05. 

 

 

A 

B 
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5.2 EXPRESSÃO E ATIVIDADE DE PROTEÍNAS DE VIAS APOPTÓTICAS E 

PROLIFERATIVAS – MÉTODO WESTERN BLOT 

 

5.2.1 Avaliação da expressão da clivagem da Caspase 3 e sinais apoptóticos nas células 

PC12-Adh 

 

A caspase 3 é uma proteína que possui atividade efetora na via da apoptose, e quando 

apresenta-se na sua forma clivada, sinaliza positivamente para apoptose. A investigação dos 

efeitos da metformina na clivagem da proteína caspase 3 teve início no mestrado e os 

resultados obtidos neste período foram parciais. Desta forma, para confirmar os efeitos da 

metformina nas células PC-12 Adh, dois novos ensaios foram realizados utilizando 

metformina 20mM  por 48h e os resultados mostrados na Figura 13 sugerem o aumento da 

clivagem  da caspase 3 nas amostras tratadas (p<0,05). Por outro lado, as células PC-12 Adh 

tratadas com sunitinibe 8μM por 48h não apresentaram alteração estatisticamente significante 

na  clivagem da caspase 3. 

Outros parametros avaliados foram as alterações nucleares que sugerem apoptose 

celular, para isto, as células PC-12 Adh tratadas com sunitinibe 8µM por 48h foram marcadas 

com DAPI e foi possível observar a formação de vacúolos nos núcleos das células (Figura 

12). Já no tratamento com metformina 20mM por 48h observamos pontos com fluorescência 

mais acentuada sugerindo fragmentação do DNA (Figura 13).   
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Figura 12. Clivagem da caspase 3 das células de feocromocitoma tratadas com sunitinibe avaliada por 

Western Blot e imunomarcação com DAPI: A) Células PC-12 Adh tratadas com sunitinibe 8μM por 48h; 

bandas de pró-caspase e caspase 3 (40μg de proteínas). B) Razão controle/tratado com sunitinibe das bandas de 

pró-caspase e caspase 3; C) Imagem representativa de 1 experimento do controle imunomarcado com DAPI no 

aumento de 20X; D) Imagem representativa de 1 experimento do tratamento com sunitinibe 8µM por 48h 

imunomarcado com DAPI no aumento 20X e 63X. Dados apresentados em média ±D.P. e analisados por teste 

One-way ANOVA com pós-teste de Tukey vs controle, *p<0,05. 
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Figura 13. Clivagem da caspase 3 das células de feocromocitoma tratadas com metformina avaliada por 

Western Blot e imunomarcação com DAPI: A) Células PC-12 Adh tratadas com metformina 20mM por 48h; 

bandas de pró-caspase e caspase 3 (40μg de proteínas). B) Razão controle/tratado com metformina 20mM das 

bandas de pró-caspase e caspase 3; C) Imagem representativa de 1 experimento do controle imunomarcado com 

DAPI no aumento de 20X; D) Imagem representativa de 1 experimento do tratamento com metformina 20mM 

por 48h imunomarcado com DAPI no aumento 20X e 63X. Dados apresentados em média ±D.P. e analisados 

por teste One-way ANOVA com pós-teste de Tukey vs controle, *p<0,05. 
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5.2.2 Avaliação da expressão e da atividade das proteínas da via AMPK/PTEN/AKT 

/mTOR/p70S6K/HIF1α 

 

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar a expressão e a atividade  de proteínas 

da via AMPK/PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α de proliferação celular. Para tal, as células 

PC-12 Adh foram tratadas com sunitinibe 8μM e metformina 20mM por 48h.  

Os resultados sugerem  que a inibição da viabilidade das células PC-12 Adh 

promovida pelo sunitinibe parece aumentar a atividade de AMPK (painel esquerdo) e mTOR 

(painel direito) mas não altera as outras proteínas da via (Figura 14), ao contrário, a 

metformina 20mM aumenta a fosforilação de AMPK (painel esquerdo), favorece a  

desfosforilação do AKT (painel esquerdo) e, consequentemente, a inibição da sinalização 

positiva para o mTOR (painel direito), diminui p70S6K (painel direito) e HIF1α (painel 

direito).  A expressão da proteína mTOR da amostra de células tratadas com a metformina 

também está diminuida, desta forma, os resultados sugerem que a metformina reduz tanto a 

atividade quanto a expressão da proteína mTOR (Figura 15).  
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Figura 14. Expressão e atividade de proteínas da via PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α de células de 

feocromocitoma tratadas com sunitinibe: A) Imagem representativa de 1 experimento do tratamento com 

sunitinibe; Painel esquerdo: B) Expressão do PTEN; C) AKT total/fosforilada; Painel direito: D) mTOR 

total/fosforilada; E) p70S6K; F)  HIF1α das células PC12-Adh tratadas com sunitinibe 8μM por 48h (40μg de 

proteínas); Dados apresentados em média ±D.P. e analisados por teste Mann-Whitney vs controle, *p<0,05. 
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Figura 15. Expressão e atividade de proteínas da via PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α de células de 

feocromocitoma tratadas com metformina: A) Imagem representativa de 1 experimento do tratamento com 

metformina; Painel esquerdo: B) Expressão do PTEN; C) AKT total/fosforilada; Painel direito: D) mTOR 

total/fosforilada; E) p70S6K; F)  HIF1α das células PC12-Adh tratadas com sunitinibe 8μM por 48h (40μg de 

proteínas);. Dados apresentados em média ±D.P. e analisados por teste Mann-Whitney vs controle, *p<0,05. 
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5.2.3 Avaliação da expressão e da atividade das proteínas da via 

AMPK/PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α da cultura primária  

 

A mesma via avaliada nas células PC-12 Adh também foi avaliada na células da 

cultura primária tratadas com metformina 20mM por 48h e os resultados sugerem que a 

metformina parece não interferir na fosforilação da AMPK e AKT, e na expressão do PTEN, 

mas parece diminuir a fosforilação e a expressão do mTOR, p70S6K e HIF1α (Figura 16). 



79 

 

 

 

 

Ctrl MET
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
a
z
ã
o

 p
A

M
P

K
:t

A
M

P
K

Ctrl MET
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
a
z
ã
o

 P
T

E
N

:G
A

P
D

H

Crtl MET
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
a
z
ã
o

 p
A

K
T

:t
A

K
T

 

Ctrl MET
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
a

ti
o

 p
m

T
O

R
:t

m
T

O
R

Ctrl MET
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
a
z
ã
o

 p
7
0
S

6
K

:
G

A
P

D
H

Ctrl MET
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

R
a
z
ã
o

 H
IF

1


:G
A

P
D

H

*

 

 

Figura 16. Expressão e atividade de proteínas da via PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α de células de 

cultutra primária de feocromocitoma tratadas com metformina: A) Imagem representativa de 1 experimento 

do tratamento com metformina; Painel esquerdo: B) Expressão do PTEN; C) AKT total/fosforilada; Painel 

direito: D) mTOR total/fosforilada; E) p70S6K; F)  HIF1α das células PC12-Adh tratadas com sunitinibe 8μM 

por 48h (40μg de proteínas); Dados apresentados em média ±D.P. e analisados por teste Mann-Whitney vs 

controle, *p<0,05. 
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5.3 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DA CULTURA PRIMÁRIA 

 

Os resultados da expressão proteica sugerem redução dos níveis de HIF1α nas 

amostras tratadas com metformina. Sabe-se que o aumento dos níveis de HIF1α e HIF2α está 

relacionado à ativação da transcrinção gênica de VEGF e aumento da angiogênese. Pensando 

nisso, foi avaliada a expressão gênica das isoformas de HIFα (1, 2 e 3) em cultura primária de 

feocromocitoma tratada com metformina 20mM. Os dados sugerem aumento da expressão de 

HIF2α (EPAS) enquanto a expressão das formas 1, 3 e HIF1β (ARNT) não se alteram o que 

não corrobora com os achados na expressão proteica.  

Visando o potencial efeito da metformina em vias relacionadas à angiogênese, foram 

avaliados ainda os níveis de VEGFA e VEGFR e os resultados sugerem redução da expressão 

do receptor de VEGF e não alteração do fator VEGFA. Foram avaliados também genes ADM 

e ANGP - genes relacionados à angiogênese -, e os dados mostraram aumento da expressão de 

ANGP enquanto ADM  não sofreram alteração (Figura 17).  
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Figura 17. Expressão genes relacionados à angiogênese em células de cultura primária tratadas com 

metformina: Expressão dos genes A) HIF1α, B) EPAS, C) HIF3α, D) ARNT, E) VEGFA, F) VEGFR, G) ADM e 

H) ANGP em cultura de células não-tratadas (controle) e tratadas com metformina (CI40dose= 20mM) por 48h. 

Dados apresentados em média ±D.P. e analisados por teste Mann-Whitney vs controle, *p<0,05. 

 

A

 

B

 

C

 

E F

 

G

 

D

 

H 



82 

 

 

5.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA METFORMINA NA DEGRADAÇÃO PROMOVIDA 

PELO PROTEASSOMA 
 

Os dados da expressão da proteína HIF1α nas células tratadas com metformina foram 

diferentes do resultado obtido na expressão gênica, logo uma dúvida que surgiu foi se a 

metformina reduziu a expressão da proteína ou aumentou a degração da HIF pelo 

proteassoma. Para fazer esta análise as células PC-12 Adh foram tratadas com metformina 

20mM e MG132 (inibidor do proteassoma) 15uM por 6h. Os resultados confirmaram que a 

metformina sozinha reduz a densidade da banda da proteína HIF1α, por outro lado,  a 

associação de metformina com o inibidor de proteassoma promoveu o acúmulo de ubiquitina 

e recupera a banda sugerindo inibição do proteassoma pela metformina (Figura 18). 

 

                          

Figura 18. Inibição do proteassoma promovido pela metformina em células de feocromocitoma tratadas 

com metformina: Células PC-12 Adh, A) controle, B) tratamento com metformina 20Mm por 6h e C)  

tratamento da associação de metformina 20mM e MG132 15uM por 6h.  
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5.5 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA METFORMINA NA DINÂMICA MITOCONDRIAL 

 

O Drp-1 é uma proteína importante  no processo de fissão mitocondrial, quando 

ocorre o aumento no recrutamento desta proteína, Drp-1 diminui, as mitocondrias ficam mais 

fragmentadas, há menos consumo de oxigênio, menos ATP formado e consequentemente 

menor metabolismo. Para avaliar o recrutamento de Drp-1 em células tratadas com 

metformina 20mM e não-tratadas, foi realizada uma imunomarcação com Drp-1 e TOM 20 

(marcador de mitocondria) em células PC12-Adh. Foi feito ainda o silenciamento dos genes 

VHL e SDHB nestas mesmas células e tratatadas com metformina. Os resultados são parciais 

e mostram redução significativa do recrutamento de Drp-1 nas células silenciadas para VHL 

tratadas com metformina 20mM e não há modificação entre as outras variáveis. 
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Figura 19. Imunomarcação com Drp-1 em células de feocromocitoma tratadas com metformina: Células 

PC12-Adh marcadas com Drp-1 e TOM20 na seguinte ordem: controle scrm, controle VHL, controle SDHB, 

metformina 20mM scrm, metformina 20mM VHL, metformina 20mM SDHB. Gráfico representativo de 20 

imagens feitas em 1 experimento. Dados apresentados em média ±D.P. e analisados por teste Kruskal-Wallis vs 

controle, *p<0,05.  
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 5.6 ESTRESSE CELULAR E RESPIRAÇÃO DAS CÉLULAS PC-12 ADH 

  

 Para justificar a redução da proliferação das células PC-12 Adh e da cultura 

primária, os próximos passos foram avaliar o estresse promovido pelo tratamento com 

metformina e a respiração celular. 

 

5.6.1 Ensaio de peroxidação lipídica (TBARS) 

 

A peroxidação lipídica é um evento que está altamente associado ao uso de 

substâncias oxidantes, culminando em formação de radicais livres e ácidos graxos que induz a 

degradação celular, no entanto, esse evento pode preceder a morte celular programada de 

alguns tipos celulares (CAO e col., 2016). Pensando nisso, foi realizado o ensaio de 

peroxidação lipídica nas células PC-12 Adh e foi observado que o tratamento com metformina 

20mM por 24h induz a formação de produtos da peroxidação lipídica (Figura 20).  
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Figura 20. Estresse das células de feocromocitoma tratadas com metformina: Células PC-12 Adh não-

tratadas, tratadas com metformina 20mM, e controle positivo com H2O2 300μM, todos por 24h. Dados 

apresentados em média ±D.P. e analisados por teste Kruskal-Wallis vs controle, *p<0,05. 
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5.6.2  Ensaio de respiração celular 

 

Os ensaios de viabilidade e proliferação celular confirmaram que a  metformina 

reduz a viabilidade das células PC-12 Adh, por   inibir a   atividade da mitocôndria (MTT), 

por gerar lesão da membrana celular (azul de tripan) e diminuição da formação de novas fitas 

de DNA (BrdU), além de mostrar efeitos na via de Caspase 3 e 

AMPK/PTEN/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α e inibição do proteassoma. Foi constatado, ainda, 

que a metformina reduz o recrutamento de Drp-1 e induz o estresse nas células PC-12 Adh. 

Levando em conta estes efeitos, a próxima questão foi: como a metformina modula a 

respiração celular e leva a esses efeitos sobre vias tumorigênicas? Sabe-se que a metformina 

inibe o complexo 1 da cadeia de transporte de elétrons, reduz a atividade de ATP sintase 

gerando estresse celular.  

Sabidamente, a metformina induz ao estresse celular de diversas linhagens de células 

cancerígenas, por inibir uma etapa da respiração celular. Desta forma, foi conduzido o ensaio 

de respiração celular, o qual avalia o consumo de oxigênio presente na cuba de respiração na 

qual são colocadas as células. Foi observado que em 15 segundos as células PC-12 Adh  

tratadas com metformina 20mM consumiram menos oxigênio que as células não tratadas de 

forma significante (Figura 21A). Em contrapartida, as células de fibroblastos de pele humana 

não tiveram sua respiração modificada com tratameto com metformina 20mM por 6h (Figura 

21B). Os histogramas gerados pelo  respirômetro mostram que a metformina 20mM desloca a 

curva de consumo de oxigênio quando comparada com o controle (Figura 21A) nas células de 

feocromocitoma de ratos e não altera a curva das células CCD-1059Sk (Figura 21A). As 

imagens representativas dos tratamentos mostram que não há diferença entre os grupos 

tratados e não tratados no que diz respeito à morfologia e número de células (Figura 21A e B). 
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Figura 21. Respiração celular nas células de feocromocitoma e de pele humana tratadas com  metformina: 

A) Consumo de oxigênio em 0, 5 e 10 segundos das células PC-12 Adh tratadas com metformina 20mM por 6h;  

Histograma do consumo de oxigênio do controle e tratamento com metformina nas células PC-12Adh; 

Representação da morfologia e do número de células do controle das células PC-12 Adh;  Representação da 

morfologia e do número de células do tratamento com metformina 20mM por 6h; B) Consumo de oxigênio em 0, 

5 e 10 segundos das células CCD-1059Sk tratadas com metformina 20mM por 6h;  Histograma do consumo de 

oxigênio do controle e tratamento com metformina nas células CCD-1059Sk; Representação da morfologia e do 

número de células do controle das células CCD-1059Sk; Representação da morfologia e do número de células do 

tratamento com metformina 20mM (MET) por 6h nas células CCD-1059Sk e controles (Ctrl). Dados 

apresentados em mediana ±D.P. e analisados por teste Kruskal- Wallis vs controle. * p<0,05 
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 Os efeitos da metformina foram avaliados em várias etapas da respiração celular, 

como a respiração basal, produção de ATP, respiração máxima e troca de protóns. Para isto, 

células PC-12 Adh foram tratadas com metformina 20mM. O consumo de oxigênio foi 

mensurado em 12 tempos diferentes. Pode-se observar na Figura 22 a redução dos parametros 

da respiração celular do tratamento comparado com o controle, exceto na respiração máxima, 

e esse efeito parece ser dose dependente, pois o consumo de oxigênio reduz gradativamente à 

medida que se aumenta a concentração de metformina.  

                  

   

Figura 22. Respiração celular nas células de feocromocitoma tratadas com metformina: A) Consumo de 

oxigênio medido em 12 tempos diferentes; após 3 medidas, a oligomicina foi adicionada. Depois de outras 3 

medidas FCCP foi adicionado. Por fim, após 3 medidas rotenone foi adicionado.  B) Respiração basal, produção 

de ATP, Respiração Máxima, troca de prótons e capacidade de troca de células PC-12 Adh tratadas com 

metformina 10mM e 20mM por 6h vs com controle. Dados apresentadas em mediana ±D.P. e analisados por 

teste Kruskal- Wallis vs controle, * p<0,05. 
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5.6.3 Avaliação da respiração celular em células silenciadas para os genes VHL e SDHB 

 

A mesma análise foi realizada nas células PC-12 Adh silenciadas para o gene VHL e 

SDHB. Inicialmente foi feito um teste para avaliar a eficiência do silenciamento tanto do 

VHL quanto do SDHB. Em seguida, as células silenciadas foram tratadas com metformina 10 

e 20mM por 6h. Os resultados mostram que a metformina 10mM reduz os parâmetros da 

respiração (respiração basal, produção de ATP e troca de prótons), mas na concentração de 

20mM a respiração não é modificada quando são comparados metformina vs controle. Este 

fenômeno é observado tanto nas células silenciadas para VHL quanto para SDHB (Figura 23 

e 24). 
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Figura 23. Respiração celular nas células de feocromocitoma mutadas para o gene VHL tratadas com 

metformina: A) Expressão da proteína VHL após transfecção do siRNA; Consumo de oxigênio medido em 12 

tempos diferentes em células PC-12 Adh transfectadas com siVHL e tratadas com metformina 10mM; após 3 

medidas, oligomicina foi adicionada, após 3 medidas FCCP foi adicionado. Por fim, após 3 outras medidas, 

rotenone foi adicionado; Respiração basal, produção de ATP, Respiração Máxima, troca de prótons e capacidade 

de troca de células PC-12 Adh tratadas com metformina 10mM e por 6h vs com controle. B) Consumo de 

oxigênio medido em 12 tempos diferentes em células PC12-Adh transfectadas com siVHL e tratadas com 

metformina 20mM; Respiração basal, produção de ATP, Respiração Máxima, troca de prótons e capacidade de 

troca de células PC-12 Adh tratadas com metformina 10mM e por 6h vs com controle. Dados apresentados em 

mediana ±D.P. e analisados por teste Kruskal- Wallis vs controle, * p<0,05. 
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Figura 24. Respiração celular nas células de feocromocitoma mutadas para o gene SDHB tratadas com 

metformina: A) Expressão da proteína VHL após transfecção do siRNA; Consumo de oxigênio medido em 12 

tempos diferentes em células PC-12 Adh transfectadas com siVHL e tratadas com metformina 10mM; após 3 

medidas, oligomicina foi adicionado em seguida após 3 medidas FCCP foi adicionado. Por fim após 3 outras 

medidas rotenone foi adicionado; Respiração basal, produção de ATP, Respiração Máxima, troca de prótons e 

capacidade de troca de células PC-12 Adh tratadas com metformina 10mM e por 6h vs com controle. B) 

Consumo de oxigênio medidos em 12 tempos diferentes em células PC-12 Adh transfectadas com siVHL e 

tratadas com metformina 20Mm; E) Respiração basal, produção de ATP, Respiração Máxima, troca de prótons e 

capacidade de troca de células PC-12 Adh tratadas com metformina 10mM e por 6h vs com controle. Dados 

apresentadas em mediana ±D.P. e analisados por teste Kruskal- Wallis vs controle, * p<0,05. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Os primeiros casos de feocromocitoma foram descritos em 1986 por Felix Fraenkel e 

Max Schottelius (BAUSCH e col., 2017), no entanto, apenas nos anos 2000, com o advento 

de ferramentas de diagnóstico genético, algumas síndromes clássicas foram detalhadas, 

especificamente Síndrome de Von Hippel Lindau, neurofibromatose e neoplasia endócrina 

(ASTUTI e col., 2001) e alguns casos malignos foram associados às mutações no complexo 

de  genes SDHx (NEUMANN e col., 2004).  Desde então, o tratamento de recorrência do 

FEO/PGL e de casos malignos constituem um grande desafio no sentido de melhorar o 

prognóstico e a sobrevida de pacientes com feocromocitoma e paraganglioma. 

Fecromocitomas e paragangliomas com características malignas são pouco 

responsivos à quimioterapia convencial já utilizada em alguns tipos de tumores de origem 

neuroendócrina. Recentemente, inibidores multialvo de receptores de tirosina quinase foram 

testados em células de feocromocitoma de ratos e os resultados mostraram que o sunitinibe 

modulou negativamente a via VEGFR2/Akt/mTOR/S6K1. No entanto, na prática clínica, os 

efeitos do sunitinibe na redução da progressão do tumor foram contraditórios (AJALLE e col., 

2013). Ainda no contexto de malignidade, estudos experimentais vêm demonstrando que 

inibidores de proteassoma como o bortezonibe diminuem a viabilidade e a migração, além de 

induzir a apoptose em células de feocromocitoma (BULLOVA e col., 2017). 

Atualmente, o metabolismo representa um potencial alvo para o tratamento 

multifatoreal na terapia do câncer no geral. No presente estudo, foram avaliados os efeitos da 

metformina, fármaco que apresenta ações e efeitos predominantemente metabólicos, sobre a 

proliferação, sobrevivência e apoptose de células imortalizadas de feocromocitoma de ratos e 

de células de cultura primária de feocromocitoma humano.Estudos anteriores que mostraram 

associação entre o tratamento com metformina e a redução da proliferação de diversos tipos 

de células câncer embasaram o presente trabalho (PYASKOVSKAYA e col., 2017; SELIGER 

e col., 2016; COSTA  e col., 2014). Até o momento, os efeitos da metformina em linhagens 

de células de feocromocitoma estão pouco elucidados. 

Foi feita uma investigação inicial utilizando células de feocromocitoma de ratos, as 

células PC-12 Adh. São células com características predominantemente noradrenégicas com 
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estruturas morfológicas e citoquímicas semelhantes às células de feocromocitoma humano 

(GREENE & TISHLER, 1976) e representam novos modelos para estudo de tumores 

neuroendócrinos. 

A hipótese inicial deste estudo foi que a metformina teria um efeito sobre a viabilidade 

de células de feocromocitoma, assim, os primeiros ensaios realizados foram feitos para avaliar 

a viabilidade e proliferação celular. De acordo com os resultados obtidos pela autora no 

mestrado (MEIRELES e col., 2015), a metformina e o sunitinibe diminuem a viabilidade das 

células PC-12 Adh em 40 e 60% respectivamente, quando avaliados pelo método MTT, o 

qual avalia indiretamente a vibilidade com base na atividade mitocondrial. Esse achado 

corrobora o estudo de Mi Li e colaboradores (2017) que mostrou redução da sobrevivência de 

células PC-12 Adh tratadas com metformina com concentração máxima de 50mM por 48h 

utilizando ensaio de viabilidade baseada na função mitocondrial (MI LI e col., 2017).  Com 

relação ao sunitinibe, os achados encontrados corroboram os dados obtidos no estudo de Saito 

e colaboradores (2012) que observaram que o sunitinibe 1000µM reduziu a viabilidade de 

células PC-12 Adh em aproximadamente 30% por 24h utilizando o ensaio de MTT (SAITO e 

col., 2012).  

Os resultados encontrados nas células de fibroblastos de pele humana mostram que os 

efeitos da metformina na viabilidade avaliada pelo método de MTT não são seletivos para as 

células tumorais, dados semelhantes aos encontrados no estudo de Weining Li e 

colaboradores (2013) (Figura 7). Semelhante ao presente estudo, esses autores também 

mostraram uma redução expressiva da viabilidade de células de queratinócitos (HaCat) 

quando tratadas com metformina 50mM por 72h, utilizando também teste com base na 

atividade mitocondrial  (WEINING LI e col., 2013). 

Pensando nas limitações técnicas do MTT, tais como reação com o soro fetal bovino 

presente no meio, medida indireta da viabilidade (não distinção entre redução do número de 

células e redução do metabolismo), dentre outros, foi selecionado um segundo teste de 

viabilidade celular com base na integridade da membrana celular. As mesmas doses e tempos 

de tratamento com sunitinibe e metformina foram repetidos nas células PC-12 Adh e CCD-

1059Sk. Os resultados mostraram que a metformina reduziu a viabilidade das células de 

feocromocitoma em 60% na concentração de 20mM (CI40 encontrado no ensaio de MTT) 

(Figura 8). Não existem estudos que mostrem os efeitos da metformina em células de 
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feocromocitomas avaliados pela contagem com Azul de Tripan, entretanto, Kumar e 

colaboradores (2014), utilizando essa mesma técnica, mostraram em estudo com células de 

neuroblastoma (mesma origem embrionária do feocromocitoma) a redução da viabilidade em 

80% quando essas células foram tratadas com metformina 20mM por  6 dias de tratamento 

(KUMAR e col., 2014).  

Interessante notar que não foi possível visualizar modificação na viabilidade das 

células de fibroblastos de pele humana tratadas de forma semelhante às células de 

feocromocitoma e avaliadas pelo método de contagem de células utilizando azul de Tripan. 

Todos estes dados sugerem que a metformina reduz o metabolismo mitocondrial em ambas as 

linhagens celulares, não tumoral (fibroblastos de pele) e de feocromocitoma, mas os efeitos 

sobre a viabilidade mostraram-se seletivos para as células tumorais.   

O próximo passo foi avaliar se a metformina poderia interferir na proliferação das 

células de feocromocitoma. Para tal, o ensaio de incorporação com BrdU foi realizado. As 

células PC-12 Adh foram tratadas com sunitinibe 8μM e metformina 20mM por 24 e 48h, e 

em ambos houve redução da proliferação de forma estatisticamente significante nos 

tratamentos feitos em 48h (Figura 9). No estudo de Saito e colaboradores (2012) foi realizado 

o ensaio de proliferação em células PC-12 Adh por incorporação de BrDu e foi encontrada 

uma redução de proliferação de 35% com relação ao controle quando trataram com sunitinibe 

1000µM (SAITO e col., 2012). Por outro lado, no estudo de Costa e colaboradores (2014), a 

metformina 20mM reduziu a proliferação de células de neuroblastoma utilizando o ensaio de 

incorporação com timidina (COSTA e col., 2014), dados de acordo com os achados neste 

presente estudo. 

Para confirmar os achados encontrados no ensaio de proliferação celular, mais dois 

testes foram feitos com as células PC-12 Adh e CCD-1059Sk. O primeiro, para avaliar a 

formação de novas colônias, células tratadas e não tratadas com metformina foram coradas 

com cristal de violeta e após 5 dias de tratamento foram obtidas imagens das mesmas (Figura 

10). Observou-se redução do número de células e colônias nas imagens das células tratadas 

com metformina, tanto das células normais quanto das células de feocromocitoma. Esses 

dados são semelhantes aos encontrados por Adeberg e colaboradores (2017) que avaliaram a 

sobrevivência das células de glioblastoma tratadas e não tratadas com metformina 20mM por 

24h, contando as colônias coradas com azul de metileno (ADEBERG e col., 2017).  
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 Os resultados encontrados na pesquisa desta Tese, nos ensaios de MTT, tripan e 

cristal de violeta, sugerem que a metformina interfere no metabolismo mitocondrial de ambas 

células. Entretanto, só foi possível observar redução da proliferação e do número de células 

tanto das células de feocromocitoma quanto nos fibroblastos de pele humana quando o 

tratamento foi feito de forma crônica.  No tratamento agudo, isto é, em 48h, esse efeito foi 

seletivo e paraceu mais intenso em células tumorais.  

A fim de confirmar os efeitos sobre a proliferação das células de feocromocitoma,  foi 

conduzida a imunomarcação com KI-67, um marcador de proliferação celular, em células PC-

12 Adh tratadas e não tratadas com metformina 20mM,  e foi possível observar redução de 

células positivas para KI-67 no grupo do tratamento (Figura 11). Esse achado foi semelhante 

ao de Verma e colaboradores (2018) que observaram a redução da marcação do KI-67 pelo 

método de imunohistoquimica em tecidos de tumores de camundongos com câncer de cabeça 

e pescoço tratados com metformina (VERMA e col., 2018). 

Após avaliar os efeitos da metformina sobre a viabilidade e proliferação das células 

PC-12 Adh e concluir que a metformina pode regular negativamente estas duas variáveis, os 

próximos passos consistiram em avaliar os mecanismos que levam a esses efeitos. Sabe-se 

que a metformina pode induzir vias apoptóticas por mecanismos diversos. O estudo de Mi Li 

e colaboradores (2017) avaliou, em células PC-12 Adh tratadas com metformina, os primeiros 

sinais da apoptose, a externalização das fosfatidilserinas presentes na membrana interna das 

células, através da marcação com Anexina/PI e observou aumento crescente da razão de 

células em apoptose à medida em que se aumentava as concentrações de metformina 

(concentração máxima 10mM) (MI LI e col., 2017). 

No presente estudo, outras etapas da apoptose foram avaliadas em células PC-12 Adh 

tratadas com metformina 20mM. Uma delas foi a clivagem ou atividade da proteína da 

procaspase e caspase 3 e a outra foi a estrutura nuclear. A procaspase é a forma constitutiva 

da proteìna, enquanto a caspase 3, quando em sua forma clivada, sinaliza para fragmentação 

do DNA, levando à morte celular programada. Os resultados sugerem que a metformina 

20mM por 48h aumenta a clivagem da caspase 3 e leva à formação de corpos apoptóticos em 

células de feocromocitoma (Figura 13), achados diferentes aos encontrados por Costa e 

colaboradores (2014) que não encontraram diferenças na clivagem da caspase em células de 

neuroblastoma tratadas e não tratadas com metformina (COSTA e col., 2014). 
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 Na presente Tese, o tratamento com sunitinibe 8μM por 48h não aumentou a clivagem 

da caspase 3, porém induziu a formação de vacúolos nos núcleos das células PC-12 dh.  A 

ausência de indução à clivagem da caspase 3 (Figura 12) não era esperada considerando os 

achados de Saito e colaboradores (2012) (SAITO e col., 2012). Ao contrário, esses autores 

observaram aumento da caspase 3 em PC-12 Adh tratadas com sunitinibe 1000μM por 24h, 

assim como o estudo de Denorme e colaboradores (2014) (DENORME e col., 2014) que 

mostraram que o sunitinibe nas concentrações de 10, 20 e 30µM por até 24h em células 

PC12-Adh, aumentam a atividade de caspase 3/7 em 6 vezes. Assim, a metodologia 

empregada na avaliação da  apoptose do presente estudo não foi capaz de demonstrar ativação 

da clivagem da caspase 3, embora tenha induzido vacuolização nuclear. Os motivos para essa 

aparente contradição não são conhecidos e novos estudos com outros métodos de investigação 

da apoptose são necessários para definir o papel do sunitinibe na indução de apoptose em 

feocromocitomas.  

Além de um possível efeito indutor de apoptose, estudos recentes vêm associando os 

efeitos da metformina com a inibição de vias de proliferação celular, dentre elas, a via 

AMPK/mTOR. Sabidamente, o estresse energético promovido pela metformina devido ao 

bloqueio da do complexo I da cadeia de transporte de elétrons induz o aumento dos níveis dos 

precursores de ATP, o AMP e o ADP, que por sua vez ativam a AMPK, sensível a esses 

precursores. Esta proteína, uma vez ativada, pode levar a inibição de vias que aumentam a 

proliferação celular ou a indução de vias de supressão tumoral. A via do mTOR está 

fortemente relacionada ao crescimento e proliferação celular e é regulada pela AMPK 

(PERNICOVA & KORBONITS, 2014).  

Nesse sentido, um dos objetivos do presente estudo foi avaliar a expressão e a 

atividade de proteínas dessa via de proliferação celular. Os resultados mostraram que as 

células tratadas com metformina 20mM tiveram aumento da fosforilação de AMPK, e ao 

mesmo tempo houve favorecimento à desfosforilação do AKT. Consequentemente à redução 

da AKT fosforilada, houve inibição da sinalização positiva para o mTOR. A expressão da 

proteína mTOR da amostra de células tratadas com metformina também está diminuida 

(Figura 15), desta forma, os resultados sugerem que a metformina reduz tanto a atividade 

quanto a expressão da proteína mTOR. Esta, uma vez inibida, deixa de sinalizar para outras 

proteínas sinalizadoras distais n essa via, diretamente envolvidas na proliferação celular, tais  
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como a p70S6K, uma proteína ribossomal responsável pela tradução de diversas proteínas, 

dentre elas a HIF1α. Esses achados estão em acordo com os encontrados no estudo de 

Khallaghi e colaboradores (2016) que mostraram que a metformina pode interferir tanto na 

expressão gênica quanto na razão de proteínas fosforilada/total da via AKT/mTOR nas células 

PC12 (KHALLAGHI e col. 2016). 

De fato, é aceito que células neoplásicas com comportamento maligno caracterizam-se 

pelo predomínio das vias energéticas da glicólise anaeróbia em detrimento da fosforilação 

oxidativa (efeito Warburg). Estudo de Weilin e colaboradores (2018) mostraram que a 

ativação da AMPK mediada por metfomina 4mM, pode levar à oxidação de ácidos graxos e 

fosforilação oxidativa, e pode ainda regular negativamente processos anabólicos intensivos, 

tais como a proliferação celular e pode, ainda,  inibir a glicólise anaeróbica. Esse conjunto de 

rearranjos no metabolismo energético pode gerar um efeito “anti-Warburg” e, assim, reprimir 

a tumorigênese. Esse efeito teoricamente seria muito interessante em tumores associados à 

perda de função de VHL e SDHB, pois são condições que podem apresentar manifestações 

agressivas baseadas primariamente no estado de pseudo-hipóxia e ativação potente do efeito 

Warburg, que poderia ser contrabalançado pelos efeitos da metformina (FLIEDNER e col., 

2012). 

As células PC-12 Adh são células de feocromocitoma de ratos e configuram 

atualmente um modelo comum para estudos de tumores neuroendócrinos. Entretanto, devido 

ao processo de imortalização e a plasticidade das células, acredita-se que suas características 

fenotípicas possam ter sofrido alterações, o que dificulta conclusões definitivas acerca do 

estudo de novos fármacos. Pensado nisso, foi feita uma cultura primária de feocromocitoma 

humano associado à mutação missence no gene VHL. A cultura foi previamente caracterizada, 

utilizando marcadores específicos de células cromafins, uma vez que não existem marcadores 

de malignidade para feocromocitoma (Descritos no APÊNDICE B).  

A mesma via de proliferação celular avaliada em células de feocromocitomas de ratos 

foi avaliada em amostras de células de feocromocitoma humano tratados com metformina 

20mM por 48h. Os resultados sugerem que, nesse tumor decorrente de mutação inativadora 

do VHL, a metformina parece não modificar a expressão/atividade de AMPK, PTEN, AKT, 

porém mantém sua capacidade de diminuir a atividade de mTOR e consequentemente de 

p70S6K e HIF1α (Figura 16). Esses dados corroboram com o estudo de Zhou e colaboradores 
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(2016), que mostraram que a metformina reduziu os níveis de HIF1α independentemente da 

ativação de AMPK em células hepáticas induzidas a hipóxia ( ZHOU e col., 2016).  

Sabe-se que HIF1α na presença de baixos níveis de oxigênio deixa de ser ubiquitinada 

e, portanto, ao invés de ser degradada, essa molécula se torna estável e é translocada para o 

núcleo, onde se dimeriza à HIF1β. Esse complexo ativa a transcrição de genes relacionados à 

angiogênese e, com base nessas informações, a expressão dos genes que codificam as 

diferentes isoformas de HIF foram avaliados. A expressão das isoformas das HIFs foi 

avaliada com intuito de saber se a metformina modularia a expressão de todas as isoformas de 

HIFα, uma vez que todas apresentam um papel importante na indução da angiogênse. Foi 

avaliada a expressão do mRNA das isoformas da HIF em amostras de cultura de 

feocromocitoma humano tratadas e não tratadas com metformina 20mM, porém não foi 

possível identificar alteração da expressão das isoformas 1, 3 e HIF1β (ou ARNT) e, 

inesperadamente, houve aumento da expressão de HIF2α. É importante ressaltar que esses 

resultados referem-se apenas à expressão do mRNA e, portanto, podem não refletir 

exatamente o que estaria ocorrendo no nível traducional (Figura 17). Comparativamente a 

esses resultados, os estudos de Zhou e colaboradores (2016) e de Wang e colaboradores 

(2015) mostraram correlação do tratamento com metformina e redução proteica apenas da 

isoforma 1 da HIF, e não há nenhum estudo que correlacionando esse efeito com as outras 

isoformas (ZHOU e col., 2016; WANG e col., 2016).  

 Ainda dentro do contexto de angiogênese, foram avaliadas as expressões do fator 

VEGFA e do seu receptor VEGFR. A dimerização da HIF1α com a HIF1β leva à transcrição 

desses dois genes relacionados a fator de crescimento endotelial (WIGERUP e col., 2016) . 

Os resultados mostraram que não houve alteração da expressão do fator VEGFA. No entanto, 

houve diminuição da expressão do gene relacionado ao receptor VEGFR em células de 

feocromocitoma humano tratadas com metformina 20mM por 48h (Figura 17), o que 

corrobora com os achados de Qian e colaboradores (2018) que avaliaram, por 

imunohistoquímica, a redução da expressão de VEGF nos tecidos dos tumores em 

camundongos com tumor pancreático tratados com metformina 200mg/kg. (QIAN e col., 

2018) 

 A expressão de outros dois genes relacionados à angiogênese foram avaliados, o ADM  

codante da adrenomedulina e está relacionada à indução da angiogênese, e o ANGP que 
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codifica a angiopoetina que é um fator angiogênico estimulado por VEGF. Os resultados 

mostram que o tratamento com metformina não alterou a expressão de ambos genes em 

células de feocromocitoma humano (Figura 17), no entanto, não foi realizada a expressão 

proteica para confirmar esse achado.  

Interessante notar que em células de feocromocitoma tratadas com metformina, os 

níveis da proteína HIF1α mostraram-se diminuídos, ao contrário da expressão dos genes que 

não se alteraram. Uma hipótese que surge é se a metformina, ao contrário de alterar a 

expressão desta proteína, aumentaria a degradação desta pelo proteassoma. Pensando nisso, 

um novo western foi realizado com amostras de células PC-12 Adh tratadas e não tratadas 

com metformina 20mM por 6h e ainda, associando metformina com inibidor de proteassoma, 

o MG132. Os resultados mostraram que a metformina sozinha reduziu os níveis de HIF1α, 

porém, quando foi associada ao inibidor de proteassoma, os níveis HIF1α foram recuperados, 

mostrando que possivelmente a metformina aumenta a degradação de HIF pelo proteassoma 

(Figura 18). Esses dados estão em conformidade aos dados de Zhou e colaboradores (2016), 

que mostraram que a metformina aumentou a degradação da HIF1α pelo proteassoma em 

células hepáticas induzidas à hipóxia (ZHOU e col., 2016).  

Outro aspecto avaliado foram os efeitos da metformina na dinâmica mitocondrial das 

células PC-12 Adh. O desequilíbrio, seja na fusão quanto na fissão, leva à disfunção 

mitocondrial e comprometimento do funcionamento normal da célula, por alteração de seu 

metabolismo energético. No presente estudo, a metformina 20mM por 24h reduziu o 

recrutamento de Drp-1 pelas mitocôndrias das células de feocromocitoma submetidas ao 

silenciamento do gene VHL, quando comparadas com o controle, também com silenciamento 

de VHL, mas sem tratamento com metformina (Figura 19). Outros estudos comparativos com 

células PC-12 Adh íntegras ou  outras linhagens, ou ainda, com células submetidas ao 

silenciamento de outros genes relacionados à patogênese de FEO/PGL ainda são necessários 

para investigar se a perda de função de VHL e, possivelmente o estado de pseudo-hipóxia a 

ela associado, poderiam tornar as células de FEO/PGL mais suscetíveis aos efeitos da 

metformina sobre a dinâmica e função mitocondrial, e, consequentemente, sobre o 

metabolismo energético celular. De toda forma, consistentemente com os resultados aqui 

apresentados, Aiyun Li e colaboradores (2016) mostraram que a ativação da AMPK 

promovida pela metformina pode levar à inibição da fosforilação de Drp-1 e, 
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consequentemente, comprometimento da fissão mitocondrial (AIYUN LI e col., 2015), o que 

representa processo importante para divisão e proliferação celular (MARSBOOM e col., 

2015).  

Outro aspecto abordado foi o estresse que a metformina gera nas células devido à 

modulação da sintese de ATP e aumento de precursores, AMP e ADP. Esse estresse pode 

desencadear a degradação dos lipídeos celulares, dentre eles, os lipídeos estruturais. Desta 

forma, foram avaliados os níveis de produtos da degradação de lipídeos em células PC-12 

Adh tratadas com metformina 20mM por 24h e os resultados sugerem que a metformina induz 

a degradação de lipídeos, pois os produtos da degradação estão aumentados, assim como o 

controle positivo do ensaio, o peróxido de hidrogênio (Figura 20). Note-se que Zhang e 

colaboradores (2013) observaram que os produtos da peroxidação lipídica poderiam associar-

se à regulação da proteína supressora tumoral TSC, acarretando a diminuição da sinalização 

do mTOR (ZHANG e col., 2013). Entretanto, Khallaghi e colaboradores (2016) mostraram 

que a metformina em concentrações baixas apresentou efeito antioxidante em células PC-12 

sob indução do estresse por peroxido de hidrogênio (KHALLGHI e col., 2013). 

No geral, todos esses eventos promovidos pela metformina parecem estar relacionados 

inicialmente ao bloqueio do complexo I da cadeia de transporte de elétrons, inibição da 

síntese de ATP e consequentemente a diminuição do consumo de oxigênio, uma vez que a 

produção de ATP é diretamente proporcional ao consumo de oxigênio. Foi feito então, o 

ensaio de consumo de oxigênio em células PC-12 Adh tratadas com metformina 20mM por 

6h e foi observada a redução desse consumo quando comparados com as células controle. 

Interessante notar que a metformina 20mM por 6h não modificou o consumo de oxigênio nas 

células de fibroblastos de pele humana, sugerindo que possa ter um fator que sensibilize mais 

as células tumorais (Figura 21). O mesmo tratamento foi feito nas células PC-12 Adh para 

avaliar os parâmetros da respiração celular e foi observado que houve redução da respiração 

basal, produção de ATP, troca de prótons e capacidade de troca de prótons de forma dose-

dependente (Figura 22). De maneira análoga, esses dados corroboram com o estudo de Hyun 

Kim e colaboradores (2018) (HYUN KIM, 2018) que também mostrou que a metformina 

reduziu expressivamente os mesmos parâmetros da respiração das células de câncer coloretal. 

Buscando avaliar condições específicas aos feocromocitomas, duas situações que 

simulam as condições in vivo que favorecem o desenvolvimento tumoral foram testadas: o 
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silenciamento dos genes VHL e SDHB. Em seres humanos, mutações inativadoras em ambos 

estão relacionadas ao aumento de HIFs e consequente  aumento da angiogênese. No entanto, 

interessantemente, casos malignos são pouco frequentes na primeira condição e comuns em 

tumores SDHx, mais especificamente naqueles com mutações na subunidade B da SDH. Para 

verificação dos efeitos da metformina in vitro em situação que simule essas alterações, as 

células PC-12 Adh foram silenciadas para os genes VHL e SDHB, e foram posteriormente 

tratada com metformina e comparadas às células nas mesmas condições porém sem 

tratamento.  

Hipoteticamente, em células com características semelhante ao tumores com mutações 

no VHL esperaria-se redução dos parâmetros de respiração celular quando tratadas com 

metformina,  uma vez que  a condição de  pseudo-hipóxia já está, por si só, relacionada à 

redução da produção de ATP, que é diretamente proporcional ao consumo do oxigênio. Com 

a inibição do Complexo I da cadeia de transporte de elétrons induzida pela metformina, esse 

efeito poderia ser potencializado, como de fato foi observado nos parametros da respiração 

basal e produção de ATP nas células silenciadas para VHL tratadas com metformina 10mM 

(Figura 23). O estudo de Zhou e colaboradores (2015) comprovou que a metformina promove 

uma reprogramação no consumo de oxigênio e leva a redução dos níveis de HIF1α (ZHOU e 

col., 2016), achado importante em tumores do tipo VHL, que apresentam altos níveis de HIFs. 

Em condições normais, ocorre formação de ATP e consumo de oxigênio por meio da 

fosforilação oxidativa. Os tumores relacionados ao gene SDHx possuem prejuízo do 

funcionamento da cadeia de transporte de elétrons devido à inativação da função do 

Complexo II (FLIEDNER e col., 2012). Com base nisto, as células PC-12 Adh foram 

silenciadas para o gene SDHB para simular a ausência da função da subunidade B do 

complexo SDH. A hipótese inicial era que a metformina, inibindo o complexo I e, estando o 

complexo 2 inoperante, ocorreria bloqueio completo da cadeia de transporte de elétrons, o que 

acarretaria na inibição  completa da síntese de ATP e, consequentemente, do consumo de 

oxigênio. No entanto, os resultados mostraram que a apenas metformina 10mM por 6h foi 

capaz de reduzir a respiração basal das células silenciadas, enquanto os outros parâmetros da 

respiração permaneceram inalterados (Figura 24). A repetição desses estudos de 

silenciamento gênico em experimentos independentes ainda é necessária para conclusões 

definitivas. Além disso, outros ensaios que permitam detalhar o estado energético pré- e pós- 
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tratamento diante do silenciamento dos genes SDHx, tais como a expressão proteica de HIFs, 

são necessários para investigar os mecanismos pelos quais a metformina resulta em rearranjos 

energéticos celulares, especificamente em nível mitocondrial, com potencial efeito sobre a 

sobrevivência dessas células in vitro e in vivo. 
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7. CONCLUSÕES  

 

- Por meio dos ensaios de viabilidade e proliferação na cultura de células PC-12 Adh pode-se 

concluir que a metformina apresenta potencial na redução na sobrevivência e crescimento 

destas células e que esse efeito parece ser seletivo para células do tumor apenas em 48h. No 

tratamento crônico, esse efeito parece ser semelhante; 

- O sunitinibe diminuiu a viabilidade e proliferação celular das células de feocromocitoma de 

ratos de forma semelhante em todos os esperimentos; 

- A metformina parece induzir a morte das células PC-12 Adh por ativar caspases efetoras, 

caspase 3 e fragmentar o DNA genômico enquanto sunitinibe parece não modificar essa via; 

- A via AMPK/AKT/mTOR/p70S6K/HIF1α é modificada pelos efeitos da metformina nas 

células PC-12 Adh, culminando na inibição do mTOR, o que reforça a ideia de repressão do 

crescimento celular. 

- Em cultura primária de feocromocitoma, previamente caracterizada, a metformina parece só 

inibir a via mTOR/p70S6K/HIF1α e não modificar a ativação de AMPK; 

- A metformina não altera a expressão gênica das isoformas de HIF, exceto da HIF2α, e nem 

de marcadores de angiogênese, entretanto modificou a expressão do receptor VEGFR em 

células da cultura primária de feocromocitoma; 

- A atividade do protessoma em degradar HIF1α das células de feocromocitoma de ratos  foi 

induzida pela metformina o que justifica a não-alteração da expressão gênica e e diminuição 

da expressão proteica; 

- Os resultados sugerem que a metformina alterar a dinâmica mitocondrial, reduzindo o 

recrutamento de DRP-1 e consequentemente alteranda a fragmentação da mitocôndria, 

processo importante para divisão celular; 

- A modificação na sobrevivência e crescimento das PC12-Adh parece estar relacionada com 

o estresse energético induzido por metformina; 
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- A metformina reduz o consumo de oxigênio nas células de fecromocitoma diferentemente 

das células de fibroblasto humano. Além disto, nas células PC-12 Adh todos os parâmetros da 

respiração foram modificados com o uso da metformina; 

- Nas células silenciadas para os genes VHL e SDHB, a metformina alterou a respiração basal 

e a produção de ATP apenas quando o tratamento foi feito na concentração 10mM. No 

tratamento feito com 20mM houve redução da razão do consumo de oxigênio quando 

comparado com a razão do consumo de oxigênio do tratamento 10mM, mas quando 

comparados com controle não houve redução. 
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APÊNDICE A 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 

 

Você está sendo convidado(a) a participar, como voluntário(a), da pesquisa clínica intitulada 

“Patogênese molecular dos tumores adrenais: Feocromocitomas e carcinomas adrenocorticais”, 

realizada no Hospital Universitário de Brasília-HUB, Setor de Endocrinologia e Metabologia. 

Sua participação neste estudo é voluntária. Trata-se de uma pesquisa a respeito da doença de 

que você é portador (ou alguns de seus parentes), isto é, Feocromocitoma, Paraganglioma, ou 

carcinoma adrenocortical. O Feocromocitoma e o Paraganglioma são tumores que produzem 

hormônios (catecolaminas) e que surgem geralmente na glândula adrenal ou podem surgir em outras 

regiões do corpo. O carcinoma adrenocortical é um tumor raro, que surge na glândula adrenal.  Sabe-

se que essas doenças podem ser causadas por problemas genéticos que podem ser herdados em 

pessoas da mesma família, isto é, possivelmente por uma mutação genética. Os médicos responsáveis 

por esta pesquisa estão tentando descobrir o tipo de alteração genética que causa essa doença.  

A sua participação nesta pesquisa é importante para os avanços dos conhecimentos da 

Medicina, que ocorrem através de estudos como este. Neste caso, este estudo poderá contribuir para 

melhor entendimento das causas desses tumores. 

 Será solicitado, após a leitura, que assine o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE), em duas vias, ficando uma com você e outra com o pesquisador. Em seguida, será coletada 

uma amostra de sangue que ficará armazenada no Laboratório de Farmacologia Molecular da UnB, 

para realização do exame molecular. Esses procedimentos serão realizados durante sua consulta 

ambulatorial de rotina, onde também serão verificados seus dados e de sua história médica. Você 

poderá se recusar a responder qualquer pergunta que lhe cause constrangimento. O seu 

acompanhamento clínico continuará seguindo normalmente conforme a rotina do Ambulatório. 

A amostra de sangue (de 10 a 20 mL em adultos e em crianças maiores de dez anos, e de 2 a 

10 mL de sangue em crianças até dez anos) será coletada de uma veia do antebraço, utilizando uma 

agulha e seringa (descartáveis). As complicações que podem ocorrer devido a este procedimento são: 

leve dor, inchaço (inflamação), infecção ou uma marca "preto-azulada" no local da picada 

(hematoma). 

Em caso de ocorrência de uma desses eventos após a punção venosa, o Sr (a) deverá contactar 

a pesquisadora responsável por esse projeto, a qual irá lhe encaminhar à médica responsável pelo 

ambulatório de Endocrinologia das Gônadas e Adrenais do HUB e orientadora dessa pesquisa, Dra 

Adriana Lofrano Alves Porto. 

A partir da coleta do sangue, serão cultivadas as células brancas do seu sangue para obter 

DNA (seu código ou identidade genética), para que nele sejam estudados alguns genes que possam 

estar alterados e causar doenças. 

Além disso, os pesquisadores responsáveis por este estudo irão coletar e armazenar no 

laboratório de Farmacologia da UnB um pequeno fragmento de aproximadamente 0,5 cm do tumor 

que será retirado durante a cirurgia que você realizará para o tratamento da sua doença. O DNA desse 

pequeno fragmento do tumor será analisado para verificar se alguns genes do tumor possam estar 

alterados e se essas alterações se relacionam com o aparecimento desse tumor. Esse procedimento não 

lhe causará nenhum risco ou desconforto, pois o fragmento será coletado após o tumor ter sido retirado 

do seu corpo. O material coletado (DNA extraído do sangue ou material proveniente do tumor) será 

armazenado por 5 anos. 

Os resultados desta pesquisa poderão esclarecer se existe causa genética para a sua doença. 

Isso poderá ou não contribuir para a sua saúde diretamente, pois, caso seja encontrada uma mutação no 

seu caso, isso poderá determinar como o tratamento deverá ser continuado. Caso a mutação encontrada 
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não seja útil para a determinação do seu tratamento, poderá ser útil para o diagnóstico de outros 

membros da sua família, ou ainda, para o esclarecimento da doença de outras pessoas que tenham o 

mesmo problema. 

 Você poderá ter acesso a todas as informações e esclarecimentos que desejar a qualquer 

momento, antes ou durante a pesquisa. A decisão de não participar, ou de se retirar do estudo depois 

do mesmo já ter iniciado, não ocasionará nenhum problema no seu tratamento no HUB, bastando para 

isto comunicar o seu desejo ao pesquisador responsável. 

Nenhum tipo de pagamento será feito pela sua participação como voluntário(a) nessa pesquisa, 

e todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa não serão de sua responsabilidade. 

 Todas as informações acerca dos dados obtidos, inclusive biológico (amostra de sangue), serão 

utilizados exclusivamente para fins do estudo. Por serem confidenciais, estarão restritas ao prontuário 

médico da instituição.  

Os resultados do estudo poderão ser publicados em revistas médicas nacionais e ou 

internacionais, apresentados em congressos ou eventos científicos ou às autoridades sanitárias, sem 

que seu nome seja mencionado em parte alguma. 

Assinando este consentimento você estará autorizando o acesso ao seu prontuário médico sem, 

no entanto, renunciar aos seus direitos. 

 Se durante o estudo houver necessidade de esclarecer alguma dúvida entre em contato com a 

Dra. Adriana Lofrano Alves Porto pelo telefone 3448-5255 ou pelo email adlofrano@unb.br. 

Outras informações a respeito dos procedimentos ou questões éticas, você poderá obter com o 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciências da Saúde da 

Universidade de Brasília pelo telefone 3107-1748 ou no local. 

DECLARAÇÃO DO PACIENTE 

 Eu,____________________________________________________________________, 

voluntariamente, concordo em participar do Estudo acima, a ser realizado no HUB/UNB. Declaro ter 

lido e compreendido este TCLE, fui informado de todos os dados, pude fazer perguntas e recebi 

respostas que me satisfizeram. Se eu não participar ou se eu decidir suspender minha participação 

neste estudo, não serei penalizado e não renunciarei a quaisquer direitos legais. Eu recebi uma cópia 

deste TCLE.   

Assinatura do paciente:____________________________________________________________ 

Assinatura do responsável legal:_____________________________________________________ 

Data:       /      / 

Nome da pessoa que conduziu a discussão do consentimento: 

      ___________________________________________________________________________ 

Assinatura do Investigador 

 

Prof. Dra. Adriana Lofrano Alves Porto 

Professora Adjunta - FS– UnB 

Endocrinologista – Hospital Universitário de Brasília 

Contato: ambulatório de Endocrinologia – HUB (quintas-feiras à tarde) – 3448-5255 

Laboratório de Farmacologia Molecular - Faculdade de Ciências da Saúde - UnB - 3107-1748  

Email: adlofrano@unb
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APÊNDICE B 

 

 

 

Figura 1A. Integridade das amostras de RNA: subunidades 28s e 18s do RNA total.  
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Tabela 1A. Sequência dos oligonucleotídeos utilizados para determinação da expressão gênica por PCR 

quantitativa em tempo real. 

Gene Sequências dos Oligonucleotídeos (5'-3') 

Produto 

(pb) Acesso (Genbank) 

β-ACTINA 
Forward: TCACCCACACTGTGCCCATCTACG 

295 NM_001101.3 

Reverse:CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATG 

CHGA 
Forward: CATCCAAGGATGTTATGGAGAAA 

68 NM_001275.3 

Reverse: GTCTGTGGCTTCACCACTTTT 

DBH 
Forward: GGCCGGGAGTGGGAGATCGT 

150 NM_000787.3 

Reverse: TGTGGCCAGCTCCCGGTCTT 

PNMT 
Forward: GCAGCCACTTTGAGGACATCA 

111 NM_002686.4 

Reverse: GGCTGTACATGCTCCAGTTGAA 

TH 
Forward: CGGATGAGGAAATTGAGAAGCT 

69 NM_199292.2 
Reverse: TCTGCTTACACAGCCCGAACT 

 

 

Tabela 2A. Código identificador das sondas referentes aos ensaios de Taqman gene expression assay. 

 Sigla Gene  ID do ensaio 

1 ADM adrenomedullin Hs00969450_g1 

2 ANGPTL4 angiopoietin like 4 Hs01101123_g1 

3 ARNT aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator Hs01121918_m1  

4 EPAS1 endothelial PAS domain protein 1 Hs01026149_m1  

5 HIF1A hypoxia inducible factor 1 alpha subunit Hs00153153_m1  

6 HIF3A hypoxia inducible factor 3 alpha subunit Hs00541709_m1  

7 VEGFA vascular endothelial growth factor A Hs00900055_m1  

8 VEGFR ou FLT1 kinase insert domain receptor Hs01052961_m1  

9 ACTB actin beta Hs01060665_g1 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001101.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=134244286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=116534899
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=425703051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=88900500
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00969450_g1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01101123_g1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01121918_m1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01026149_m1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00153153_m1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00541709_m1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00900055_m1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01052961_m1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01060665_g1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
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RESULTADOS DA CARACTERIZAÇÃO DA CULTURA PRIMÁRIA 

 

1 CARACTERÍSTICAS MORFORLÓGICA DA CULTURA PRIMÁRIA DE 

FEOCROMOCITOMA 

 

A cultura primária foi conduzida a partir do tumor de medula da adrenal esquerda, 

feocromocitoma, que apresentava 6,1 x 4,2cm de diâmetro. Após a adrenalectomia esquerda, 

a cultura de células foi feita e foi acompanhado o crescimento destas células por 

aproximadamente 10 dias. Pôde-se observar nos primeiros dias de cultivo da cultura que as 

células tinham formato arredondado e que com passar do tempo o citoplasma ficava com 

aspecto mais estrelado. As células  desenvolviam-se, entretanto pouco se observava o 

aumento do número de células. As características morfológicas eram compatíveis com cultura 

de células de feocromocitoma mostradas na literatura (GHAYEE e col., 2013). 

 

 

Figura 2A. Tumor e crescimento das células da cultura primária: A) Tumor após a adrenalectomia;  B) 

células da cultura primária de feocromocitoma no aumento 10X no dia 6 de cultivo; C) células da cultura 

primária de feocromocitoma no aumento 10X no dia 9 de cultivo. 

 

  A marcação com faloidina foi conduzida para se observar as características 

morfológicas das células da cultura primária e comparar com a morfologia das células PC-12 

Adh. Foi observado que as células da cultura primária de feocromocitoma possuem 

características morforlógicas e tamanho semelhantes às células PC12-Adh. 

       

A                                                                                                                                                                              

B 

A                                                            B                                                              C 
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Figura 3A. Marcação das células da cultura primária com faloidina: A) Células PC12-Adh  no aumento 

40X marcadas com faloidina; B) Células da cultura primária de feocromocitoma no aumento 40 marcadas com 

faloidina; 

 

 

2 CARACTERÍSTICAS MOLECULARES DA CULTURA PRIMÁRIA DE 

FEOCROMOCITOMA 

 

Para caracterizar a cultura primária de feocromocitoma, genes foram selecionados para 

serem avaliados por PCRq. O primeiro gene está relacionado à proteína que é liberada na 

circulação sistêmica, a CHGA e é expressa em células de feocromocitoma. Foram 

selecionados ainda genes que codificam enzimas que participam da via de síntese de 

epinefrina como a TH (tirosina hidroxilase), DBH (dopamina β-hidroxilase) e PNMT 

(feniletonamina-N-metiltranferase). A expressão desses genes em células de feocromocitoma 

varia de acordo com as características genéticas do tumor. Os resultados mostraram baixa 

expressão de  CHGA e PNMT e alta expressão de TH e DBH  porém, o TH apresenta 

amplificação de 2 produtos, um no peso molecular esperado e outro produto inespecífico e o 

DBH apresenta amplificação de produtos específicos no fibroblasto. Na amostra do controle 

negativo não houve expressão desses mesmos  genes, exceto o DBH, que amplificou produtos 

inespecíficos (Figura 4A e 5A).  Melmed e colaboradores (2011) (MELMED e col., 2011) 

descrevem que tumores com mutação no VHL apresentam baixa expressão de PNMT 

produzindo predominantemente norepinefrina o que corrobora com os resultados do presente 

estudo. 
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Figura 4A. Expressão de mRNA da cultura primária de feocromocitoma: A) Expressão de CHGA – 

cromogranina A; TH – tirosina hidroxilase; DBH – dopamina β-hidroxilase;  PNMT– feniletonamina-N-

metiltranferase. Dados apresentados em média ± D.P. B) Podutos da PCRq  dos genes CHGA, TH, DBH  das 

amostras de cultura primária de feocromocitoma, de fibroblato de pele humana e negativo. 
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Figura 5A. Histograma da curva melting: genes avaliados  CHGA,  TH, DBH, PNMT  das amostras de 

cultura primária de feocromocitoma, de fibroblato de pele humana. 

 

 

 

 

 


