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Resumo: 
A via metabólica da proteína mTOR 
(mammalian Target Of Rapamycin) está 
associada ao controle do balanço energético 
do organismo, reconhecendoa disponibilidade 
de nutrientes e sinalizando para gasto ou 
armazenamento energético. Dentre as 
doenças associadas à regulação ou disfunção 
dessa via, podemos destacar o câncer. A 
metformina, tratamento do diabetes capaz de 
inibir mTOR, tem apresentado importante 
papel no combate ao câncer e sua 
combinação a quimioterápicos vem sendo 
bastante efetiva no tratamento da doença. Por 
isso, o presente trabalho visou estudar os 
efeitos do tratamento com metformina na via 
de mTOR em células de câncer de pulmão em 
combinação à cisplatina, tratamento comum 
nesse câncer. Para isso, células A549 de 
câncer de pulmão foram submetidas ao 
tratamento com metformina e cisplatina para 
identificar os efeitos na modulação da via de 
sinalizaçãoda mTOR e os efeitos dessa 
modulação para a célula, como na proliferação 
e no tamanho celular. 
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Introdução: 
 A via da mTOR está envolvida em 
diferentes desordens metabólicas, como 
obesidade, diabetes e câncer e tem como 
papel chave agir como um sensor da 
disponibilidade de nutrientes, estimulada por 
aminoácidos, ATP e insulina1,3. Uma vez 
estimulada, a via é capaz de promover 
processos anabólicos e o crescimento celular 
e inibir o catabolismo. Atualmente, o câncer é 
tido como uma das doenças mais importantes 
e um dos fatores mais relevantes de 

mortalidade em países desenvolvidos4, sendo 
o câncer de pulmão um dos mais importantes 
na mortalidade global. Mesmo com o 
desenvolvimento de métodos de diagnóstico 
precoce e novas modalidades de tratamento, o 
prognóstico ainda é baixo5, enfatizando a 
necessidade de respostas acerca do câncer de 
pulmão e seu tratamento.  

As terapias convencionais do câncer 
de pulmão consistem em quimioterapias 
baseadas em fármacos contendo platina, 
combinados a outro fármaco citotóxico ou 
radioterapia6. A metformina, usada no 
tratamento do diabetes tipo 2, a partir de 2005 
passou a ser associada à menor incidência de 
câncer, sendo alvo de pesquisas nesta área. 
Existem diversos mecanismos de ação já 
determinados para a atuação da metformina 
contra o câncer, divididos em mecanismos 
dependentes e independentes de AMPK, uma 
das proteínas-chave que regulam seus efeitos 
no diabetes7. Além dos efeitos sistêmicos, que 
incluem a diminuição da glicemia e aumento 
da captação da glicose pelo músculo, existem 
efeitos diretos da metformina que estão 
relacionados à inibição do complexo de mTOR 
em diferentes níveis: inibição do complexo 1 
da mitocôndria, inibição das RAG GTPases 
pela proteína Ragulator,  inibição de AMPK 
através de LKB1 e inibição da inflamação via 
NF-kB7.  

A combinação de metformina e 
cisplatina tem mostrado bastante eficácia no 
câncer de pulmão, mas os mecanismos 
isolados e combinados destes tratamentos 
ainda não estão claros. Por isso, este projeto 
teve como objetivo analisar os efeitos do 
tratamento com metformina em células A549 
de câncer de pulmão, a fim de encontrar 
possíveis mecanismos moleculares de ação 
nessa doença, especialmente relacionados à 
modulação da via da mTOR, visto que ela 
exerce papel chave na síntese proteica, 
crescimento e proliferação celular. 
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Metodologia: 
O trabalho foi realizado com base em 3 

procedimentos principais: a farmacoterapia em 
cultura de células, a técnica de western 
blotting e a técnica de citometria de fluxo. 
Células A549 de câncer de pulmão foram 
obtidas através do Instituto do Câncer (ICESP) 
em colaboração com a Faculdade de Medicina 
da Universidade do Estado de São Paulo 
(FMUSP) e, quando cultivadas, foram tratadas 
com cisplatina 10 mM, metformina 10 mM ou 
rapamicina 100 nM nos experimentos de 
citometria. Na técnica de western blotting, os 
extratos proteicos das células foram 
transferidos para uma membrana de 
nitrocelulose para analisar a modulação das 
proteínas da via da mTOR, como S6K1 e S6, 
através de anticorpos específicos. Para a 
citometria, foi utilizado o citômetro BD Accuri 
C6 e, no experimentode ciclo celular, as 
células foram submetidas à marcação com 
iodeto de propídeo antes da análise. 
 
 
Resultados e Discussão: 

Ensaios na literatura8 mostram que as 
células A549 possuem uma mutação no gene 
que codifica a proteína LKB1, que potencializa 
a transformação de células pré-neoplásicas e 
impede a ação da metformina via AMPK. Por 
isso, avaliamos se existe diferença na resposta 
à metformina na linhagem A549 e em uma 
linhagem de câncer que possui LKB1 funcional 
(PC3, câncer de próstata). Após tratá-las com 
metformina por duas e quatro horas, é possível 
observar que a atividade de AMPK aumenta 
gradativamente em células PC3, mas não em 
células A549. Por isso, acredita-se que os 
efeitos positivos da metformina ocorrem de 
forma independente de LKB1-AMPK em 
células A549. 

As células foram submetidas então ao 
tratamento com cisplatina (comum neste tipo 
de câncer), metformina ou a combinação de 
ambas por 72 horas.  Podemosver que quando 
são tratadas com cisplatina, as células 
apresentam aumento da fosforilação de 
proteínas da via da mTOR, S6K1 e S6 (figura 
1). O estímulo à via e seus efetoresleva ao 
crescimento e proliferação celular, uma 
resposta não desejadarelacionada a este 
tratamento. Esse estímulo da via pode ser 
revertido com o tratamento com metformina, 
uma vez que ela é capaz de reduzir a 
fosforilação dessas proteínas quando 
combinada à cisplatina. 

 
 
 
 

 
 
FIGURA 1– Metformina é capaz de aumentar os 
efeitos da cisplatina revertendo o aumento da 
sinalização de mTOR/S6Ks. Células A549 foram 
tratadas com metformina 10mM, cisplatina 10mM 
ou a combinação destas por 72 horas (n=3). Os 
gráficos (figura 1B) mostram a densitometria das 
bandas da análise por western blotting (figura 1A). 
As letras representam a diferença entre os 
tratamentos com significância p<0,05 usando o 
pós-teste de Bonferroni pela análise estatística 
One-Way ANOVA 

 
Durante os tratamentos, foi observado 

através de microscopia ótica que as células 
apresentaram um aumento de tamanho após o 
tratamento com cisplatina. Através de uma 
análise por citometria de fluxo, o aumento do 
tamanho celular foi confirmado. Após a 
exposição prévia à cisplatina, as células foram 
então submetidas ao tratamento com 
metformina ou rapamicina, um inibidor 
específico de mTOR, por 24 horas. Foi 
observada a reversão do crescimento induzido 
por cisplatina (figura 2), indicando uma relação 
promissora entre as alterações da via da 
mTOR e o crescimento nessa linhagem 
celular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 2– Cisplatina é capaz de aumentar o 
tamanho celular, que pode ser reduzido em 
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combinação à metformina. As células tratadas 
com cisplatina 10 mM foram submetidas ao 
tratamento com metformina 10mM ou rapamicina 
100mM por 24 horas (c=3). As letras representam a 
diferença entre os tratamentos com significância 
p<0,05 utilizando pós-teste de Tukey pela análise 
estatística One-Way ANOVA. 
 

Para explicar a interferência do 
tratamento no tamanho celular, as células 
foram submetidas à citometria de fluxo para 
análise do ciclo celular. Foi possível observar 
que as células controle tendem a se acumular 
em G0/G1, enquanto que, após o tratamento 
com cisplatina, passam a se acumular em 
G2/M, independentemente da combinação 
com metformina. 

 
FIGURA 3– Cisplatina altera as fases do ciclo 
celular em células A549.  Células tratadas com 
cisplatina 10 mM por 72 horas foram 
posteriormente tratadas com metformina 10 mM ou 
rapamicina 10 mM por mais 72 horas (n=3). O 
gráfico representa o conjunto das fases do ciclo 
celular.  

 
 
Conclusões: 

O estudo mostrou que cisplatina 
aumenta o tamanho das células e que a 
metformina é capaz de diminuir esses efeitos. 
O aumento no tamanho celular induzido pela 
cisplatina foi acompanhado pela modulação da 
via da mTOR, a qual foi revertida pelo 
tratamento com metformina. Foi comprovado 
tambémque a cisplatina modifica as fases do 
ciclo celular, porém, não houve efeitos 
significativos da metformina nessa mudança. 
Os resultados deste estudo preliminar 
remetem fortemente a uma relação entre o 
tratamento e a via da mTOR/S6Ks, porém, 
mais estudos são necessários para identificar 
globalmente seu mecanismo de ação.   
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