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RESUMO 
 
A elucidação das vias de crescimento celular e a observação de que essas vias estão 

alteradas no câncer humano incentivou a procura de inibidores específicos. Proteínas 

adaptadoras, que se ligam a múltiplos elementos de uma cascata de sinalização e 

coordenam a sinalização celular, bem como quinases intracelulares podem ser 

candidatos ideais a alvos para o bloqueio da sinalização celular. Nesse sentido, a via de 

sinalização IRS/PI3K/Akt/mTOR e a AMPK aparecem como alvos para o bloqueio de 

crescimento e indução de apoptose de células tumorais. Por outro lado, a descoberta dos 

taxanos, ésteres de alcalóides complexos, compostos por um sistema de anéis e com 

diversas ramificações laterais que são essenciais para a ação única contra os 

microtúbulos, é provavelmente a mais importante adição ao arsenal quimioterápico do 

final do século vinte. Entretanto, os efeitos da associação entre taxanos e moduladores 

da atividade da AMPK e de bloqueadores da mTOR em linhagens de câncer de mama e 

de pulmão são apenas parcialmente conhecidos. Assim, o objetivo do projeto foi avaliar 

o efeito do tratamento concomitante entre taxanos e moduladores da atividade da 

AMPK em diferentes linhagens de câncer de mama e de pulmão. As células de 

adenocarcinoma de mama (MCF-7) e de carcinoma de pulmão (A549) foram tratadas 

com metformina, ativador da AMPK, e com paclitaxel; e animais SCID foram 

inoculados com células de câncer de pulmão A549 e tratados com metformina ou 

paclitaxel ou então uma combinação das duas drogas. Os resultados obtidos 

demonstram que AMPK é ativada por metformina e que mTOR, p70S6K e 4EBP-1 são 

inibidas pelo tratamento com metformina de maneira dependente do tempo e da dose a 

que foram submetidos nas células MCF-7 e A549. Além disso, observamos que o 

tratamento com paclitaxel ativou não apenas a AMPK, mas também p53 e sestrina 2, e 

inibiu as proteínas mTOR, p70S6K e 4EBP-1 de maneira dependente do tempo e da 
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dose nas duas linhagens de células utilizadas. Assim, na associação de 2-DG com 

paclitaxel e de metformina com paclitaxel, verificamos que as proteína ativadas pela 

associação de drogas eram p53, sestrina 2 e AMPK, enquanto mTOR, p70S6K e 4EBP-

1 encontravam-se inibidas nas células MCF-7 e A549. Também observamos que o 

tratamento de metformina com paclitaxel resulta em aumento no número de células com 

parada na fase G2/M do ciclo celular e diminui o crescimento tumoral em animais com 

diminuição da proliferação e aumento da apoptose, em relação aos tratamentos isolados 

e ao grupo controle. Assim, podemos sugerir que a associação de um ativador da 

AMPK, que leva a uma diminuição da atividade de vias de crescimento, proliferação e 

diferenciação celular pode ser uma alternativa mais eficiente que o tratamento com 

paclitaxel isolado. 
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ABSTRACT 

Metformin is a widely-used antidiabetic drug whose anti-cancer effects, mediated by the 

activation of AMPK and reduction of mTOR signaling, have become noteworthy. 

Chemotherapy produces genotoxic stress and induces p53 activity, which can cross-talk 

with AMPK/mTOR pathway. Herein, we investigate whether the combination of 

metformin and paclitaxel has an effect in cancer cell lines. Human tumors were 

xenografted into SCID mice and the cancer cell lines were treated only with paclitaxel 

or metformin, or a combination of both drugs. Western Blotting, flow cytometry and 

immunohistochemistry were then used to characterize the effects of the different 

treatments. The results presented herein, demonstrate that the addition of metformin to 

paclitaxel leads to quantitative potentialization of molecular signaling through AMPK 

and a subsequent potent inhibition of the mTOR signaling pathway. Treatment with 

metformin and paclitaxel resulted in an increase in the number of cells arrested in the 

G2/M phase of the cell cycle, decreased tumor growth and increased apoptosis in tumor-

bearing mice, when compared to individual drug treatments. We have provided 

evidence for a convergence of metformin and paclitaxel induced signaling at the level of 

AMPK. This mechanism illustrates how different drugs may cooperate to augment anti-

growth signals, and suggests that target activation of AMPK by metformin may be a 

compelling ally in cancer treatment. 
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Em 2005, o câncer foi responsável por 13% de todas as mortes ocorridas no 

mundo. Os principais tipos de câncer com maior mortalidade foram: de pulmão (1,3 

milhão); de estômago (cerca de 1 milhão); de fígado (662 mil); de cólon (655 mil); e de 

mama (502 mil). Do total de óbitos por câncer ocorridos em 2005, mais de 70% 

ocorreram em países de média ou baixa renda (World Health Organization (WHO), 

2006). Estima-se que, em 2020, o número de casos novos anuais seja da ordem de 15 

milhões, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorrerão em países em 

desenvolvimento. Sabe-se ainda que pelo menos um terço dos casos novos de câncer 

que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser prevenidos. Ferlay e colaboradores 

(Ferlay et al 2010) viram que, no ano de 2008, o número de casos novos de câncer em 

todo o mundo foi de aproximadamente 13 milhões. Os tumores de pulmão (1,61 milhão 

de novos casos), de mama (1,31 de milhão novos casos) e de cólon e reto (1,23 milhão 

de novos casos) foram os tipos de câncer mais freqüentes no mundo. 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, válidas também para o ano de 

2009, apontam que ocorreram 466.730 casos novos de câncer. Os tipos mais incidentes, 

à exceção do câncer de pele do tipo não melanoma, foram os cânceres de próstata e de 

pulmão, no sexo masculino, e os cânceres de mama e de colo do útero, no sexo 

feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (Instituto 

Nacional do Câncer (INCA) 2007). 

Assim, a busca de terapias capazes de controlar a doença é cada vez mais 

urgente e inspiram a comunidade científica há mais de um século para a descoberta de 

mecanismos que possam diminuir os índices de crescimento dos casos de incidência de 

câncer e dos casos de morte por câncer. 
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 Histórico da quimioterapia 

 

Dentre os muitos desafios da medicina, nenhum teve início mais controverso do 

que o tratamento do câncer. Embora os processos neoplásicos sejam reconhecidos há 

séculos, pouco se sabia a respeito dos mecanismos biológicos de transformação e 

progressão tumoral até os adventos da medicina molecular na metade do século vinte 

(Chabner and Roberts 2005). 

O início da era moderna da quimioterapia pode ser vinculado diretamente à 

descoberta do gás mostarda. Em maio de 1942, Louis Goodman e Alfred Gilman, 

ambos farmacologistas, convenceram seus colaboradores a tratar um paciente portador 

de linfoma não-Hodgkin com o gás mostarda (Gilman 1963). Propuseram que este 

reagente deveria destruir o tumor, baseado em achados da autópsia de soldados que 

morreram na I Guerra Mundial ao entrarem em contato com o gás mostarda. Estas 

vítimas tinham uma profunda hipoplasia medular e mielossupressão, razões pelas quais 

as doses de um reagente similar deveriam causar a regressão de linfomas e leucemias. O 

tratamento de fato resultou em regressão tumoral, entretanto, em poucas semanas, a 

doença voltou a progredir, mas o paradigma de que as drogas poderiam ser 

administradas sistemicamente para induzir a regressão tumoral estava estabelecido 

(Chabner and Roberts 2005).  

Nos estudos seguintes, os mesmos cientistas definiram a ação molecular do 

componente do gás mostarda, demonstrando a formação de um agente alquilante 

intermediário, o anel etileimonium, que reagia com os sítios doadores de elétrons nas 

proteínas e ácidos nucléicos. Os resultados destas pesquisas permitiram que novo 

princípio fosse estabelecido: os tumores são mais suscetíveis às toxinas do que os 

tecidos normais. A descoberta de que o reagente formava uma ligação covalente com o 
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DNA foi feita através de estudos posteriores que demonstraram os sítios específicos de 

alquilação nas bases purínicas, levando a um “crosslinking” de extremidades e 

induzindo apoptose. Outros agentes alquilantes foram desenvolvidos nos 20 anos que se 

seguiram. Ciclofosfamida, Clorambucil e outros se tornaram drogas “standard” para o 

tratamento de pacientes com linfomas e leucemias. Infelizmente, Goodman e seus 

colaboradores notaram nestes primeiros experimentos que os tumores tornavam-se 

rapidamente resistentes a estas drogas, uma observação que antecipou a experiência 

clínica com o uso da monoterapia (Chabner and Roberts 2005). 

 Uma segunda abordagem para o tratamento do câncer teve início logo após a 

segunda guerra mundial, quando Sydney Farber, um patologista da escola de medicina 

da Harvard, investigou o efeito do ácido fólico em pacientes com leucemia. Esta 

vitamina parecia estimular a proliferação de células de leucemia linfoblástica aguda 

(LLA) quando administrada a crianças com este câncer (Wills, Clutterbuck et al. 1937). 

Este fato levou a síntese de agentes análogos do ácido fólico, aminopterina e depois o 

metotrexato, que foram administrados a crianças com LLA. As remissões foram de 

curta duração, mas o princípio era claro: antifolatos podiam suprimir a proliferação de 

células malignas e restabelecer o funcionamento normal da medula óssea. 

 

Início da quimioterapia moderna 

 

A partir de 1950, outras drogas antileucêmicas, como o análogo purínico 6-

mercaptopurina (6-MP), foram estudadas nos trabalhos de George Hitchings e Gertrude 

Elion (Hitchings and Elion 1954; Johnson, Armstrong et al. 1963; Skipper, Schabel et 

al. 1964), que demonstraram que uma pequena mudança em um componente necessário 

para as células poderia inibir o crescimento das células tumorais através da inibição dos 
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passos que precediam à síntese de RNA e DNA. Paralelamente foram descobertos os 

alcalóides da vinca, originalmente descritos como agentes antidiabetes, mas que 

também eram capazes de bloquear a proliferação das células tumorais (Johnson, 

Armstrong et al. 1963). 

O efeito antitumoral dos alcalóides da vinca decorre da habilidade dessas drogas 

em inibir a polimerização do microtúbulo e, portanto, a divisão celular. Finalmente, em 

1965, a combinação do metotrexato (um antifolato), da vincristina (alcalóide da vinca), 

da 6-MP (6-mercaptopurina) e da predinisona – conjuntamente referidos como “regime 

POMP” (Frei, Karon et al. 1965) – provou ser mais efetiva na prevenção da resistência 

das células tumorais às drogas.  

 Em 1960, Frank Schabel e Howard Skipper analisaram a cinética do crescimento 

tumoral e criaram ensaios in vivo para quantificação da citotoxidade (Skipper and 

Griswold 1984). Eles mostraram que diferentes doses da droga anticâncer destruíam 

uma fração de células do tumor e que, dependendo da droga, a célula deveria ser 

exposta ao quimioterápico durante um período particular do ciclo celular. Assim, 

inibidores da síntese de DNA e o metotrexato foram mais efetivos durante a divisão 

celular, enquanto drogas que danificavam fisicamente o DNA, como os agentes 

alquilantes, matavam as células em todas as fases do ciclo celular. Estas pesquisas 

também demonstraram que a citotoxidade é dose-dependente e que a combinação das 

terapias é eficaz na prevenção da resistência às drogas. Finalmente, Schabel e Skipper 

foram os primeiros a sugerir que altas doses de quimioterápicos poderiam ser usadas 

para curar pacientes com tumores refratários.  

Assim, ficou claro para os pesquisadores da época que a combinação de drogas 

era mais eficaz para a destruição das células tumorais do que o tratamento com drogas 
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isoladas, gerando a busca por agentes que pudessem agir de forma a potencializar os 

efeitos pró-apoptóticos ou antiproliferativos. 

 

Combinação de drogas em quimioterapia 

 

Clinicamente, a combinação quimioterápica começou a ser usada no tratamento 

de crianças com LLA. Esta abordagem foi estendida para o tratamento dos linfomas na 

década de 60 quando o gás mostarda, a vincristina, o procarbazine e a prednisona – 

regime quimioterápico conhecido como “regime MOPP” – foram utilizados 

conjuntamente e com êxito no tratamento de linfoma de Hodgkin e não-Hodgkin 

(Moxley, De Vita et al. 1967; Devita, Serpick et al. 1970). 

De acordo com os resultados obtidos em modelos animais, os agentes 

quimioterápicos são mais efetivos se usados combinados em pacientes com tumores de 

pequeno volume, de forma que mesmo drogas com atividade mais modesta como o 5-

fluorouracil, um inibidor da síntese de DNA, pode diminuir a taxa de recidiva se usada 

como adjuvante ao tratamento de pacientes com câncer de cólon (Moertel, Fleming et 

al. 1990). Dados semelhantes foram obtidos no tratamento de tumores de outros sítios 

como no caso do câncer de mama (Bonadonna, Brusamolino et al. 1976). Em geral, a 

combinação quimioterápica das drogas provou ser mais eficiente do que a monoterapia 

tanto no tratamento do câncer metastático quanto no tratamento adjuvante. 

 

Os produtos naturais 

 

Em 1956, C. Gordon Zubrod estabeleceu um amplo programa nos Estados 

Unidos para a coleta e teste da atividade anticâncer de plantas e algas marinhas. Este 
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programa resultou na descoberta dos taxanos (em 1964) e das camptotecinas (em 1966), 

drogas que apresentaram grandes dificuldades para o seu desenvolvimento. O paclitaxel, 

um dos principais taxanos usados atualmente e cuja promoção de morte celular decorre 

de seus efeitos em microtúbulos, inicialmente era difícil de ser sintetizado e 

virtualmente insolúvel, só tendo sido possível seu uso clínico a partir de 1991. 

 

A necessidade de mudança das estratégias 

 

 Na década de 80, o progresso no desenvolvimento do tratamento quimioterápico 

tornou-se mais lento. Os estudos clínicos realizados com as drogas já existentes 

mostravam apenas ganhos marginais, e, além disso, os modelos animais de leucemia e 

tumores sólidos, que eram essenciais para o screening de drogas na época, não eram 

bons preditores das respostas clínicas. Em 1985, começou-se a produzir grupos 

monotônicos de antimetabólitos, alquilantes, antimitóticos e inibidores de 

topoisomerase. Análogos destas drogas determinaram aumento na eficácia dos 

tratamentos, gerando entusiasmo para clínicos e pacientes, atentos para novos tipos de 

agentes. 

 Em resposta a esse período, os testes de screening de drogas passaram a ser 

feitos com 60 diferentes linhagens de tumores humanos. Componentes químicos de 

plantas, organismos marinhos e agentes descobertos na natureza tiveram seus extratos 

testados nessas linhagens tumorais. Houve sucesso em parte deles, a maioria agentes 

antimitóticos e inibidores da topoisomerase, resultando em aumento do número de 

agentes anticâncer. 
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Terapia alvo – Revolução no tratamento quimioterápico 
 
 
 Enquanto as atenções estavam voltadas para a descoberta dos agentes 

citotóxicos, no final de 1980, conhecimentos sobre a genética e a biologia molecular 

propiciaram entendimento sobre as vias de sinalização e atividades celulares reguladas, 

tais como proliferação e sobrevivência. Muitas destas vias foram encontradas 

radicalmente alteradas em células de câncer. Pesquisas para reparar esses defeitos 

moleculares em células tumorais deram início à era da terapia alvo, que incluía novos 

alvos como fatores de crescimento, moléculas de sinalização, proteínas do ciclo celular, 

moduladores de apoptose e moléculas que promoviam a angiogênese (Hanahan and 

Weinberg 2000).  

Inovações na tecnologia aumentaram o sucesso dos inibidores para alvos 

específicos. A química combinatória gerou milhares de estruturas para screening de 

inibidores in vitro, além disso, as características das drogas anticâncer tornaram-se mais 

bem delineadas de forma que um agente quimioterápico deveria ser metabolicamente 

estável, ter meia vida longa em modelo animal e em humanos e ter uma baixa taxa de 

depuração por enzimas da família do citocromo P450. As moléculas candidatas 

deveriam ser bem absorvidas por via oral, o que não era uma característica típica dos 

quimioterápicos descobertos entre 1970 e 1980.  

Um dos eventos que marcaram a era da terapia alvo foi o desenvolvimento do 

mesilato de imatinib (Glivec®). O Imatinib é um inibidor potente da quinase BCR-

ABL, que está envolvida na patogênese da leucemia mielóide crônica. O Imatinib 

também inibe a tirosina quinase c-KIT e o receptor fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGFR). Estas características do Imatinib permitiram seu uso no 

tratamento da leucemia mielóide crônica e de tumores do estroma gastrointestinal 

(Hughes, Kaeda et al. 2003). 
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Uma segunda classe de drogas são aquelas que inibem o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR), que apesar de apresentarem uma menor atividade 

antitumoral que o Imatinib fazem parte do arsenal de quimioterapias. O Geftinib 

(Iressa®) está em testes no tratamento do câncer de pulmão (Kris, Natale et al. 2003) e 

o Cetuximab (Erbitux®) indicado na terapia combinada do câncer de cólon 

(Cunningham, Humblet et al. 2004). Além dessas classes, os inibidores da angiogênese 

estão em franco desenvolvimento na terapia clínica: o Bevacizumab (Avastin®) 

atualmente é usado na terapia combinada para câncer de cólon; o SU-11248 (Sutent®) 

usado no tratamento do câncer renal e o Bayer 43-9006 (Sorafenib ®) usado no 

tratamento do câncer renal e hepatocarcinoma (Gnarra, Tory et al. 1994). 

 Há mais de 60 anos, clínicos dependem da classificação histológica dos tumores 

para ditar as escolhas terapêuticas. A tendência atual é de que o tratamento seja 

específico, isto é, os pacientes são cada vez mais selecionados para determinado tipo de 

tratamento baseado nas características moleculares do tumor. Esta abordagem confere 

vantagens enormes na eficiência e reduzem os custos do tratamento (Roberts and 

Chabner 2004). 

 

Quimiorresistência 
 
 

A resistência dos tumores à quimioterapia é um problema clínico comum em 

cânceres humanos (Fisher 1994). A resistência a quimioterápicos pode já existir antes 

do início da terapia ou ser adquirida. A efetividade do tratamento quimioterápico nos 

diferentes tipos de câncer é bastante distinta, sendo a quimiorresistência um dos 

principais responsáveis. Dessa forma, os diferentes tipos de câncer são subdivididos de 
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acordo com os padrões das respostas aos tratamentos e sensibilidade tumoral, conforme 

descrito abaixo: 

1- Tumores intrinsecamente sensíveis às drogas. Exemplo: leucemia linfoblástica, 

linfoma de Hodgkin e câncer testicular. 

2- Tumores que respondem inicialmente aos tratamentos, mas que depois se tornam 

refratários à terapia. Exemplo: câncer de mama, câncer de pequenas células de 

pulmão e carcinoma de ovário. 

3- Tumores intrinsecamente resistentes à maioria dos agentes quimioterápicos. Para 

este grupo, o número de agentes antineoplásicos ativos é pequeno e as respostas 

quimioterápicas significantes são afetadas na minoria dos casos. Exemplo: 

melanoma maligno e câncer de cólon. 

 A seleção experimental de resistência às drogas por repetidas exposições a um 

único agente antineoplásico geralmente resulta em resistência cruzada a outros agentes 

quimioterápicos. Este fenômeno é explicado com base nos transportadores da droga, 

vias de metabolismo da droga e alvos citotóxicos intracelulares. Assim, agentes 

antineoplásicos de diferentes classes freqüentemente dividem as mesmas vias 

metabólicas, sistemas de transporte de efluxo ou sítios de ação citotóxica. 

 

Diminuição do acúmulo de quimioterápicos 

 

 A diminuição dos níveis intracelulares de agentes citotóxicos é um dos 

mecanismos mais comuns de resistência às drogas. Drogas solúveis em água não podem 

penetrar a bicamada lipídica da membrana celular e requerem mecanismos específicos 

para entrar na célula. Como exemplo, podemos citar a diminuição do influxo 

intracelular causado pela alta afinidade da droga ao sistema de transporte (Antony, Kane 
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et al. 1985), bem como a redução do transporte (Dixon, Lanpher et al. 1994), 

mecanismos que causam resistência ao metotrexato (Hill, Bailey et al. 1979; Sirotnak, 

Moccio et al. 1981). Um sistema de transporte deficiente pela membrana tem sido 

identificado em células resistentes ao gás mostarda (Goldenberg, Vanstone et al. 1970). 

Drogas apolares podem facilmente atravessar a membrana celular, entretanto a 

concentração intracelular destas drogas pode ser reduzida com o aumento da atividade 

do efluxo da droga. O aumento da glicoproteína P (codificada pelo gene MDR1 

associado à resistência a múltiplas drogas) constitui um dos principais mecanismos 

responsáveis pelo efluxo da droga, sendo importante exemplo deste mecanismo de 

resistência (Endicott and Ling 1989; Gottesman and Pastan 1993). Assim, a resistência 

associada às antraciclinas, antibióticos e agentes antimicrotúbulos, são freqüentemente 

associadas ao aumento da expressão de glicoproteína P. 

 

Tolerância celular e reparo aumentado aos danos induzidos pelos quimioterápicos 

 

 As células contêm um sistema complexo múltiplo envolvido no reparo de danos 

causados à membrana celular e ao ácido desoxirribonucléico (DNA). Como estes danos 

podem decorrer da ação direta ou secundária das drogas citotóxicas, mecanismos de 

reparo intrínsecos alterados podem influenciar a sensibilidade ao quimioterápico (Perez 

1998). 

 Apesar das drogas anticâncer terem suas citotoxidades mediadas através de uma 

infinidade de alvos moleculares, elas terminam por afetar as vias de morte celular 

associadas com a morte celular programada, ou apoptose (Hickman 1996; Zunino, 

Perego et al. 1997). Os quimioterápicos podem levar a várias respostas celulares 

alternativas, incluindo atrasos no ciclo celular e ativação de processos de reparo ou 
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ativação de células suicidas por apoptose. Mutações ou níveis de expressões alterados 

dos genes que regulam estas respostas alternativas ao estresse induzido pela droga estão 

freqüentemente associados à quimiorresistência. Por exemplo, a expressão de genes 

p53, p21 e genes da família bcl-2, por influenciar profundamente a apoptose, modifica a 

sensibilidade celular ou a resistência às drogas anticâncer. 

 

Alvos intracelulares modificados 

 

 O mecanismo de vários agentes antineoplásicos para destruir as células envolve 

interações entre as drogas e as enzimas intracelulares. Estas interações resultam em 

alteração ou inibição das funções normalmente exercida pelas enzimas. Mudanças 

quantitativas ou alternativas nestas enzimas alvos das drogas antineoplásicas podem 

comprometer a eficácia das drogas. Estas mudanças têm sido demonstradas em várias 

enzimas associadas com células resistentes às drogas, incluindo as topoisomerases 

(Vassetzky, Alghisi et al. 1995). 

 

Expressão alterada dos genes 

 

 Os mecanismos celulares de resistência às drogas citados anteriormente 

dependem dos níveis alterados ou da função dos produtos dos genes alvos. Estas 

alterações podem ser resultado de mudanças que ocorrem em qualquer ponto ao longo 

da via de expressão gênica e de regulação. Processos moleculares múltiplos estão 

envolvidos na resistência às drogas, incluindo mutações no DNA, deleção ou 

amplificação e controles transcricionais dos níveis de RNA. As prevalências destas 
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mudanças refletem nas instabilidades genéticas e fenotípicas das células de câncer, 

possíveis pressões mutagênicas de toxinas xenobióticas e exposição às drogas.  

Em resumo, as células tumorais têm uma necessidade premente de sobreviver, 

de forma que qualquer alteração genética que favoreça a sobrevida em condições 

adversas será selecionada. A conseqüência, certamente, será a sobrevivência de alguns 

tumores ao mais potente agente terapêutico. Entretanto, o crescimento do conhecimento 

das vias envolvidas na sobrevivência trouxe a esperança de que o bloqueio de moléculas 

específicas aumente a sensibilidade das células tumorais aos diferentes quimioterápicos, 

uma abordagem combinatória que sobrepuje a quimiorresistência (McCormick 2004). 

 

As vias de sinalização intracelular 

 

A complexidade do desenvolvimento e crescimento de organismos pode, em 

parte, ser atribuído às interações dinâmicas e diversas entre hormônios, fatores de 

crescimento, contatos entre as células e outros estímulos externos que coordenam o 

destino de cada célula através de seus receptores de membrana. A explosão da pesquisa 

em transmissão do sinal intracelular nos últimos 10 anos vem decifrando os 

mecanismos básicos de sinalização intracelular de um grande número desses receptores 

de membrana (Gough and Ray 2002). Entretanto, embora um grande progresso tenha 

sido realizado para identificar e descrever algumas das funções de moléculas 

intermediárias da sinalização celular, estamos distantes de um entendimento completo 

de muitas dessas vias de sinalização. O sequenciamento do genoma humano permitiu a 

identificação de diferentes membros de várias vias de sinalização. Nesse sentido, 11,2% 

dos genes que podem ter sua função predita estão diretamente envolvidos na 

transmissão do sinal (Venter, Adams et al. 2001). Este é um número subestimado do 
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total de genes envolvidos, já que 41,7% dos genes no genoma humano não têm sua 

função predita e muitos genes são importantes em múltiplas funções, tais como 

ancoramento celular e participação na matriz extracelular, os quais não foram 

classificados na categoria de genes envolvidos na sinalização celular (Venter 2000).  

Um dos mais interessantes aspectos da transmissão do sinal intracelular 

descoberto nos últimos cinco anos é a constatação de que muitas vias de sinalização 

com diversas ações podem interagir em múltiplos níveis – isto é freqüentemente 

chamado de cross-talk. Uma procura pelo termo “cross-talk” no Medline mostra que ele 

aparece pela primeira vez em 1991 e tem sido usado em mais de 3500 artigos desde 

então (Carvalheira, Calegari et al. 2003; Carvalheira, Ribeiro et al. 2003; Carvalho, 

Carvalheira et al. 2003). É cada vez mais claro que grande parte das vias de sinalização 

são intricadas e complexas de forma que, para entender uma única via de sinalização, é 

necessário que se entenda globalmente a rede de interação entre elas (Arkin 2001; 

Levchenko 2001). 

A elucidação das vias de crescimento celular e a observação de que essas vias 

estão alteradas no câncer humano levou a procura de inibidores específicos dessas vias 

(Zwick, Bange et al. 2001). Um dos principais desafios para descoberta de inibidores de 

sinalização é que vias distintas têm cross-talk em múltiplos níveis e, além disso, existe 

redundância de vias de sinalização usadas com o mesmo objetivo. Embora múltiplos 

inibidores de sinalização estejam atualmente em desenvolvimento ou já em ensaios 

clínicos, apenas alguns mostraram eficácia. Uma razão óbvia para isso é que vias 

distintas apresentam cross-talk. Assim, uma via compensatória pode emergir ou ganhar 

força após o bloqueio de uma via específica. Diferentes vias de sinalização podem 

controlar ou afetar a mesma função celular, e uma única via de sinalização pode regular 

diferentes funções celulares. Esta rede de sinalização celular redundante parece refletir 
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um mecanismo de ajuste fino para as células responderem e se ajustarem a efeitos 

combinados, a estímulos seqüenciais de muitos sinalizadores extracelulares ou sinais 

internos e controlar a duração e a intensidade de cada sinal. 

Embora a rede de sinalização seja de alta complexidade e redundante, existem 

obstáculos a essas vias, isto é, existem proteínas onde o sinal converge e que ao serem 

bloqueadas podem impedir diversos processos celulares ao mesmo tempo, 

correspondendo às diversas capacidades da célula cancerosa como: auto-suficiência de 

fatores de crescimento, defeito de apoptose, insensibilidade a sinais que inibem o 

crescimento e metástase (Cui and Lee 2004). 

Proteínas adaptadoras, que se ligam a múltiplos elementos de uma cascata de 

sinalização e coordenam a sinalização celular, bem como quinases intracelulares podem 

ser candidatos ideais a alvos para o bloqueio da sinalização celular. Nesse sentido, a via 

de sinalização IRS/PI3K/Akt/mTOR e a AMPK aparecem como alvos para o bloqueio 

de crescimento e indução de apoptose de células tumorais. 

 

A via IRS/PI3K/Akt/mTOR 

 

Recentemente foi descrito que a ativação constitutiva das proteínas IRS é um 

fenômeno comum em vários tumores humanos (Chang, Li et al. 2002) e que os IRSs são 

também importantes mediadores da angiogênese tumoral em células de câncer de 

pâncreas (Neid, Datta et al. 2004). Além disso, a inter-relação entre a ativação do IRS-1 

com oncoproteínas já foi estabelecida. As oncoproteínas BCR-ABL (Traina, 

Carvalheira et al. 2003), TRK-T1 (Miranda, Greco et al. 2001) e ETV6-NTRK3 

(Lannon, Martin et al. 2004) se ligam ao IRS-1 e estão associados com o aumento da 
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fosforilação em tirosina do IRS-1. Assim, a ativação das proteínas IRS pode ser um 

mecanismo mais geral da mediação da transformação tumoral mediada por oncogenes. 

Uma das principais moléculas ativada pelas proteínas IRS é a PI 3-quinase, uma 

importante enzima na regulação da mitogênese, diferenciação celular e transporte de 

glicose estimulado pela insulina (Folli, Saad et al. 1992; Saad, Folli et al. 1993; 

Shepherd, Nave et al. 1995). A PI-3 quinase foi originalmente identificada como um 

dímero composto de uma subunidade catalítica (p110) e uma subunidade regulatória 

(p85). A ligação dos sítios YMXM e YXXM (onde Y = tirosina, M = metionina e X = 

qualquer aminoácido) fosforilados das proteínas IRS ao domínio SH2 da subunidade 

p85 da PI3–quinase ativa o domínio catalítico associado (Backer, Myers et al. 1992). A 

enzima catalisa a fosforilação dos fosfoinositídeos na posição 3 do anel de inositol 

produzindo fosfatidilinositol 3 fosfato, fosfatidilinositol 3,4 difosfato e fosfatidilinositol 

3,4,5 trifosfato (Lietzke, Bose et al. 2000). 

A produção do fosfatidinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) pela PI3-quinase recruta as 

serinas treoninas quinases PDK1 e Akt para a membrana plasmática, onde a Akt é 

fosforilada e ativada pela PDK1 (Lawlor and Alessi 2001). A via de sinalização iniciada 

após a ativação da PI3-quinase também é importante para a prevenção de apoptose, e a 

Akt destaca-se como uma das principais proteínas alvo da PI3-quinase para esse efeito 

(Carvalheira, Ribeiro et al. 2003; Thirone, Carvalheira et al. 2004). Esforços para 

delinear a base molecular dos efeitos antiapoptose da Akt tomaram várias direções 

(Vivanco and Sawyers 2002) (figura 1). Como uma quinase, a tendência natural da Akt 

é adicionar um grupamento fosfato em substratos, assim, Bad e caspase 9, proteínas que 

levam a morte celular, foram os primeiros alvos fosforilados pela Akt descritos (Basu, 

Totty et al. 2003). Em seguida vieram outros reguladores da morte celular como o 

IKK, a família dos fatores de transcrição tipo forkhead, o Mdm2 e YAP (Basu, Totty 
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et al. 2003). Assim, bloqueando a Akt seria esperada a indução de morte celular em 

vários níveis (figura 1). Entretanto, se algum desses candidatos pode ser 

responsabilizado pela a ação antiapoptose da Akt na sobrevida de células cancerosas 

ainda não é claro. 

Akt

TSC1/2 Bad YAP Mdm2IKKCaspase 9Família
Forkhead

FasL Rheb Bcl-2
Bcl-xL

p73 P53

Puma
Noxa
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BaxmTOR

ElF-4E

Apoptose

4E-BP1

NF- B

Cascata 
das caspases

JNK

 
Figura 1. A complexidade da via de antiapoptose emergindo da AKT. 

 

Mais recentemente, a atenção foi direcionada para um diferente ramo da via 

IRS/PI3K/Akt, na qual figura a proteína mTOR. A mTOR é regulada positivamente 

pela proteína Rheb, que por sua vez é controlada pelos supressores tumorais TSC1 e 

TSC2 (Manning and Cantley 2003). A Akt é responsável por fosforilar e inativar a 

proteína TSC2 e, desta forma, a mTOR pode ser fosforilada pela Rheb.  Quando 

ativada, a mTOR fosforila e inativa a proteína 4E-BP1 (eIF4E binding protein 1), 

liberando o fator traducional eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) para 

interagir com outras proteínas, restabelecendo a tradução cap-dependente de RNAm. A 

mTOR fosforila, ainda, a p70S6K, ativando a maquinaria de síntese protéica da célula 
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(Sarbassov, Guertin et al. 2005; Tee and Blenis 2005). Wendel e colaboradores 

(Wendel, De Stanchina et al. 2004), usando um modelo animal de linfoma de células B 

para explorar as consequências da inibição da Akt, estabeleceram a sinalização da Akt 

através da mTOR e do eIF4E como um importante mecanismo de oncogênese e 

resistência à drogas quimioterápicas convencionais. 

Atualmente, descobriu-se que a mTOR atua em conjunto com outras proteínas, 

formando complexos protéicos distintos. O primeiro complexo, sensível à droga 

rapamicina, e composto pelas proteínas mTOR, GβL e raptor (regulatory-associated 

protein of mTOR). O segundo complexo, insensível à rapamicina, é constituído pelas 

proteínas mTOR, GβL e rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR) e é 

responsável pela fosforilação do resíduo de serina 473 da Akt, participando da ativação 

da proteína e permitindo a posterior fosforilação da treonina 308 (Sarbassov, Ali et al. 

2005). 

 

Mecanismos de contra-regulação da via IRS/PI3K/Akt/mTOR 

 

Muitos mecanismos podem contribuir para contra-regular a via da PI3–quinase, 

incluindo as fosfatases e a fosforilação em serina das proteínas IRS pelas proteínas 

serina quinases, como a c-jun-N-terminal kinase (JNK) (Lee, Giraud et al. 2003; 

Barreiro, Prattali et al. 2004; Prada, Zecchin et al. 2005), a mTOR e a AMPK. 

 

A via da AMPK 

 

A proteína quinase ativada por AMP (AMPK) é um heterotrímero composto de 

uma subunidade catalítica α e duas subunidades regulatórias β e γ. Os genes que 
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codificam as subunidades α, β e γ da AMPK são altamente conservados em todas as 

espécies eucarióticas que tiveram seus genomas sequenciados, incluindo vertebrados e 

invertebrados, plantas, fungos e protozoários (Hardie, Scott et al. 2003). O sistema da 

AMPK parece estar envolvido em resposta a uma variedade de estresses metabólicos 

que causam distúrbio na homeostasia da energia celular e corporal (Towler and Hardie 

2007). 

A AMPK é ativada por 5’-AMP de três maneiras distintas, todas antagonizadas 

por altas concentrações de ATP (Hardie 2004). Primeiramente, a ligação do AMP causa 

ativação alostérica da AMPK (Hardie 2004), aumentando cerca de cinco vezes a sua 

atividade. Segundo, a ligação com o AMP torna a AMPK um substrato melhor para a 

quinase que esta a montante na via, a supressora tumoral LKB1, que ativa a AMPK 

através da fosforilação da subunidade α no resíduo de treonina 172 (Thr 172) (Hawley, 

Davison et al. 1996; Hardie and Carling 1997) e aumenta a sua atividade de 50 a 100 

vezes. Por fim, a ligação do AMP com a AMPK também inibe a desfosforilação do 

resíduo Thr 172 por proteínas fosfatases (Davies, Helps et al. 1995). 

A AMPK é classicamente ativada por estresses que esgotam o ATP intracelular, 

como estresse oxidativo, hipóxia e falta de nutrientes que interferem na produção de 

ATP (Winder and Hardie 1996). Além disso, a AMPK também pode ser ativada pelo 

uso de certas drogas, como 2-deoxiglucose (2-DG), que esgota o ATP sendo 

transformado em 2-deoxiglucose-6-fosfato (uma substância não metabolizável), também 

pode ser ativada pelo ribosídeo de 5-aminoimidazole-4-carboxamide (AICAR), que 

mimetiza o efeito da hipóxia e também é ativada pela metformina, uma biguanida 

comumente usada no tratamento de diabetes tipo 2 como agente hipoglicemiante, que 

ativa LKB1 (Towler and Hardie 2007). 
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Em geral, a ativação da AMPK diminui a atividade de vias metabólicas 

biossintéticas e ativa vias catabólicas que geram ATP, como oxidação de ácidos graxos 

captação de glicose e glicólise. Esse efeito é atingido não apenas por fosforilação direta 

de enzimas metabólicas, mas também pelo efeito na expressão de genes (Hardie 2004). 

Uma via biossintética que tem sua atividade diminuída pela AMPK é a tradução, 

que pode representar até 20% do gasto energético em células em crescimento e é 

sensível a diminuição da síntese de ATP (Buttgereit and Brand 1995). A inibição ocorre 

por duas maneiras distintas: a primeira, com a fosforilação e ativação da quinase do 

fator 2 de elongação (Horman, Browne et al. 2002; Browne, Finn et al. 2004) que pára a 

fase de elongação durante a tradução; e a segunda, que inibe a via da mTOR (Bolster, 

Crozier et al. 2002; Krause, Bertrand et al. 2002; Kimura, Tokunaga et al. 2003),  

responsável pelo estímulo para a síntese de proteínas e crescimento celular (Figura 2). 

A via da mTOR é ativada por fatores de crescimento e aminoácidos e acredita-se 

que estimula a tradução e o crescimento celular por dois mecanismos: a ativação da 

proteína ribossomal S6 quinase (S6K1) e o aumento da fosforilação da proteína 1 

ligadora do fator de elongação 4E (4EBP1), que estimula o passo inicial da tradução 

(Carrera 2004). 

Estudos recentes sugerem que a inibição da via da mTOR pela AMPK pode 

ocorrer pela fosforilação do TSC2 (Inoki, Zhu et al. 2003) e que o complexo TSC1-

TSC2 regula negativamente o crescimento celular agindo a montante da mTOR para 

causar esta inibição (Gao, Zhang et al. 2002). 

A via de sinalização da insulina é ativada quando há disponibilidade de 

nutrientes e a via da AMPK é ativada quando as células sofrem com a falta de fontes de 

carbono (Towler and Hardie 2007). Em mamíferos, a insulina promove a síntese de 

lipídeos, proteínas e glicogênio e a AMPK inibe estas vias biossintéticas. O efeito da 
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insulina na síntese de proteínas é mediado em parte pela ativação da via da mTOR via 

fosforilação de TSC2 (Figura 2). Em contrapartida, a ativação de AMPK causa 

fosforilação de TSC2 em sítios diferentes dos fosforilados pela Akt e inibem a mTOR 

(Inoki, Li et al. 2002; Inoki, Zhu et al. 2003). Entretanto, também parece existir uma 

conexão direta entre estas duas vias. Em alguns tecidos, como o músculo cardíaco, a 

insulina antagoniza a ativação de AMPK (Gamble and Lopaschuk 1997; Beauloye, 

Marsin et al. 2001) aparentemente através da ativação de Akt (Kovacic, Soltys et al. 

2003). Aparentemente isso ocorre através da fosforilação pela Akt de resíduos de serina 

485 ou 491 na subunidade α1 ou α2, respectivamente, da AMPK, que antagoniza a 

ativação da AMPK via fosforilação de Thr 172 por LKB1 (Horman, Vertommen et al. 

2006). Ainda não é estabelecido se este mecanismo também ocorre em outros tecidos 

(Towler and Hardie 2007). 

 

 

Figura 2: inter-relação entre as vias IRS/PI3-quinase/Akt/mTOR e a via da 

AMPK 
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Paclitaxel 

 

Os taxanos são provavelmente os mais importantes reforços ao arsenal 

quimioterápico no final do século vinte. O paclitaxel foi descoberto como parte de um 

programa do Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos, em que extratos de 

milhares de plantas foram avaliados para atividades anticâncer (Rowinsky and 

Donehower 1995). Em 1963, um extrato bruto com atividade antitumoral foi isolado a 

partir da casca do tronco de Taxus brevifolia, uma planta de demorado crescimento 

encontrada no Noroeste dos Estados Unidos, e o paclitaxel foi identificado como o 

constituinte ativo do extrato por Wall e Wani em 1971 (Wani, Taylor et al. 1971). Os 

interesses no agente aumentaram em 1979 após a descrição de seu mecanismo de ação 

em microtúbulos. Hoje em dia, o paclitaxel é obtido através da semi-síntese do produto 

originado das folhas de Taxus baccata, o precursor de paclitaxel e docetaxel, 10- 

deacetilbaccatin III. 

Os taxanos são ésteres de alcalóides complexos, compostos por um sistema de 

anéis e com diversas ramificações laterais que são essenciais para a ação única contra os 

microtúbulos (Figura 3) (Lataste, Senilh et al. 1984; Gueritte-Voegelein, Guenard et al. 

1991; Rao, Krauss et al. 1994). A mais impressionante atividade clínica dos taxanos 

ocorreu em pacientes com câncer de ovário e mama (Cortes and Pazdur 1995; Rao, Orr 

et al. 1995; McGuire, Hoskins et al. 1996; Katsumata 2003; Nowak, Wilcken et al. 

2004). 
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Figura 3: Estrutura química do Paclitaxel 

Os taxanos ligam-se fracamente à tubulina solúvel e se ligam diretamente e com 

grande afinidade à tubulina encontrada ao longo do microtúbulo. O sítio de ligação é 

diferente do local de troca de GTP, do sítio de ligação da colchicina, da podofilotoxina e 

dos alcalóides da vinca, e os taxanos não impedem a ligação destes agentes com seus 

respectivos sítios de ligação. Tanto o paclitaxel quanto o docetaxel ligam-se à superfície 

interior do lúmen do microtúbulo (Jordan, Hadfield et al. 1998; Nogales, Wolf et al. 

1998). 

Os alcalóides da vinca e os taxanos, no entanto, parecem produzir efeitos 

nocivos semelhantes nas fibras do fuso. A ligação dos taxanos ao seu sítio de ligação no 

interior do microtúbulo estabiliza sua estrutura e aumenta a polimerização 

possivelmente por induzir uma mudança conformacional na tubulina que, por um 

mecanismo desconhecido, aumenta sua afinidade com moléculas de tubulina próximas a 

ela (Jordan and Wilson 2004). Em essência, estas ações alteram profundamente a 

constante da taxa de dissociação da tubulina nas extremidades do microtúbulo sem 

afetar a constante da taxa de associação, suprimindo, deste modo, a renovação e a 

instabilidade dinâmica. Além disso, microtúbulos tratados com taxanos são altamente 

estáveis, resistindo à despolimerização por frio, íons de cálcio, diluição e agentes 
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despolimerizantes. Esta estabilidade inibe a reorganização dinâmica da rede de 

microtúbulos que é essencial para muitas funções vitais da célula na mitose e interfase. 

Os taxanos atrasam ou bloqueiam a mitose no limite da metáfase/anáfase 

semelhantemente aos alcalóides da vinca. Em baixas concentrações (menores que 10 

nmol/L), a mitose é bloqueada sem aumento concomitante da massa de microtúbulos. 

Alterações na organização das fibras do fuso também são semelhantes àquelas induzidas 

pelos alcalóides da vinca, sugerindo que a parada na mitose deve-se principalmente à 

perturbações na dinâmica do microtúbulos. Em concentrações maiores, (maior que 100 

nmol/L), a massa de microtúbulo é aumentada, a mitose é bloqueada e as fibras do fuso 

densas, largas e com grandes quantidades de microtúbulos são formadas (Schiff and 

Horwitz 1980). Similarmente aos alcalóides da vinca, mesmo concentrações 

subestquiométricas de taxanos, que são suficientes para induzir a parada da mitose sem 

aumentar a massa de microtúbulos, podem induzir apoptose (Bhalla, Ibrado et al. 1993; 

Jordan, Wendell et al. 1996; Strobel, Swanson et al. 1996; Hoff, Valero et al. 1998; 

Moos and Fitzpatrick 1998; Poruchynsky, Wang et al. 1998; Scatena, Stewart et al. 

1998; Torres and Horwitz 1998; Dumontet and Sikic 1999; Wang, Liu et al. 1999; 

Zhang, Yang et al. 1999; Ferlini, Raspaglio et al. 2003). 

Apesar de os mecanismos específicos pelos quais o distúrbio dos microtúbulos 

levam à apoptose não serem identificados, os taxanos interagem com diversas 

substâncias e moléculas regulatórias. A alteração na formação dos microtúbulos induz o 

gene supressor tumoral p53 e inibidores de quinase dependentes de ciclina (p21/Waf-1) 

e modula muitas proteínas quinases (Schulze, Asai et al. 1987; Bhalla, Ibrado et al. 

1993; Jordan, Wendell et al. 1996; Strobel, Swanson et al. 1996; Moos and Fitzpatrick 

1998; Poruchynsky, Wang et al. 1998; Scatena, Stewart et al. 1998; Torres and Horwitz 

1998; Dumontet and Sikic 1999; Wang, Liu et al. 1999; Zhang, Yang et al. 1999; 
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Ferlini, Raspaglio et al. 2003). Como conseqüência, as células permanecem entre G2/M, 

podendo sofrer apoptose ou então atravessar esta fase e se dividir (Ganansia-Leymarie, 

Bischoff et al. 2003). Muitos mecanismos que conectam a parada da mitose induzida 

pelos taxanos e outros agentes antimicrotúbulos ao evento inicial da via intrínseca da 

apoptose foram caracterizados. Estes eventos iniciais incluem a ativação das moléculas 

pró-apoptóticas Bax e Bad e a inativação dos reguladores antiapoptóticos Bcl-2 e BclxL 

(Blagosklonny, Schulte et al. 1995; Blagosklonny 2001; Konishi, Lehtinen et al. 2002).. 

Muitas quinases foram envolvidas na fosforilação de Bcl-2 induzida por taxanos e 

outros agentes antimicrotúbulos, incluindo Jun N-terminal quinase (JNK) e seus 

efetores pró-apoptóticos Bim, c-Raf, quinase regulada por sinal extracelular (ERK) 1/2 , 

quinase dependente de ciclina (CDK)-1, proteína quinase A dependente de cAMP e 

proteína quinase Cα (Blagosklonny 2001; Bhalla 2003). A fosforilação (inativação) dos 

membros da família de Bcl-2 e a fosforilação de moléculas pró-apoptóticas (ativação) 

estimulam a via intrínseca da apoptose e suas caspases efetoras (Moos and Fitzpatrick 

1998; Ganansia-Leymarie, Bischoff et al. 2003). Apesar do mecanismo preciso pelo 

qual Bcl-2 é inativado após o tratamento com as drogas não ter sido elucidado, mostrou-

se que o paclitaxel se liga ao domínio de Bcl-2, apesar de não parecer que a fosforilação 

de Bcl-2 seja necessária para induzir apoptose em todos os tipos de câncer (Rodi, Janes 

et al. 1999). O efeito antimitótico dos taxanos e outros agentes antimicrotúbulos podem 

estar relacionados a apoptose através de outros eventos regulatórios como a fosforilação 

da proteína pró-apoptótica Bad pela ativação de CDK1 (Konishi, Lehtinen et al. 2002). 

Os taxanos também perturbam microtúbulos na intérfase em células não 

proliferativas e o paclitaxel também induz fatores de transcrição e enzimas que 

medeiam a proliferação, a apoptose e a inflamação (Moos and Fitzpatrick 1998; 

Dumontet and Sikic 1999; Rodi, Janes et al. 1999; Konishi, Lehtinen et al. 2002). Os 
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taxanos aumentam os efeitos da radiação ionizante in vitro em condições atingidas em 

tratamentos clínicos (menor que 50 nmol/L) e in vivo que podem estar relacionadas com 

a inibição da progressão do ciclo celular na fase G2, fase do ciclo celular mais sensível 

à radiação (Rowinsky, Donehower et al. 1988; Tishler, Geard et al. 1992; Burkhart, 

Berman et al. 1994; Fetell, Grossman et al. 1997; Mason, Hunter et al. 1997; Creane, 

Seymour et al. 1999; Niero, Emiliani et al. 1999). 

Os efeitos da interação entre taxanos e diversas moléculas envolvidas na 

manutenção da integridade do DNA, como o supressor tumoral p53, bem como os 

efeitos da associação entre taxanos e moduladores da atividade da AMPK são 

parcialmente conhecidos. 

 

Estresse Genotóxico 

 

 O genoma humano é exposto a eventos potencialmente nocivos durante cada 

ciclo de divisão celular. Esta fonte endógena de danos ao DNA resulta do metabolismo 

celular ou de erros rotineiros na replicação e recombinação do DNA. Além disso, a 

exposição celular a agentes genotóxicos como raios X, luz ultravioleta, estresse 

oxidativo, quimioterápicos que causam dano ao DNA, inibidores da síntese de DNA e 

agentes que prejudicam os componentes dos microtúbulos do citoesqueleto, originam 

uma variedade de alterações de nucleotídeos e de quebras nas fitas do DNA (Lindahl 

1993). Para contornar os danos sobre o genoma, a célula possui um sistema de resposta 

que induz parada no ciclo celular para que haja tempo suficiente para reparar os danos 

sofridos. O sistema de resposta a estresse genotóxico também ativa a via apropriada de 

reparo ao DNA, ou, no caso de dano irreparável, induz à apoptose (Hoeijmakers 2001) . 
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 Os pontos de checagem do ciclo celular e de dano ao DNA agem de modo a 

impedir a progressão do ciclo celular frente a um estresse genotóxico endógeno ou 

exógeno. Muitas proteínas que participam nos pontos de checagem também atuam 

durante cada divisão do ciclo celular garantindo fidelidade e servem como importantes 

barreiras à progressão do ciclo celular em condições de estresse até que o dano ao DNA 

seja reparado. Nesse sentido, a principal proteína responsável por parar o ciclo celular e 

dar início ao mecanismo de resposta de dano ao DNA é a proteína p53 (Yamaizumi and 

Sugano 1994). 

 A proteína p53, o principal supressor tumoral celular, é um fator transcricional 

ativado por estresse que pode inibir a proliferação celular ou levar à morte celular por 

apoptose (Levine 1997). As diferentes funções de p53 são mediadas por diversos genes 

alvo como, por exemplo, por p21, que atua como inibidor do ciclo celular (Levine 

1997). Além de impedir a proliferação celular, a p53 também inibe o crescimento 

celular, uma função importante para prevenir gasto energético com a montagem 

desnecessária de proteínas e outros componentes celulares durante períodos de estresse 

(Vousden and Lane 2007). O crescimento celular, por sua vez, é regulado 

principalmente pela mTOR. 

 O complexo 1 da mTOR (mTORC1), é o responsável por controlar a síntese 

protéica e o crescimento celular. Sua atividade é regulada positivamente por fatores de 

crescimento através da via da IRS/PI3K/Akt, da via Wnt/GSK3 e da ERK/RSK 

(Wullschleger, Loewith et al. 2006). A atividade de mTORC1 é inibida por condições 

metabólicas e ambientais adversas como limitação nutricional, hipóxia e dano ao DNA 

(Corradetti and Guan 2006). 

 O estresse genotóxico inibe mTOR através de regulação positiva dependente de 

p53  de seus reguladores negativos PTEN, TSC2 e AMPK1 (Feng, Hu et al. 2007). A 
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p53 também aumenta a fosforilação da subunidade AMPK, levando a sua ativação 

(Feng, Zhang et al. 2005). Dois genes que têm sua expressão induzida por dano ao DNA 

e são alvos de p53 são Sestrin 1 (SESN1) e Sestrin 2 (SESN2). Recentemente foi 

demonstrado que SESN1 e SESN2 também atuam como reguladores negativos da 

sinalização da mTOR, atuando através da ativação de AMPK e fosforilação de TSC2 

(Budanov and Karin 2008). Assim, as sestrinas 1 e 2 conectam estresse genotóxico, p53 

e sinalização da mTOR. 
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1. Objetivo geral 

Investigar os efeitos de taxanos e moduladores de atividade da AMPK em 

linhagens de células de adenocarcinoma de mama e carcinoma de pulmão 

 

2. Objetivos específicos 

·  Caracterizar a via de sinalização da mTOR em linhagem de células tumorais de 

adenocarcinoma de mama (MCF-7) 

· Caracterizar a via de sinalização da mTOR em linhagem de células tumorais de 

carcinoma de pulmão (A549) 

· Determinar se a ativação de AMPK modula a via da mTOR em linhagem de células 

tumorais de adenocarcinoma de mama (MCF-7) 

· Determinar se a ativação de AMPK modula a via da mTOR em linhagem de células 

tumorais de carcinoma de pulmão (A549) 

· Investigar os efeitos da administração de Paclitaxel na via da mTOR, na via da AMPK 

e no estresse genotóxico, através da ativação de p53 e sestrina 2, em linhagem de 

células tumorais de adenocarcinoma de mama (MCF-7) 

· Investigar os efeitos da administração de Paclitaxel na via da mTOR, na via da AMPK 

e no estresse genotóxico, através da ativação de p53 e sestrina 2, em linhagem de 

células tumorais de carcinoma de pulmão (A549) 

· Investigar os efeitos da administração de Paclitaxel e de ativadores da AMPK na via 

da mTOR e no estresse genotóxico, através da ativação de p53 e sestrina 2, em 

linhagem de células tumorais de adenocarcinoma de mama (MCF-7) 

· Investigar os efeitos da administração de Paclitaxel e de ativadores da AMPK na via 

da mTOR e no estresse genotóxico, através da ativação de p53 e sestrina 2, em 

linhagem de células tumorais de carcinoma de pulmão (A549) 
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·  Avaliar o crescimento tumoral, a proliferação e a morte celular em modelo pré-clínico 

de câncer de pulmão submetidos ao tratamento combinado de Paclitaxel e ativador da 

AMPK 
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ABSTRACT 

 
Purpose: Metformin is a widely-used antidiabetic drug whose anti-cancer effects, 

mediated by the activation of AMPK and reduction of mTOR signaling, have become 

noteworthy. Chemotherapy produces genotoxic stress and induces p53 activity, which 

can cross-talk with AMPK/mTOR pathway. Herein, we investigate whether the 

combination of metformin and paclitaxel has an effect in cancer cell lines. 

Experimental design: Human tumors were xenografted into SCID mice and the cancer 

cell lines were treated only with paclitaxel or metformin, or a combination of both 

drugs. Western Blotting, flow cytometry and immunohistochemistry were then used to 

characterize the effects of the different treatments. 

Results: The results presented herein, demonstrate that the addition of metformin to 

paclitaxel leads to quantitative potentialization of molecular signaling through AMPK 

and a subsequent potent inhibition of the mTOR signaling pathway. Treatment with 

metformin and paclitaxel resulted in an increase in the number of cells arrested in the 

G2/M phase of the cell cycle, decreased tumor growth and increased apoptosis in tumor-

bearing mice, when compared to individual drug treatments. 

Conclusion: We have provided evidence for a convergence of metformin and paclitaxel 

induced signaling at the level of AMPK. This mechanism illustrates how different drugs 

may cooperate to augment anti-growth signals, and suggests that target activation of 

AMPK by metformin may be a compelling ally in cancer treatment.
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Metformin is an oral hypoglycemiant agent used as first-line therapy for type 2 

diabetes, which is now prescribed to almost 120 million people in the world. There are a 

large number of epidemiological studies indicating that diabetics have an increased risk 

of cancer and cancer mortality [1-2]. Increasing evidence also supports a decreased risk 

of cancer mortality associated with metformin use in patients with type 2 diabetes [3-6]. 

Furthermore, metformin has been shown to inhibit the growth of cancer cells in vitro 

and in vivo [7-12] and, whilst there are still no randomized control trials of metformin 

as a therapy for cancer, there is intriguing evidence that metformin may enhance 

chemotherapy for established tumors [13-14]. 

 

Metformin has been found to activate AMP-activated protein kinase (AMPK) 

signaling [15], and this has become an important focus of interest in carcinogenesis, 

since AMPK has been implicated in the regulation of mammalian target of rapamycin 

(mTOR) activity, which is frequently activated in cancer [16-20]. AMPK is the 

downstream component of the tumor suppressor, LKB1, which acts as a sensor of 

cellular energy charge, being activated by increasing AMP, coupled with falling ATP 

[21]. The AMP/LKB1-dependent activation of AMPK results from pathological stresses 

such as heat shock, hypoxia, glucose deprivation and metformin administration [15, 21]. 

AMPK is also activated through Ca+2/calmodulin (CaM)-dependent protein kinase 

kinase (CaMKK), which in contrast to that mediated by AMP/LKB1, is mediated by 

calcium increases and functions independently of AMP [22-23]. Once activated, AMPK 

phosphorylates acetyl-CoA carboxylase (ACC) and switches on energy-producing 

pathways at the expense of energy-depleting processes [24].  
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Another direct consequence of AMPK activation is the inhibition of the mTOR 

kinase signaling pathway. mTOR catalytic activity is halted by AMPK activation of the 

TSC1:TSC2 complex, which inactivates the Rheb GTPase [25-26]. In addition, mTOR 

activity is positively regulated by growth factors, as well as nutrients (amino acids). 

PI3K/Akt signaling regulates mTOR through phosphorylation/inactivation of mTOR's 

negative regulator, TSC2 [17, 27]. mTOR activation results in the phosphorylation of 

the serine/threonine kinase p70S6K and the translational repressor eukaryotic initiation 

factor (eIF) 4E binding protein (4E-BP1), which have an essential role in regulating cell 

growth and proliferation by controlling mRNA translation and ribosome biogenesis 

[28].  

To achieve normal cell growth and proliferation, it is critical for cells to have 

robust anti-growth signaling systems. AMPK has a major role as an anti-growth signal, 

since it is activated by p53, a sensor of DNA damage stress [29]. Recently, the 

genotoxic stress effect was further evaluated and it has been suggested that the 

inhibition of mTOR activity occurs through the p53-dependent upregulation of sestrins 

1 and 2 and consequent activation of AMPK [30]. These observations indicate that 

metformin acts synergistically with chemotherapeutic drugs that increase genotoxic 

stress through a convergent signaling of metformin-mediated LKB-1/AMPK activation 

and chemotherapeutic drug activation of sestrins, culminating in an increased AMPK 

activation and mTOR inhibition. Thus, the present study was designed to investigate 

whether metformin potentiates paclitaxel antitumor effects, a well known 

chemotherapeutic drug, as well as to observe whether these drugs share common 

intracellular signal transduction pathways and to determine whether these signaling 

systems modulate each other’s actions in different cancer cell lineages and in 

xenografted tumor cells in mice. 
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Methods 

 

Antibodies, Chemicals and Buffers 

The reagents and apparatus for sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting, dithiothreitol (DTT) and 

nitrocellulose membrane (0.45m) were from Bio-Rad (Richmond, CA, USA). Tris-

[hydroxymethyl]amino-methane (Tris), phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), Triton 

X-100, Tween 20, glycerol, and bovine serum albumin were from Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, MO, USA). Dimethyl sulfoxide (DMSO) was from Calbiochem (La Jolla, 

CA, USA). Aprotinin was from Amresco (Solon, OH, USA). Protein A-Sepharose 6 

MB was from Amersham (Buckinghamshire, UK). Sodium thiopental was from 

Cristália (Itapira, SP, Brazil), 2-Deoxy-D-glucose and Metformin (1,1-

Dimethylbiguanide hydrochloride) were from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Bavaria, 

Germany),  Paclitaxel was from  Laboratório Químico Farmacêutico Bergamo Ltda. 

(São Paulo, SP, Brazil). Anti-phospho-mTOR, anti-mTOR, anti-phospho-p70S6K, anti-

p70S6K, anti-phospho-4E-BP1, anti-4E-BP1, anti-phospho-AMPK, anti-AMPK, 

anti--actin and anti-acetyl-lys379-p53 antibodies for immunoblotting were from Cell 

Signaling Technology (Beverly, MA, USA) and anti-p53 and anti-SESN2 antibodies for 

immunoblotting were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 

 

Cell Culture 

The human breast cancer cell lines MCF-7 and A549 were obtained from ATCC, 

(Philadelphia, PA, USA). MCF-7 and A549 cells were cultured in DMEM containing 

10% fetal bovine serum without addition of antibiotics or fungicides. Both cell lines 

were maintained at 37°C in a humid atmosphere and 5% CO2. 
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MTT Assay 

Cells were seeded at a density of 2 x 104 cells/well in 24-well plates containing 

1mL of complete medium in triplicate. Cells were allowed to attach overnight, before 

treating with the indicated dose of metformin and paclitaxel for 24 hours. Subsequently, 

cells were treated with 0.3mg/mL of [3-[4,5-dimethylthazol-2-yl]-2,5-diphenyl 

tetrazolium-Bromide]  (MTT) for 4 hours and MTT-formazan conversion was analyzed 

by spectrophotometry at 570 nm after culture medium was removed and ethanol was 

added. 

 

Cell cycle analysis 

Cells were trypsinized, washed in PBS, centrifuged and pellets were fixed in 

200L of 70% ethanol and stored at -20°C until use. Cells were centrifuged and pellets 

ressuspended in 200L of PBS and 10g/mL of RNAse A was incubated for 1 hour at 

37°C. Subsequently, cells were ressuspended in propidium iodide solution (0.1% 

sodium citrate, 0.1% Triton X-100 and 50g/mL propidium iodide). Cell cycle analysis 

was performed by flow cytometry (FACScalibur). Data were analyzed using ModFit LT 

software. 

 

Human tumor xenograft models 

 SCID mice were provided by the State University of Campinas - Central 

Breeding Center (Campinas, SP, Brazil). Male SCID mice, approximately 4 weeks old 

and with a body weight of approximately 20 grams, were randomly selected and divided 

into four groups; Control, Metformin, Paclitaxel and Metformin + Paclitaxel. Animals 

were inoculated in the dorsal region, subcutaneously, with 1 x 106 cells of the lung 
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cancer cell line, A549. The mice had ad libitum access to food and water. Body weight 

was measured weekly and mice were monitored daily to check for the presence of 

palpable tumors. Once tumors became palpable, tumor volume (V) was calculated  daily 

by measuring the length (L) and width (W) of the tumor with calipers and using the 

formula V= {W x L x [(W+L)/2]}x 0.52. Each group contained at 10 animals. 

Treatments began when tumors reached 50-100mm3. Metformin was given daily 

by gavage at 500mg/kg body weight. Paclitaxel was given once a week by 

intraperitoneal injection of 10mg/kg body weight. At the end of experment, the mice 

were weighed and sacrificed, and their tumors were excised. Treatment-related toxicity 

was evaluated by means of serial weight measurements. All experiments were approved 

by the Ethics Committee of the State University of Campinas. 

 

Tissue extracts 

Mice were anesthetized with sodium amobarbital (15 mg/kg body weight, i.p.), 

and were used 10–15 min later, i.e. as soon as anesthesia was assured by the loss of 

pedal and corneal reflexes. Tumors were removed, minced coarsely and homogenized 

immediately in extraction buffer (1% Triton-X 100, 100 mM Tris, pH 7.4, containing 

100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM 

sodium vanadate, 2 mM PMSF and 0.1 mg of aprotinin/ml) at 4°C with a Polytron PTA 

20S generator (Brinkmann Instruments model PT 10/35) operated at maximum speed 

for 30 s. The extracts were centrifuged at 11,000 rpm and 4°C in a Beckman 70.1 Ti 

rotor (Palo Alto, CA) for 30 min to remove insoluble material, and the supernatants of 

these tissues were used. 

 

Protein analysis by immunobloting 
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Whole tissue extracts were treated with Laemmli sample buffer [31] containing 

100 mM DTT and heated in a boiling water bath for 4 min, after which they were 

subjected to SDS-PAGE (6.5-15% bis-acrylamide) in a Bio-Rad miniature slab gel 

apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond, CA, USA). For total 

extracts, similar-sized aliquots (50 μg protein) were subjected to SDS-PAGE.  

Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was performed for 

45 min at 120 V (constant) in a Bio-Rad miniature transfer apparatus (Mini-Protean), as 

described by Towbin et al. [32], except for the addition of 0.02% SDS to the transfer 

buffer to enhance the elution of high molecular mass proteins. Nonspecific protein 

binding to the nitrocellulose was reduced by preincubating the filter for two hours at 

room temperature in blocking buffer (5% nonfat dry milk, 10 mM Tris, 150 mM NaCl 

and 0.02% Tween 20). The nitrocellulose blot was incubated with the indicated 

antibodies, diluted in blocking buffer (0.3% BSA instead of nonfat dry milk) overnight 

at 4°C and then washed for 20 min with blocking buffer without milk. The blots were 

subsequently incubated with 0.8x10-4g/L of anti-rabbit or anti-mouse Horseraddish 

peroxidase (HRP) (Thermo Scientific Rockford, IL, USA) in 10 ml of blocking buffer 

for 2 h at room temperature and then washed again for 30 min, as described above. The 

membranes were then incubated with  2mL Luminol (Thermo Scientific Rockford, IL, 

USA) for 5 minutes.  Antibodies were detected by autoradiography using preflashed 

Kodak XAR film with Cronex Lightning Plus intensifying screens. Band intensities 

were quantified by optical densitometry of developed autoradiographs using Scion 

Image software (Scion Corporation, Frederick, MD, USA).  

Immunohistochemistry 
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To detect Ki-67, microwave postfixation was carried out using a domestic oven 

(Panasonic Junior) at 700 W, which was delivered to slides immersed in 0.01 mol/l 

citrate buffer, pH 6.0, in two 7-min doses separated by a 2-min break, which allowed for 

buffer replenishment. The slides were allowed to cool to room temperature before being 

removed from the oven. Sections were then incubated at room temperature for 1 h with 

primary monoclonal mouse anti-human Ki-67 clone MIB-1 from Dako (Glostrup, 

Denmark) (diluted 1:100). The antibodies for Ki-67 were applied overnight. The slides 

were then incubated with avidin-biotin complex LSAB+ Kit from Dako Cytomation 

(Carpinteria, CA, USA) for 30 min followed by the addition of diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB) as a substrate-chromogen solution. After hematoxylin 

counterstaining and dehydration, the slides were mounted in Entellan from Merck 

(Darmstadt, Germany). The experiments were performed at least in triplicate for each 

mouse. 

 

TUNEL assay 

Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin–d UTP Nick End Labeling 

(TUNEL) staining was performed using a commercial apoptosis detection kit (Roche), 

according to the recommendations of the manufacturer. 

 

Statistical analysis 

Data are presented as means ± SEM of at least three independent experiments. 

All groups were studied in parallel and differences between groups were analyzed using 

ANOVA, as appropriate.  The level of significance adopted was P<0.05. 
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Results 

 

Metformin activates AMPK and inhibits mTOR in MCF-7 breast cancer cells and 

A549 lung cancer cells.  

To examine the effect of metformin on cancer cell growth, MCF-7 breast cancer 

and A549 lung cancer cell lines were treated with various concentrations of metformin 

(1-50mM) for different periods of time (0-8 hours). Metformin treatment resulted in the 

activation of AMPK, with increased phosphorylation of AMPKα at Thr-172 in a time 

and dose-dependent manner. Activation of AMPK is associated with decreased 

activation of mTOR and p70S6K, a critical translational pathway for protein synthesis 

[10]. Metformin treatment resulted in attenuated activation of mTOR, as shown by the 

decreased phosphorylation of mTOR, p70S6K and 4E-BP1, in a time and dose-

dependent manner in treated cancer cells, compared to untreated cells (Figure 1A-D). 

We also observed the effect of 2-deoxy-D-glucose (2-DG), another AMPK 

activator, in both cell lines at various concentrations, and for different periods of time. 

As observed for the metformin treatment, 2-DG led to activation of AMPK  and 

inactivation of the mTOR signaling pathway (Supplementary Figure 1). 

 
 

Paclitaxel activates AMPK and inhibits mTOR in MCF-7 breast cancer cells and 

A549 lung cancer cells. 

 In order to investigate the mechanisms underlying the anti-proliferative effects 

of paclitaxel, we characterized the effects of paclitaxel on AMPK and the mTOR 

pathway. As recently reported, genotoxic stress increases the amount of sestrins, and 

this effect leads to AMPK activation [30]. Our results show that paclitaxel treatment 

increased the acetylation of p53 at Lys-379, as well as the amount of SESN2 in a time 
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and dose-dependent manner in both cell lines. Paclitaxel treatment also resulted in 

increased phosphorylation of AMPK at Thr-172, in a time and dose-dependent 

manner. The increased activation of AMPK led to inactivation of mTOR as evidenced 

by diminished phosphorylation of mTOR, p70S6K and 4E-BP1 also in a time and dose-

dependent manner (Figure 1E-H).  

 

Effect of combined treatment of AMPK activators and paclitaxel on cancer cell 

lines 

Since treatments with AMPK activators alone and paclitaxel alone were found to 

activate AMPK and inhibit mTOR, we next sought to determine the effects of the 

combined treatment of AMPK activators with paclitaxel on MCF-7 and A549 cells. 

These experiments were performed using the best doses and time for each drug, as 

established previously (all treatments were performed for 6 hours with corresponding 

doses of 10mM for metformin, 10mM for 2-DG and of 1M for paclitaxel). In  MCF-7 

cells, as shown in Figure 2A, paclitaxel treatment, but not metformin or 2-DG 

treatment, led to an increase in acetyl-Lys379 p-53, as well as an increase in the amount 

of sestrin 2 (Figure 2B). This increase in sestrin 2 in paclitaxel-treated cells was 

followed by an increase in the phosphorylation of Thr-172 of AMPK (Figure 2C) and 

inhibition of mTOR (Figure 2D), and its downstream targets, p70S6K (Figure 2E) and 

4E-BP1 (Figure 2F), when compared to metformin or 2-DG treatments alone. In A549 

cells, we also observed an increase in acetyl-Lys379 p-53 and in the amount of sestrin 2 

only in the paclitaxel-treated cells (Figure 2G and 2H), and this was correlated with an 

increase in the Thr-172 phosphorylation of AMPK (Figure 2I) and decrease in the 

activation of mTOR (Figure 2J) and its downstream targets, p70S6K (Figure 2K) and 



 
 

58 
 

4E-BP1 (Figure 2L), when compared to control and metformin and 2-DG treatments 

alone. 

Metformin and paclitaxel inhibit cell viability 

To examine the effects of metformin and paclitaxel on cancer cell growth, we 

treated MCF-7 and A549 cell lines with metformin or paclitaxel alone or in combination 

and cell viability was determined by MTT assay. As shown in Figure 3 (A and B), both 

metformin and paclitaxel inhibited cell viability, as related to control, and the combined 

treatment were more effective than either treatment alone. MCF-7 breast cancer cells, 

when treated with metformin demontrated a 23% reduction in cell viability and a 37% 

reduction when treated with paclitaxel. In contrast, the combination of both drugs led to 

a 44% reduction in cell viability. A549 lung cancer cells presented similar results, with 

a 40% reduction when treated with metformin, a 35% reduction after paclitaxel 

treatment and a 50% reduction with the combined treatment.   

 

Effect of metformin and paclitaxel on cell cycle 

To evaluate the mechanism of proliferation inhibition by metformin and 

paclitaxel, the cell cycle profile was analyzed by flow cytometry after treatment with 

metformin or paclitaxel alone, or the combination of the drugs. Control treatment 

presented the majority of cells in the G1-phase of the cell cycle (MCF-7 72.7%, A549 

73.2%), a very small  part in the G2/M-phase (MCF-7 4.7%, A549 5.5%) and the rest of 

the cells were found to be in the S-phase (MCF-7 22.5%, A549 21.2%).  Metformin 

treatment resulted in an increase in the number of cells in the G1-phase (MCF-7 83%, 

A549 81.2%) with a slight increase in the number of cells in the G2/M-phase (MCF-7 

8.6% A549 6.8% ) and a reduction in the number of cells in the S-phase in both cell 

lines (MCF-7 8%, A549 12%). Paclitaxel treatment, as expected, caused an increase in 
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the number of cells in the G2/M-phase (MCF-7 15.4%, A549 16%) with a reduction in 

the number of cells in the G1-phase (MCF-7 69.6%, A549 67.6%) and in the S-Phase 

(MCF-7 15%, A549 16.4%) in both cell lines (Figure 3C and D).  

 The combined treatment of metformin and paclitaxel resulted in a synergistic 

effect of G2/M cell cycle arrest. Cells treated with metformin and paclitaxel 

demonstrated a reduction in G1-phase, compared to either treatment alone (MCF-7 

40.1%, A549 39.2%). Combined treatment also resulted in an increased number of cells 

in the S-phase compared to metformin treatment alone (MCF-7 16.4%, A549 15.4%). 

Finally, when we analyzed the G2/M-phase, we observed a significant increase in the 

number of cells in these phase in the metformin combined with paclitaxel treatment, as 

compared to either treatment alone (MCF-7 43.5%, A549 45.4%). Thus, Figure 3 C and 

D show an increase in cell cycle arrest in the G2/M-phase, during the combined 

treatment of metformin and paclitaxel and a decrease in the G1-phase, indicating that 

cells submitted to the combined treatment were no longer undergoing division. 

 

The effect of metformin and paclitaxel on A549 tumors grown in SCID mice 

 Xenografted SCID mice were treated with control vehicle, metformin, paclitaxel, 

or metformin+paclitaxel. Treatments began when the tumors presented an average size 

of 50 mm3 and tumor growth rate was measured daily after the beginning of the 

treatment. Fig. 4A shows that metformin+paclitaxel is clearly more effective in reducing 

tumor growth, as compared with either paclitaxel alone, metformin alone, or the control. 

For the entire experiment, the animals treated with metformin+paclitaxel presented 

almost no tumor growth, with the final tumor volume of 64mm3 being very close to the 

tumor volume at the beginning of the treatment, as compared with the final volumes of 
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the control (363mm3), metformin (189mm3) and paclitaxel (139mm3) as shown in 

Figure 4B.  

The reduced tumor growth following metformin+paclitaxel treatment is due to 

the reduced proliferation of tumor cells, as demonstrated by Ki67 quantification (Figure 

4C and D) and increased apoptosis, as quantified by TUNEL staining (Figure 4E and F). 

In the control group, Ki67 positive cells were 25.5% (± 2.8) of the total, in metformin 

these cells were 13.4% (± 1.1), while in paclitaxel these cells were 10.8% (± 1.2) and 

metformin+paclitaxel presented 7.2% (± 0.4) Ki67 positive cells. The results of the 

TUNEL staining experiments show that the control group presented a 9.5% (± 1.1) 

apoptosis, while metformin apoptosis was 16.7% (± 4.5), and with paclitaxel apoptosis 

was 31.8% (± 1.8) and metformin+paclitaxel presented a 35.9% (± 4.8) apoptosis. 

These data are consistent in demonstrating that there is a significant advantage in the use 

of combination treatment with metformin+paclitaxel, as compared with treatment with 

either agent alone.  

 

Effect of metformin, paclitaxel and metformin+paclitaxel treatment on AMPK and 

the mTOR pathway in A549 xenografts 

 As treatment with metformin+paclitaxel inhibited tumor growth, we sought to 

determine AMPK and mTOR pathway activation status in the tumor tissue of animals 

treated with metformin, paclitaxel and metformin+paclitaxel. Figure 5A shows that both 

treatments with paclitaxel resulted in a higher acetylation of Lysine 379 of p-53 and 

increased quantity of SESN2, as compared to control or metformin (Figure 5B). The 

phosphorylation of AMPK at Thr172 was also higher in the metformin+paclitaxel 

treatment, when compared to paclitaxel alone, metformin alone or control (Figure 5C). 



 
 

61 
 

Both treatments with paclitaxel and metformin also activated AMPK, as compared to 

the control. Similarly, phosphorylation of mTOR (Figure 5D), and its direct substrates 

p70S6K (Figure 5E) and 4E-BP1 (Figure 5F), were reduced following 

metformin+paclitaxel treatments. 
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DISCUSSION 

 In the present study, we show that the combination of metformin and paclitaxel 

has a major antitumor effect in vivo and induces massive cell cycle arrest in vitro. These 

effects are correlated with a potent activation of AMPK. Our results show that 

metformin, which induces a moderate decrease in ATP levels [33], is able to produce 

molecular activation of AMPK and inactivation of mTOR signaling in breast and lung 

cancer cells, whilst paclitaxel, through activation of p53 and sestrins, yields similar 

effects to metformin. Combined treatment with metformin and paclitaxel leads to a 

quantitative increase in AMPK activation and a drastic reduction of molecular signaling 

through the mTOR pathway. Likewise, the combination of paclitaxel with 2DG, which 

like metformin, leads to intracellular ATP depletion [34-35], severely inhibited the 

mTOR signaling pathway. 

 It was initially demonstrated that meformin was capable of reducing 

proliferation in different types of cancer including, prostate, colon and breast cancer cell 

lines. Subsequently, in vivo experiments with metformin resulted in tumor growth 

inhibition of up to 55% [12, 36]. In accordance with these data, we herein show that 

metformin treatment resulted in a reduction of A549 and MCF-7 cell viability and a 

decreased tumor volume of A549 tumor when xenografted in SCID mice, of 

approximately 50%. These effects were paralleled by a decrease in the central regulator 

of cell growth and survival, mTOR signaling pathway, as measured by p70S6K and 

4EBP-1 phosphorylation. 

 The mechanisms by which cells protect their genetic material during genotoxic 

stress include the alert of checkpoint proteins and arrest of cell growth and proliferation 

[37-38]. The major cellular stress-sensing molecule is p53, which halts cell growth and 
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proliferation by increasing sestrins, thus leading to activation of AMPK and inhibition 

of mTOR [29-30]. Here we show that paclitaxel induces p53 acetylation in the cancer 

cells and activates AMPK. AMPK activation resulted in decreased mTOR pathway 

activity; this effect may be related to the reduction of cell metabolism that is observed 

during prolonged mitosis, induced by paclitaxel. 

Intracellular interactions between different signaling systems may function as 

mechanisms for enhancing or counter-regulating signaling pathways. In the case of 

metfomin, the cross-talk with paclitaxel-induced signaling pathways resulted in direct 

interactions between these drug-induced signaling systems at the level of AMPK. 

Simultaneous treatment with both drugs led to increased phosphorylation of AMPK and 

a drastic reduction of mTOR signaling pathway. These results suggest that the positive 

cross-talk between metformin and paclitaxel-induced signaling was due to additive 

effects on AMPK activation. 

 The mTOR pathway is a crucial pathway, downstream of several growth factor 

receptors including EGF, PDGF, KIT and IGF1R, which coordinate tumor growth [39-

40]. The deregulated mTOR pathway is very frequent in human cancer. These 

alterations include mutational activation of the p110 subunit of PI3K, loss of PTEN 

function, overexpression of PI3K, Akt, eIF4E and p70S6K as well as inactivation of 

tuberous sclerosis 1 or 2 [39-40]. More recently, it was also established that the mTOR 

pathway can be inactivated by AMPK, which acts through a PI3K-independent 

mechanism.  

 The susceptibility of cancer cells to PI3K inhibitors is highly determined by the 

presence of mutations in components of the PI3K/Akt/mTOR pathway [41]. In contrast, 

our results showed that a drastic reduction of the mTOR pathway, elicited by the 
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combination of metformin and paclitaxel, yields decreased cell viability in both MCF-7, 

which has a mutational activation of the PI3K catalytic subunit, and A549 cells, which 

does not harbor genetic alterations in the PI3K/Akt/mTOR pathway. Since the mTOR 

pathway is essential to cell metabolism and growth, and delayed mitosis induced by 

paclitaxel is associated with a reduction in gene transcription, our data suggest that the 

cancer cells may be “pathway addicted”, independently of harboring a mutation in the 

PI3K/Akt/mTOR pathway during paclitaxel-induced cell cycle arrest. 

 Toxicity elicited by paclitaxel has been linked to irreversible tubulin 

polymerization, a cell cycle block at the metaphase–anaphase transition, and cell death 

[42-44]. On the other hand, in addition to the metabolic activity of AMPK, there is 

growing evidence that AMPK has a crucial role in the establishment of cell division, 

and it has been suggested that AMPK may be essential in the coordination between the 

sensing of energy resources and genome division [45-47]. Our results show that the 

combination of metformin and paclitaxel has an additive effect on cell viability and, in 

accordance with a previous study that combined two activators of AMPK, metformin 

and 2-DG, we observed a compelling accumulation of cells in G2/M [33]. Since gene 

transcription is silenced during mitosis and paclitaxel plus metformin induced a more 

prolonged division, our results suggest that this event leads to a greater decrease in cell 

viability.  

In conclusion, we observed a convergence of paclitaxel- and metformin- induced 

signaling at the level of AMPK. This mechanism illustrates how different drugs may 

cooperate to augment anti-growth signals, and suggests that target activation of AMPK 

by metformin may be a compelling ally in cancer treatment. 
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Figure Legends 

 

Figure 1 

Metformin and paclitaxel activate AMPK and inhibit mTOR  in MCF-7 and A549 

cells. A MCF-7 cells were treated with 10mM metformin for the indicated time and B 

for 6 hours with the indicated doses, the lysates were immunoblotted with the indicated 

antibodies. C A549 cells were treated with 10mM metformin for the indicated time and 

D for 6 hours with the indicated doses, the lysates were immunoblotted with the 

indicated antibodies. E MCF-7 cells were treated with 1uM paclitaxel for the indicated 

time and F for 6 hours with the indicated doses, the lysates were immunoblotted with 

the indicated antibodies. G A549 cells were treated with 1uM paclitaxel for the 

indicated time and H for 6 hours with the indicated doses, the lysates were 

immunoblotted with the indicated antibodies. Data are representative of at least 3 

experiments.  

 

Figure 2 

Effect of combined treatment with 2-DG, metformin and paclitaxel on MCF-7 and 

A549 cells. Cells were treated with 10mM metformin, 10mM 2-DG and 1uM paclitaxel 

for 6 hours. After 6 hours, cells were prepared as described in Methods. The lysates of 

MCF-7 cells were immunoblotted (IB) with A Acetyl-Lys-379 p53 and p53. B  SESN2 

and -actin. C pAMPK and AMPK. D pmTOR and mTOR. E pp70S6K and 

p70S6K. F p4E-BP1 and 4E-BP1.  The lysates of A549 cells were immunoblotted (IB) 

with G Acetyl-Lys-379 p53 and p53. H SESN2 and -actin. I pAMPK and AMPK. 

J pmTOR and mTOR. K pp70S6K and p70S6K. L p4E-BP1and 4E-BP1.  Data (mean ± 
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SEM; n = 3 experiments in triplicate) are presented as relative to control (* p ≤ 0,05 vs 

control; # p ≤ 0,05 vs paclitaxel; ‡ p ≤ 0,05 vs metformin) 

 

Figure 3 

Metformin and paclitaxel inhibit cell viability. A Cell viability of MCF-7 cells 

treated with metformin (10mM) alone, paclitaxel (1uM) alone, or metformin and 

paclitaxel, as  measured by  MTT assay. Cells were treated for 24hours with respective 

drugs. Data (mean ± SEM; n = 3 experiments in triplicate) are presented as relative to 

control (* p ≤ 0.05 vs control; # p ≤ 0.05 vs paclitaxel; ‡ p ≤ 0.05 vs metformin). B Cell 

viability of A549 cells treated with metformin alone (10mM), paclitaxel alone (1uM) or 

metformin and paclitaxel, as measured by MTT assay. Cells were treated for 24hours 

with respective drugs. Data (mean ± SEM; n = 3 experiments in triplicate) are presented 

as relative to control (* p ≤ 0.05 vs control; # p ≤ 0.05 vs paclitaxel; ‡ p ≤ 0.05 vs 

metformin). C Cell cycle analysis of MCF-7 cells treated with metformin (10mM) 

alone, paclitaxel alone (1uM) or metformin and paclitaxel, as measured by flow 

cytometry (FACScalibur). Cells were treated for 24hours with respective drugs. D Cell 

cycle analysis of A549 cells treated with metformin (10mM) alone, paclitaxel (1uM) 

alone or metformin and paclitaxel, as measured by flow cytometry (FACScalibur). Cells 

were treated for 24hours with respective drugs. 

 

 

Figure 4 

Metformin and paclitaxel synergize in vivo to reduce A549 tumor growth. 1.0 x 106 

A549 cells were injected subcutaneously into the flank of SCID mice. Once the tumor 

reached 50-100 mm3, treatments were initiated, as indicated in Methods, n=10 mice per 
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group. Data are presented as means ± SEM. A Tumor growth was measured daily after 

beginning treatment. B Tumor volume after 3 weeks of treatment. C Representative 

microphotograph of Ki-67 staining on tumor sections (arrows indicate positive Ki-67 

staining). D Graph of % Ki-67-positive cells per field, 4 fields per tumor section, mean 

± SEM. E Representative microphotograph of TUNEL staining on tumor sections. F 

Graph of %TUNEL-positive nuclei of cells per field, 4 fields per tumor section, mean ± 

SEM. (* p ≤ 0.05 vs control; # p ≤ 0.05 vs paclitaxel; ‡ p ≤ 0.05 vs metformin). 

 

Figure 5 

Metformin and paclitaxel activate AMPK and inhibit mTOR in vivo. Mice bearing 

A549 xenografts were treated with metformin or paclitaxel alone or in combination, as 

described in Methods. The A549 tumor lysates were immunoblotted (IB) with A 

Acetyl-Lys-379 p53 and p53. B SESN2 and -actin. C pAMPKand AMPK. D 

pmTOR and mTOR. E pp70S6K and p70S6K. F p4E-BP1 and 4E-BP1.  Data (mean ± 

SEM; n = 8) are presented as relative to control (* p ≤ 0.05 vs control; # p ≤ 0.05 vs 

paclitaxel; ‡ p ≤ 0.05 vs metformin). 

 

Supplemental Figure1 

2-DG activates AMPK and inhibits mTOR  in MCF-7 and A549 cells. A MCF-7 

cells were treated with 10mM 2-DG for the indicated time and B for 6 hours with the 

indicated doses, the lysates were immunoblotted with the indicated antibodies. C A549 

cells were treated with 10mM 2-DG for the indicated time and D for 6 hours with the 

indicated doses, the lysates were immunoblotted with the indicated antibodies. Data are 

representative of at least 3 experiments. 
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Figure Supplementar 1 
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CONCLUSÕES 

 

 A ativação de AMPK modula negativamente a via da mTOR em linhagens 

adenocarcinoma de mama e de carcinoma de pulmão. 

 O paclitaxel ativa a AMPK e modula negativamente a via da mTOR, através de 

ativação de p53 e de aumento na quantidade de sestrina 2 em linhagens de 

adenocarcinoma de mama e carcinoma de pulmão. 

 A associação entre paclitaxel e ativadores da AMPK causa parada no ciclo 

celular na fase G2/M e possui efeito aditivo na ativação de AMPK e na inibição da via 

da mTOR. A ativação da AMPK e inibição da via da mTOR ocorre através do estresse 

genotóxico, com ativação de p53 e aumento na quantidade de sestrina 2, em linhagem 

de adenocarcinoma de mama e carcinoma de pulmão. 

 O crescimento tumoral de células de carcinoma de pulmão em animais tratados 

com paclitaxel e metformina foi significativamente menor do que os tratamentos 

isolados. Essa redução no crescimento tumoral deve-se principalmente à menor 

proliferação das células e também ao maior índice de apoptose observado no tratamento 

combinado. 

  

CONCLUSÃO GERAL 

 

No presente trabalho nós apresentamos evidências de ativação da AMPK 

induzida através da convergência de sinalização entre metformina e paclitaxel. Esse 

mecanismo ilustra como diferentes drogas podem cooperar para aumentar os sinais 

inibitórios de crescimento, e sugerem que a ativação da AMPK pela metformina como 

alvo principal pode ser um potente aliado no tratamento do câncer. 
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