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RESUMO

O objetivo desse trabalho € avaliar os potenciais efeitos da metformina no
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (HNSCC) e realizar um estudo de
revisdo sistematica para evidenciar os potenciais efeitos clinicos da metformina no
tratamento dessa doenca. Para subsidiar essa analise, utilizaram-se linhagens de
células de carcinoma espinocelular de boca (SCC9 e SCC-25) e orofaringe (FaDu).
Para efeito de comparacdo e controle, utilizou-se as linhagens de carcinoma
espinocelular cervical (HeLa) e queratinécito humano (HaCat). Um teste de
viabilidade celular mensurou a porcentagem de citotoxicidade celular nessas
linhagens e por meio dele foi calculada a concentragdo capaz de inibir 50% das
células (CI50). Para verificar se a metformina era seletiva para o HNSCC, o indice
de seletividade tumoral foi calculado. A fim de averiguar o papel da metformina na
regulacao do ciclo celular, a citometria de fluxo quantificou a porcentagem de células
paralisadas nas fases GO/G1, S e G2/M. Os resultados obtidos demonstraram que a
metformina tem um maior efeito citotoxico nas linhagens FaDu, SCC-9 e Hela,
entretanto esse tratamento ndo foi seletivo apenas para as linhagens neoplasicas,
sendo citotoxico também para a HaCat. Nao houve diferenca na paralisacdo do ciclo
celular entre as células controle e as tratadas. Apenas 3 estudos associavam 0 usO
da metformina ao HNSCC. Apesar disso, esses estudos relataram melhora na
sobrevida global, sobrevida livre de doenca e diminuicdo na metastase locorregional.
Portanto, houve evidéncias de uma associacdo entre o uso de metformina e a
melhora do prognéstico no HNSCC. Outros estudos serdo necessarios para
comprovar o efeito in vitro da metformina e as evidéncias clinicas e epidemiol6gicas

desse farmaco no risco do HNSCC.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the potential effects of metformin in head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and conduct a systematic review study
to highlight the potential clinical effects of metformin in the treatment of this disease.
To support this analysis, we used squamous carcinoma cell lines mouth (SCC9 and
SCC-25) and oropharynx (FaDu). For compare and control, was used the cervical
squamous cell carcinoma cell lines (HeLa) and human keratinocyte (HaCaT). A cell
viability assay measured the percentage of cellular cytotoxicity by these cell lines and
it was calculated the concentration capable of inhibiting 50% of the cells (IC50). To
verify that metformin was selectively to HNSCC, tumor selectivity index was
calculated. In order to investigate the role of metformin in cell cycle regulation, flow
cytometric quantify the percentage of cells in the paralyzed phase GO/ G1, S and G2
/ M. The results showed that metformin has a greater cytotoxic effect on FaDu cell
lines, HeLa and SCC-9, however this treatment is not selective for only the neoplastic
cell lines, and is also cytotoxic to HaCaT. There was no difference in the arrest of the
cell cycle between the control and the treated cells. Only 3 studies linked the use of
metformin with HNSCC. Nevertheless, these studies reported improvement in overall
survival, disease-free survival and decreased locoregional metastasis. Therefore,
there was evidence of an association between improvement in the prognosis of
HNSCC and use of metformin. Further studies are needed to confirm the in vitro
effect of metformin and the clinical and epidemiological evidence that drug in the risk
of HNSCC.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A relacdo entre cancer e metabolismo esta sendo estudada ha tempos. Em 1924,
o bioquimico aleméao Otto Warburg prop6s que o cancer é causado pela alteracéo do
metabolismo no processamento de energia na célula: “O cancer, mais do que todas
as outras doencas, tem inUmeras causas secundarias. Entretanto, ha apenas uma
causa nobre: a substituicdo da respiracdo oxidativa das células normais do corpo
através da fermentacdo de agucar” (Warburg, 1956). A conversao excessiva de
glicose com concomitante producdo de lactato é chamada de "efeito Warburg"
(glicolise aerdbica) e é caracteristico das células malignas (DeBerardinis et al., 2008,
Vander Heiden et al., 2009). A dificuldade no controle do fluxo glicolitico apenas em
células malignas sem prejudicar as células normais para eliminar o cancer é
evidente. Assim, a restricdo calérica emergiu como uma estratégia natural para

atenuar o crescimento tumoral.

Varios medicamentos incluindo a metformina, sulfonilureias, tiazolidinedionas,
foram observados por afetar a morbidade e progndstico do cancer (He et al., 2012,
He et al., 2011). A metformina, em especial, desempenha importante funcdo no
metabolismo da glicose: suprime a producdo hepética da glicose e aumenta a
sensibilidade a insulina (o chamado efeito sistémico); reduz a lipolise em adipécitos
e a absorcéo de glicose a partir do intestino (Campbell et al., 2007, Detaille et al.,
2002). Além disso, embora o mecanismo de acdo exato da metformina ndo seja
totalmente compreendido, o tratamento melhora o controle glicémico e diminui a
resposta inflamatoria (Bulcdo et al., 2007, Fidan et al., 2011), evitando o potencial

efeito tumoral proliferativo (Yin et al., 2013).

A metformina é um farmaco amplamente utilizado para tratamento do diabetes
mellitus do tipo 2 (Giovannucci et al., 2010, Knowler et al., 2002). O seu uso em
pacientes diabéticos tem sido associado a diminuicdo da incidéncia e mortalidade
por cancer (Noto et al., 2012, Franciosi et al., 2013, Sandulache et al., 2013). Em
alguns estudos, a metformina inibe a proliferacdo celular em varias neoplasias
humanas, incluindo o carcinoma gastrico (Kato et al., 2012), o cancer de pancreas
(Bao et al., 2012), o cancer medular da tiredide (Klubo-Gwiezdzinska et al., 2012), o
carcinoma de mama (Zhuang et al., 2011) e o carcinoma endometrial (Tan et al.,

2011). A metformina também suprimiu o crescimento tumoral em modelo animal de



cancer de ovario (Rattan et al., 2011), de melanoma (Janjetovic et al., 2011), de
cancer da prostata (Ben Sahra et al., 2008) e de carcinoma de mama (Anisimov et
al.,2005).

A reducdo do crescimento das células tumorais em resposta ao uso da
metformina é causada em parte pela inibicdo da atividade do mTORC1 (Pollak,
2010), pela ativacdo do seu principal regulador e sensor critico de bioenergia
celular: a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (Zakikhani et al., 2006, Dowling
et al., 2007, Pollak, 2010). A tensdo metabdlica produzida pela metformina conduz a
uma alta taxa de AMP/ATP, desencadeando assim a ativacdo de AMPK e a inducao
da sintese da proteina LKB1(Kuhajda, 2008). Um dos efeitos dessa ativacdo € a

preservacao de energia celular e producédo de mais ATP (Canto, et al. 2009).

A ativacdo da AMPK induz a fosforilagdo do gene supressor de tumor TSC2 e o
RAPTOR, uma subunidade de ligagdo do mTORC1, resultando na inibicdo do alvo
da rapamicina em mamiferos, o mMTOR. A via do mTOR desempenha um papel
fundamental no controle do crescimento e metabolismo celular, que sdo eventos
importantes na progressdao do cancer (Shaw, 2009). Portanto, sugere-se que a
metformina possa ser utilizada para a gestdo metabdlica do cancer (Sikka et al.,
2012).

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (HNSCC), a maioria dos quais
surgem na cavidade oral, configura um dos principais problemas de saude publica
(Vitale-Cross et al., 2012). O cancer de boca e faringe, juntos, sdo o sexto tipo de
cancer mais comum no mundo, com alta incidéncia especialmente no sul e
sudeste asiaticos, partes da Europa ocidental e oriental e partes da América do
Sul (Warnakulasuriya, 2009). Segundo a estimativa de incidéncia para o ano de
2014 s6 na cavidade oral somaram-se 11.280 casos para homens e 4.010 para
mulheres, 0 que representa o sétimo tipo de cancer mais incidente em ambos os
sexos no Brasil. A distribuigcdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2014 por sexo (exceto o cancer de pele ndo melanoma), tem o da
cavidade oral ocupando a quinta posicdo e o de laringe a sétima posicao, para
homens (INCA, 2014).



O HNSCC compreende tumores da mucosa do trato aerodigestivo superior como
cavidade oral (labio, rebordo alveolar, mucosa bucal, trigono retromolar, assoalho da
boca e lingua), orofaringe, laringe e faringe (Warnakulasuriya, 2009, Belcher et al.,
2014). Dentre este subtipo constata-se que 48% dos casos sao de cancer de boca e
gue 90% destes podem ser classificados como carcinoma espinocelular (Jemal et
al., 2009, Cooper et al., 2009).

Os principais fatores de risco para o HNSCC sédo o alcool e o tabaco. Vérios
estudos confirmam o risco associado a estes dois habitos de vida (Petti, 2009;
Warnakulasuriya, 2009). Outro fator de risco comum nesse tipo de cancer é a
infeccdo associada ao Papilomavirus Humano (HPV), razdo pela qual as vias de
carcinogénese sao diretamente influenciadas pela expressdo da proteina pl6
(Molinolo et al., 2012, Gillison et al., 2012; Thavaraj et al., 2011). O papel desse
virus na carcinogénese oral tem sido estudado desde meados da década de 80, mas
a percepcdo de uma epidemia emergente de HNSCC associados ao HPV é

relativamente recente (Chaturvedi et al., 2008).

O tratamento para esse tipo de carcinoma compreende a quimioterapia,
radioterapia e resseccao cirurgica tumoral. A deteccdo na fase inicial do HNSCC
oferece a melhor oportunidade para um bom progndstico. Entretanto, em razédo da
deteccdo da doenca em estagio avancado, a taxa de sobrevivéncia € de cinco anos
(Clark et al., 2010). Avancos no tratamento do HNSCC tém incluido a melhoria dos

cuidados clinicos para esses pacientes (Belcher et al., 2014).

Inibir o crescimento tumoral e a metastase, centrando-se em alvos de
proteinas especificas ou nas vias de transducdo de sinais, sdo algumas das
novas abordagens. Agentes alvos para melhorar a eficacia da terapia atual
incluem inibidores do EGFR (Cetuximab, Zalutumumab, Panitumummab),
inibidores da EGFR tirosina-quinase (Gefitinib, Erloitinib), inibidores de VEGF
(bevacizumab, Vandetanib), e varios inibidores de, por exemplo, Src-quinase,
MmTOR, PARP, proteassoma, COX e proteina de choque térmico (Kundu et al.,
2012).



1.1 Carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco: VIAS DE
CARCINOGENESE

A via PIBK/AKT/mTOR é uma rede de cascata de sinalizagdo em células de
mamiferos, cujas operac¢Bes coordenadoras promovem importantes atividades
celulares. Essa via desempenha um papel critico na sobrevivéncia e crescimento de
células malignas (Martelli et al., 2010). A rede oncogénica mTORC1 tem a funcao de
reprogramacao metabolica progressiva, que favorece a biossintese, proliferacéo,

sobrevivéncia e metastase (Zoncu et al., 2011).

A ativacdo do mTORCL1 pode resultar na atividade exacerbada do receptor do
EGF (EGFR), que é superexpresso no HNSCC. Esse processo resulta na
fosforilacdo e ativacdo da quinase lipidica PI3K ou na regulacdo negativa da
expressdo da proteina supressora de tumor pTEN. A pTEN atua como uma
fosfatase lipidica que inibe a acumulagcdo do produto enzimatico da PI3K,
fosfatidilinositol (3,4,5) —trifosfato (PIP3) (Molinolo et al., 2009). A PI3K é uma
quinase lipidica que controla a formacao de diferentes complexos de sinalizacéo

sobre a membrana das células (Carnero et al., 2008).

A acumulacéo de PIP3 estimula a quinase Akt, que inativa o complexo protéico
supressor de tumor TSC1/TSC2, levando a estimulacdo da expressédo de GTP ligada
a Rheb, que por sua vez ativa 0 mTOR como parte do complexo de quinase do
MTORC1(Sengupta et al., 2010). Além disso, essa acumulagéo resulta na ativacao
do PI3K e por consequéncia a ativacdo de PDK1 quinase. A PDK1 fosforila
posteriormente a AKT serina/treonina, resultando na ativacdo de AKT, que por sua
vez ativa e induz a fosforilagdo de mdltiplos substratos, inclusive os complexos do
MTOR, ocasionando a geracdo de sinais de proliferacdo e sobrevivéncia celular
(Leemans et al., 2011). (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da via PIBK/AKT/PTEN/mTOR. Por meio da ativagdo da PI3K acoplada a
receptores tirosina-quinases, a fosforilacdo de PIP2 para PIP3 desencadeia inUmeras sinalizacdes
em proteinas envolvidas na via do mTOR, importante proteina responsavel pela proliferacéo,

apoptose e sobrevivéncia celular (Leemans et al., 2011).

s

Além desses mecanismos ja elucidados, € importante destacar que o
aumento da expressdo do EGFR no HNSCC tem sido correlacionado a diminuicao
da sobrevida dos pacientes, independentemente da terapia primaria (Grandis et al.,
1998). O EGFR é um componente essencial das vias de transducao de sinais que
regulam o crescimento do tumor, a sobrevivéncia, a migracdo e a resisténcia ao
tratamento quimioterapico (Fischer et al., 2003). Dessa forma, a intensidade da
duracdo da transativacdo do EGFR pela ativacdo de varios estimulos extracelulares
determina as diferentes respostas das células malignas frente aos tratamentos
oncolégicos (Hart et al., 2005; Bhola et al., 2008). Essa transativacdo de EGFR tem
papel fundamental na regulacdo de muitos processos bhioldgicos importantes, tais
como a progressado tumoral, sendo realizada pelos receptores acoplados a proteina
G (GPCR) (Blobel et al., 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Transativacdo do EGFR induzida por GPCR. Os GPCRs induzem a transativacao
do EGFR pelos varios mediadores, incluindo SRC quinases, Ca2 +, a proteina quinase C (PKC) e
PKA. A transformacdo de proHB-EGF em HB-EGF, que ocorre pela clivagem de matriz
metaloproteinases (MMP), é necessaria para a ativagcdo da proteina EGFR e consequente transdugéo
da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK), que é largamente envolvida na expresséo do

gene e proliferacéo celular (Lapano, Maggiolini, 2011).

Os GPCRs sao sete receptores transmembranares que medeiam o
crescimento celular, motilidade e diferenciacdo através de estimulacdo por agonistas
cognatos (Dorsam et al., 2007). Em patrticular, o agonista do receptor de acetilcolina
carbacol (LPA), as moléculas inflamatérias da prostaglandina E2 (PGE2) e as
bradicininas, estimulam o crescimento e invasdo de células pelo desencadeamento
funcional entre os seus cognatos GPCRs (mediados por EGFR) no carcinoma

espinocelular de cabeca e pescoco (Thomas et al., 2006).
1.2 A METFORMINA e seus mecanismos de agéao

A metformina é uma biguanida derivada da “French lilac” (Galega officinalis), uma
planta conhecida por varios séculos por reduzir os sintomas do diabetes mellitus.
Como a fenformina e a buformina, a metformina foi originalmente desenvolvida para
o tratamento da hiperglicemia e diabetes do tipo 2 (Campbell et al., 2007). A

atividade antineoplasica da metformina depende das caracteristicas metabdlicas dos



pacientes e € mediada principalmente por AMPK, embora outros mecanismos
também tenham sido descritos (Pierotti et al., 2013).

A ativagdo da AMPK é resultado da inibicAo de mTORC1, das vias do AKT, do
IGF-1 e da regulacéo do ciclo celular mediado por p53. Esse processo promove, de
acordo com o tipo e grau de estresse celular, mecanismos supressores adicionais
que contribuem para estacionar a progressdo tumoral ou induzir a morte celular
(Kalender et al., 2010). A inibigdo do IGF-1/insulina pela metformina, por uma via
AMPK-dependente, € mediada pela fosforilacdo do IRS-1 em Serina 794, o que leva
a uma diminuicdo da ativagdo do IRS-1, AKT e mTORC1. Com a inibicdo do
MTORC1, mediado por LKB1, a metformina interrompe a relacdo entre o IGF-
l/insulina e as vias GPCRs (Pierotti et al., 2013)(Figura 3).

METFORMIN

Figura 3. Acdo da metformina na IRS1 e GPCR. Os diferentes efeitos da metformina e da

rapamicina em AKT (Pierotti et al., 2013).

Além disso, a metformina € capaz de inibir o crescimento do HNSCC,
bloqueando a progressao do ciclo celular na fase GO/G1 e induzindo a apoptose. O
tratamento com metformina também leva & diminuicdo significativa dos niveis de
ciclina D1 e da fosforilagdo da proteina do retinoblastoma (pRb). As CDK4 e CDK6
também séo diminuidas com a metformina. Do mesmo modo, ha regulagéo negativa
das proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e Bcl-xL e regulacdo positiva da proteina proé-

apoptotica Bax (Luo et al., 2012).



1.3 A EVIDENCIA EPIDEMIOLOGICA da metformina e o risco de

carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco

Alguns estudos observacionais recentes sugerem que alguns medicamentos
utilizados para tratar a hiperglicemia tém reduzido o risco de cancer na populacao
(Giovannucci et al., 2010). Foram analisadas a sobrevida do paciente com cancer e
demonstrou-se que diabéticos em uso de metformina monoterapica com 90 dias
antes do diagnéstico de cancer tinham reduzido significativamente a mortalidade
global (HR 0,85; IC de 0,78-0,93) em comparacdo com aqueles nao diabéticos ou
tratados com outros medicamentos (Currie et al., 2012). Outro estudo clinico
mostrou que a completa remissdo do carcinoma de mama € mais frequente apés
quimioterapia neoadjuvante em pacientes diabéticos sob tratamento com metformina
(24%) do que nos diabéticos néo tratados com metformina (8%) ou pacientes néo
diabéticos (16%).

A metformina também tem sido associada a resultados clinicos favoraveis no
HNSCC. Estudo de Yen e colaboradores (2014) demonstrou que a incidéncia de
HNSCC foi 0,64 vezes menor em pacientes que tomam metformina em comparacao
com doentes que nao tomam metformina (p <0,01). Foram encontradas associacdes
estatisticamente significantes entre o aumento da sobrevida livre de doenca em
pacientes que faziam uso de metformina. Demonstrou-se que ha tendéncias de
melhora na sobrevida do HNSCC em comparacao aos nao diabéticos e diabéticos
nao tratados com metformina (OR = 1,77 e 1,99, respectivamente) (Sandulache et
al., 2013).

A metformina pode reduzir risco do cancer por dois mecanismos principais: (1) o
efeito mimético de restricao calorica, apoiado pela ativacdo de AMPK na qual, por
sua vez, ativa 0s processos catabdlicos e reduz o consumo de energia celular,
incluindo a proliferagéo celular (Vazquez-Martin et al.,, 2010, Hardie et al., 2007,
Zakikhani et al., 2006), e (2) reducao da resisténcia a insulina e, por conseguinte, de
niveis insulinicos e outros marcadores de resisténcia a insulina, tais como a
testosterona (Goodwin et al., 2008, Goodwin et al., 2011, Pollak et al., 2008).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da metformina no carcinoma espinocelular de cabeca e
pescoco.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a citotoxicidade da metformina em linhagens de células de HNSCC;

2. ldentificar a dose necesséria da metformina capaz de induzir 50% de
toxicidade celular nas linhagens estudadas (concentracao inibitéria - Cl);

3. Definir o indice de seletividade tumoral da metformina;

4. Detectar a interferéncia da metformina no ciclo celular das linhagens de
células de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco;

5. Realizar estudo secundario, do tipo revisdo sistematica, sobre o efeito da
metformina no HNSCC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células

Foram utilizadas nos experimentos linhagens de células imortalizadas
provenientes de culturas humanas de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco
(SCC-9, SCC-25 e FaDu). Para efeito de comparacao e controle, utilizou-se ainda as
linhagens de carcinoma espinocelular cervical (HeLa) e queratindcito humano
(HaCat). Dentre as linhagens de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco
foram selecionadas a SCC-9 e SCC-25 provenientes de carcinoma de lingua e a
FaDu derivada de carcinoma de hipofaringe. As linhagens utilizadas nesse projeto
estdo descritas na ATCC, The Global Bioresource Center. Para o cultivo das
linhagens FaDu, HaCat e HeLa o meio de cultura utilizado foi o Dulbelcco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) e para as linhagens SCC-9 e SCC-25 utilizou-se o0 meio de
cultura DMEM acrescido de meio F12 na propor¢do 1:1. Em ambos os meios de
cultura foram adicionados soro fetal bovino a 10%, hidrocortisona, antibidticos
penicilina e estreptomicina nas concentragdes finais de 100ug/mL e 1pg/mL,
respectivamente. Essas solugdes foram esterilizadas por filtragio em membrana de
0,2um e mantidos a 4°C, sendo aquecidos em banho-maria a temperatura de 37°C
por aproximadamente 10 minutos, antes do uso. Todos os reagentes utilizados
foram comprados da empresa Sigma Aldrich. As células foram mantidas em
condi¢Oes ideais, em uma incubadora com 5% de CO, e temperatura de 37°C.

O repique celular era realizado a cada dois dias: 0 meio de cultivo era
descartado e as células lavadas uma vez com PBS pré-aquecido, sendo em seguida
tratadas com solucéo de tripsina 0,25% acrescida de EDTA 5%, por 5 minutos, a
temperatura de 37°C. ApOs o desprendimento das células da placa de cultivo por
digestdo enzimética, a tripsina era inativada por adicdo de 5 mL de meio de cultura
completo. As células foram coletadas por centrifugagdo a 2.000 rpm por 5 minutos,
sendo o sobrenadante descartado e o pellet de células ressuspendido em meio de
cultivo completo. Dessa solucao, foram utilizados 10uL para a contagem de células
em camara de Neubauer, sob microscopio optico invertido. O numero total de

células era calculado por meio da razdo entre o numero total das células contadas
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nos quatro quadrantes x fator de diluicdo da suspensdo de células x 10*, dividido por

quatro:

(n°total células X fator de diluicdo X 10%

4

A partir do nimero obtido por essa férmula, é possivel calcular a quantidade
necessaria de solucdo celular a ser plaqueada para a concentracdo desejada de

cada experimento.
3.2 Teste de viabilidade celular

A citotoxicidade desencadeada pelo tratamento com a metformina foi aferida pelo
teste de avaliacdo da atividade mitocondrial das células. Esse teste avalia a
capacidade das enzimas mitocondriais das células tratadas em reduzir o sal brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) tetrazdlio (MTT) em formazam. Dessa forma,
somente as células viaveis tém a capacidade de provocar essa reducdo. A
absorvancia é a medida do nimero de células viaveis, ou seja, 0 numero de células
gue ndo sofreram toxicidade suficiente para reduzir sua atividade mitocondrial. O
produto de formazam apresenta uma coloragcéo arroxeada diferente da cor inicial dos
sais de tetrazoélio que, apds serem diluidos em solvente de veiculo alcodlico, podem
ter sua absorvancia aferida em uma leitora de microplaca (Thermo Plate TP reader)

a 570 nm e comparada a absorvancia dos controles.

Para a realizacdo desse experimento todas as linhagens foram plagueadas em
placas de 96 pocos (TPP) na concentracdo de 5.000 células por poco e mantidas em
incubadora em condi¢Bes ideais por 24 horas. Apds esse periodo as células foram
tratadas com hidrocloridrato de metformina (SIGMA ALDRICH) diluidos em PBS. A
solucdo mae de metformina foi diluida em meio de cultura (respectivo para cada
linhagem celular) para obter as concentra¢des desejadas. A solugdo mae foi diluida
com 165,2 mg de metformina para cada 1ml de PBS. A partir dessa solucdo, eram
feitas diluicbes seriadas até o alcance da concentracdo desejada. As células

também foram tratadas com o controle negativo (PBS).
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ApoOs 24, 48 e 72 horas de tratamento, as células foram retiradas da incubadora e
para cada 100 pL de solucdo de meio com tratamento foi adicionado 10uL de
solucdo de MTT. As placas foram recobertas com papel aluminio e mantidas na
incubadora por 4 horas. Apds esse tempo, o0 meio de cultura foi aspirado com a
solugdo de MTT e acrescentado 100 pL de isopropanol acidificado (25 mL de
isopropanol mais 104 uL de HCI 100%). As placas foram agitadas por 10 minutos em
um vortex a velocidade baixa. Por fim, a absorvancia da amostra foi aferida. Para
obter a citotoxicidade induzida pelo tratamento, a absorvancia das células foi
comparada ao controle negativo, estabilizado como 100% de células viaveis.

3.3 Curvadose - resposta

A fim de determinar se a resposta citotdxica € dose e tempo-dependente, foram
realizadas curvas dose-resposta de citotoxicidade de células tratadas com
concentragbes decrescentes de metformina nas linhagens FaDu, SCC-9, SCC-25,
HeLa e HaCat nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Para isso, foram elencados 10
pontos de concentracdes com intervalos (0, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 50 e 100 mmol/L),
a partir da solucdo mais concentrada (100 mmol/L) até o controle negativo em que
foi adicionado ao meio de cultura, apenas a quantidade maxima de PBS utilizada
para a diluicido da metformina. A concentragado de “zero” ug/mL (adicdo de solvente,
apenas) do tratamento com metformina foi considerada como tendo 100% de
viabilidade. Apos 24 horas de tratamento, as células viaveis remanescentes na placa
de cultivo foram submetidas ao teste do MTT e a absorvancia a 570 nm aferida em

leitora de microplaca.

A concentracdo necessaria de metformina capaz de induzir 50% de
citotoxicidade celular (CI150) foi calculada e os dados obtidos permitiram estimar o
indice de seletividade tumoral (IST) para o qual foi realizada a razéo entre o CI50
obtido para a célula controle (HaCat) e as células malignas, conforme publicado

anteriormente por Horii e colaboradores. O IST é igual a:

CI50 células controle

CI50 células neopléasicas
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3.4 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite examinar e classificar particulas
microscopicas suspensas em meio liquido. Por meio de um aparelho de deteccéo
Optico-eletrdnico, sdo possiveis analises de caracteristicas fisicas e/ou quimicas de
uma simples célula. Foi utilizada, nesse trabalho, a identificacdo da acdo da

metformina nas fases do ciclo celular da linhagem Fadu.

Para a avaliagdo do ciclo celular, a linhagem FaDu foi plaqueada na
concentracéo de 2 x 10° células/poco em placa de 6 pocos e mantidas a 37°C e 5%
CO2 por 24 horas. Apos 24 horas do plagueamento, foi removido o meio de cultura
com soro fetal bovino e acrescido novo meio de cultura sem soro, processo
denominado cadenciamento celular. Transcorrido 24 horas do cadenciamento, 0
meio sem soro foi aspirado e acrescido a solu¢do de metformina e meio de cultura.
Essa solugéo correspondia a concentracdo referente ao CI50 da linhagem, obtido no

teste de viabilidade celular.

ApOs 24, 48 e 72 horas de tratamento com a metformina e o controle negativo
(semelhante ao do teste de viabilidade celular), as células foram recolhidas, fixadas
com etanol 70% e mantidas a temperatura de -20°C por 24 horas. Para a marcacao
das fases do ciclo celular, as células foram coradas com 50 pg/mL de iodeto de
propideo (Sigma-Aldrich, EUA) e mantidas no escuro a 4°C por pelo menos 1 h. As
amostras devidamente marcadas foram examinadas em citobmetro de fluxo FACS
Calibur (BD Biosciences, EUA) no Laboratério de Biologia Celular e Molecular, do
Departamento de Diagnostico Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
Universidade Estadual de Campinas em Sao Paulo. Um minimo de 10.000 eventos
foi analisado para cada amostra. Para a determinacdo da porcentagem de células
em cada fase do ciclo, utilizou-se o programa ModFit LTTM (BD Biosciences, EUA).

3.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com pelo menos trés triplicatas independentes
para o teste de viabilidade celular e 2 duplicatas para a analise do ciclo celular. Os

testes de citotoxicidade foram submetidos a analise One-way ANOVA, teste de
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comparacao multipla de Tukey. As curvas dose-resposta foram feitas por regressao
nao linear, com variavel “slope” da dose de inibicdo versus reposta e calculo do
CI50. Para todas as andlises foi utilizado o programa GraphPadPrism versao 5.0.

Os valores com p < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.
3.1 Revisao Sistematica (Métodos)

Um estudo secundario do tipo revisdo sistematica foi realizado baseado na lista
de verificagao validada pelo PRISMA (Moher et al., 2009).

3.1.1 Critérios de elegibilidade

Foram selecionados o0s artigos que tratavam primariamente do efeito da
metformina no HNSCC com localizacédo no labio e/ou cavidade oral, faringe, laringe,
cavidade nasal ou seios paranasais. Estudos que avaliaram individuos de qualquer
idade que tiveram carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco e fizeram uso da
metformina, em comparacao com pacientes sem tratamento ou que utilizaram outro
tipo de tratamento para essa doenca (drogas ou radioterapia), foram considerados.
O desenho do estudo incluiu estudos clinicos randomizados ou ndo randomizados,

estudos de coorte e estudos de caso-controle.

Além de revisBes, cartas, opinides pessoais, capitulos de livros e resumos de
conferéncias, foram excluidos os estudos que: (1) nao utilizaram a metformina no
tratamento do HNSCC; e (2) associaram a metformina ao tratamento do HNSCC
somente em estudos experimentais (in vitro ou in vivo — modelo animal) e ensaios

clinicos (fase 1, 2, ou 3).
3.1.2 Fontes de informacéo e estratégia de busca

Os estudos considerados nos critérios de inclusdo foram identificados utilizando
uma estratégia de busca para cada base eletrbnica bibliografica de dados:
Cochrane, EMBASE, MEDLINE, LILACS (Literatura Latino Americana em Ciéncias
da Saude) e PubMed. A lista de referéncia dos artigos selecionados foi verificada no
final da pesquisa. As pesquisas foram realizadas nas bases de dados, com artigos
publicados até 28 de junho de 2014. As referéncias em situacdo de duplicidade

foram removidas manualmente.
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3.1.3 Selecédo dos estudos

Os artigos foram selecionados em 2 fases. Na fase 1, duas autoras (DFR e STE)
selecionaram os estudos que satisfaziam os critérios de inclusdo por meio da leitura
somente dos titulos e resumos de todas as referéncias, de maneira independente.
Na fase 2, as mesmos autoras selecionaram os artigos escolhidos na fase 1, por
meio da leitura completa de todos os estudos. As divergéncias na primeira ou
segunda fase foram resolvidas por meio de discusséo e acordo matuo entre as duas
autoras. Caso ainda ndo houvesse consenso para a decisdo, uma terceira autora

(ENSG) foi consultada para o desempate e decisao final.
3.1.4 Processo de coleta de itens e dados

A primeira autora (DFR) coletou as informacdes necessarias dos artigos
selecionados, tais como: autores, ano de publicacdo, pais, objetivo principal,
desenho do estudo, populagéo de origem, ajustes, registro ou hospital, mediana de
idade, amostras, grupos referenciados, variaveis de ajuste, resultados e principais
conclusdes. A segundo autora (STE) conferiu todas as informacgdes recuperadas.
Mais uma vez, as divergéncias foram resolvidas por discusséo e acordo mutuo entre
as duas autoras. A terceira autora (ENSG) tornou a ser consultada, quando

necessario, para tomar a decisao final.
3.1.5 Risco de viés em estudos individuais

Os autores avaliaram metodologicamente todos os estudos selecionados de
acordo com uma lista de verificagdo modificada com base na “Critical Appraisal Skills
Program” (CASP, 2011). Duas revisoras (DFR e ENSG) responderam 12 questdes
qgue avaliaram o risco de viés dos estudos incluidos. No final, os artigos foram
classificados como "alto”, "baixo" ou "moderado”, de acordo com a andlise de cada
estudo. As divergéncias entre as duas revisoras foram resolvidas por uma terceira
revisora (STE).

3.1.6 Medidas de resumo

Nesta revisdo, a avaliagdo dos resultados considerou algumas medidas e

indices, tais como razdes de risco, razdo de chances (OR), diferencas de risco para
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desfechos dicotdbmicos, diferencas médias ou diferencas médias padronizadas para

resultados continuos.
3.1.7 Sintese dos resultados

Foi planejada uma meta-anélise caso os dados dos estudos incluidos fossem
considerados homogéneos.

3.1.8 Risco de viés entre os estudos

A avaliacdo do risco de viés entre os estudos seria aplicada se fosse realizada

uma meta-analise.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da atividade citotoxica da metformina em linhagens de
células de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco: curva
dose-resposta e calculo do CI-50

Com o objetivo de averiguar qual a concentracao ideal de metformina necessaria
para induzir toxicidade consideravel, CI50 (igual ou maior que 50%) nas linhagens
estudadas, foi feita uma curva dose-resposta. A partir desses resultados foi possivel
calcular a dose necessaria para induzir 50% de citotoxicidade celular (CI50) nas
linhagens neoplasicas HelLa, SCC-9, SCC-25 e FaDu e na linhagem utilizada como
controle, HaCat. Na FaDu e SCC-9, a metformina apresentou curva de toxicidade
crescente com curvatura maior e aparente nas maiores concentragdes, o que sugere
que sua acado é dose-dependente (Figuras 4 e 5). A CI50 na FaDu e SCC-9 no
tempo de 72 horas foram de 99,18 e 197,5 mmol/L, respectivamente. Na Hela,
demonstrou-se que a curva de toxicidade crescente foi mais acentuada com ligeira
formacao de um platd a partir do oitavo ponto de concentracdo (Figura 6). A CI50
nessa linhagem nos tempos de 24, 48 e 72 horas foram 69,63; 57,19 e 44,57

mmol/L, respectivamente.
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Figura 4. Representacéo gréafica da curva dose-resposta na linhagem FaDu em 24, 48 e 72 horas.

A CI50 foi encontrada na concentracdo de 98,8 mmol/L, no tempo de 72 horas.
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Figura 5. Representacao grafica da curva dose resposta em 24, 48 e 72 horas na linhagem SCC-

9. A CI50 foi encontrada na concentragdo de 110 mmol/L, no tempo de 72 horas.
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Figura 6. Representacao gréafica da curva dose resposta em 24, 48 e 72 horas na linhagem HelLa.
A CI50 foi encontrada na concentracdo de 82 mmol/L, no tempo de 72 horas.

Foi observado que a toxicidade celular, nessas trés linhagens, foi maior no
tempo de 72 horas, 0 que sugere que a metformina também pode ter uma acéo
tempo-dependente (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios das triplicatas da citotoxicidade nas linhagens FaDu, SCC-9 e Hela.

Tempo
Linhagem
24h 48h 72h
FaDu 19,79 575 62,62
SCC-9 28,62 30,67 54,22
HelLa 7251 8453 91,31

Na linhagem SCC-25, foi obtido um comportamento anormal com curva de
toxicidade ligeiramente crescente no tempo de 72 horas. A triplicata ndo apresentou
reprodutibilidade o que justifica os grandes erros encontrados (Figura 7). Para essa

linhagem, a CI50 encontrada no tempo de 72 horas foi de 173mmol/L.
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Figura 7. Curva dose-resposta nos tempo de 24, 48 e 72 horas na linhagem SCC-25.

A linhagem de queratindcito humano, HaCat, utilizada como controle positivo
para esse teste demonstrou a formacdo de uma curva mais acentuada nas
concentracbes mais altas nos trés tempo de tratamento. No tempo de 72 horas,
sugere-se que houve maior toxicidade celular a partir do sétimo ponto da curva. O
CI50 em 24, 48 e 72 horas foram, respectivamente, 366,7; 93,22 e 31,36 mmol/L.
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Figura 8. Curva dose-resposta na linhagem HaCat nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

4.2 indice de seletividade tumoral

As concentracgdes inibitorias obtidas permitiram calcular o IST para o qual foi feita
a razao entre o CI50 obtido para a célula controle (HaCat) e as células neoplasicas
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FaDu, SCC-9, SCC-25 e HelLa (Horii et al., 2012).0s valores obtidos estao descritos

na Tabela 2.

Tabela 2. CI 50 e IST referentes as linhagens neopléasicas testadas, no tempo de 72 horas. O ClI

50 da HaCat, utilizado para esse calculo foi de 31,36 mmol/L, conforme ja foi mencionado.

Linhagem celular CI150 IST
Fadu 99,18mmol/L 0,31
HelLa 44,57mmol/L 0,70
SCC-9 197,5mmol/L 0,15
SCC-25 173mmol/L 0,15

indice de seletividade igual a 1 significa que ndo ha seletividade entre as

linhagens estudadas, < que 1 que o tratamento é mais citotoxico para a linhagem de

queratinécitos do que para a linhagem neoplasica e > que 1 que ha seletividade para

a linhagem tumoral estudada. Portanto, a metformina demonstrou ser mais citotoxica

para os queratindcitos e ndo seletiva para as 4 linhagens estudadas, com destaque

para a HelLa, que obteve o IST mais proximo de 1 em comparagdo com as outras

linhagens analisadas.

4.3 Andlise da interferéncia da metformina no ciclo celular na linhagem

FaDu

Na figura 9A observa-se que na linhagem FaDu, no grupo controle, 55% dos

eventos foram marcados na fase GO0/G1, 27% na fase S e 3% na fase G2/M. Ja as

células tratadas com metformina, apresentaram-se com 53% na fase G0O/G1, 26% na

fase S e 4% na fase G2/M. Esse dado deixa claro que o tratamento com a
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metformina ndo teve efeito evidente na paralisagdo do ciclo celular, revelando

resultados semelhantes nas células tratadas e ndo tratadas.

FaDu (72 horas)
A 1504
O GO/G1
125 B3 G2M
100 ————— ————— =S

75

504

25+

Porcentagem de eventos

Figura 9: A - Distribuicdo dos eventos por fase do ciclo celular ap6és 72 horas de tratamento com
metformina. B- Distribuicdo dos eventos marcados no histograma: picos vermelhos representam

respectivamente a fase GO/G1 e G2/M e pico tracejado a fase S.

4.4 Revisao Sistematica (Resultados)

4.4.1 Selecéo dos estudos

Na fase de selecdo dos estudos, fase 1, 313 artigos foram identificados através
da busca nas cinco bases de dados. ApGs a remocgdo dos artigos duplicados,
restaram apenas 262 artigos. A avaliagdo abrangente dos resumos foi concluida e
238 artigos foram excluidos. Dessa forma, apenas 24 artigos foram selecionados

apos a fase 1. Nao houve estudos adicionais incluidos apds a conferéncia das listas



23

de referéncia dos estudos identificados. Na fase 2, dos 24 artigos recuperados para
conduzir uma revisdo de texto completa, foram excluidos 21 (Tabela 3). No final,
apenas trés artigos (Sandulache et al., 2013, Skinner et al., 2012, Yen et al., 2014)
foram selecionados. Um fluxograma detalhado do processo de identificacao,

inclusdo e exclusdo dos artigos é demonstrado na Figura 10.



Tabela 3. Artigos excluidos.

Autor, ano

24

Razdes de excluséo

Ansari et al.,2013 1
Beadle et al., 2012 2
Chaudhary et al., 2012 1
Hahn et al., 2014 3
Kuo et al., 2012 2
Lee etal., 2013 2
Lin et al., 2014 3
Luo et al., 2012 3
Ma et al., 2012 3
Mackenzie et al., 2010 3
Patel et al., 2013 3
Sanaiha et al., 2013 2
Sandulache et al., 2012 3
Sandulache et al., 2011 3
Seok et al., 2013 2
Sikka et al., 2012 3
Vitale-Cross et al., 2012 3
Wang et al., 2014 3
Woo et al., 2014 2
Yeo et al., 2014 2
Zhang et al., 2014 2

1- Metformina n&o utilizada para tratamento do HNSCC (n=2), 2 - Revisbes, cartas, opinides
pessoais, capitulos de livros e resumos de congressos (n = 8), e 3- Estudos do tipo experimentais (in
vitro ou in vivo, em animais) e ensaios clinicos de associagdo de metformina com o tratamento de

HNSCC (n = 11);
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4.4.2 Caracteristicas dos estudos

Os estudos selecionados foram realizados em dois paises diferentes: Estados
Unidos da América (Sandulache et al., 2013, Skinner et al., 2012) e Taiwan (Yen et
al., 2014). Todos os trés estudos foram publicados recentemente (1 artigo em 2012
e dois artigos em 2014) e escritos em Inglés. Todos os artigos selecionados foram
estudos de coorte prospectivos e retrospectivos. Um resumo das caracteristicas

descritivas desses artigos é dado na Tabela 4.



Tabela 4. Resumo das caracteristicas dos estudos clinicos selecionados.
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Idade em Amostra
Autor e ano Pais Objetivo Desenho do | Populacédo anos Grupo de Variaveis Resultados Conclusdes
principal estudo fonte (Madiana) referéncia ajustadas
/ E\./elntos Controle
participantes (pacientes)
Sandulache EUA Determinar o Coorte Pacientes 63 21/43 162 N&o- Média de | Met" apresentam Met"
etal., 2014 impacto da retrospectiva com metformina & idade, com uma maior apresentaram
metformina diabetes raca, percentagem de uma melhor
na sobrevida em uso de tabagista, tumores evolucao
em metformina etilista, precoces (T1; clinica do CA
pacientes ou estagio 48% Met " vs de laringe em
com cuidados tumoral 27% Met) e comparagao
carcinoma habituais menos com Met ~ ou
de laringe no metastases nao
“Veterans regionais (NO; diabéticos.
Affairs 81% Met" vs
Medical 50% Met ). Met*
Center”. exibiu uma
Dois anos tendéncia de
de melhora da OS
acompanha em comparagao
- mento. com néo-
diabéticos ([OR],
2,23;[IC], 0,9-
5,6; p = 0,04)
Skinner et EUA Investigar o Coorte Os - 10/30 20 N&o- Estagio Uso da Os dados
al., 2012 uso da prospectiva pacientes metformina b tumoral, metformina clinicos
metformina foram margem associada com a referentes a
avaliados a (somente cirdrgica diminuicéo da metformina
para HNSCC cada2a3 radiagao) ou LRR (p = 0,04), revelam
€ |dt_ant|f|car meses um extensdo | e melhorada OS vantagens.
seu impacto ano apoés o extracapsu (p=0,01) Porém,
(taxa LRR, tratamento, lar, local, apenas um
;?DXE?Sdsetact)uss’) acada3a sexo, pequeno
4 meses no tabagismo numero de
ano e TP53 pacientes
seguinte e, status foram tratados
depois a com o farmaco
cada 6 no momento
meses. da radiacédo.
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Yen et al., Taiwan | ldentificar os Coorte Pacientes <40 195/33,300 290 N&o- Sexo, Incidéncia do Pacientes com
2014 potenciais prospectiva com =4,452 metformina © idade, HNSCC, era de diabetes
efeitos diabetes mediana 0,64 vezes recém-
inibitérios e inscritos no de idade, menor em Met + | diagnosticados
preventivos Programa 40-65 comorbida e o local mais e tratados com
do HNSCC Nacional de =18,321 des, prevalente foi a metformina
em Seguro de distribuicéo cavidade oral teve incidéncia
pacientes Saude de geografica, (53,6%). Met + 0,66 vezes
com Taiwan. >65 = renda pacientes > 65 menor no
diabetes Acompanh 10,527 mensal, tiveram desenvolvimen
amento: recorréncia importantes -to do HNSCC.
1996-2011. do HNSCC taxas de
reducao de risco
de cancer (IRR =
0,53; p <0,01)
1

a Pacientes com diagndstico de carcinoma de laringe foram verificados quanto ao impacto da metformina sobre a sobrevida livre de doenca e sobrevida

global.

b Grupo de pacientes com HNSCC, tratados com PORT e em uso de metformina.

¢ Grupos: pacientes em uso de metformina e outras terapias a base de insulina (ndo-metformina).
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4.4.3 Risco de viés dos estudos

A qualidade metodolégica dos trés estudos incluidos é descrita na
Tabela 5. Os estudos incluidos variaram de moderado a alto risco potencial de
viés. Algumas fragilidades comuns foram identificadas, a saber: incapacidade
de calcular ou ajustar o tamanho da amostra, falhas na identificacdo das
variaveis de exposicdo e confusdo entre 0s grupos teste e controle,
insuficiéncia na demonstragdo das analises estatisticas. Os artigos
selecionados néo utilizaram o desenho de estudo de maior nivel de evidéncia
clinica disponivel (ensaio clinico randomizado) para responder a pergunta
clinica apresentada. No entanto, como eram estudos do tipo coortes
prospectivos e retrospectivos, ndo se considera que haja um grande risco de
viés, jA que certas medidas de viés foram irrelevantes para estudos ou

impossiveis de serem calculadas.
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Tabela 5. Avaliacdo metodoldgica dos estudos selecionados com base em uma avaliagédo

critica CASP (modificado) para estudos de coorte.

Skinner et  Sandulache et  Yen et
al., 2012 al., 2014 al., 2014
1. O objeto do estudo esta claramente NI S S
definido?
2. Os autores usam meétodos adequados S S S
para responder as perguntas?
3. A coorte foi recrutada de uma forma NI S S
aceitavel?
4. Para minimizar o risco de viés, a NI S S
exposicao foi delimitada com preciséo?
5. Para minimizar o risco de viés, o NI S S
desfecho foi delimitado com precisao?
6. A. Os autores identificaram todos os N NI N
fatores de confusdo importantes para a
pesquisa?
B. Os fatores de confusdo foram S S S
considerados no desenho ou na andlise do
estudo?
7. A. O acompanhamento foi aceitavel e S S S
completo?
B. O tempo de acompanhamento foi S S S
suficiente?
8. Os resultados estdo claramente S S S
definidos no estudo?
9. Quao precisos sao os resultados? PP P P
10. Vocé acredita nos resultados? S S S
11. Os resultados podem ser aplicados S S S
para a populacao local?
12. Sera que os resultados deste estudo S S S
se encaixam com outras evidéncias
disponiveis?
13. Risco potencial de viés A B M

2

? Abreviagdo: S=Sim; N=N4o; NI= N&o informado; P=Preciso; NP=N&o preciso; PP=Pouco

preciso; B=Baixo; M=Moderado; A=Alto).
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4.4.4 Sintese dos resultados

O estudo de Skinner e colaboradores (2012) encontrou uma diminuicao
significativa na taxa de recorréncia locorregional e melhorou a sobrevida global
em pacientes tratados com metformina em comparacdo com 0s controles
(p=0,04 e 0,01, respectivamente). A taxa de sobrevida global em 5 anos foi de
87% em pacientes tratados com metformina, em comparacdo com 41% no

restante dos pacientes (p = 0,04).

O trabalho de Sandulache e colaboradores (2014) demonstrou que 0s
pacientes que tomaram metformina apresentaram-se com uma maior
porcentagem de tumores em estagio inicial (tumores T1: 48% dos pacientes
gue tomaram metformina vs. 27% dos doentes que ndo tomaram metformina) e
menos metéstase locorregional (NO: 81% dos pacientes que tomaram
metformina vs. 50% dos doentes que ndo tomaram metformina). Do mesmo
modo, 76% dos pacientes que fizeram uso desse medicamento sobreviveram,
em comparacdo com 41% para os diabéticos ndo tratados com metformina e
51% dos nédo-diabéticos. Os pacientes que tomaram metformina tiveram uma
taxa de sobrevida global significativamente maior em comparagdo com
pacientes diabéticos que ndo tomavam metformina (OR = 3, 95%; intervalo de
confianca [IC] = 1,04-8,4; p = 0,04). Foram encontradas associacdes
significativas entre a sobrevida livre de doenca e as localiza¢cbes do tumor. Os
pacientes que faziam uso de metformina mostraram tendéncias para a melhoria
da sobrevida em comparacéo aos ndo diabéticos e diabéticos que ndo usavam

metformina (OR = 1,77 e 1,99, respectivamente).

Yen e colaboradores (2014) demonstrou que a incidéncia de cancer de
cabega e pescoco era 0,64 vezes menor em pacientes que tomaram
metformina em comparacao com os que nao fizeram uso (p<0,01). Verificou-se
entdo que as taxas de incidéncia foram menores nos subgrupos de pacientes
de cancer de cabeca e pescoc¢o que fizeram uso da metformina: de 40 a 65
anos ou maior que 65 anos de idade em comparacdo com pacientes que nao
tomaram a metformina nas mesmas faixas etarias (taxa de incidéncia = 0,70 e

0,53, respectivamente; p <0,01 para ambos). No grupo de pacientes que
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fizeram uso da metformina, a incidéncia de carcinoma de nasofaringe foi de
0,08% (relacéo ajustada de risco, “harzard ratio” = 0,50, 95% IC = 0,31-0,80) e
a de orofaringe foi de 0,03%. A sobrevida livre de doenca de pacientes com
HNSCC foi significativamente maior no grupo dos que tomavam metformina em
comparacao com os que nédo faziam uso. Nao houve diferencga significante na

sobrevida global dos diabéticos que fizeram uso ou ndo da metformina.
4.45 Risco de viés entre os estudos

Os estudos selecionados utilizaram desenhos e métodos de analises
semelhantes, o que reduziu a possibilidade de viés de interpretacdo. Os
estudos selecionados para esta andlise foram considerados relativamente
homogéneos, entretanto ndo tiveram dados compativeis que permitissem a

realizacdo de uma meta-analise.



33

5. DISCUSSAO

O tratamento do HNSCC permanece sendo um grande desafio para a
medicina. Os exatos mecanismos de carcinogénese ainda precisam de claras
elucidacdes (Shah e Gil, 2009). A introducédo da radiacao ionizante, em razéo
da descoberta dos radioisétopos, trouxeram grandes ganhos para o tratamento
nao cirargico do HNSCC. Entretanto, na maioria dos pacientes em caso de
carcinomas avancado, é escolhida a radioterapia apds o tratamento cirdrgico.
Os farmacos gquimioterapicos para o carcinoma de boca eram considerados
paliativos nas décadas de 50, 60 e 70. Por conseguinte, a introducdo da
cisplatina em estudos clinicos demonstrou boas respostas em um numero

significativo de pacientes (Endicott, et al., 1987).

O estudo da metformina como terapia para o tratamento do carcinoma
espinocelular é tido como um novo paradigma jA que os potenciais efeitos
clinicos desse medicamento sdo conhecidos (Vitale-Cross et al., 2012). Em
contrapartida, € mandatorio que os protocolos de tratamento quimioterapico
incorporem agentes farmacologicos em que sejam comprovadas sua eficacia,
tolerabilidade, estabelecimento minimo de seguranca e minima toxicidade para
o paciente (Klass e Shin, 2007). A metformina é uma droga antiga que agora
estd ganhando cada vez mais a atencdo dos estudiosos como um agente

antineoplasico (Wurth et al., 2014).

Os carcinomas de boca e de orofaringe tém a mesma origem embriolégica
epidermal, porém demonstram diferentes respostas no que tange aos diversos
tratamentos submetidos (Belcher et al., 2014). Algumas evidéncias clinicas
apontam que o carcinoma de boca parece ser mais agressivo, € menos
responsivo ao tratamento em comparacao ao cancer de orofaringe. Notou-se
gque os experimentos realizados apontaram diferentes respostas entre as
linhagens FaDu, SCC-9 e SCC-25. A linhagem derivada do tumor de orofaringe
(FaDu), se mostrou mais sensivel a metformina que as derivadas do tumor de
lingua (SCC-9 e SCC-25). Dessa forma, é possivel inferir que a depender do
sitio tumoral primério identificado no paciente, a resposta a metformina é

diferente.
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Um estudo publicado por Sandulache, em 2011, sugeriu que a inibicao
farmacoldgica da producdo de glicose pode reduzir significativamente a
proliferacéo e sobrevivéncia de HNSCC. A metformina tem efeitos na inibicdo
da proliferacdo celular nesse carcinoma, inclusive em combinagdo com outros
farmacos (Lin et al.,, 2014, Sandulache et al., 2012). Conforme os testes de
viabilidade celular, a metformina foi citotoxica para todas as linhagens de
células testadas, com resultados melhores para as linhagens FaDu, SCC-9 e
HelLa. Luo e colaboradores (2012) comprovaram que o efeito desse farmaco
nas linhagens de HNSCC pode ser destacado, principalmente, no tempo de 72
horas em concentragcdes mais elevadas, tanto nos testes de viabilidade celular

guanto nos ensaios de formacao de colbnias de células.

Dessa forma, as linhagens aqui estudadas também obtiveram essa
resposta, o que € possivel inferir que a metformina pode ter um efeito dose e
tempo-dependente. Zhao e colaborades (2011), também comprovaram o efeito
dose e tempo dependente da metformina em uma linhagem de carcinoma
nasofaringeo. Aproximadamente 83% da taxa de proliferacdo celular foi
encontrada pelo teste de viabilidade celular em 24 horas e 55% no tempo de 72
horas, nesse caso em especifico. Na linhagem FaDu, SCC-9 e Hela, a
citotoxicidade celular na CI50 no tempo de 72 horas foi de aproximadamente
58%, 43% e 62%, respectivamente. Os valores médios da citotoxicidade celular
no teste de viabilidade celular apresentaram um aumento progressivo nos

tempos de 24, 48 e 72 horas.

Em contrapartida com esses resultados, a metformina ndo apresentou uma
acao seletiva nas linhagens analisadas. Isso significa que quanto maior a dose
de metformina nas linhagens neoplasicas, mais téxica ela é na linhagem de
queratinécito humano, HaCat. Quanto mais proximo o IST de 1 mais seletivo é
o farmaco para certa doenca. A linhagem Fadu obteve IST no valor de 0,31, o
mais alto de todas as linhagens estudadas de HNSCC, no tempo de 72 horas.
A seletividade tumoral ndo é amplamente estudada no carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco com o uso da metformina. Entretanto, um estudo

publicado por Horii et al., 2012, analisou a seletividade tumoral no HNSCC com
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extrato de plantas. Esse tipo de andlise é cada vez mais necessaria e eminente

no estudo para ao tratamento do HNSCC.

Alguns estudos j& demonstraram que h& consistentes mudangas na
expressdo do TSC 2 em linhagens celulares de HNSCC HPV" (Molinolo et al.,
2012). Diferente do HNSCC, a linhagem Hela, de carcinoma cervical HPV-18
positiva, apresenta expressao da LKB1 diminuida (Corradetti et al., 2004). Tal
evidéncia pode sugerir as respostas distintas encontradas nessa linhagem
celular, ja que a expressdo diminuida de LKB1 também ocasiona diminui¢do na
ativacdo de AMPK, importante regulador da via AKT/mTOR (Molinolo et al.,
2012). A acdo da metformina teria um efeito expressivo em LKB1, regulando
todo o processo de progressao e metabolismo celular. Pode ser que haja uma
regulacdo de AMPK por meio de outras vias, independente da acdo da
metformina em LKB1. A CI50 e o valor médio da citoxicidade da Hela foi a
menor dentre as linhagens neoplasicas, demonstrando assim que a metformina
foi mais toxica para essa célula, em comparacdo com as outras. Entretanto, o
IST dessa linhagem foi o maior das linhagens neoplésicas. Dessa forma, um
estudo que compare a agdo da metformina tanto no HNSCC quanto no
carcinoma cervical terd grande importancia na descoberta das vias de

sinalizacdo AMPK/AKT/mTOR e na influéncia do virus HPV nessa doenca.

A andlise da transicdo da fase G1 para S é de fundamental importancia ja
que muitas alteracdes genéticas que levam a progressao do cancer provocam
justamente a desregulagéo do ciclo nesta interface (Foster et al., 2010). A fase
G1 do ciclo celular é controlada por uma interacdo dindmica entre as ciclinas
D1 e E, CDKs (2, 4 e 6) e inibidores de CDK (Cip / Kip e a familia INK4).
Durante a transicdo da fase G1, os niveis de Kipl / p27 diminuem a fim de
permitir que o complexo ciclina/Cdks inicie a transcricdo de genes necessarios
para progressao G1-S (Chu et al., 2008). Tem sido relatado que a metformina
tem acgéo na diminuicdo da expressao da CDKs e Ciclinas (Ben Sahra et al.,
2008)

Conforme demonstrado, nosso estudo n&o evidenciou regulacdo do ciclo

celular causado pela metformina. Nao houve diferenca na porcentagem de
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células na fase GO/G1 entre o controle e o tratamento. No entanto, um estudo
publicado por Zhao et al.,, em 2011, revelou que o tratamento com metformina
em uma linhagem de carcinoma espinocelular de nasofaringe, resultou em uma
parcial parada do ciclo celular na fase G1. Em outro estudo, a metformina
impediu a progressdo do ciclo celular. Na linha celular FaDu, todos os
tratamentos causaram um aumento da populacdo de células em fase G1 de
maneira dose e tempo dependente (Sikka, et al., 2012). Apesar de pesquisas
incipientes, a metformina se configura como um potencial farmaco capaz de

inibir a proliferagéo celular e paralisar o ciclo celular.

Na revisdo sistematica realizada, foram investigados os efeitos e potencial
associacdo de metformina com o HNSCC. Varios estudos tém fornecido dados
sobre esta relacdo, mas na maioria deles os estudos foram experimentais in
vitro ou em animais (Luo et al.,, 2012, e Vitale-Cross et al., 2012). Foram
encontrados apenas trés estudos de coorte para inclusdo nesta revisao, e
todos eles apoiaram uma associacdo entre a metformina e a melhora de
prognéstico e diminui¢ao do risco de HNSCC (Sandulache et al., 2013, Skinner
et al., 2012, Yen et al., 2014). Estes estudos demonstraram os efeitos da
metformina sobre o tratamento do cancer de cabeca e pescoc¢o. A principal
analise mostrou que os individuos que fizeram uso de metformina diminuiram
as taxas de recorréncia locorregional e metastase cervical. As taxas de
sobrevivéncia de sobrevida global e livre de doenga melhoraram em
comparacdo com individuos que nao usam metformina (grupo controle).
Observou-se ainda que a incidéncia de HNSCC foi menor em individuos que

tomam metformina em comparagédo com aqueles que nao fazem uso.

Foram identificados 11 artigos com estudos experimentais in vitro e em
estudos em animais que analisaram os efeitos da metformina em HNSCC
(Patel et al., 2013, Skinner et al., 2012, Luo et al., 2012, Vitale-Cross et al.,
2012, Hanh et al., 2014, Lin et al.,, 2014, Ma et al., 2012, Sandulache et al.,
2012, Sandulache et al., 2011, Sikka et al., 2012, Wang et al., 2014). Vitale-
Cross e colaboradores demonstraram que a metformina reduziu o crescimento
de células de HNSCC e diminuiu a sua atividade de mTORC1 por ambos os

mecanismos: dependentes de AMPK e independente de AMPK. Também
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demonstraram que a metformina inibe o MTORC1, o que resultou na
diminuicdo da proliferacdo celular em lesdes orais potencialmente malignas.
Sandulache e colaboradores, (2012), demonstraram que a inibicdo da
respiracdo celular pela metformina aumentou a dependéncia glicolitica em
células que expressam o tipo selvagem TP53 havendo um efeito potencial de
inibicdo glicolitica sobre a toxicidade de radiacdo. Estes dois trabalhos
mostraram 0s potenciais beneficios clinicos da metformina usando como
agente alvo quimiopreventivo e quimioterapico no controle do desenvolvimento

e tratamento para HNSCC.

Essa é a primeira revisdo sistematica dos efeitos da metformina sobre o
tratamento do HNSCC, apresentando evidéncias de uma associacdo entre a
diminuicdo do risco de HNSCC e uso de metformina. Embora Decensi e
colaboradores (2010) tivessem realizado uma revisdo sistematica e meta-
analise de metformina e risco de cancer em pacientes diabéticos, ndo foram

analisados pacientes com HNSCC.

Algumas limitacdes metodologicas nessa revisdo sistematica devem ser
consideradas. Em primeiro lugar, apenas 3 artigos preencheram os critérios de
incluséo, talvez porque o tema desta revisdo seja recente (2012 e 2014). De
313 citacdes identificadas, apenas 3 estudos preencheram os critérios de

inclusdo e foram utilizados na andlise qualitativa.

Os resultados apresentados neste trabalho e outros observados na
literatura confirmam que o uso da metformina para tratamento do HNSCC pode
ser uma possivel alternativa clinica em potencial. Além das evidéncias clinicas
demonstradas na revisdo sistematica, pode-se destacar o potencial efeito
antineoplasico da metformina contra HNSCC. A especificidade da acdo desse
farmaco em células de carcinoma oral e a paralisacdo da fase G1 do ciclo
celular, segundo a literatura, pode ter um grande significado no seu potencial
clinico, porém mais estudos para investigacdo dessas variaveis ap0s esse
estudo sdo necessarios. Posteriormente, a analise das alteracdes das
proteinas envolvidas no processo de progressao celular, da apoptose e da via
PISK/AKT/mTOR séao indispensaveis.
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CONCLUSAO

Frente aos objetivos propostos podemos concluir que:

1-

A metformina foi citotoxica para as linhagens estudadas, com destaque
para FaDu, SCC-9 e Hela,;

A concentracdo de metformina necessaria para inibir 50% das células
neoplasicas foi mais citotéxica ao tratamento com 72 horas e nas
concentracbes mais elevadas, sugerindo que a metformina tem um

efeito citotoxico tempo e dose-dependente;

A metformina ndo apresentou uma acdo seletiva nas linhagens de
carcinoma analisadas, significando que o medicamento foi mais téxico

para a linhagem de queratinécito que as linhagens neoplasicas;

Ndo se observou interferéncia da metformina no ciclo celular das

linhagens de células de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco;

A revisdo sistematica realizada mostrou associacao entre a diminuicdo
do risco de HNSCC e uso de metformina. Embora existam poucos
estudos, a metformina parece melhorar a sobrevida global dos pacientes
com HNSCC.
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Abstract

Conventional therapeutic approaches for head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) are associated with many adverse effects that reduce quality of life.
Therefore, identification of new less cytotoxic treatments is highly important.
Metformin, which is commonly used for type 2 diabetes, may reduce cancer risk. A few
clinical studies have examined the association between HNSCC and metformin.
Therefore, the aim of this systematic review was to synthesize the available literature of
the potential effect of metformin on HNSCC. This study followed the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses checklist. Studies were
gathered by searching PubMed, MEDLINE, EMBASE, LILACS, and the Cochrane
database before June 28, 2014, with no time or language restrictions. Studies that
evaluated individuals of any age that underwent metformin and had HNSCC and
compared with patients without treatment or patients that use other kind of treatment for
HNSCC (drugs or radiotherapy) were considered. Selected articles were evaluated
according to the Critical Appraisal Skills Programs. Of 313 identified citations, 3
studies met the inclusion criteria and were used for qualitative analysis. These studies
demonstrated that individuals taking metformin had decreased rates of locoregional
recurrence and metastasis and improved overall survival and disease-free survival rates.
Individuals taking metformin had a lower incidence of HNSCC than those not taking
metformin. Though there are only a few studies on the topic, currently available
evidence suggests an association between HNSCC and metformin use. Metformin

reportedly improves the overall survival of HNSCC patients.
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Introduction

Metformin (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride) is a biguanide derived from the
French lilac (Galega officinalis). Several centuries ago, it was discovered that French
lilac reduces the symptoms of diabetes mellitus [1]. Approximately 120 million people
use metformin worldwide [2] and its cost low [3]. It is indicated for treatment of type 2
diabetes, metformin is also used for polycystic ovarian syndrome, metabolic syndrome,
and diabetes prevention [4,5]. The use metformin in diabetic patients has been
associated with significantly lower risks of cancer incidence and mortality [6,7,8]. The
most evident reported side effects are nausea and diarrhea [9].

Results from epidemiologic surveys confirm that metformin has significant effects on
tumorigenesis [10,11]. The antineoplastic activity of metformin depends on the
metabolic characteristics of patients and the molecular pathology of tumors. Adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) is the main mediator of the anticancer
effects of metformin, though other mechanisms have also been described. Activation of
AMPK has been proposed as the main direct mechanism by which metformin inhibits
tumor growth. This enzyme influences cellular energy homeostasis, acting as a
metabolic master switch that regulates several intracellular systems [12,13,14].

Oral and pharyngeal cancer, grouped together, are the sixth most common type of
cancer in the world [15]. Moreover, the concept of using metformin as a
chemopreventive agent to control head and neck carcinogenesis is promising [16,17,18].
Therefore, the aim of this systematic review was to synthesize the available literature of

the potential effect of metformin on HNSCC.
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Materials and Methods

This systematic review was conducted following as closely as possible the PRISMA
checklist [19]. We did not register a protocol.

Eligibility criteria

We selected articles that dealt primarily with the effect of metformin on HNSCC
located in the lip and/or oral cavity, pharynx, larynx, nasal cavity, or paranasal sinuses
[20]. Studies that evaluated individuals of any age that underwent metformin and had
HNSCC and compared with patients without treatment or patients that use other kind of
treatment for HNSCC (drugs or radiotherapy) were considered. The study design
included randomized or non-randomized clinical trials, cohort studies, and case-control
studies.

Studies were excluded for the following reasons: (1) different target conditions, such as
metformin was not used as a coadjuvante in cancer treatment; (2) reviews, letters,
personal opinions, book chapters, and conference abstracts; and (3) associations
between metformin and HNSCC treatment in experimental studies (in vitro or in vivo
animal studies) and clinical trials (phase 1, 2, or 3).

Information sources and search strategy

Studies to be considered for inclusion were identified using a search strategy for each
electronic bibliographic database: the Cochrane Library, EMBASE, MEDLINE,
LILACS (Literatura Latino Americana em Ciéncias da Saude), and PubMed (Appendix
1). The reference list will be checked at the end of search. We conducted all searches
across all databases from the beginning dates through June 28, 2014. We managed the

references manually and removed duplicate hits.
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Study selection

We selected articles for inclusion in 2 phases. In phase 1, 2 authors (D.F.R. and S.T.E.)
independently reviewed the titles and abstracts of all the references. These authors
selected articles that appeared to meet the inclusion criteria based on their abstracts. In
phase 2, 2 authors (D.F.R. and S.T.E.) read the full text of all selected articles and
excluded studies that did not meet the inclusion criteria. The same 2 authors
independently reviewed all full text articles. Any disagreements in the first or second
phases were resolved by discussion and mutual agreement between the 2 authors. If the
2 authors could not reach a consensus, a third author (E.N.S.G.) was involved to make a
final decision.

Data collection process and items

One author (D.F.R.) collected the required information from the selected articles:
authors, year of publication, country, main objective, study design, source population,
setting, register or hospital, median age, samples, referenced group, adjusting variables,
results and main conclusions. A second author (S.T.E.) crosschecked all the retrieved
information. Again, any disagreements were resolved by discussion and mutual
agreement between the 2 authors. The third author (E.N.S.G.) became involved, when
required, to make a final decision.

Risk of bias in individual studies

The authors methodologically appraised all of the selected studies according to a
modified check list based on the Critical Appraisal Skills Programs (CASP)[21]. No
attempt was made to validate the selected criteria. Two reviewers (D.F.R and E.N.S.G.)
answered 12 questions that were able to assess the quality of the included studies. In the

end, the articles were categorized as “high,” “low,” or “moderate” according to the
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analysis of each study. Disagreements between the 2 reviewers were resolved by a third
reviewer (S.T.E).

Summary measures

Any outcome measurements were considered in this review (risk ratios, odds ratios
[ORY], or risk differences for dichotomous outcomes; mean differences or standardized
mean differences for continuous outcomes).

Synthesis of results

A meta-analysis was planned since the data from the included studies was considered
relatively homogeneous.

Risk of bias across studies

Only to be applied if meta-analysis was possible.

Results

Study selection

In phase 1 of study selection, 313 citations were identified across the five electronic
databases. After the duplicate articles were removed, only 262 citations reminded.
Comprehensive evaluation of the abstracts was completed and 238 articles were
excluded, so 24 articles remained after phase 1. No additional studies from the reference
lists of the identified studies. From the 24 articles retrieved to conduct a full text review.
This process led to exclusion of 21 studies (Appendix 2). In the end, only 3 articles
[8,22,23] were selected. A flow chart detailing the process of identification, inclusion,

and exclusion of studies is shown in Figure 1.



60

Study characteristics

The studies were conducted in 2 different countries: the United States of America [8,
22] and Taiwan [23]. All 3 studies were published recently (1 article in 2012 and 2
articles in 2014) and were written in English. All selected articles were prospective
cohort studies. A summary of descriptive characteristics for the studies is given in Table
1.

Risk of bias within studies

The reported methodological quality of the 3 included studies is outlined in Table 2.
Included studies ranged from moderate to high risk of potential bias. Common
weaknesses identified were: failure to calculate or justify sample sizes, failure to
identify and account for exposure variability between control and test groups, failure to
identify and account for all confounding variables, insufficient statistical reporting and
analysis. The selected studies did not the best level of evidence available to answer the
clinical question presented in this systematic review, however, as they were
retrospective cohorts in design, there is inherently a large risk of bias as certain
measures of potential bias were irrelevant to the studies or impossible to fulfill. (Table
2)

Synthesis of results

A study by Skinner et al., published in 2012[22], found a significantly decreased
locoregional recurrence rate and improved overall survival in patients treated with
metformin compared to controls (p = 0.04 and 0.01, respectively). The 5-year overall
survival rate was 87% in patients treated with metformin, compared to 41% in the
remaining patients (p = 0.04).

A study by Sandulache et al., published in 2014[8], found that patients taking

metformin presented with a greater percentage of early stage tumors (T1 tumors: 48%
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of patients taking metformin vs. 27% of patients not taking metformin) and less
metastasis (NO: 81% of patients taking metformin vs. 50% of patients not taking
metformin). Furthermore, 76% of patients taking metformin were alive, compared to
41% for diabetics not on metformin and 51% of non-diabetics. Patients taking
metformin had a significantly higher overall survival rate compared to diabetic patients
not taking metformin (OR = 3, 95% confidence interval [CI] = 1.04-8.4; p = 0.04).
Significant associations were found between disease-free survival and disease subsite,
and patients who were taking metformin showed trends toward improved survival
compared to non-diabetics and diabetics not taking metformin (OR =1.77 and 1.99,
respectively).

A study by Yen et al., published in 2014[23], found that the incidence of head and neck
cancer was 0.64 times lower in a cohort of patients taking metformin compared to
patients not taking metformin (p < 0.01). There were significantly lower incidence rates
of head and neck cancer in subgroups of patients taking metformin who were 40 to 65
years old or >65 years old compared to patients not taking metformin in the same age
subgroups (incidence ratio rate = 0.70 and 0.53, respectively; p < 0.01 for both). In the
cohort of patients taking metformin, the incidence of nasopharyngeal cancer was 0.08%
(adjusted hazard ratio = 0.50, 95% CI = 0.31-0.80) and the incidence of oropharyngeal
cancer was 0.03% (hazard ratio = 0.36, 95% CI = 0.17-0.74). The disease-free survival
of patients without head and neck cancer was significantly higher in the metformin
cohort versus the cohort of patients not taking metformin. Patients with diabetes who
did or did not take metformin who subsequently developed head and neck cancer did

not have significantly different overall survival.
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Risk of bias across studies
The selected studies used similar methods, which reduced the possibility of
misinterpretation. The studies selected for this analysis were considered to be relatively

homogeneous, but they did not have compatible data that would allow a meta-analysis.

Discussion

Summary of evidence

Oral and pharyngeal cancer is a serious and growing problem in many parts of the globe
[15]. There is a wide geographical variation in the incidence of this cancer. The areas
characterized by high incidence rates for oral cancer are found in the South and
Southeast Asia (e.g. Sri Lanka, India, Pakistan and Taiwan), parts of Western (e.g.
France) and Eastern Europe (e.g. Hungary, Slovakia and Slovenia), parts of Latin
America and the Caribbean (e.g. Brazil, Uruguay and Puerto Rico) and in Pacific
regions [24]. The most important etiological factors for these cancers are cigarette
smoking and alcohol consumption [25]. Although high-risk human papillomavirus
(HPV), particularly HPV-16, is an independent risk factor for a subset of HNSCC
patients, and there is a strong association between HPV infection and tonsil carcinoma
[26]. Advanced stage cancers are often treated with combination therapy, which
includes surgical resection followed by adjuvant radiation with or without
chemotherapy [27]. All therapeutics are associated with many adverse effects that
reduce quality of life. Therefore, identification of new effective therapies that are less
cytotoxic is very important.

Metformin, which is widely used for patients with type 2 diabetes, may reduce cancer

risk [28]. A comprehensive systematic review and meta-analysis performed by DeCensi
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et al. in 2010 [3] showed that metformin was associated with a 30% reduction in cancer
incidence in individuals with type 2 diabetes compared to patients receiving other
diabetic treatments. The authors also observed promising trends in overall cancer
mortality for pancreatic and hepatocellular cancer patients and, to a lesser extent, for
colon, breast, and prostate cancer patients. Metformin is an old drug that is now gaining

increasing attention as an anticancer agent [29].

It is thought that metformin exerts anticancer effects through inhibition of insulin and
mammalian target of rapamycin (mTOR) pathways [30]. Studies have found that mTOR
plays a key role in the control of cell growth, proliferation, and metabolism and
mediates the phosphoinositide 3-kinase/Akt signaling pathway, which is frequently
deregulated in human cancers [31]. AMPK activation results in downregulation of
MTOR complex 1 (mTORCL1), which is 1 of the 2 signaling complexes formed by
mTOR and the insulin-like growth factor 1/Akt pathway [32]. Metformin primarily
works by blocking a step in the aerobic production of the cellular energy molecule
adenosine triphosphate, which activates a signaling pathway that involves sensing of
cellular energetic stress by the enzyme AMPK. Though metformin activates AMPK, it

has been shown to work independently of this enzyme [33, 34].

Recent discoveries involving 2 tumor suppressor proteins, liver kinase B1 (LKB1) and
ataxia telangiectasia mutated (ATM), help explain the mechanism by which metformin
mediates activation of AMPK [35, 36]. LKBL1 is a well-recognized tumor suppressor
that functions as an upstream regulator of AMPK. Its ability to activate AMPK might
explain, at least in part, the ability of LKB1 to act as a tumor suppressor. LKB1 may
also be an upstream kinase for other members of the AMPK-like subfamily of protein

kinases [37]. Similarly to LKB1, ATM is also a tumor suppressor protein. ATM is
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involved in DNA repair and cell cycle control. In response to metformin, ATM may
phosphorylate LKBL1, therefore mediating the phosphorylation that activates AMPK.
Alternatively, ATM might activate AMPK independently of LKB1, or reduce blood

glucose levels through pathways entirely independent of AMPK [35].

In this systematic review, we investigated the effects and the potential association of
metformin with HNSCC. Several studies have provided evidence about this
relationship, but most of them have been in vitro or in vivo animal studies [37, 38]. We
found only 3 prospective cohort studies for inclusion in this review, and all of them
supported an association between metformin and decreased risk of HNSCC [8, 22, 23].
These studies demonstrated the effects of metformin on the treatment of head and neck
cancer. The main analysis based on these 3 cohort studies showed that individuals
taking metformin had decreased rates of locoregional recurrence and neck metastasis
and improved overall survival and disease-free survival rates compared to individuals
not taking metformin (control group). Furthermore, the incidence of HNSCC was lower

in individuals taking metformin versus those not taking metformin.

Two other clinical studies of the association between metformin and HNSCC were not
included in this review: a phase 1 clinical trial and a retrospective case-control study
[39, 40]. The phase 1 study included an analysis of temsirolimus and metformin in
advanced solid tumors. That study included only 1 HNSCC patient, and that patient
experienced a partial response [39]. The case-control study, which was performed in the
United Kingdom, analyzed the relationship between antidiabetic drugs and the risk of
head and neck cancer [40]. The authors concluded that antidiabetic drugs were not
associated with HNSCC risk, but their data suggested that long-term metformin use had

a protective effect against laryngeal cancer.
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We identified 11 articles with experimental studies that were in vitro and in vivo animal
studies that analyzed the effect of metformin in HNSCC [16, 22, 37, 38, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47] 2 of these studies presented the most important and complete results. Vitale-
Cross et al. [38] showed that metformin reduced the growth of HNSCC cells and
diminished their mTORCL1 activity by both AMPK-dependent and AMPK-independent
mechanisms. They also found that metformin specifically inhibited mTORCL1 in the
basal proliferating epithelial layer of oral premalignant lesions. Remarkably, the authors
found that metformin prevented the development of HNSCC. In the same year (2012),
Sandulache et al. [44] demonstrated that inhibition of respiration by metformin
increased glycolytic dependence in wild-type TP53 expressing cells and potentiated the
effects of glycolytic inhibition on radiation toxicity. These two works showed the
potential clinical benefits of using metformin as a targeted chemopreventive and
chemotherapy agent in the control of HNSCC developing and treatment.

In summary, this is the first systematic review of the effects of metformin on HNSCC
treatment, and the first review to present evidence of a positive association between
decrease of HNSCC and metformin use. Although DeCensi et al. (2010)[3] performed a
systematic review and meta-analysis of metformin and cancer risk in diabetic patients,
they did not analyze head and neck cancer patients.

Currently available evidence suggests an association between metformin and HNSCC,
although there are only a few studies that confirm that statement. Metformin appears to

improve the overall survival of HNSCC patients.

Limitations
Some methodological limitations of this review should be considered. First, only 3

articles met the inclusion criteria, maybe because the subject of this review is very new.
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Of 313 identified citations, only 3 studies met the inclusion criteria and were used in the
qualitative analysis. Furthermore, all of the included studies were very recent (from
2012 and 2014) demonstrating that use of metformin in HNSCC is a new concept.

It should be noted that, according to the CASP [21], the authors have not identified all
important confounding factors. This systematic error can compromise the internal
validity of the study. The failure to not include in the study the variables most relevant
to the analysis and association in question leads to a bias of confounding. Another
limitation is an insufficient reporting of losses of individuals throughout the research to
permit judgment. We suggest that strong future research could eliminate these risks of

bias.
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Legend
Figure 1. Flow Diagram of literature search and selection criteria adapted from

PRISMA[19]
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#1 ‘metformin and head and neck cancer’; #2 ‘metformin and
squamous cell carcinoma; #3 metformin and squamous cell cancer;

#1 or #2 or #3

EMBASE (June 28, 2014)

#1 metformin.mp.; #2 oral cancer.mp.; #3 oral carcinoma.mp.; #4
head carcinoma.mp.; #5 neck carcinoma.mp.; #6 head cancer.mp.;
#7 neck cancer.mp., squamous cell carcinoma.mp; #2 or #3 or #4
or #5 or #6 or #7 or #8; #1 and #9 [mp=title, abstract, subject
headings, heading word, drug trade name, original title, device

manufacturer, drug manufacturer, device trade name, keyword]

LILACS (June 28, 2014)

#1 ‘metformin and head and neck cancer’; #2 ‘metformin and
squamous cell carcinoma; #3 metformin and squamous cell cancer;

#1 or #2 or #3

MEDLINE (June 28, 2014)

#1 metformin.mp.; #2 oral cancer.mp.; #3 oral carcinoma.mp.; #4
head carcinoma.mp.; #5 neck carcinoma.mp.; #6 head cancer.mp.;
#7 neck cancer.mp., squamous cell carcinoma.mp; #2 or #3 or #4

or #5 or #6 or #7 or #8; #1 and #9

[mp=title, abstract, original title, name of substance word, subject
heading word, keyword heading word, protocol supplementary
concept word, rare disease supplementary concept word, unique

identifier]

PubMed (June 28, 2014)

#1 ‘metformin’; #2 ‘oral cancer’; #3 ‘oral carcinoma’; #4 ‘head
cancer’; #5 ‘head carcinoma’; #6 ‘neck cancer’; #7 ‘neck
carcinoma’; #8 ‘squamous cell carcinoma’; #9 (#2 or #3 or #4 or

#5 or #6 or #7 or #8); #10 (#1) and #9
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