UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

DEBORA DUMMER MEIRA

AVALIACAO DOS EFEITOS DO CLOTRIMAZOL EM CELULAS
MCF-7 DE CARCINOMA MAMARIO HUMANO

RIO DE JANEIRO
2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FARMACOS

FACULDADE DE FARMACIA

DEBORA DUMMER MEIRA

AVALIACAO DOS EFEITOS DO CLOTRIMAZOL EM CELULAS
MCF-7 DE CARCINOMA MAMARIO HUMANO

Dissertacao apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia, Departamento de
Farmacos, Laboratério de Enzimologia e Controle
do Metabolismo (LabECoM), da Universidade
Federal do Rio de Janeiro como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

RIO DE JANEIRO
2005



FICHA CATALOGRAFICA

Meira, Debora Dummer.

Avaliagdo dos efeitos do clotrimazol em células MCF-7 de
carcinoma mamario humano/ Debora Dummer Meira. - Rio de
Janeiro: UFRJ/ FF, 2005.

x, 79f..il.; 31 cm.

Orientador: Mauro Sola-Penna

Dissertacdao (mestrado) - UFRJ/ Faculdade de Farmacia/
Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
2005.

Referéncias Bibliograficas: f. 50 - 57.

1. Clotrimazol. 2. Neoplasias mamarias. 3. Fosfofrutoquinase.
4. Antagonistas da calmodulina. 5. Células MCF-7. 6.
Antineoplasicos. |. Sola-Penna, Mauro. Il. Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Faculdade de Farmacia, Programa de Pos-

Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. lll. Titulo.




AVALIACAO DOS EFEITOS DO CLOTRIMAZOL EM CELULAS MCF-7 DE CARCINOMA
MAMARIO HUMANO

DEBORA DUMMER MEIRA

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia e Controle do
Metabolismo, LabECoM, do Departamento de Farmacos da Faculdade de Farmacia — UFRJ,
sob orientagdo do Professor Mauro Sola-Penna e na vigéncia dos auxilios concedidos pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), da Fundagéo Carlos
Chagas Filho de Amparo a Ciéncia do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), do Programa de
Nucleos de Exceléncia (Pronex), do Programa de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (PADCT), do Programa de Oncobiologia da Fundacédo Ary Frauzino/ Fundagéao
Educacional Charles Darwin (FAF/FECD) e da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES).

Aprovado em

Mauro Sola-Penna

Departamento de Farmacos - Faculdade de Farmacia — UFRJ

Vivaldo Moura Neto

Departamento de Anatomia - UFRJ

Ana Luisa Palhares de Miranda

Departamento Farmacos - Faculdade de Farmacia - UFRJ

Vera Lucia G. Koatz

Instituto de Bioquimica Médica - UFRJ

Rio de Janeiro
2005



DEDICATORIA E AGRADECIMENTOS

Primeiramente dedico este trabalho a Deus, que me deu forga em todos os momentos

de fraqueza, desénimo e cansago...

Depois a minha mae e Rodolpho, porque eles me ajudaram além do que eu poderia

esperar...

Agradeco ao Professor Mauro Sola-Penna pela orientagéo deste trabalho.

Gostaria de agradecer aos professores Luis Mauricio Trambaioli Lima, Andréia T. Da
Poian, Marta Sampaio de Freitas, Marcos Farina, Vivaldo Moura Neto, Carla Holandino,
Venicio F. Veiga, André Santos, Irene Von Der Weid e ao aluno Leonardo Tavares por

ajudarem de diversas formas para realizagao e concluséo deste trabalho.
N&o poderia deixar de agradecer aos amigos e colegas (Sao muitos, n&do poderia
descrever em apenas uma pagina...) que entre uma conversa ou ajuda, me fizeram chegar até

o fim...

Enfim, agradeco a todos vocés, que tiveram uma fungdo muito especial em cada fase
da minha vida aqui no Rio... OBRIGADA!



RESUMO

MEIRA, Debora Dummer. AVALIACAO DOS EFEITOS DO CLOTRIMAZOL EM CELULAS MCF-7
DE CARCINOMA MAMARIO HUMANO. Rio de Janeiro, 2005. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2005.

O cancer é uma das doencas de maior gravidade nos dias atuais. As neoplasias mais
agressivas sdo aquelas que possuem elevada taxa de divisdo celular, com mudangas profundas
no metabolismo energético, para que elas possam atingir um estagio anormal de proliferagéo.
Sabe-se que a glicolise é a fonte primaria de energia utilizada pelas células cancerigenas para
sustentar seu crescimento celular desordenado. A enzima chave desta via é a fosfofrutocinase
(PFK). Recentemente foi proposto que a associagdo da PFK ao citoesqueleto seja um passo
importante para a modulagéo do fluxo glicolitico. Existem varios estudos sobre farmacos capazes
de alterar e modular esta via, dentre eles o clotrimazol (1-(a-2-chlorotritil)imidazol), um antifungico
que foi recentemente reconhecido como antagonista de calmodulina. A partir dos dados obtidos
da literatura, resolveu-se testar o clotrimazol em cultura de células MCF-7 de carcinoma mamario
humano para avaliar o efeito dessa substancia sobre a viabilidade e morfologia celulares. Um
outro objetivo foi verificar possiveis alteragbes da distribuigédo intracelular da PFK e sua ligagéo
ao citoesqueleto. No presente trabalho observamos que o clotrimazol induziu uma marcante
diminuicdo da viabilidade celular de maneira dependente do tempo e da dose, quando
comparado aos controles (ICsp de 88.6 + 5.3 yM e um tp5 de 89.7 £ 7.2 minutos com 50 uM
clotrimazol). Notamos também que as células tratadas com este farmaco apresentaram
alteragdes morfoldgicas em seu citoplasma, membrana celular e nucleo, observadas através de
microscopia otica (Coloragdo de Giemsa e DIC) e eletrénica de varredura. Além disso, realizamos
o fracionamento das células por centrifugacao diferencial em duas forgas gravitacionais (27.000 x
g por 20 minutos e 120.000 x g por 45 minutos) obtendo cinco fragbes referentes ao
homogeneizado total (HT), ao sedimento e sobrenadante da primeira centrifugagao (P1 e S1,
respectivamente) e ao sedimento e sobrenadante da segunda centrifugagdo (P2 e S2,
respectivamente). Apds tratamento das células com 50 uM clotrimazol por 30 minutos, a atividade
enzimatica remanescente na subfracdo P2 foi 16.4 + 3.6% e 41.0 £ 15.6% do controle para PFK e
aldolase, respectivamente. Os resultados obtidos por Western Blot das fracées HT, S1, P1, S2 e
P2 e imunocitoquimica das células marcadas para actina e PFK demonstraram a dissociacido da
enzima em relagdo ao citoesqueleto (actina), sendo este efeito aumentado a medida que se
aumenta o tempo de exposi¢cao ao farmaco. Concluimos com estes resultados que o clotrimazol
atua como um agente modulador da atividade da PFK, interferindo de alguma forma na ligagéo
dessa enzima aos filamentos de actina. Isto resulta na diminuicdo de sua atividade e, como
consequéncia, ocorre a reducao do fluxo glicolitico, gerando um decréscimo na sintese de ATP,
culminando com a morte das células de carcinoma mamario humano. Este trabalho revela um
diferente mecanismo de ac¢ao do antifungico clotrimazol e abre uma nova area de pesquisa para
a descoberta de novos farmacos antineoplasicos que funcionem como moduladores da via
glicolitica.



ABSTRACT

MEIRA, Debora Dummer. AVALIACAO DOS EFEITOS DO CLOTRIMAZOL EM CELULAS MCF-7
DE CARCINOMA MAMARIO HUMANO. Rio de Janeiro, 2005. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2005.

Cancer cells are characterized by a high rate of glycolysis, which is their primary energy
source. Glycolysis is known to be controlled by allosteric regulators, as well as by reversible
binding of glycolytic enzymes to cytoskeleton. Clotrimazole is an antifungal azole derivative
recently recognized as a calmodulin antagonist with promising anticancer effect. Here we show
that clotrimazole induced morphological and functional alterations on human breast cancer
derived cell line, MCF-7. The drug decreased cell viability in a dose- and time-dependent manner,
exhibiting an I1Cso of 88.6 £ 5.3 yM and a tp5 of 89.7 + 7.2 minutes, with 50 uyM clotrimazole.
Morphological changes were evident as observed by optical and scanning electron microscopy.
Giemsa stained cells showed morphological alterations and a marked nuclear condensation.
Scanning electron microscopy revealed the complete loss of protrusions responsible for cell
adhesion after a 180 min of treatment with 50 uM clotrimazole. These changes occur in parallel to
the detachment of the glycolytic enzymes, 6-phosphofructo-1-kinase and aldolase, from
cytoskeleton. After a 30 min treatment with 50 yM clotrimazole, the remaining activities in a
cytoskeleton enriched fraction was 16.4 + 3.6% and 41.0 + 15.6% of control for 6-phosphofructo-
1-kinase and aldolase, respectively. Western Blot and Immunocytochemistry experiments
revealed a decrease in the overlapping of the labeling of 6-phosphofructo-1-kinase and F-actin
after clotrimazole treatment, suggesting the site of detachment of the enzymes. Altogether, our
results support evidence for apoptotic events that might be started by clotrimazole involving
inhibition of glycolytic flux in MCF-7 cells and makes this drug a promising agent for treatment of
human breast cancer. In addition, the results reported here suggest that detachment of glycolytic
enzymes from cytoskeleton could be employed as a marker for cancer cell dysfunction and to
evaluate the therapeutic action of anti-cancer drugs.
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1. Introdugéao

Atualmente o cancer representa a segunda causa de morte por doenga no Brasil, e a
cada dia cresce a necessidade de se desenvolver um tratamento eficiente e com o minimo de
efeitos colaterais para o paciente. As neoplasias mais agressivas sdo aquelas que possuem
elevada taxa de divisao celular. Portanto, mudangas profundas no metabolismo energético
dessas células ocorrem para que elas possam atingir esse estagio anormal de proliferagcao
(EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003).

Algumas alteragbes metabdlicas ja foram claramente descritas, sendo a glicolise a
fonte primaria de energia utilizada pelas células cancerigenas para sustentar seu crescimento
celular desordenado (BECKENER, 1990). Sabe-se que o controle da glicolise & feito por
regulacao alostérica (GREINER e col., 1994) e também por ligagao reversivel das enzimas
glicoliticas ao citoesqueleto (ARNOLD e PETTE, 1968). Dentre essas enzimas, destaca-se a
fosfofrutocinase (PFK), que funciona como uma valvula que regula o fluxo de carbono através
da glicdlise e a sintese de ATP (NELSON e COX, 2000). Recentemente foi proposto que a
associacao da PFK ao citoesqueleto, especialmente aos filamentos de actina, € importante
para a modulagdo do fluxo glicolitico em células de melanoma, determinando a viabilidade
celular (PENSO e BEITNER, 1997; GLASS-MARMOR e BEITNER, 1999 e KARNIEL e
BEITNER, 2000). Esse ultimo mecanismo tem atraido muita atencéo e foi identificado como
um importante mecanismo para gerar ATP nas vizinhangas do citoesqueleto, modulando a
morfologia e fungdes celulares (BEITNER, 1993; VERTESSY e col., 1999).

Estudos realizados recentemente em nosso laboratério descreveram que a
associacdo da enzima fosfofrutocinase ao citoesqueleto € mais pronunciada nos tecidos
cancerigenos, do que nos tecidos normais extraidos da mesma mama. Adicionalmente,
observou-se que nas células neoplasicas, 60% da atividade da PFK esta localizada na fragcéo
enriquecida com actina, ao passo que nos tecidos sadios apenas 36% da atividade encontra-
se nesta fragcdo. A maior associacdo da PFK ao citoesqueleto seria influenciada direta ou
indiretamente pelo potencial metastatico deste tipo de cancer e poderia ter um efeito direto
sobre o fluxo glicolitico e consequentemente sobre o consumo de glicose (EL-BACHA e col.,
2003).



Logo, um farmaco que atuasse sobre a via glicolitica, modificando a distribuigdo e a
associacao da fosfofrutocinase ao citoesqueleto, estaria também modulando o mecanismo
pelo qual as células cancerigenas obtém energia para manter seu crescimento desordenado.

Existem alguns estudos acerca de farmacos capazes de diminuir a viabilidade de
algumas linhagens de células cancerigenas, sendo estes classificados como promissores
agentes antineoplasicos. Dentre esses agentes, destaca-se o clotrimazol (1-(o-2-
chlorotritil)imidazol), antifingico que foi recentemente reconhecido como antagonista de
calmodulina. De acordo com os estudos feitos em culturas de células de melanoma,
adenocarcinoma de cdélon e carcinoma de pulméo, esse derivado imidazolinico foi capaz de
induzir uma significativa redugédo nos niveis de glicose 1,6- bisfosfato, frutose 1,6- bisfosfato,
ATP e viabilidade celular (PENSO e BEITNER, 1997, 2002a, 2002b).

A partir dos dados obtidos da literatura, resolvemos entdo testar o clotrimazol em
cultura de células de carcinoma mamario humano, da linhagem MCF-7, e avaliar os efeitos
dessa substancia sobre a viabilidade celular, morfologia e danos subcelulares, por
microscopia o6tica (Coloragao de Giemsa e Contraste Interferencial Diferencial) e eletrénica de
varredura, respectivamente. Um outro objetivo foi tentar identificar os possiveis mecanismos
associados a morte celular, através da extragcdo de fragmentos apoptéticos e posterior
eletroforese em gel de agarose. Além desses objetivos, tentamos verificar se haveriam
mudancgas significativas das atividades das enzimas PFK e aldolase devido ao tratamento
com o clotrimazol. Finalmente, verificarmos se haveriam alteragdes da ligacédo e distribuicao
da fosfofrutocinase ao citoesqueleto, através de Western Blot e imunocitoquimica.

Parte dos resultados obtidos foi recentemente aceita para publicacdo no periddico
“Molecular Genetics and Metabolism”. A carta de aceite e o manuscrito encontram-se no

Anexo |.



2. Revisao da literatura

2.1. Cancer: Caracteristicas da doenca e epidemiologia

O céancer é uma doencga originada a partir de trés fatores preponderantes: a pré-
disposigcado genética, os fatores ambientais e os fatores hereditarios. Esses fatores levam ao
surgimento de mutagdes genéticas, que podem ocasionar lesées do DNA, que quando nao
reparadas, poderdo dar inicio ao processo neoplasico. Embora o dano genético seja
randomizado, existem alguns genes que estdo mais frequentemente associados aos
processos neoplasicos como, por exemplo, o gene P53, que na sua forma ndo mutada é um
gene supressor de tumores (NIGRO e col., 1989).

O céncer é caracterizado por uma populagéo celular heterogénea, com expresséo de
diferentes antigenos de superficie e receptores hormonais, além da morfologia celular ndo
convencional. Pontén e col. (1990) descreveram que algumas células normais (endoteliais e
fibroblastos) possuiriam receptores para os fatores de crescimento produzidos pelas células
malignas, formando-se assim um cenario de interdependéncia mutua e consequente
manutencdo do crescimento celular desordenado dos processos neoplasicos. Nota-se com
isso que o mesénquima do tecido normal adjacente ao processo neoplasico, também colabora
para o crescimento e desenvolvimento das neoplasias.

Alguns estagios devem ser percorridos até que o cancer se instale, destacando-se a
‘indugao”, “promocgao” e “progressao”, que passamos a descrever. No estagio da indugéo,
caracterizado pela lesdao do DNA, varios fatores sdo responsaveis pelo dano do DNA, dentre
eles rearranjos cromossOmicos, radiagdo UV, agentes quimicos e virus oncogénicos. Todos
estes fatores poderdo gerar uma mudancga irreversivel do gendtipo da célula normal
progenitora, produzindo uma célula “iniciada”. O segundo estagio consiste na ativagdo de
oncogenes ou inibicdo de genes supressores, e € denominado de promog¢do. Um exemplo ja
citado anteriormente € o do gene PS53. As células neste estagio sdo denominadas
“transformadas”. O ultimo estagio da carcinogénese é chamado de “progressao”, onde ha a
mudanga do microambiente celular, com o objetivo de manter o processo maligno e a

capacidade de gerar metastases. Durante esta fase, sdo geradas condigbes para o



crescimento das células imortalizadas, tais como produgdo de fatores de crescimento e
citocinas (PONTEN e col., 1990).

O termo tumor ou neoplasia caracteriza-se por uma massa anormal de tecido com
crescimento que excede os limites anatdbmicos do tecido sadio. Os tumores podem ser
benignos, ndo apresentando risco de levar a morte, ou malignos. Cancer € o termo utilizado
para todos os tumores malignos e compreende um conjunto de mais de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem outros tecidos e
orgaos, adjacentes ou n&o. Geralmente, as células neoplasicas malignas proliferam
agressivamente (EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003).

Dentre os tipos de cancer, destaca-se o cancer de mama. O cancer de mama é
provavelmente o mais temido pelas mulheres devido a sua alta freqléncia e principalmente
pelos seus efeitos psicologicos, que afetam a percepgao da sexualidade e da prépria imagem
pessoal. Ele é relativamente raro antes dos 35 anos de idade, mas acima desta faixa etaria
sua incidéncia cresce rapida e progressivamente. No Brasil, o cancer de mama é o que mais
causa mortes entre as mulheres, sendo que o numero de novos casos esperados para 0 ano
de 2005 é de 49.470, com um risco estimado de 53 casos a cada 100 mil mulheres
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2004).

Atualmente, o cancer se constitui na segunda causa de morte por doenga no Brasil, e,
em 1994, as neoplasias foram responsaveis por 10,86% dos 887.594 o&bitos registrados,
sendo que 53,81% dos o6bitos ocorreram entre os homens e 46,05%, entre as mulheres.
Recentemente, PARKIN e col. (2001) estimaram, para o ano de 2000, que o numero de casos
novos de cancer no mundo alcancgaria a marca dos 10 milhdes, dentre os quais, 53% dos
casos ocorreriam nos paises em desenvolvimento. Dentre esses casos, os tumores de
pulmao (902 mil casos novos) e prostata (543 mil) foram os mais freqlientes no sexo
masculino, enquanto que no sexo feminino observaram-se as maiores ocorréncias para 0s
tumores de mama (1 milhdo de casos novos) e colo do utero (471 mil). No Brasil, as
estimativas para o ano de 2005 apontam que ocorrerdo 467.440 casos novos de cancer. Os
tipos mais incidentes, a exceg¢ao de pele ndo melanoma, seréo os de préstata e pulmao no
sexo masculino e mama e colo do utero para o sexo feminino, acompanhando a mesma
magnitude observada no mundo. Sao esperados 229.610 casos novos para o sexo masculino
e 237.830 para o sexo feminino (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2004).



2.2. Citoesqueleto como agente modulador das fungoes celulares

Apesar da maioria das células animais ndo possuir mobilidade, quase todas exibem
alteragbes em sua morfologia que sao indicativas de movimento. Alguns exemplos sdo o
alongamento dos axénios, a contragdo muscular e a constricdo da membrana celular durante
a mitose. Okabe e Hirokawa (1990) mostraram claramente que o0s microtubulos e
microfilamentos associam-se e dissociam-se continuamente ao longo do axbnio, em
neurdnios em cultura. Além dessas alteracdes, as células exibem varios movimentos internos,
tais como a separacdo dos cromossomos e o transporte de vesiculas, porém sem aparente
alteragao de sua morfologia. Estes movimentos internos sofrem um controle muito delicado e
sdo essenciais para o crescimento e diferenciagao celulares. Como podemos imaginar, todos
esses movimentos requerem energia (ATP), assim como proteinas que convertam energia
quimica contida nessas moléculas em trabalho ou mobilidade. Essas proteinas “conversoras”
formam uma rede denominada CITOESQUELETO, que estd em constante rearranjo,
possibilitando que os movimentos celulares acontegcam (LODISH e col., 2000).

O citoesqueleto € composto por trés tipos principais de proteinas: microfilamentos ou
filamentos finos, compostos por actina, filamentos intermediarios € microtubulos, composto de
polimeros de tubulina (NELSON e COX, 2000; LODISH e col., 2000). As proteinas que
formam a ultra-estrutura do citoesqueleto possuem grande relevancia na manutencdo da
forma e mobilidade celulares; no suporte de organelas celulares (LEE e CHEN, 1988; LEE e
col., 1989); na orientacdo dos ribossomas; na maquinaria de sintese de proteinas
(ORNELLES e col., 1986) além de desempenhar um papel fundamental na regulacédo das
atividades metabdlicas celulares (POGLAZOV, 1983).

A influéncia do citoesqueleto na regulagcado das atividades metabdlicas parece ser
causada pela associagdo de varias enzimas glicoliticas aos filamentos de actina. Atualmente
sabe-se que a glicolise é extremamente estruturada e suas enzimas interagem com
elementos do citoesqueleto, principalmente actina (CLEGG,1992; OVADI e OROSZ, 1997).



2.3. Relacgao entre citoesqueleto e cancer

Como ja foi descrito anteriormente, o cancer é causado principalmente por mutacdes
dos genes das células somaticas, sendo necessarios varios anos para o acumulo dessas
mutacdes. Assim, observa-se que o cancer esta relacionado ao processo de envelhecimento
celular (LODISH e col.,2000). Na literatura existem relatos de que as mudangas nas fungdes
dos elementos do citoesqueleto tém papel fundamental no processo de envelhecimento (RAO
e COHEN, 1991).

Nota-se entdo que existe uma relacdo entre as mudancas do citoesqueleto com o
desenvolvimento do cancer. Rao e Cohen (1991) observaram que alteragdes na estrutura da
actina componente do citoesqueleto estdo associadas a proliferacdo celular e neoplasia. A
maioria das evidéncias que mostra o papel dos filamentos de actina na proliferacdo e
diferenciagao celular é baseada em ensaios utilizando citocalasinas em cultura de células
(REBILLARD e col., 1987; TANAKASUKA e col., 1987; TUNG e FRITZ, 1987; FREED e col.,
1989).

Alteracdes da organizagao e fungédo da actina sdo possiveis mecanismos envolvidos
na formacéo de tumores malignos (BEM-ZE'EV,1985; HOLME, 1990). Varios promotores de
tumores, por exemplo, s&do conhecidos por induzirem a reorganizagdo da actina em diversos
tipos celulares (RAO,1985; SASTRODIHARDJO e col., 1987; SOBUE e col.,1988; KELLER e
col., 1989; BIRREL e col., 1990) e mudangas na organizagao da actina foram observadas em
diversas linhagens transformadas (POLLAK e col.,, 1975; WANG e GOLDBERG,1976;
KOFFER e col., 1985; BEM-ZE'EV, 1986). Infec¢des virais também podem ser causadoras do
cancer e afetam profundamente a arquitetura da actina do citoesqueleto (JACSON e BELLET,
1989).

O tecido tumoral periférico é rico em actina, e alguns estudos sugerem que a mesma
esteja envolvida na capacidade de invasado das células cancerigenas (GABBIANI e KOCHER,
1983). Realmente, células de melanoma B16, uma linhagem com capacidade metastatica
elevada, parecem ter mais actina-f (actina filamentosa) quando comparada a outros tumores
menos invasivos (HOLME e col. 1987). Existem relatos de que um aumento na sintese da
actina parece estar envolvido na transformacdo benigna de tumores e no potencial
metastatico (RAZ e GEIGER, 1982; FRIEDMAN e col., 1984).



2.4. Alteragcoes no metabolismo energético e glicolitico das células neoplasicas

As neoplasias malignas mais agressivas sdo aquelas que possuem elevada taxa de
divisdo. Portanto, mudangas profundas no metabolismo energético dessas células ocorrem
para que elas possam atingir esse estagio anormal de proliferagdo. Algumas alteragbes
metabdlicas ja foram claramente descritas ao passo que outras nao foram suficientemente
estudadas. Sao verificadas varias alteragdes nas fungdes de marcadores bioquimicos da
célula neoplasica, dentre eles a enzima malica (OVADI, 1997), a sintese de colesterol
(SABINE, 1976), as langadeiras glicerol-fosfato e malato-aspartato (NAKASHIMA, 1984) e a
enzima creatina cinase (HANSEN, 1986). A atividade das enzimas regulatérias da via
glicolitica geralmente encontra-se elevada no cancer (BAGGETO, 1992). Diversos trabalhos
relataram o aumento das atividades das enzimas hexocinase (PARRY e PEDERSEN, 1983),
fosfofrutocinase (VORA, 1985; EL-BACHA e col., 2003) e piruvato cinase (HAMMOND, 1978)
nos processos neoplasicos. Essas mudancas nos perfis enzimaticos estdo positivamente
correlacionadas com a progressdo da malignidade e, consequentemente, com a
agressividade do tumor.

Dentre as enzimas citadas, focaremos nossa atengcdo nas alteragcbes da
fosfofrutocinase (PFK), enzima chave do metabolismo energético. Em tecidos e células
normais, a ligagao da PFK aos filamentos de actina ativa a enzima e aumenta a afinidade por
um de seus substratos, frutose-6-fosfato (OVADI, 1997). A partir de ensaios de co-
sedimentagdo e microscopia eletrénica, foi mostrado que em condigbes fisiologicas, a
associagao da PFK aos filamentos de actina estabiliza a estrutura tetramérica (mais ativa) da
enzima (ROBERTS e SOMERO, 1987).

Atualmente, tem sido demonstrado que alguns hormdnios promotores do crescimento,
tais como insulina e fatores do crescimento, estimulam a glicolise por aumentar a ligagéo das
enzimas glicoliticas ao citoesqueleto assim como os niveis de glicose-1,6-bisfosfato (SILVA e
col., 2004). Esse composto atua como um sinal intracelular, que regula as diferentes vias do
metabolismo da glicose em diferentes condigdes, através de seus efeitos alostéricos nas
enzimas chave do metabolismo de carboidratos. A glicose 1,6-bisfosfato € um potente
ativador da fosfofrutocinase citosdlica (PFK), a enzima limitante da glicélise e, além disso,
regula a producdo de ATP pela glicdlise citosdlica (BEITNER,1993; PENSO e BEITNER,



2002b). Livnat e col. (1995) demonstraram que todos os efeitos estimulatorios da insulina e
fatores de crescimento sobre os niveis de glicose-1,6-bifosfato e glicolise, podem ser
prevenidos por tratamento com antagonistas de calmodulina. Estes resultados sugerem que o
complexo Ca?*/ calmodulina esta envolvido na acdo estimulatéria da insulina e fatores de
crescimento sobre a glicélise. A calmodulina é uma proteina multifuncional ligadora de Ca*
que esta envolvida na regulagéo de varios eventos celulares, inclusive no crescimento normal,
anormal e proliferacao celular (REDDY, 1994). Ja foi relatado que os niveis de calmodulina
estdo aumentados em células cancerigenas, e que ha uma correlagéo positiva entre a taxa de
crescimento e os niveis de calmodulina em células cancerigenas. Os antagonistas de
calmodulina estdo associados a diminuigao da viabilidade de varios tipos celulares (MAC NEIL
e col., 1993). Baseado nesses achados € razoavel supor que os antagonistas de calmodulina
possam modular o crescimento e a glicélise em células cancerigenas.

Como a fosfofrutocinase € um dos pontos de regulacdo da via glicolitica e sua
interacdo com os filamentos de actina € bem esclarecida, o estudo da compartimentalizagao
desta enzima em células cancerosas torna-se um o6timo modelo para a compreensao da
regulacdo do fluxo glicolitico e, em ultima analise, do consumo de glicose pelas células
tumorais. Além disso, estudos com farmacos que modulem a atividade da PFK podem
contribuir para elucidar os mecanismos de regulagao da via glicolitica e, em ultima estancia,

do controle da proliferacdo de células neoplasicas.



2.5. Associacao da PFK aos filamentos de actina e suas consequiéncias metabdlicas

Enzimas s&o catalisadores bioldgicos com propriedades muito peculiares, estando
envolvidas em quase todos os eventos celulares. Dentre todas as enzimas da via glicolitica
que se associam a elementos do citoesqueleto, a PFK é a enzima que se liga com mais
afinidade aos filamentos de actina (ROBERTS e SOMERO, 1987; MASTERS,1987; CLARKE
e MARTERS, 1975; CLARKE e MORTON, 1982).

A acédo da PFK consiste em catalisar a fosforilagdo da frutose-6-fosfato formando a
frutose-1,6-bifosfato, na presenca de ATP e magnésio, sendo um dos pontos de regulagdo da
via glicolitica. Diversos estudos mostram que esta enzima sofre regulagdo por uma série de
metabdlitos e hormdnios, os quais alteram a velocidade desta via, de acordo com a
necessidade celular energética ou de intermediarios glicoliticos (NELSON e COX, 2000). Na

Tabela 1 s&o mostrados alguns moduladores fisiolégicos da atividade da fosfofrutocinase.

Tabela 1. Moduladores fisiolégicos da atividade da fosfofrutocinase

Ativadores Inibidores
AMP ATP(Concentragbes > 1 mM)
AMPc Citrato
ADP Adrenalina (Figado)
F 2,6 BP Glucagon (Figado)

Insulina (Figado e musculo)

Adrenalina (Musculo)
Actina-f




A atividade da enzima PFK é regulada por sua ligagdo aos filamentos de actina,
em que a forma ligada esta mais ativa, e apresenta uma maior afinidade pela frutose-6-fosfato
(F6P) (LIU e ANDERSON, 1980; ALVES e SOLA-PENNA, 2003; SILVA e col., 2004).
Segundo Kuo e col. (1986) e Luther e Lee (1986) a forma fosforilada da enzima presente em
musculo esquelético de coelho apresenta uma maior afinidade pela actina do que a forma
defosforilada.

De acordo com a literatura, alguns estudos indicam que a PFK em sua forma
ligada, por estar funcionando em sua atividade maxima, ndo é passivel de sofrer regulagao
alostérica, como por exemplo por F2,6BP e inibigdo por ATP e citrato (MASTER e col., 1987,
OVADI e OROSZ, 1997). Porém, esta observacdo parece ser aplicada especialmente as
formas musculares da enzima, sob condicées fisioldgicas. Ja foi demonstrado in vivo, que a
insulina estimula rapidamente a ligagdo da PFK aos filamentos de actina em tecidos
musculares, e que a fragdo ligada encontra-se mais ativa que a soluvel (CHEN-ZION e col.,
1992 a e 1992 b). Foi observado também que a PFK associada a membrana celular de
eritrocitos se encontra mais ativa (HIGASHI e col., 1979).

Analisando todos esses fatos, observa-se que nas células e tecidos que
necessitam de um fornecimento mais eficiente de ATP, tais como musculo esquelético em
exercicio, neurdnios e principalmente células cancerigenas, a interagdo da PFK com o
citoesqueleto se torna um dos pontos chave da regulagao da via glicolitica. Logo, os estudos
com farmacos moduladores desta via sdao de extrema importdncia para melhor
compreendermos 0s processos neoplasicos, assim como para se interferir na progressao dos

mesmaos.
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2.6. Acao do clotrimazol em sistemas bioldgicos

O clotrimazol, formula molecular C,2H17CIN; (Figura A) possui um anel imidazolinico
ligado a uma molécula de bisfenil-(o-clorofenil)-carbinol e foi primeiramente sintetizado por
Blchel e col. (1972). Essa substancia possui peso molecular de 344,85 g, ponto de ebulicdo
entre 147-149 °C e se apresenta na forma de cristal branco a amarelo palido. Ele é uma base
fraca, levemente soluvel em agua, benzeno, tolueno e soluvel em acetona, cloroférmio, DMF e
DMSO. A DLsp oral em ratos é 923,708 mg/Kg (HOOGERHEIDE, 1982). Este farmaco possui
diversas acdes sobre varios sistemas bioldgicos, porém sua principal agdo € como antifungico
de largo espectro, sendo muito eficaz no tratamento de micoses causadas por dermatofitos
patogénicos, infec¢gbes por alguns géneros de leveduras e infecgbes topicas causadas por
varias espécies de Candida, Microsporum e outros fungos (MEADE, 1979). A ac&o antifungica
do clotrimazol se da pela inibicdo da esterol-14-a-demetilase, enzima que atua na sintese do
ergosterol, componente da membrana celular. Com a inibicdo desta enzima, ha o acumulo do
precursor 14-a-metilesterol, que desestabiliza a membrana fosfolipidica, aumentando a
permeabilidade da mesma, inibindo o crescimento fungico (BOSSCHE e col., 1989). O
clotrimazol possui diversas denominagdes comerciais, tais como Canesten®, Lotrimin®,
Mono-Baycuten®, entre outros.

Figura A. Estrutura Quimica do Clotrimazol
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Além da acao antifungica, o clotrimazol também exerce papel modulador das vias de
sinalizacdo, que sdo cruciais para a sobrevivéncia e crescimento celulares normais. Em
células sanguineas e outros tipos celulares, a transdugdo de sinais externos, via receptores
de superficie, levam a produgao de inositol (1,4,5)-trifosfato e a resultante liberagdo de calcio
do reticulo endosplamatico. Normalmente, essa liberagcdo induz a abertura dos canais de
calcio da membrana plasmatica e ativa os canais intermediarios de conducdo de calcio
ativados por potassio (Canais IK), permitindo o fluxo de calcio para o espaco extracelular
(BERRIDGE, 1993). O clotrimazol desestabiliza a homeostase do calcio por libera-lo de seus
estoques intracelulares, através da inibicdo do influxo do mesmo e também por bloquear os
canais IK (BRUGNARA e col., 1997).

Essa alteragcdo da regulacdo do calcio, causada pelo clotrimazol, foi demonstrada
como sendo a responsavel pela inibicdo da progressao do ciclo celular na transicdo da fase
G1-S, resultando na parada do ciclo na fase G0-G1. A indugéo da liberagdo do calcio pelo
clotrimazol leva a deplecado do Ca++ intracelular, que causa a ativacao da Proteina Quinase R
RNA dependente, resultando na fosforilagdo do fator elF2a (eukaryotic translation iniciation
factor) na serina 51, com concomitante inativagdo do mesmo. Essa inativagdo inibe a
formacéo do complexo ternario entre Met-t RNA, elF2a e GTP, um passo crucial na iniciagao
da traducao. Este fato resulta na inibicdo da sintese de proteinas promotoras do crescimento,
tais como as ciclinas A, D e E no estagio de iniciacdo da tradugéo, levando a parada do
crescimento celular na fase G1 (AKTAS e col., 1998).
endoteliais, agindo como um inibidor do fator de crescimento vascular endotelial in vitro e in
vivo (TAKAGASHI, 1998; TAKEI e col., 2003). Além disso, foi demonstrado que o clotrimazol
possui atividade anti-malarial, através da inibicdo da degradagédo do grupo heme, componente
das hemacias, resultando num aumento da hemdlise induzida pelo mesmo (TIEN HUY, 2004).

Recentemente o clotrimazol foi reconhecido como antagonista de calmodulina e
alguns estudos demonstraram que ele € capaz de causar um decréscimo dos niveis de
glicose-1,6-bisfosfato e frutose-1,6-bisfosfato em células CT-26 de adenocarcinoma de colon
e LL/2 de carcinoma pulmonar. Esses resultados sugerem que o clotrimazol exerce algum
efeito sobre essas duas moléculas sinalizadoras da glicdlise, através da inibigdo da atividade

do complexo Ca?*/ calmodulina, uma vez que a poténcia relativa do clotrimazol em reduzir os
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niveis de glicose-1,6-bisfosfato e frutose-1,6-bisfosfato esta préximo ao I1Csy reportado para
inibicdo pela calmodulina. A queda na concentracdo da glicose-1,6-bisfosfato leva a uma
diminuicao da atividade da PFK, que é refletida pela queda drastica dos niveis de frutose-1,6-
bisfosfato, que € o produto da reagao da PFK e também um ativador alostérico desta enzima.
Essa reducao esta fortemente relacionada ao decréscimo do conteudo de ATP celular. Sabe-
se que um decréscimo nos niveis de ATP causa uma série de anormalidades celulares, uma
vez que o mesmo é requerido para os processos dependentes de fosforilagao (transporte de
ions através da membrana celular, translocagdes etc) e que sua queda pode levar a morte
celular (PENSO e BEITNER, 2002b).

Podemos notar que o clotrimazol atua em diversos sistemas bioldgicos, modulando
ou inibindo varias funcdes celulares, destacando-se sua capacidade de alterar a atividade de
algumas enzimas da via glicolitica. Sabemos que o cancer € uma doenga de extrema
gravidade e que as células neoplasicas possuem um metabolismo energético muito eficiente,
que as torna capazes de atingir um estagio anormal de proliferacdo. Infelizmente, ndo existem
medicamentos eficientes e com reduzidos efeitos colaterais disponiveis no mercado. Nota-se
uma necessidade urgente em se descobrir novos farmacos que sejam capazes de destruir as
células cancerigenas sem prejudicar as células normais. Foi com esse objetivo que
resolvemos testar o clotrimazol em cultura de células MCF-7 de carcinoma mamario humano
e avaliar o efeito dessa substancia sobre a viabilidade e morfologia celulares. Um outro
objetivo foi verificar possiveis alteracbes da distribuicdo intracelular das enzimas
fosfofrutocinase e aldolase, verificando se ha algum tipo de alteracdo da ligacdo da PFK ao

citoesqueleto, propondo o possivel mecanismo de ag¢ao do clotrimazol.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a citotoxidade do clotrimazol sobre cultura de células de carcinoma mamario
humano (linhagem MCF-7) e elucidar seu mecanismo de acdo como potencial agente
antineoplasico.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar os efeitos do clotrimazol sobre a viabilidade de células MCF-7 de

carcinoma mamario humano;

e Verificar as alteragbes morfolégicas e danos subcelulares causados pelo

clotrimazol;

e Avaliar os efeitos do clotrimazol sobre o fluxo glicolitico das células MCF-7, bem

COomo seu mecanismo de agao.
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4. Material e Métodos

4.1. Reagentes

As células de carcinoma mamario humano da linhagem MCF-7, foram obtidas do
Banco de Células do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal
do Rio de Janeiro. O clotrimazol foi obtido da DEG Importagdo de Produtos Quimicos, Lote
1102659003, NF 187.980 (S&o Paulo, SP, Brasil). Ditiotreitol (DTT), 3,3’-diaminobenzidina,
fluoreto de sodio (NaF), ATP, frutose-6-fosfato, frutose-1,6-bifosfato, glicose, aldolase,
triosefosfato isomerase, a-glicerofosfato desidrogenase, NADH, DMSO, cloreto de magnésio,
sulfato de amoénio, MTT e Faloidina-TRITC foram obtidos da Sigma Chemicals (St. Louis, MO,
USA). Tris, alcool metilico e alcool etilico foram obtidos da Merck do Brasil (Rio de Janeiro,
R.J., Brasil). Filtros de difluoreto de polivinilideno (PVDF Hybond-P) foram obtidos da
Amersham Pharmacia Biotech. Anticorpo monoclonal anti-actina e IgG conjugada a biotina
foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology. Estreptavidina conjugada a peroxidase de nabo e
Estreptavidina conjugada a FITC foram obtidos da Caltag Laboratories (Burlingame,
California, USA). Os frascos e placas utilizadas para o crescimento das células foram obtidos
da Corning Incorporated (N.Y., USA). DMEM, HEPES e soro fetal bovino foram obtidos da
Gibco-Invitrogen Corporation (N.Y., USA). Os demais reagentes utilizados apresentavam o

mais alto grau de pureza.

4.2. Manutencgao da cultura de células

As células de carcinoma mamario humano da linhagem MCF-7 foram mantidas em
frascos de cultura e acondicionadas em estufa de cultura sem CO,. As mesmas cresceram em
meio DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco) e foram suplementadas com 10% de
soro fetal bovino, insulina (5 pg/ml), tampao HEPES (3g/l), glutamina (0,3 g/l) e bicarbonato de
sédio (0,2 g/l), pH 7,2. O inéculo inicial foi de 5,0x10* células ml™", que foram subcultivadas a
cada dois dias e mantidas em fase log de crescimento celular, como descrito por Holandino e
col., 2001.

15



4.3. Determinacgao da viabilidade celular através do MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo método de Mosmann (1983). Células
MCF-7 (2,0x10* células ml") foram cultivadas em placas de 96 pocos, em meio DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, insulina (5 pg/ml), tampdo HEPES (3g/l),
glutamina (0,3 g/l) e bicarbonato de sdédio (0,2 g/l), pH 7,2. Apds 24 horas foram lavadas com
PBS duas vezes e incubadas a 37°C em PBS contendo glicose 5 mM e diferentes
concentragbes de clotrimazol (30, 40, 50 e 60 yM) por 30, 60, 120 e 180 minutos. O
clotrimazol foi dissolvido em DMSO, utilizando-se como controle uma solugao de 0,5% do
mesmo em PBS, contendo glicose 5 mM nas mesmas condigdes utilizadas para o clotrimazol.
Ao final do tratamento, lavou-se os pocos duas vezes com PBS e adicionou-se 200 pl de uma
solucdo de MTT (Brometo de 3,4,5-dimetilazol-2,5-difeniltetrazolium) 0,5 mg/ml em DMEM. As
placas de cultura contendo essa solu¢cao foram deixadas por 4 horas a 37°C. Ao final dessa
incubacdo, descartou-se o0 sobrenadante e os cristais de formazam produzidos foram
dissolvidos em 200 ul de DMSO. Procedeu-se leitura em espectrofotdometro a 490 nm. Foram

feitas triplicatas de cada concentragao de clotrimazol.
4.4. Microscopia optica por coloragao de Giemsa

Células MCF-7 (1,0x10° células ml”) foram cultivadas em placas de cultura de 24
pocos contendo laminulas de vidro, nas mesmas condigdes descritas no item 4.2. Apds 24
horas, as células estavam aderidas as laminulas, que foram lavadas com PBS duas vezes e
incubadas a 37°C em PBS contendo glicose 5 mM e clotrimazol 50 yM por 90 e 180 minutos.
Como controle, utilizamos uma solugédo de DMSO 0,5% em PBS, contendo glicose 5 mM nos
tempos de 90 e 180 minutos. As células foram analisadas através de coloragdo de Giemsa
(GIEMSA, 1926) em microscopio 6ptico modelo Axioplan-2, marca Zeiss (Alemanha). Pelo
menos 200 células de cada preparacédo foram analisadas ao microscépio optico. Foram feitos

trés experimentos independentes para a detecg¢ao das alteragdes celulares.
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4.5. Microscopia 6ptica de contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC)

Células MCF-7 (4,0x10* células ml™") foram cultivadas em placas de cultura de 24
pocos contendo laminulas de vidro, nas mesmas condi¢des ja descritas no item 4.2. Apos 24
horas as células estavam aderidas as laminulas e foram lavadas com PBS duas vezes e
incubadas a 37°C em PBS contendo glicose 5 mM e clotrimazol 50 yM por 30 e 180 minutos.
Como controle, utilizamos uma solugédo de DMSO 0,5% em PBS, contendo glicose 5 mM nos
tempos de 30 e 180 minutos. As laminulas foram montadas sobre |laminas de vidro, utilizando
solugédo de N-propilgalato 20 mM. A analise microscépica das imagens foi feita com auxilio de

um Microscépio Optico modelo Axioplan-2, marca Zeiss (Alemanha) com filtros apropriados.

4.6. Microscopia eletrénica de varredura

Células MCF-7 (4,0x10* células ml") foram cultivadas em placas de cultura de 24
pocgos contendo laminulas de vidro, nas mesmas condigdes descritas no item 4.2. Apds 24
horas as células estavam aderidas as laminulas e foram lavadas com PBS duas vezes e
incubadas a 37°C em PBS contendo glicose 5 mM e clotrimazol 50 yM por 30 e 180 minutos,
respectivamente. Como controle, utilizamos uma solugédo de DMSO 0,5% em PBS, contendo
glicose 5 mM nos tempos de 30 e 180 minutos. As células aderidas as laminulas de vidro,
tratadas ou ndo com o clotrimazol, foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em PBS por 2 horas.
As laminulas foram entdo lavadas trés vezes com PBS, com intervalos de 10 minutos de uma
lavagem para outra. Apos isso, procedeu-se a etapa de desidratagdo, que consistiu em se
mergulhar as laminulas em concentragdes crescentes de etanol (35, 50, 70, 90 e 100%). Este
etanol foi trocado por CO, em um aparelho de Ponto Critico, modelo CPD 030, marca Balzers
(Germany). As laminulas foram entao recobertas por uma pelicula de ouro por um metalizador
modelo FL9496, Balzers (Germany). As células foram examinadas utilizando microscépio

eletrénico de varredura, modelo JSM 5310, marca Jeol (Tokio, Japao).
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4.7. Extracao de fragmentos apoptoéticos

Células MCF-7 cultivadas em garrafa de 150cm?, foram lavadas duas vezes com PBS
e incubadas com PBS contendo glicose 5 mM e clotrimazol 50 pyM, a 37°C por 180 minutos.
Como controle, utilizamos uma solugdo de DMSO 0,5% em PBS, contendo glicose 5 mM no
tempo de 180 minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS,
incubadas com DMEM suplementado (como descrito no item 4.2) a 37°C por 180 minutos.
Logo apds este procedimento, as células (2,0x107) foram retiradas da garrafa de cultura com
um pequeno raspador de células (“Cell scraper”) e centrifugadas a 1000 x g por 1 minuto em
centrifuga Centra modelo MP4R, marca IEC (USA). Procedeu-se a extragdo dos fragmentos
apoptéticos, que consistiu em: adicionar solugao de lise celular (Tris 10 mM, pH 7,4; EDTA 5
mM e Triton X-100 1%) e incubar por 20 minutos a 4°C. O homogeneizado obtido foi
centrifugado a 12.000 x g por 20 minutos. Foi adicionado ao sobrenadante RNase A (100
pg/ml) e incubou-se a 37°C por 1 hora. Apds isso, foi adicionada Proteinase K (0,1 mg/ml) e
incubou-se a 57°C por 1 hora. Procedeu-se a extragao do DNA através da mistura de 1 parte
da amostra para 1 parte de fenol:cloroféormio:alcool isoamilico (25:24:1). Centrifugou-se a
amostra a 12.000 x g por 5 minutos e precipitou-se o DNA com 1/10 de NaCl 3M e 3 vezes o
volume de etanol absoluto gelado, agitando levemente, e deixando precipitar “overnight” a -
20°C. Apods isso, a amostra foi centrifugada a 13.000 x g por 20 minutos. O pellet obtido foi
entdo lavado com etanol 70% e novamente centrifugado a 13.000 x g por 5 minutos, sendo
lavado finalmente com etanol absoluto e centrifugado a 13.000 x g por 5 minutos. O produto
final obtido (fragmentos apoptéticos) foram deixados secar a temperatura ambiente e depois
ressuspensos em 50 pl de tampao TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 10 mM; pH 8,0). As amostras
(20 pl) foram entao submetidas a eletroforese em gel de agarose (1,2%) a 85 v por 1 hora.
Esse gel foi tratado por 15 minutos com brometo de etideo (2 pl/ml) e as bandas foram
observadas em transiluminador com luz ultra-violeta em comprimento de onda de 300 nm e

fotografado com camara Polaroid.
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4.8. Fracionamento celular

Células MCF-7 cultivadas em garrafa de 150cm? foram lavadas com PBS duas vezes
e incubadas a 37°C em PBS contendo glicose 5 mM e clotrimazol 50 yM por 30 minutos.
Como controle, utilizamos uma solugdo de DMSO 0,5% em PBS, contendo glicose 5 mM por
30 minutos. Apods isso, as células (1,5x107) foram lavadas duas vezes com PBS e lisadas por
cavitagao com nitrogénio liquido. O produto da lise foi ressuspenso em aproximadamente 2,5
ml de tampao de reconstituigdo (Tris 50 mM; KCI 150 Mm; MgCl, 5 mM; Egta 1 mM; NaF 5
mM; NaVO4 1 mM; a-glicerofosfato 1 mM; DTT 1 mM; sacarose 0,25 M; PMSF 1% vlv;
leupeptina 0,1% v/v, pepstatina 0,1% v/v) e posteriormente centrifugado a 100 x g por 5
minutos a 4°C em centrifuga Centra modelo MP4R, marca IEC (USA). O sedimento foi
descartado e o sobrenadante, denominado homogeneizado total (HT), foi aliquotado para
ensaio das atividades enzimaticas, dosagem de proteinas e Western Blot. Seguiu-se ao
protocolo de fracionamento celular proposto por Alves e Sola-Penna (2003) e El-Bacha e col.
(2003) em que o restante do HT foi submetido a uma nova centrifugagao a 27.000 x g por 20
minutos a 4°C em ultracentrifuga HIMAC, modelo CS100, marca Hitachi (Koki, Jap&o), rotor
modelo AT4. O sedimento obtido (denominado P1) foi ressuspenso em 400 ul de tampao de
reconstituicdo. O sobrenadante (denominado S1) foi aliquotado para posterior dosagem das
atividades enzimaticas, dosagem de proteinas e Western Blot. O restante do S1 foi
centrifugado a 120.000 x g por 45 minutos a 4°C, em ultracentrifuga HIMAC, modelo CS100,
marca Hitachi (Koki, Japao), rotor modelo AT4, conforme protocolos descritos para co-
sedimentagdo de elementos do citoesqueleto, especialmente actina e enzimas da via
glicolitica em tecidos musculares (ARNOLD e PETTE, 1968; CLARKE e MARTERS, 1975) e
nao musculares (CLARKE e MORTON, 1982). Apds esta ultima ultra-centrifugagcédo obteve-se
duas subfragdes celulares: o sobrenadante (denominado S2) e o sedimento (denominado P2),
que foi ressuspenso em 400 ul de tampé&o de reconstituicdo. O restante deste foi congelado
para posterior dosagem de proteinas e Western Blot. Todas as subfragdes celulares foram

mantidas em banho de gelo, até a realizacdo dos ensaios enzimaticos.
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4.9. Determinagao da atividade das enzimas PFK e aldolase

As subfracbes celulares obtidas no item 4.7 foram utilizadas para a dosagem da
atividade das enzimas PFK e aldolase. O meio de reacao utilizado para dosagem da enzima
PFK continha Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; MgCl, 5 mM; (NH4),SO4 5 mM; frutose-6-fosfato 1 mM;
ATP 0,1 mM; NADH 0,2 mM; 1,5 U aldolase; 2,5 U triosefosfato isomerase, 4 U
o—glicerofosfato isomerase . O meio de reagao utilizado para dosagem da enzima aldolase
continha Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; MgCl, 5 mM; (NH4),SO4 5 mM; frutose-1,6-bisfosfato 1 mM,;
NADH 0,2 mM; 2,5 U triosefosfato isomerase, 4 U a—glicerofosfato isomerase. A reacgao foi
iniciada com 50 pl das subfracbes (HT, S1, P1, S2 e P2) e a oxidacdo do NADH foi
acompanhada pela medida da diminuicdo da absorbancia a 340 nm em espectrofotometro
Shimadzu (Analytical Instruments Division), modelo 2401 PC UV-VIS (Kyoto, Japao).

4.10. Dosagem de proteinas

Foram utilizados 10 ul das subfragcdes celulares obtidas no item 4.7 para

determinagao do conteudo protéico pelo método descrito por LOWRY, 1951.

4.11. Sintese de anticorpos anti-fosfofrutocinase

Os anticorpos anti-fosfofrutocinase usados para o Western Blot (item 4.12) e

Imunocitoquimica (item 4.13) foram produzidos em ratos a partir da PFK purificada de coelhos

segundo método descrito por Kopperschlager, 1995. Os anticorpos foram produzidos em

nosso laboratério e gentilmente cedidos pela aluna de mestrado Mdénica M.M. de Carvalho.
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4.12. Western blot das subfragées HT, S1, P1, S2 e P2

Foram utilizadas 50ug proteina das subfracbdes celulares obtidas no item 4.7, que
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% contendo SDS (SDS-PAGE)
como descrito por Laemmli, 1970. Apds a eletroforese, foi feita a transferéncia das proteinas
para filtros do tipo PVDF Hybond-P (Amersham Pharmacia Biotech), em seguida bloqueados
com Tween-PBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, NaCl 500 mM, Tween-20 0.1%) contendo BSA 2%
e subsequentemente incubados com anticorpo monoclonal anti-actina (1:500; Santa Cruz
Biotechnology) ou anticorpo anti-PFK (1:100). Os filtros PVDF foram entdo lavados trés vezes
com Tween-PBS, seguido de incubacgédo por 1 hora com anti IgG conjugado com biotina
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology). Os filtros foram, entdo, incubados com estreptavidina
conjugada a peroxidase de nabo (1:1000; Caltag Laboratories, Burlingame, California, USA).
As proteinas imunoreativas foram visualizadas através da coloragdo com 3,3-
diaminobenzidina. As bandas foram quantificadas por densitometria utilizando o software

Scion Image (Scion Co, Frederick, Maryland, USA).

4.13. Imunocitoquimica: Co-localizagao da enzima PFK e Actina

Células MCF-7 (1,0x10° células ml") foram cultivadas em placas de cultura de 24
pocgos contendo laminulas de vidro, nas mesmas condi¢des ja descritas no item 4.2. Apos 24
horas foram lavadas com PBS duas vezes e incubadas a 37°C em PBS contendo glicose 5
mM e clotrimazol 50 uM por 30, 60, 120 e 180 minutos. O clotrimazol foi dissolvido em DMSO,
sendo este utilizado como controle, onde se usou uma solugdo com DMSO 0,5% em PBS
contendo glicose 5 mM (mesma concentragdo final utilizada com o clotrimazol) nos
respectivos tempos (30, 60, 120 e 180 minutos). As células tratadas com clotrimazol e o
controle DMSO 0,5% foram fixadas com PBS contendo paraformaldeido 4% e sacarose 4%
por 20 minutos, a temperatura ambiente, sendo em seguida permeabilizadas com PBS
contendo Triton X-100 0.1% por 5 minutos, e em seguida lavadas com PBS e marcadas com
Faloidina-TRITC (isotiocianato de tetrarodamina) (1:1000; Sigma) por 2 horas, a temperatura
ambiente. As células foram entdo bloqueadas com Tween-PBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, NaCl

500 mM, Tween-20 0.1%) contendo BSA 2% e incubadas com anticorpo anti-fosfofrutocinase
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(1:10) “overnight” a 4°C. Subsequentemente, as células foram incubadas com anticorpo anti
IgG conjugado a biotina (1:50; Santa Cruz Biotechnology) e estreptavidina conjugado a FITC
(isotiocianato de fluoresceina) (1:50; Caltag Laboratories, Burlingame, CA) por 1 hora, a
temperatura ambiente. As laminulas foram montadas sobre |aminas de vidro utilizando
solugédo de N-propilgalato 20 mM. A analise microscopica das imagens fluorescentes foi feita
com auxilio de um microscépio (Olympus BX40, Tokyo, Japado), equipado com filtros
apropriados e utilizando-se objetiva 100x em 6leo de imersdo. As imagens foram capturadas
com uma “cooled-charged-coupled device” camera (Photometrics, Tucson, AR). A analise da
sobreposicao das marcagcdées com TRITC e FITC foi realizada através da Correlacdo de
Pearson (Pearson’s correlation) utilizando-se o software Image-Pro Plus 4.0 (Media

Cybernetics).

4.14. Dosagem do consumo de glicose e produgao de lactato

Células MCF-7 (confluentes) foram adicionadas a placas de cultura de 24 pogos, na
presenca de clotrimazol 50 uM e DMSO 0,5% (usado como veiculo) e mantidas a 37°C por 30
e 120 minutos. Também foram feitos controles sem nenhum tipo de tratamento. Ao final do
tratamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS e foi adicionado meio de cultura.
As placas de cultura foram incubadas por mais 48 horas a 37°C. Foram retiradas aliquotas do
meio de cultura nos tempos 0, 24 e 48 horas de incubag&o, em que a glicose remanescente e
o lactato formado, foram medidos como descrito a seguir. Para a quantificagdo da
concentracao de glicose remanescente foi usado um kit colorimétrico de dosagem enzimatica
(Glucox 500 — Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios, LTDA, Brasil). A glicose
foi medida através da diferenca entre o seu conteudo no tempo 0 e apds 24 e 48 horas de
incubacédo. A taxa do consumo de glicose foi calculada através de regresséo linear. Os niveis
de lactato foram medidos através da formagao do NADH a partir da oxidacdo do lactato na
presenga de um excesso de NAD". A reacdo foi catalisada pela adi¢do da enzima lactato
desidrogenase (2U/ ml) e a concentracédo de lactato foi calculada através do coeficiente de
extingdo molar do NADH a 340 nm (g(340) NADH= 6,22 x 10°M x cm™).
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4.15. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad InStat
Software (Copyright 1992-1998, California, U.S.A), utilizando-se o teste de analise de
variancias ANOVA bicaudal para os ensaios de determinacdo da viabilidade celular e
Imunocitoquimica (Co-localizacdo da enzima PFK e Actina), Teste t de Student pareado para
a determinacao da atividade das enzimas PFK/ aldolase (subfracdo P2), Teste t de Student
nao pareado para a determinacédo da atividade das enzimas PFK/ aldolase (subfragbes HT,
S1, P1, S2 e P2), Teste t de Student ndo pareado para o Western Blot da subfragdes (HT, S1,
P1, S2 e P2), ANOVA bicaudal e ANOVA bicaudal, Pés-teste de Student-Newman-Keus para
dosagem do consumo de glicose e produgao de lactato, respectivamente. Utilizamos para
todas as variaveis a média e o erro padrdo (como medida de precisdo da média). Todos os
experimentos foram realizados, ao menos, em triplicata. O simbolo * denota diferenca
estatisticamente significativa para P<0,05 em todos experimentos, com exceg¢ao da Figura 13

*

(Imunocitoquimica: Co-localizagdo da enzima PFK e Actina), em que * significa diferenca

estatisticamente significativa para P<0,01.
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5. Resultados
5.1. Determinagao da viabilidade celular

Os ensaios de determinagao da viabilidade celular foram realizados para se verificar
as alteracdes na sobrevivéncia das células MCF-7 quando tratadas ou ndo com o clotrimazol,
estabelecendo assim o tempo e concentracdes ideais de incubagcdo com o farmaco.
Observou-se que as células tratadas com o clotrimazol exibiram uma diminuicdo da
viabilidade celular de maneira dependente da dose e do tempo de incubagdo. Notou-se que o
aumento da concentragdo do clotrimazol induziu uma diminuicdo da viabilidade das células
MCF-7, como pode ser observado na Figura 1A, confirmando que a resposta ao farmaco é
dependente da dose utilizada. A 1Csp calculada foi 83,3 + 6,5 uM (P<0,05, ANOVA bicaudal).
O tempo para atingir 50% da viabilidade celular (t5) foi calculado para cada concentragao de
clotrimazol testada (30-60 uM) e os resultados sdo apresentados na Figura 1B (P<0,05,
ANOVA bicaudal). Observa-se que a resposta ao farmaco é dependente tanto do tempo de

incubagao, quanto da concentracao do clotrimazol usada.

24



Figura 1. Efeitos do clotrimazol sobre a viabilidade de células MCF-7. A viabilidade das células
MCF-7 foi detectada pelo ensaio do MTT, como descrito em Material e Métodos. Os resultados
sdo apresentados em funcdo da concentracido de clotrimazol utilizada (A) e em fun¢dao do
tempo de incubagao com clotrimazol 50 uM (B). O t, 5 para morte celular foi calculado a partir da
curva tempo-dependente para cada concentragao de clotrimazol testada, através de regressao
nao-linear, utilizando o software Sigma Plot (SPSS Inc, USA). Os valores sdo a média * erro

padrao de trés experimentos independentes, realizados em triplicata (n=3).
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5.2. Microscopia ética por coloragao de Giemsa

Uma vez confirmada que a resposta das células MCF-7 ao clotrimazol era
dependente da dose e do tempo de incubagdo, resolvemos investigar as alteragbes
morfolégicas decorrentes do uso do farmaco. Apos tratamento com clotrimazol 50 uM por 180
minutos, observou-se uma diminuicdo no tamanho das células e o nucleo de algumas
mostrou-se picndctico (indicado por setas pretas), com uma marcante condensagao nuclear,
como demonstra a Figura 2D, confirmando as alteragées morfolégicas das células MCF-7
ap6s a incubagdo com o clotrimazol. Essas alteragdes nucleares estdo muitas vezes
asssociadas a morte celular por apoptose (BURSCH, 2000). Nos controles (Figura 2A e 2B),
as células mostram-se normais, sendo que no primeiro grupo nao foi adicionado DMSO e no
segundo sim. Nota-se que ndo se observam diferengas morfolégicas relevantes entre esses
dois grupos. Nao foram observadas alteracbes morfolégicas significativas nas células que

foram incubadas com clotrimazol 50 uM por 90 minutos (Figura 2C).
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Figura 2. Morfologia das células MCF-7 analisadas através de microscopia é6tica (coloragao de
Giemsa). As células foram cultivadas como descrito em Material e Métodos. A Figura 2A mostra
as células incubadas com meio de cultura suplementado por 180 min. A Figura 2B mostra as
células incubadas com DMSO 0,5% (controle do solvente) por 180 min. As Figuras 2C e 2D
mostram as células tratadas com clotrimazol 50 uM por 90 min. e 180 min., respectivamente. As
setas da Figura 2D indicam a condensagdo nuclear observada. As Figuras sao representagoes
de uma série de trés experimentos independentes em que foram analisadas, ao menos, 200

células para cada condigao experimental.
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5.3. Microscopia ética de contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC)

Apo6s verificarmos as alteragdes morfolégicas por microscopia otica (coloragdo de
Giemsa), resolvemos analisar as células MCF-7 (apds tratamento com clotrimazol ou DMSO
0,5%) ao microscopio 6tico, porém agora por contraste interferencial diferencial de Nomarski
(DIC), com o objetivo de verificar alteragdes na superficie celular resultantes do tratamento
com o farmaco por 30 e 180 minutos. Notamos, apdés 180 minutos de incubagdo com o
farmaco, alteracbes na superficie celular (Figuras 3C e 3D), tais como perda dos
prolongamentos responsaveis pela adesdo celular e mudangas da forma celular. Estas
alteragcdées morfoldgicas das células MCF-7 nao foram observadas no controle DMSO 0,5% e
nas células tratadas com clotrimazol 50 yM por 30 minutos (Figura 3A e 3B, respectivamente).
Pelo menos 200 células de cada preparacao foram analisadas ao microscépio 6ptico. Foram
feitos trés experimentos independentes para a deteccao das alteragdes celulares. As setas

pretas indicam as células com alteragdes morfologicas e perda dos prolongamentos celulares.
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Figura 3. Morfologia das células MCF-7 analisadas através microscopia 6tica de contraste
interferencial diferencial de Nomarski (DIC). As células foram cultivadas como descrito em
Material e Métodos. A Figura 3A mostra as células MCF-7 incubadas com DMSO 0,5% (controle
do solvente) por 180 min. A Figura 3B mostra as células incubadas com clotrimazol 50 uM por
30 min. As Figuras 3C e 3D mostram as células tratadas com clotrimazol 50 uM por 180 min. As
setas das Figuras 3C e 3D indicam as alterag6es morfologicas observadas. As Figuras sao
representagoes de uma série de trés experimentos independentes em que foram analisadas, ao

menos, 200 células para cada condigdo experimental.
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5.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Apos verificarmos as alteragcbes morfoldgicas causadas pelo clotrimazol por
microscopia Otica de contraste interferencial diferencial de Nomaski (DIC), resolvemos
analisar as células MCF-7 ao microscopio eletrénico de varredura, com o objetivo de confirmar
os resultados obtidos por DIC e procurar novas alteragdes celulares. Verificamos alteragdes
ultra-estruturais, tais como perda dos prolongamentos responsaveis pela adesao das células
ao substrato, assim como perda da integridade da membrana celular, apos tratamento com
clotrimazol 50 uM por 30 e 180 minutos (Figuras 4C, 4D e 4E, 4F, respectivamente). Notamos
que a microscopia eletronica de varredura foi capaz de demonstrar alteragées morfolégicas
das células MCF-7 ap6s 30 minutos de incubagdo com o farmaco, resultado este que nao
havia sido demonstrado por DIC, devido a sua menor capacidade resolutiva. Também
notamos mudancas na forma celular, que se tornou mais arredondada e com menor tamanho,
principalmente no tempo de 180 minutos. Nao foram notadas mudancgas dessa natureza nas
células tratadas com DMSO 0,5% por 180 minutos (Figuras 4A e 4B). As setas brancas

indicam os locais de perda dos prolongamentos celulares apés tratamento com o clotrimazol.
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Figura 4. Morfologia das células MCF-7 analisadas por microscopia eletrénica de varredura. A
preparagdo para a microscopia foi feita como descrito em Material e Métodos. As Figuras 4A e
4B mostram as células MCF-7 tratadas com DMSO 0,5% por 180 min.,, com um aumento de
3500X e 7500X, respectivamente. As Figuras 4C e 4D mostram as células MCF-7 tratadas com
clotrimazol 50 uM por 30 min., com um aumento de 1500X e 3500X, respectivamente. As Figuras
4E e 4F mostram as células MCF-7 tratadas com clotrimazol 50 uM por 180 min., com um
aumento de 2000x e 3500X, respectivamente. As setas das Figuras 4C, 4D, 4E e 4F indicam as

alterag6es morfoldgicas observadas.
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5.5. Extragcao de fragmentos apoptoéticos

Como as alteragbes morfolégicas observadas ao M.O. sugeriam morte celular por
apoptose (BURSCH, 2000), resolvemos verificar esta possibilidade. Apds tratamento das
células com o clotrimazol, procedeu-se a extragao dos fragmentos apoptéticos como descrito
no item 4.7. Na Figura 5, observamos que nao ha diferengas entre o controle (Linha B) e o
tratado (Linha C), nas condi¢gbes experimentais descritas, ndo se observando a presenga de
bandas de fragmentagdo do DNA, um marcador muito utilizado para se identificar morte
celular por apoptose. Na Linha A observa-se o padrao de peso molecular de “1 Kb ladder” e a

esquerda, os respectivos valores (em kb) dos fragmentos de DNA.

Figura 5. Gel de agarose das amostras submetidas ao tratamento com DMSO 0,5% ou
clotrimazol 50 uM por 180 minutos, como descrito em Material e Métodos. Na Linha A
observamos o padrao de peso molecular de “1 Kb ladder” e a esquerda, os respectivos valores
(em kilobases) dos fragmentos de DNA. Nas linhas B e C observam-se, respectivamente, o

controle e o tratado.
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5.6. Determinacgao da atividade das enzimas PFK e aldolase

As células tratadas com clotrimazol 50 yM ou DMSO 0,5% (Controle) foram lisadas
com Ny liquido e submetidas a centrifugacéo diferencial em duas forgas gravitacionais
(27.000 x g por 20 minutos e 120.000 x g por 45 minutos) obtendo cinco fragdes referentes ao
homogeneizado total (HT), ao sedimento e sobrenadante da primeira centrifugagao (P1 e S1,
respectivamente) e ao sedimento e sobrenadante da segunda centrifugacdo (P2 e S2,
respectivamente). Os resultados das atividades das subfragbes HT, S1, P1, S2 e P2 das
enzimas PFK e aldolase sdo mostrados nas Figuras 6 e 7, respectivamente. Os resultados
das atividades remanescentes (% controle) na subfragdo P2 das enzimas PFK e aldolase séo
mostrados na Figura 8. Nota-se que o clotrimazol alterou de maneira consideravel a
distribuicdo subcelular dessas enzimas glicoliticas. Nas Figuras 6 e 7, nota-se que sO ha
diferenga significativa da atividade das enzimas PFK e aldolase na subfragdo P2, sendo que
as outras subfragdes (HT, S1, P1 e S2) ndo apresentaram diferengas relevantes (P<0,05,
Teste t de Student ndo pareado). Observa-se que apoés o tratamento das células MCF-7 com
clotrimazol, ha uma diminuicdo marcante da atividade da PFK e aldolase na subfragdo P2,
fato ndo observado nos controles. Analisando a Figura 8, nota-se que a atividade
remanescente na subfracdo P2 foi 16.4 + 3.6 % e 41.0 £ 15.6 % do controle para PFK e
aldolase, respectivamente, quando comparado aos controles (p<0,05, Teste t de Student

pareado).

33



Figura 6. Atividade da enzima PFK nas subfragées HT, S1, P1, S2 e P2. O fracionamento
subcelular e a mensuragao das atividades enzimaticas foram realizados como descrito em
Material e Métodos. As barras negras sao relativas aos controles (células MCF-7 incubadas com
DMSO 0,5% por 30 min.). As barras cinzas sao relativas as células MCF-7 incubadas com
clotrimazol 50 puM por 30 min. Os valores sao a média * erro padrao de trés experimentos

independentes (* P<0,05, Teste t Student nao pareado).
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Figura 7. Atividade da enzima aldolase nas subfragcdoes HT, S1, P1, S2 e P2. O fracionamento
subcelular e a mensuracao das atividades enzimaticas foram realizados como descrito em
Material e Métodos. As barras negras sao relativas aos controles (células MCF-7 incubadas com
DMSO 0,5% por 30 min). As barras cinzas sao relativas as células MCF-7 incubadas com
clotrimazol 50 puM por 30 min. Os valores sao a média * erro padrao de trés experimentos

independentes (* P<0,05, Teste t Student nao pareado).
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Figura 8. Atividade das enzimas PFK e aldolase na subfragao enriquecida com actina-f, em
células MCF-7. O fracionamento subcelular e a mensuracido das atividades enzimaticas
foram realizados como descrito em Material e Métodos. As barras negras sao relativas aos
controles (células MCF-7 incubadas com DMSO 0,5% por 30 min). As barras cinzas séao
relativas as células MCF-7 incubadas com clotrimazol 50 uM por 30 min. Os valores sao a
média * erro
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5.7. Western Blot das subfragées HT, S1, P1, S2 e P2

Apos avaliar a distribuicdo intracelular da atividade das enzimas fosfofrutocinase e
aldolase em cultura de ceélulas MCF-7, tratadas com o clotrimazol, resolvemos identificar se
havia mudangas na localizagdo da enzima fosfofrutocinase com o citoesqueleto (actina),
decorrentes do uso do farmaco, através de Western Blot. A Figura 9 mostra o resultado do
Western Blot das subfragées HT, S1, P1, S2 e P2 (controle e tratado com clotrimazol) que
foram identificadas com anticorpos anti-actina e anti-fosfofrutocinase, respectivamente. Ao
lado de cada marcacgao estao os padrdes purificados (PP) de cada uma das proteinas.

As bandas das subfragdes obtidas (identificagcdo da PFK e Actina) foram quantificadas
por densitometria e os resultados foram expressos na forma da divisdo das subfracbes
soluveis (S1 e S2) pelas subfragbes sedimentadas (P1 e P2), obtendo-se as relagbes S1/P1 e
S2/P2. Os resultados das relagbes podem ser observados na Figura 10. Nota-se que apds o
tratamento com 50uM de clotrimazol, ha um aumento significativo das relagdes S1/P1 e S2/P2
para PFK, demonstrando que ha variagbes no conteudo de fosfofrutocinase dessas
subfragdes, embora ndo tenham sido encontradas diferengas significativas nessas relagbes
para actina (* P<0,05, Teste t de Student ndo pareado).

Figura 9. Western Blot das subfra¢gées HT, S1, P1, S2 e P2 (controle e clotrimazol) identificadas
através de anticorpos anti-actina e anti-fosfofrutocinase, respectivamente. Ao lado de cada
marcacao estao os padroes purificados de cada uma das proteinas. Foram utilizadas 50ug de

proteina obtidas do Fracionamento subcelular, como descrito em Material e Métodos.
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Figura 10. Relagdo Sobrenadante/ Sedimento (S1/P1 e S2/P2) para actina e PFK. As bandas das
subfragcdes (PFK e Actina) foram quantificadas por densitometria utilizando o software Scion
Image (Scion Co, Frederick, Maryland, USA) e os resultados foram expressos na forma da
divisao das subfragoes solluveis (S1 e S2) pelas subfracdoes sedimentadas (P1 e P2), obtendo-se
as relagoes S1/P1 e S2/P2 (* P<0,05, Teste t de Student nao pareado).
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5.8. Imunocitoquimica: Co-localizagao da enzima PFK e Actina

Apds a realizacdo do Western Blot, ainda na tentativa de identificar se havia
mudangas na interagdo da enzima fosfofrutocinase com o citoesqueleto (actina), realizamos a
co-localizagdo da enzima PFK (localizada com anticorpo conjugado a FITC) e da actina F
(localizada com anticorpo conjugado a Faloidina-TRITC) em células MCF-7 tratadas com
clotrimazol e DMSO, de acordo com a metodologia descrita no item 4.13. As células foram
analisadas por microscopia de imunofluorescéncia e os resultados s&o mostrados na Figura
11, Painéis A, B, C e D. Esta figura mostra a marcagao para actina F e PFK nos controles
(Painel A e B, respectivamente) e apdés 180 minutos de incubagdo com clotrimazol 50 uM
(Painel C e D, respectivamente).

A sobreposig¢ao das fluorescéncias do TRITC e FITC (Figura 12, Painéis A, B, C, D e
E) foram analisadas pela Correlagdo de Pearson e os resultados das incubagbes por
diferentes tempos (30, 60, 120 e 180 minutos) com o clotrimazol sdo apresentados na Figura
13. A Correlacédo de Pearson representa a capacidade de sobreposi¢cao de duas marcagdes
diferentes para uma mesma célula, em que as imagens produzidas pelas marcagdes serdo
co-localizadas e transformadas em um indice de correlagdo que pode variar de 1 (Qquando as
imagens se sobrepdem completamente) a -1 (em que as imagens nao se sobrepdem). Nota-
se que ha uma diminui¢ao significativa da Correlagdo de Pearson (unidades arbitrarias) apés
o tratamento das células com o clotrimazol por 120 e 180 minutos (P<0,01, ANOVA bicaudal),
sugerindo que este farmaco induz a dissociagdo da PFK em relagdo a actina constituinte do

citoesqueleto.
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Figura 11. Co-localizagao da enzima PFK e actina-f em células MCF-7. Células MCF-7 (controle)
foram incubadas com DMSO 0,5% por 180 min.,, como mostram os painéis A e B,
respectivamente. Nos painéis C e D sao mostradas as células que foram tratadas com
clotrimazol 50 uM por 180 min. As células foram entdo marcadas conforme descrito em Material
e Métodos, sendo a localizagdao da PFK obtida através da conjugagao do anticorpo anti-PFK ao
FITC e da actina-f obtida através da conjugacdao do anticorpo anti-actina-f ao TRITC. As
marcagoes foram analisadas por microscopia de imunofluorescéncia, em que a actina-f (TRITC)
emite uma fluorescéncia vermelha (Painéis A e C) e a PFK (FITC) emite uma fluorescéncia verde
(Painéis B e D).
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Figura 12. Sobreposicdo das fluorescéncias do TRITC (actina) e FITC (PFK) em células MCF-7,
tratadas com DMSO e clotrimazol por diferentes tempos. No painel A sao mostradas as células
tratadas com DMSO 0,5% por 180 min. Nos painéis B, C, D e E sao mostradas as células

tratadas com clotrimazol 50 uM por 30, 60, 120 e 180 min., respectivamente.
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Figura 13. Correlagao de Pearson da sobreposi¢cdo das marcagdées para actina-f e PFK em
células MCF-7. Células MCF-7 foram incubadas com DMSO 0,5% por 180 min. ou clotrimazol 50
uM por 30, 60, 120 e 180 min (Figura 12, painéis A, B, C, D e E, respectivamente) e marcadas
como descrito em Material e Métodos. A Correlagido de Pearson da sobreposi¢cdo das
fluorescéncias foi analisada como descrito em Material e Métodos. Os valores sdo a média %

erro padrao de, ao menos, trés experimentos (* P<0,01, ANOVA bicaudal).
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5.9. Dosagem do consumo de glicose e produc¢ao de lactato

Uma vez que a dissociacdo da PFK do citoesqueleto esta associada a uma
diminuicdo da via glicolitica (PENSO e BEITNER, 2002 b), resolvemos medir a taxa do
consumo de glicose e producdo de lactato pelas células tratadas ou ndo com clotrimazol 50
MM por 30 e 120 minutos. O clotrimazol promoveu uma diminui¢do de ambas as taxas (glicose
e lactato), nas células tratadas com o clotrimazol por 30 e 120 minutos, quando comparado
com o controle DMSO 0,5% (Figura 14). As células tratadas com DMSO mantiveram as
mesmas taxas de consumo de glicose (Painel A) e producéo de lactato (Painel B) apds 30 e
120 minutos de tratamento (Figura 14, barras pretas). Entretanto, as células tratadas com o
clotrimazol apresentaram uma redugédo a 36 + 11 e 24 + 12% no consumo de glicose (Figura
14A, barras cinza) e 15 £ 6 e 7 £ 5% na producgao de lactato (Figura 14B, barras cinza) apos
30 e 120 minutos de tratamento, respectivamente (P<0,05, ANOVA bicaudal). As diferengas
entre os grupos tratados com o clotrimazol por 30 e 120 minutos ndo foram estatisticamente
significativas para o consumo de glicose e produgao de lactato (P>0,05, ANOVA bicaudal,

Pos-teste de Student-Newman-Keus).
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Figura 14. Dosagem do consumo de glicose e producao de lactato pelas células MCF-7. Células
MCF-7 foram incubadas por diferentes periodos, indicados na abcissa, em presenca de DMSO
0,5% (barras negras) ou clotrimazol 50 uM (barras cinzas) como descrito em Material e Métodos.
O consumo de glicose (Painel A) e a formagao de lactato (Painel B) sdao representados como a
percentagem * erro padrao das células controle (sem nenhum tipo de tratamento). As taxas
absolutas foram 2,4 + 0,2 nmol/ (h x 10° células) e 1,1 £ 0,1 nmol/ (h x 10° células) para o

consumo de glicose e formacao de lactato, respectivamente (* P<0,05, ANOVA bicaudal).
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6. Discussao

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que o derivado imidazolinico,
clotrimazol, induziu uma diminuicdo significativa da viabilidade das células de carcinoma
mamario humano da linhagem MCF-7, alterando sua morfologia e fungdes celulares normais.
Nossos resultados demonstram que o clotrimazol induziu a dissociagdo da PFK e aldolase da
actina constituinte do citoesqueleto, em células MCF-7, submetidas ao tratamento com o
farmaco (Figuras 6, 7 e 8). Concernente a esses resultados, Penso e Beitner (2002a, 2002b)
ja haviam demonstrado que o clotrimazol induziu a dissociagdo dessas enzimas em outras
linhagens celulares cancerigenas. Esses autores haviam demonstrado que o clotrimazol seria
capaz de diminuir o fluxo glicolitico através da dissociagdo das enzimas glicoliticas, além da
diminuicdo de dois ativadores da mesma via, glicose-1,6-bisfosfato e frutose-1,6-bisfosfato
(PENSO e BEITNER, 2002b). Nosso grupo ja havia demonstrado que a ligagdo da enzima
PFK ao citoesqueleto € uma importante via de regulagdo da ativagdo da glicolise via
horménios (ALVES e SOLA-PENNA, 2003; SILVA et. al.,, 2004) e em tecidos cancerigenos
(EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003). No presente trabalho, nossas observagbes nos
permitiram sugerir que a glicolise, nas células MCF-7, é inibida pelo uso do clotrimazol, uma
vez que a mais importante enzima regulatéria da glicélise, a PFK, esta desassociada do
citoesqueleto (Figuras 6 e 8).

Essa dissociagdo também é observada através de imunocitoquimica (Figuras 11, 12 e
13). No entanto, através dessa metodologia, sé € possivel identificar essa dissociagdo apos
120 minutos de incubagao com clotrimazol 50 uM. Isso é perfeitamente compreensivel devido
a diferente acuracia exibida pelos dois métodos, sendo que a determinagdo da atividade
enzimatica por Sistema Acoplado-Espectrofotometria € um método muito mais preciso, como
ja foi demonstrado anteriormente (ALVES e SOLA-PENNA, 2003; EL-BACHA e SOLA-
PENNA, 2003). Na verdade, os experimentos apresentados nas Figuras 6, 7 e 8 foram
realizados por periodos mais longos de incubacdo com o clotrimazol (Resultados nao
mostrados). No entanto, nesses ensaios, 30 minutos foram suficientes para que se atingisse o
efeito maximo desse farmaco. Esses resultados também foram observados ao se medir a taxa

do consumo de glicose e produgao de lactato (Figuras 14 (A) e 14 (B), respectivamente).
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Esses experimentos revelaram que 30 minutos de tratamento com o clotrimazol foram
suficientes para se atingir o efeito maximo do farmaco sobre a glicdlise.

A dissociagao das enzimas glicoliticas em relagédo ao citoesqueleto, também pbde ser
observada através de Western Blot das subfragdes das células tratadas com o clotrimazol. Ao
observar as Figuras 9 e 10, notamos que o farmaco induziu a dissociacdo da PFK do
citoesqueleto das células MCF-7, uma vez que houve um aumento do conteudo enzimatico
nas subfracbes S1 e S2 (Sobrenadantes), em detrimento das subfragbes P1 e P2
(Sedimentos), fato este caracterizado pelo aumento das relagdes S1/P1 e S2/P2. Com isso,
chegou-se a conclusdo que a PFK que estava ligada a actina (antes do tratamento com o
clotrimazol), passou a pertencer a fragao soluvel e, portanto, dissociada da actina constituinte
do citoesqueleto (apd6s o tratamento com o farmaco). Nao foram notadas alteracbes
significativas do conteudo de actina total.

Ao observar as Figuras 6, 7 e 8, notamos que houve uma diminui¢ao significativa das
atividades das enzimas PFK e aldolase nas subfragdes P2, enquanto nas outras subfragdes
(HT, S1, S2 e P1) nao houveram alteragcbes dignas de nota. Realmente, esse dois fatos se
complementam, uma vez que Somero e Hand (1990) descreveram que a enzima PFK tem sua
atividade maxima quando esta associada aos filamentos de actina constituintes do
citoesqueleto. A aldolase tem sua atividade maxima quando esta ligada a actina ou a PFK
associada a actina (RAIS e col., 2000; WALSH e col., 1977; ARNOLD e PETTE, 1970). Logo,
se o clotrimazol causa uma perturbagdo na organizagao do citoesqueleto, € muito légico se
pensar que ele ira modificar o padrao de ligagdo da PFK e aldolase a actina, comprometendo
a capacidade funcional dessas enzimas em realizar suas fun¢des durante a glicolise. De
posse de todos esses dados, podemos sugerir o mecanismo de acgado do clotrimazol. O
farmaco estaria perturbando a organizagao do citoesqueleto e, consequientemente, alterando
a ligacéo e atividade da PFK e aldolase, modificando a atuac&o dessas enzimas durante a
glicdlise e, com isso, inibindo o fluxo glicolitico. Sabemos que a inibicdo da via glicolitica
causa um decréscimo da sintese de ATP, que é a molécula responsavel pela manutencéo da
maioria dos eventos intracelulares. Através deste mecanismo, o clotrimazol seria capaz de
inibir o crescimento das células MCF-7 (Figuras 1 e 2) por bloquear a sintese de ATP

intracelular, culminando com a morte das células de carcinoma mamario humano.

46



Corroborando com estas conclusdes, alguns autores descrevem que ambos 0s
mecanismos de morte celular (apoptose e necrose) tém sido associados a um decréscimo do
fluxo da via glicolitica (PENSO e BEITNER, 2002 a; GONIN-GIRAUD e col., 2002; GARLAND
e HALESTRAP, 1997). Além disso, estudos do metabolismo celular durante a apoptose em
linhagens celulares dependentes de interleucina-3, reportaram que a ativagdo do fluxo
glicolitico esta relacionada a sobrevivéncia celular (HALESTRAP, 1997). A microscopia 6ptica
por Coloracdo de Giemsa demonstrou que as células que receberam tratamento com o
clotrimazol exibiram uma marcante condensagdo nuclear (Figura 2). Essas alteragbes
morfolégicas nucleares estdo muitas vezes associadas a morte celular por apoptose
(BURSCH, 2000). De qualquer forma, ndo podemos afirmar que ocorra apoptose, pelo menos
nas condi¢cdes experimentais realizadas (180 minutos de incubagdo com o clotrimazol, como
descrito no item 4.7), uma vez que, apos o tratamento com o farmaco e posterior tentativa de
extragdo dos corpos apoptéticos, ndo foi encontrado nenhuma banda de fragmentagao do
DNA, marcador muito utilizado para se identificar morte celular por apoptose. De acordo com
este resultado, ndo podemos afirmar que a condensacgao nuclear observada por microscopia
otica, nas células tratadas com o clotrimazol, seja relacionada a morte celular por apoptose.
Porém, deve-se salientar que este foi um resultado preliminar, e, portanto, deve-se repetir
este experimento, variando-se os tempos de incubacdo e as concentragdes do farmaco
usadas. Além disso, seria interessante utilizar outras técnicas para detec¢cado da ocorréncia de
apoptose, tais como TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling), ligagdo da anexina V e
medicdo da atividade das caspases, como forma de confirmacdo da hipotese levantada,
através de mais de uma metodologia.

Entretanto, ao se observar a Figura 1B, nota-se que ha morte celular em apenas 30
minutos de incubagado com 50 uM do farmaco, e supde-se que ocorra morte por necrose das
células MCF-7, apdés o tratamento. Este fato ja foi observado por outros autores que
descrevem alteragdes ultra-estruturais por microscopia eletronica de varredura, como por
exemplo, alteragdes a forma celular e perda da integridade da membrana citoplasmatica
(PENSO e BEITNER, 2002a).

Por outro lado, as alteragbes morfoldgicas observadas apds o tratamento das células
MCF-7 com o clotrimazol, por microscopia o6tica apds coloragdo de Giemsa (Figura 2),

microscopia o6tica de Contraste Interferencial Diferencial (Figura 3) e microscopia eletrénica de
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varredura (Figura 4) sugerem que essa substancia altere a organizagdo normal do
citoesqueleto. Na verdade, as Figuras 11, 12 e 13 revelam que o tratamento com o clotrimazol
induz a um rearranjo do citoesqueleto (actina). Esse fendbmeno ocorre, provavelmente, pela
despolimerizagdo da actina apds o tratamento das células MCF-7 com o clotrimazol. Alguns
estudos demonstram que, mesmo eventos apoptéticos iniciais, sdo correlacionados com a
despolimerizagdo da actina F, em diversas linhagens celulares, inclusive carcinoma mamario
humano (BURSCH, 2000). Além disso, tem sido demonstrado que a apoptose em células
MCF-7, requer periodos maiores de tempo para ocorrer, quando comparado com o modelo de
apoptose da linhagem celular HL60 (Kong Thoo e col., 2003). Esse fato pode explicar a falta
de fragmentagdo apds 3 horas de incubagdao com clotrimazol 50 uM (Figura 5). Com base
nesses resultados e observacgdes, poderiamos sugerir que o clotrimazol esteja induzindo
apoptose nas células MCF-7, além de necrose como ja descrito acima.

O clotrimazol ja foi proposto como um farmaco promissor no tratamento do cancer
(PENSO e BEITNER, 2002a, 2002b). O mecanismo de agao dessa droga € atribuido a sua
atividade como antagonista de calmodulina. Na verdade, os antagonistas de calmodulina sdo
uma nova geracédo de farmacos com um largo espectro de aplicagbes (KONG THOO e col.,
2003). Eles sao efetivos no tratamento de queimaduras de pele e rachaduras produzidas pelo
frio e atenuam as modificacbes da pele induzidas por radiacdo UV. Sao descritos também
como farmacos promissores no tratamento de carcinoma de pulmdo e melanoma (para
maiores esclarecimentos ver BEITNER, 1998). A ICsy do clotrimazol encontrada em nossos
experimentos n&o sdo iguais aquela encontrada para a atividade como antagonista de
calmodulina desse farmaco, que € aproximadamente 20 uyM (No6s encontramos 80 uM)
(HEGEMANN e col., 1993; MAC NEIL e col., 1993). Esse fato ndo descarta completamente a
possibilidade desse mecanismo de acdo em nosso sistema. Na verdade, os efeitos do
clotrimazol sdo compativeis com algumas propriedades dos antagonistas de calmodulina
como, por exemplo, a deslocalizagdo das enzimas glicoliticas (PENSO e BEITNER, 2002a), a
despolimerizagao da actina F (MANNHOLD e TIMMERMAN, 1992) e a indugao de apoptose
em células de carcinoma mamario de rato (PIAZZA e WALLACE, 1985). De qualquer forma,
deve-se pesquisar mais profundamente esse mecanismo de acéo do clotrimazol, para que se

confirme nossa hipétese.
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7. Conclusao

Concluimos com este trabalho que o clotrimazol atua como um agente inibidor da
atividade da PFK, interferindo de alguma forma na ligagdo desta enzima aos filamentos de
actina. Isto resulta na diminuigao de sua atividade e, como consequéncia, ha uma reducgao do
fluxo glicolitico, gerando um decréscimo na sintese de ATP, contribuindo para a diminuicdo da
viabilidade das células MCF-7 de carcinoma mamario humano. Este trabalho revela um
diferente mecanismo de ac¢do do antifungico clotrimazol e abre uma nova area de pesquisa
para a descoberta de novos farmacos antineoplasicos que funcionem como moduladores da
via glicolitica, sendo o clotrimazol um promissor agente no tratamento do cancer de mama.
Além disso, os resultados aqui apresentados sugerem que a avaliagado da co-localizagdo da
PFK e actina-F pode ser empregada como um marcador da disfungdo das células
cancerigenas, que foram submetidas a agdo de drogas anti-cancer. Desta forma, fornecemos
uma nova aplicacdo da imunocitoquimica como uma ferramenta de avaliacado terapéutica da
acao de farmacos antineoplasicos, podendo, desta maneira, acompanhar a evolugdo do

tratamento do paciente.
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