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RESUMO 

 

O clotrimazol (CTZ) apresenta-se como um potencial fármaco antineoplásico, devido 

aos seus efeitos deletérios sobre diferentes pontos do metabolismo energético de 

linhagens celulares de câncer. Devido a sua baixa solubilidade aquosa e a alta 

lipofilicidade, neste trabalho, este fármaco foi incorporado em um sistema micelar 

formando microemulsões óleo/água. Esse sistema é importante para o tratamento do 

câncer, uma vez que promove a liberação prolongada do fármaco, diminuindo assim a 

toxicidade e aumentando a eficácia terapêutica. Neste contexto, o presente trabalho 

tem como finalidade investigar e comparar o efeito do CTZ solúvel com o CTZ 

incorporado em micelas sobre o metabolismo glicolítico e mitocondrial em uma 

conhecida linhagem celular de câncer de mama, a MCF-7. Como controle não 

tumoral, utilizamos duas linhagens, MCF-10A e C2C12, as quais não responderam ao 

tratamento com o CTZ micelar. Por outro lado, linhagem MCF-7 sofreu uma brusca 

redução da viabilidade, principalmente pelo CTZ micelar, que foi 23,18% mais 

potente que a sua forma solubilizada em dimetil sulfóxido (DMSO). Esse efeito foi 

dependente da dose e do tempo de exposição ao fármaco. Nossos resultados 

revelaram ainda que, na maioria dos pontos do metabolismo glicolítico e mitocondrial 

analisados, o efeito inibitório do CTZ foi potencializado quando incorporado em 

micelas. Sobre o metabolismo de glicose, o fármaco diminuiu a atividade das três 

enzimas chaves glicolíticas: hexocinase, fosfofrutocinase e piruvato cinase; e da 

enzima chave da via das pentoses, a glicose-6-fosfato desidrogenase. Como 

consequência, observamos uma redução na produção de lactato. Sobre o metabolismo 

oxidativo mitocondrial, o fármaco promoveu despolarização mitocondrial, diminuição 

a atividade da enzima chave do ciclo de Krebs, a succinato desidrogenase, e 

promoveu alterações significativas na morfologia mitocondrial. Todas essas 

alterações levaram a um quadro de estresse oxidativo, caracterizado pela diminuição 

do conteúdo de ATP, aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

diminuição do conteúdo de glutationa reduzida. Adicionalmente, o fármaco alterou a 

morfologia normal das células MCF-7, promovendo uma contração de seus 

prolongamentos, tornando-as arredondadas. Os ensaios visando avaliar os mecanismo 

de morte celular demonstraram que o CTZ induziu a morte celular tanto por processos 

apoptóticos, como por necrose. Por fim, em condições nutricionais de baixa 

concentração de glicose (1 mM), o efeito inibitório do CTZ micelar sobre a 
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viabilidade celular, sobre o conteúdo de ATP e a produção de ROS foi potencializado 

quando comparado a condição padrão de 4,5 mM de glicose. Em conjunto, nossos 

resultados revelam que houve êxito na incorporação do CTZ em sistemas 

nanométricos micelares, devido aos seus superiores efeitos inibitórios sobre o 

metabolismo energético de células tumorais quando comparado aos efeitos do CTZ 

solubilizado em DMSO. Assim, este sistema microemulsionado apresenta-se como 

uma alternativa para aumentar a eficiência terapêutica, o qual se pretende aplicar em 

ensaios futuros. 

 

Palavras chaves: câncer, clotrimazol, micela, metabolismo. 
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ABSTRACT 

 

 

Clotrimazole (CTZ) has been described as a potential antineoplastic drug due to its 

deleterious effects on different targets of energy metabolism of cancer cell lines. Due 

to its poor aqueous solubility and high lipophilicity, in this study CTZ was 

incorporated into micelles forming microemulsions oil/water. This system is 

important for cancer treatment because it promotes prolonged drug release, thereby 

reducing the toxicity and increasing therapeutic effectiveness. In this context, this 

work aims to investigate and compare the effects of the soluble CTZ with CTZ 

incorporated into micelles on the glycolytic and mitochondrial metabolism, in the 

known breast cancer cell line MCF-7. As controls, we used two normal strains, MCF-

10A and C2C12, which were not affected by micellar CTZ. However, MCF-7 

presented an abrupt reduction in viability when treated with micellar CTZ, which was 

23.18% more powerful than the preparation directly solubilized in DMSO. This effect 

was dose- and time-dependent. Our results also revealed that most of the 

mitochondrial and glycolytic targets analyzed were more sensitive to CTZ and the 

drug was incorporated in the microemulsions. On glucose metabolism, the drug 

decreased the activity of three key glycolytic enzymes, hexokinase, 

phosphofructokinase and pyruvate kinase, and the key enzyme of the pentose 

phosphate pathway, glucose-6-phosphate dehydrogenase. As a result, was observed a 

decrease in the lactate production. On mitochondrial oxidative metabolism, the drug 

promoted a mitochondrial depolarization, decreases the activity of an enzyme of the 

Krebs cycle, succinate dehydrogenase, and promoted significant changes in 

mitochondrial morphology. All of these changes led to a frame of oxidative stress, 

characterized by the decrease in ATP content, increased reactive oxygen species 

(ROS) production and decreased content of reduced glutathione. Additionally, the 

drug altered the morphology of normal MCF-7 cells, providing a contraction of its 

extensions, making them rounded. Assays of cell death mechanism by CTZ 

demonstrated that the drug induces both apoptotic processes and necrosis. Finally, 

when the cells were grown under low glucose concentration (1 mM), the inhibitory 

effects of micellar CTZ on cell viability, ATP content and ROS production were 

enhanced when compared to standard conditions of 4.5 mM glucose. Altogether our 

results show that incorporation of CTZ in micellar systems presented advantages to 
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the freely soluble drug due to their superior inhibitory effects on energy metabolism 

in tumor cells. Thus, this microemulsion system presents itself as an alternative to 

increase the therapeutic efficiency, which is intended to apply in future trials. 

  

Key words: cancer, clotrimazole , micelle, metabolism. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 CÂNCER 

 

As neoplasias malignas pertencem a uma classe de doenças na qual um grupo de 

células apresenta características distintas das células normais que acarretam em um 

crescimento desordenado, proliferação incontrolada, imortalidade, invasão para outros 

tecidos e metástase (INCA, 2013). A invasão refere-se a penetração direta das células 

cancerosas em tecidos adjacentes. A metástase refere-se a sua habilidade em penetrar 

nos vasos linfáticos e sanguíneos, circularem através da corrente sanguínea e 

posteriormente pararem em outras áreas do organismo, onde crescem e formam colônias 

da neoplasia primaria. Nesses casos as células formam uma massa tecidual distinta, 

formadas por células indiferenciadas, denominandas de tumor (CROWLEY, 2004). 

Antigamente, acreditava-se que os tumores surgiam apenas em indivíduos debilitados, a 

partir de corpos estranhos que se instalavam no organismo de indivíduos devido a 

fragilidade na saúde. A partir da década de 80 sabe-se que além dos tumores 

originarem-se a partir de tecidos sadios, estes são capazes de se mover pelo corpo, 

atingir e colonizar outros tecidos formando tumores secundários (BICKERS e LOWRY, 

1989). 

A célula anormal gerada é o produto final do mau funcionamento da regulação 

do ciclo celular, cujas células mutadas e injuriadas, são permitidas a progredir 

realizando o ciclo celular, acumulando mutações (FOSTER, 2008). Quando tais genes 

são transcritos, provocam a síntese de proteínas que mostram perda ou ganho de sua 

função biológica. Essas mutações podem ser causadas por agentes físicos e químicos do 

ambiente, por patógenos e vírus ou por produtos tóxicos da própria célula, como 

radicais livres (FOSTER, 2008). Um exemplo bastante conhecido é a mutação do gene 

supressor tumoral, p53. A forma mutada desse gene promove a perda de um estímulo 

supressor de tumor na célula deixando-a mais suscetível à indução e progressão da 

tumorigênese (NIGRO et al., 1989). As mutações somáticas no oncogene p53 são 

encontradas em aproximadamente 50% de todos os tumores humanos, fazendo dele 

o gene mais comumente alterado (MATTOS et al., 2005). 

Alguns estágios devem ser percorridos até que o câncer se instale, destacando-se 

três: estágio de indução, estágio de promoção e estágio de progressão (Figura 1). O 

estágio da indução é caracterizado pela lesão do DNA que ocorre por vários fatores, 
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como visto no parágrafo anterior. Todos estes fatores podem gerar uma mudança 

irreversível do genótipo da célula normal progenitora, produzindo uma célula 

denominada “iniciada”. O segundo estágio consiste na ativação de oncogenes ou 

inibição de genes supressores do tumor e é denominado de fase ou estágio de promoção. 

Um exemplo já citado anteriormente é o do gene p53 e as células neste estágio são 

denominadas “transformadas”. O último estágio da carcinogênese, chamado de 

progressão, é onde ocorre a mudança do microambiente celular com o objetivo de 

manter o processo maligno e a capacidade de gerar metástases. Durante esta fase, são 

geradas condições para o crescimento das células imortalizadas, tais como produção de 

fatores de crescimento e citocinas (PETÉN et al., 1990; WITSCH et al., 2010; INCA 

2013). 

 

 
 
Figura 1. Principais estágios na progressão tumoral (WITSCH et al., 2010). 
 

Em contraste com o tumor maligno, o tumor benigno cresce lentamente e 

permanece localizado, não se infiltrando em tecidos adjacentes nem invadindo vasos 

sanguíneos ou linfáticos, não apresentando, portanto, metástases. Habitualmente, um 
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tumor benigno pode ser completamente removido cirurgicamente sem dificuldade 

(CROWLEY, 2004). Histologicamente, as células do tumor benigno são bem 

diferenciadas, aproximando-se do fenótipo do tecido de onde se originam, podendo 

inclusivamente manter a atividade funcional desse tecido mãe (CROWLEY, 2004; 

VERMEULEN et al., 2008). As mitoses são raras, o que se relaciona com o seu baixo 

índice de crescimento (STEVENS e LOWE, 2000). Assim, dificilmente levam pacientes 

a óbito. Quanto à sua origem, os tumores podem ser divididos em carcinomas, que são 

tumores sólidos derivados do tecido epitelial, representando a maioria dos tumores 

malignos já descritos; os sarcomas, que são cânceres derivados dos tecidos conjuntivo e 

musculares; os cânceres de sistema nervoso e as leucemias (FERREIRA e ROCHA, 

2004). 

A incidência mundial dessa doença vem crescendo ao longo dos anos. A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 

milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por câncer e 75 milhões de 

pessoas vivas, anualmente, com câncer. Seguindo tendência mundial, no Brasil, as 

estimativas do INCA para o ano de 2013 apontam a ocorrência de aproximadamente 

518.510 casos novos de câncer (INCA, 2013). Destaca-se entre os tipos mais incidentes, 

o câncer de mama. Este é o segundo tipo mais frequente no mundo e o mais comum 

entre as mulheres (Figura 2), respondendo por 22% dos casos novos a cada ano. Em 

2013, espera-se, para o Brasil, 52.680 casos novos de câncer da mama, com um risco 

estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Os homens também podem desenvolver 

câncer de mama, porém é raro, constituindo menos de 1% dos casos de câncer de mama 

(INCA, 2013). 

A OMS estima que cerca de 1/3 dos casos de câncer poderiam ser prevenidos. A 

prevenção e o controle do câncer de mama estão entre os mais importantes desafios 

científicos e de saúde pública, uma vez que é um dos cânceres mais temido pelas 

mulheres devido à sua alta frequência e, sobretudo pelos seus efeitos psicológicos, que 

afetam a percepção da sexualidade e a imagem pessoal (INCA, 2013). Quando essa 

enfermidade encontra-se em um estágio avançado, usualmente definido como doença 

metastática ou inoperável, é essencialmente incurável. 
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Figura 2. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes 
estimados para 2012 por sexo no Brasil, exceto pele não melanoma (INCA, 2013). 

 

 

Diminuir o crescimento do tumor, prolongar a sobrevida e aliviar os sintomas, 

possibilitando tratamento paliativo efetivo e melhoria da qualidade de vida, são os 

atuais objetivos do tratamento (WINER et al., 2001). 

Dessa forma, o entendimento do comportamento e do metabolismo dessas 

células é de fundamental importância para alterar o quadro epidemiológico do câncer e 

ter assim, um sucesso no tratamento dessa neoplasia. As culturas de células de 

carcinoma mamário humano, como MCF-7, MDA-MB-453 e MDA-MB-231, têm sido 

importantes modelos in vitro para estudar a regulação e metabolismo do câncer da 

mama, permitindo importantes avanços científicos no que se refere ao desenvolvimento 

de moléculas para o tratamento dessa doença (ENGEL e YOUNG, 1978).  

 

 

         1.2 CARACTERÍSTICAS METABÓLICAS DO CÂNCER  

 

Em 2000, Douglas Hanahan e Robert Weinberg, escreveram um artigo de 

revisão publicado pela revista Cell, que se intitula The Hallmarks of Cancer. Nele os 

autores apresentaram seis "características adquiridas" necessárias para que células 

comuns se transformem em células cancerosas. Os processos que levam a transformação 

celular induzem uma série de reestruturações funcionais em decorrência da nova 

condição e do microambiente no qual o tumor irá se desenvolver. Quando mutações 

ocorrem nos oncogenes e, por isso, os tornam ativos, ou em genes supressores de tumor 

e os tornam inativos, inicia-se o caminho pelo qual as células descendentes dessas vão 

adquirindo as seis características de que fala o título do artigo e que levam à formação 
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de tumores. São elas: autossuficiência em sinais de crescimento; insensibilidade para 

sinais de inibição de crescimento; evasão da morte celular programada; potencial 

ilimitado de replicação; angiogênese sustentada e capacidade de invadir tecidos e criar 

metástases. Em seu trabalho complementar 11 anos depois, intitulado Hallmarks of 

Cancer: The Next Generation, publicado também na revista Cell (2011), Hanahan e 

Weinberg citaram duas "características emergentes", sugerindo mecanismos adicionais 

que suportam estas capacidades proliferativas, que inclui a reprogramação do 

metabolismo energético celular, a fim de suportar o crescimento celular e a proliferação 

contínua, e a capacidade de escapar à destruição pelo sistema imune. 

Dentre os diferentes marcos do câncer citados acima, destaca-se a 

reprogramação do metabolismo energético celular. A proliferação celular descontrolada, 

que representa a essência da doença neoplásica, envolve não só o controle desregulado 

da proliferação celular, mas também ajustes do metabolismo energético a fim de 

estimular o crescimento e divisão celular (EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003). Assim, 

a condição proliferativa de uma célula tumoral requer uma reprogramação metabólica 

da célula, de maneira a satisfazer suas demandas energéticas e de biomassa. A 

modificação no metabolismo energético das células tumorais mais conhecida e melhor 

compreendida é a capacidade glicolítica aumentada mesmo na presença de altas 

concentrações de O2 (ZHOU et al., 2010). Esse fenômeno transpõe o Efeito Pasteur.  

Louis Pasteur foi o primeiro a demonstrar que, na maioria das células de mamíferos, a 

glicólise é inibida pela presença de O2, permitindo que as mitocôndrias oxidem piruvato 

em CO2 e H2O (PETERSEN, 1978; MAZUREK et al., 1997; GRIGUER et al., 2005; 

GATENBY e GILLIES, 2004; MARIN-HERNANDEZ et al., 2006). Entretanto, no 

início do século passado, em 1920, o famoso bioquímico alemão Otto Warburg, foi o 

primeiro a observar que tecidos tumorais de fígado apresentavam dominância da 

glicólise em relação a fosforilação oxidativa, convertendo glicose em lactato, mesmo na 

presença de O2, quando comparados aos tecidos normais do mesmo órgão. O fenômeno 

das células tumorais gerarem ATP em condições aeróbicas ficou conhecido como efeito 

warburg ou glicólise aeróbica (WARBURG, 1956; WOLF et al., 2011). Nesse 

experimento, Warburg fez a surpreendente descoberta que as células tumorais, ao 

contrário das células normais, utilizavam a glicólise em vez da fosforilação oxidativa 

mitocondrial para oxidar glicose, que embora aparente uma produção energética 

ineficiente, a produção de ATP pode ser até aproximadamente 100 vezes mais rápida do 

que pela fosforilação oxidativa, atendendo assim, a demanda das células cancerígenas 
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que se proliferam rapidamente (WARBURG, 1956; GATENBY e GILLIES, 2004; 

HSU e SABATINI, 2008). Além disso, Warburg também observou que o tecido tumoral 

apresentava um consumo de glicose superior aos tecidos normais (FERREIRA, 2010), 

conferindo vantagens adaptativas diante do ambiente ácido e das condições de hipóxia 

(RESENDES-ANTONIO et al., 2010). Recentemente, descobriu-se que alta taxa de 

lactato pode suprimir a proliferação de linfócitos T citotóxicos humanos, além de 

diminuir sua atividade citotóxica. Esses efeitos podem contribuir para que as células 

neoplásicas escapem da ação do sistema imunológico (ZHOU et al., 2010). 

Posteriormente, Warburg levantou a hipótese de que as células tumorais teriam 

um metabolismo mitocondrial danificado, no entanto, a hipótese de defeito mitocondrial 

foi descartada, sendo demonstrado que células tumorais podem realizar fosforilação 

oxidativa mesmo com inibição glicolítica (GATENBY e GILLIES, 2004). 

ROSSIGNOL et al. (2004) mostraram que o metabolismo mitocondrial deficiente em 

células tumorais (Hela) pode ser melhorado significativamente alterando somente a 

oferta de substrato, já que a fosforilação oxidativa tem capacidade de se adaptar 

funcionalmente e estruturalmente a glutaminólise. Vários mecanismos são propostos 

para explicar a baixa atividade da fosforilação oxidativa nas células tumorais, entre 

estes: a diminuição do pH citosólico (como resultado do aumento na produção de 

lactato), a competição entre fosforilação oxidativa e glicólise pelo ADP e fosfato 

inorgânico e, danos à membrana mitocondrial interna provocado por radicais livres, 

entre outros (DIAZ-RUIZ et al., 2009). 

Embora a hipótese de Warburg seja bastante antiga, alguns mecanismos 

adaptativos que levam ao aumento do metabolismo glicolítico nessas células já foram 

claramente descritas ao passo que outras não foram suficientemente esclarecidas. As 

primeiras sugestões dessas alterações foram propostas por BUSTAMANTE et al., 

(1981), que acreditavam que a distribuição subcelular da hexoquinase (HK), uma das 

enzimas chaves da via glicolítica, poderia ser a principal causa do aumento da glicólise 

em tumores (RISTOW, 2006). Já foi visto que nas células tumorais ocorre aumento da 

expressão desta enzima, especialmente a isoforma II (BAYLEY e DEVILLE, 2012), 

como também um aumento da atividade em células tumorais de mama MCF-7 e MDA-

MB-231 quando comparadas com a linhagem controle, a MCF10-A (ZANCAN et al., 

2010). Ao contrário das células normais, em que a HK encontra-se no citosol, a célula 

tumoral possui a HK localizada, principalmente, na membrana mitocondrial externa, 

ancorada ao canal de ânion dependente de voltagem (VDAC). Alguns estudos sugerem 
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que esta localização da HK exerce um papel importante de resistência à apoptose, 

impedindo a interação de proteínas pró-apoptóticas ao VDAC e, consequentemente, 

impedindo a liberação de citocromo c e outros fatores apoptóticos da mitocôndria 

(PEDERSEN, 2007; BHARDWAJ, 2010; WENNER, 2011; WOLF, 2011).  

Além disso, já foi observado que esse fenômeno é devido em parte pela 

regulação estimulatória de transportadores de glicose, como o GLUT 1, que 

substancialmente aumenta a captação de glicose para o citoplasma (DEBERARDINIS et 

al., 2008; HSU e SABATINI, 2008; JONES e THOMPSON, 2009). Este transportador 

pode ser ainda alvo da proteína quinase ativada por AMP (AMPK), considerada o 

principal sensor energético celular da razão ATP/AMP, promovendo assim a 

manutenção da homeostasia energética (CARLING et al., 2004). Esta proteína é capaz 

de ativar GLUT 1 e GLUT 4, aumentando as taxas de glicólise e degradação de ácidos 

graxos para compensar quedas nos níveis de ATP. Desta forma, a atividade da AMPK 

foi interpretada como facilitadora da progressão tumoral (ASHRAFIAN, 2006). 

Outro ponto recentemente evidenciado é a alteração na expressão de isoformas 

da enzima chave da glicólise, a fosfofrutocinase (PFK) (ZANCAN et al., 2010). A 

reação catalisada por esta enzima é considerada o principal ponto de controle de todo o 

fluxo glicolítico e consequentemente da síntese de ATP (UYEDA, 1979; KEMP e FOE, 

1983). Num artigo recentemente publicado na Molecular Genetics and Metabolism, pelo 

nosso grupo de pesquisa, intitulado Differential expression of phosphofructokinase-1 

isoforms correlates with the glycolytic efficiency of breast cancer cells, foi evidenciado 

que a expressão da isoforma L da PFK se correlaciona positivamente com a progressão 

da malignidade, com a eficiência glicolítica (lactato produzido por glicose consumida) 

e, consequentemente, com a agressividade do tumor. Ou seja, a sobrevivência das 

células cancerígenas, depende da expressão preferencial da isoforma L da PFK em 

detrimento das isoforma M e P (ZANCAN et al., 2010). Além disso, foi observado que 

células cancerosas podem aumentar sua capacidade de biossíntese de macromoléculas 

através da expressão preferencial de uma isoforma da piruvato quinase, a PK-M2. Essa 

enzima catalisa a conversão irreversível do fosfoenolpiruvato a piruvato, porém, de 

forma mais lenta que outras isoformas, permitindo, assim, o desvio dos intermediários 

da via glicolítica para outras vias anabólicas, como a via das pentoses fosfato (CAIRNS 

et al., 2011). 

Algumas características da glicólise aeróbica tumoral são efetivamente utilizadas 

como marcadores para procedimentos de diagnósticos e tratamentos do câncer. Um 
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exemplo é a tomografia de emissão de pósitrons (PET), que se baseia na utilização de 

um análogo da glicose, o flúor-deoxiglicose (FDG). Esta técnica é baseada no aumento 

da capacidade das células tumorais em captar glicose (efeito warburg). Como a sonda 

FDG não é metabolizada, esta se acumula nos tecidos facilitando a identificação dos 

tumores (KHERLOPIAN et al., 2008). Além da sua utilização para diagnóstico, a 

glicólise aeróbica serve como uma importante ferramenta para a terapia antineoplásica. 

Esta abordagem é conhecida como Terapia Metabólica (MORENO-SÁNCHEZ et al., 

2007) e baseia-se no fato das células tumorais apresentarem-se mais sensíveis ao 

tratamento com os inibidores do metabolismo energético do que as células sadias, já que 

a glicólise aeróbica aumentada é somente observada em cânceres (WARBURG, 1956; 

MORENO-SÁNCHEZ et al., 2007).  

Como vimos anteriormente, o câncer é essencialmente uma doença genética e 

por muito tempo seu estudo e busca por terapias focou em mutações e terapia gênica. 

Entretanto esta abordagem se deparou com uma enorme e complexa variabilidade. 

Apesar da reprogramação metabólica aqui descrita emergir de diferentes maneiras, ela 

aparentemente ocorre de maneira consistente em virtualmente todos os tipos tumorais e 

distingue estas de células saudáveis. Desta maneira, a reversão e/ou inibição desta pode 

constituir uma abordagem eficiente na busca por melhores terapias e com menos efeitos 

colaterais. Além disso, uma combinação de inibidores do metabolismo energético com 

outros fármacos antitumorais poderia aumentar a eficácia do tratamento do câncer 

(KROEMER e POUYSSEGUR, 2008). 

Neste contexto, vários compostos têm sido desenvolvidos e estudados, tanto in 

vitro como in vivo, tendo como alvo tanto o metabolismo glicolítico, como também o 

metabolismo mitocondrial, duas importantes vias de produção de ATP, para o 

tratamento de neoplasias. Dentre esses agentes, destaca-se o clotrimazol (CTZ), 

utilizado atualmente na clínica como antifúngico e que vem apresentando promissores 

efeitos antitumorais. Várias publicações já mostraram a capacidade do CTZ em diminuir 

a viabilidade celular, como de células CT-26 de adenocarcinoma do cólon e células de 

Lewis de carcinoma do pulmão (PENSO e BEITNER, 2002a e 2002b), de células A172, 

T98G, C6 e C9 de glioblastoma (KHALID et al., 1999 e 2005), de células B16 de 

melanoma (GLASS-MARMOR et al., 1996; GLASS-MARMOR e BEITNER, 1997), 

de células CCL229 de câncer de cólon humano (ZHAO e SONG, 2002), de células 

derivadas do câncer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231 (MEIRA et al., 2005; 

FURTADO et al., 2012), como também em tecidos mamários humanos tumorais 
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retirados de pacientes com câncer de mama (COELHO et al., 2011) e de ratos com 

glioma intracranial (KHALID et al., 2005). 

 

 

1.3 METABOLISMO GLICOLÍTICO 

 

 

O transporte da glicose, uma molécula altamente polar, é realizado através de 

difusão facilitada, portanto a favor de seu gradiente de concentração, e dependente de 

GLUTs na superfície de todas as células (BELL et al., 1990). Esta hexose pode ser 

advinda da nutrição exógena (alimentação do indivíduo ou administração venosa) ou do 

metabolismo glicolítico endógeno (através da conversão do glicogênio armazenado do 

fígado novamente à glicose); esta entrará na corrente sanguínea e será utilizada. O papel 

da glicose é, então, fornecer energia química e metabólitos para a manutenção e o 

funcionamento dos diversos tecidos do organismo e, essa energia pode ser 

disponibilizada tanto a partir de processos aeróbios quanto anaeróbios (GUYTON e 

HALL, 2002; ARONOFF et al., 2004). Na maioria das células de mamíferos, a presença 

de O2 leva ao aumento do metabolismo mitocondrial (processo aeróbico), aumentando o 

estado energético da célula e, consequentemente, inibindo a glicólise (RACKER, 1974). 

Nas células capazes de metabolizar glicose independentemente do consumo de O2 

(processo anaeróbio), como os tumores, o piruvato que é o produto final da glicólise é 

majoritariamente convertido em lactato (NELSON e COX, 2000; GATENBY e 

GILLIES, 2004). 

A oxidação da glicose é conhecida como glicólise ou via de Embden-Meyerhof 

(Figura 3) em mamíferos e é principal via no fornecimento de energia à maioria das 

células. Devido a sua capacidade de disponibilizar ATP rapidamente e não depender do 

metabolismo oxidativo e, consequentemente, da presença de O2, esta via assume 

fundamental importância para a sobrevivência celular (STANLEY e CONNETT, 1991), 

sendo, portanto, fortemente regulada por vários mecanismos diferentes (BEITNER et 

al., 1979). A glicólise consiste em dez reações sequenciais que convertem uma molécula 

de glicose em duas moléculas de piruvato (Figura 3), sendo essas etapas separadas em 

duas fases. 
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Figura 3. Via Glicolítica (NELSON e COX, 2000). 
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A primeira reação é catalisada pela hexocinase (HK), uma das três enzimas 

reguladoras do fluxo glicolítico. Essa enzima catalisa uma reação irreversível em 

condições fisiológicas, que consiste na transferência de um grupamento fosfato do ATP 

para a glicose formando glicose 6-fosfato (G6P) (GROSSBARD e SCHIMKE, 1966). A 

membrana celular é impermeável à G6P, que pode por isso ser acumulada na célula 

(WILSON, 2003). A G6P pode ser utilizada na síntese do glicogênio, para produzir 

outros compostos de carbono na via das pentoses fosfato, ou ser degradada para 

produzir energia através da glicólise. Para poder ser utilizada na produção de energia, a 

G6P é primeiro isomerizada a frutose-6-fosfato (F6P) pela enzima fosfoglicoisomerase. 

A F6P é depois fosforilada originando frutose-1,6-bisfosfato (F1,6BP). Esta 

reação é catalisada pela fosfofrutocinase (PFK), ocorrendo a transferência irreversível, 

em condições metabólicas, do grupamento fosfato gama terminal do ATP para a F6P 

(UYEDA, 1979). Esta é a segunda reação chave da via, sendo descrita como um 

potencial alvo para o controle do crescimento celular devido a estreita atividade 

enzimática e a taxa de glicólise (UYEDA, 1979; KEMP e FOE, 1983; SOLA-PENNA 

et al., 2010). Por ser considerada a principal enzima da via glicolítica, a PFK está sujeita 

a uma forte regulação metabólica. 

A quarta reação consiste na hidrólise da F1,6BP em dois produtos de 3 carbonos, 

dihidroxiacetona fosfato e gliceraldeído-3-fosfato, que são facilmente interconversíveis 

por isomerização, através da ação da triosefosfato isomerase. Portanto, basta uma via 

metabólica para degradar as duas (NELSON e COX, 2000). É uma reação tão 

exergônica que pode ser usada para produzir ATP. A produção de ATP é feita em dois 

passos. No primeiro, dá-se a oxidação do gliceraldeído-3-fosfato e a fosforilação do 

ácido produzido, formando 1,3-bisfosfoglicerato através da reação catalisada pela 

gliceraldeído 3-fosfato (GAPDH). O grupo fosfato do carbono 1 do 1,3-

bisfosfoglicerato pode por isso ser transferido para ADP, produzindo ATP e formando 

3-fosfoglicerato (ETO et al., 1999). Este produto é isomerizado a 2-fosfoglicerato pela 

fosfoglicertao mutase, que depois de desidratado e perder H2O dá origem a um 

fosfoenol, o fosfoenolpiruvato pela enzima enolase. 

Devido ao seu elevado potencial de transferência de fosfato, o fosfoenolpiruvato 

pode transferir um fosfato ao ADP formando piruvato. Esta é a última reação da via e é 

catalisada pela piruvato cinase (PK), sendo a terceira enzima que catalisa uma reação 

irreversível, em condições fisiológicas, da via glicolítica (GUPTA et al., 1976).  
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Na glicólise gastam-se, portanto, duas moléculas de ATP (primeira fase até a 

formação das duas  moléculas de gliceraldeído-3-fosfato), e produzem-se quatro 

moléculas de ATP. O NAD+ tem que ser regenerado, caso contrário a glicólise é 

interrompida, uma vez que NAD+ é substrato de uma das reações. Em condições 

aeróbicas, o NADH transfere os seus elétrons para a cadeia transportadora de elétrons 

na mitocôndria. Na ausência de O2, o NADH transfere os seus elétrons para o próprio 

piruvato, dando origem ao lactato através da ação da enzima lactato desidrogenase 

(LDH) (Figura 4) (NELSON e COX, 2000; BROOKS, 2000). 

 

 

 

Figura 4. Reação catalisada pela lactato desidrogenase (NELSON e COX, 2000). 
 

 

Como dito anteriormente, células com grande demanda energética como as 

células cancerígenas adaptam seu metabolismo para uma rápida e eficiente produção de 

energia, o que leva a uma maior produção de lactato (GATENBY e GILLIES, 2004). 

De fato, diversos trabalhos têm evidenciado uma relação direta entre o aumento do 

metabolismo de células cancerígenas com uma maior produção de lactato (GATENY e 

GILLIES, 2004; HSU e SABATINI, 2008). Tecidos tumorais possuem diferentes 

ambientes no que se refere a vascularização e consequentemente a pressão de O2. Em 

massas tumorais sólidas as regiões mais internas são menos vascularizadas e possuem 

uma taxa glicolítica mais elevada comparada as células mais periféricas (DENKO, 
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2008). Além disso, FANTIN et al., (2006), demonstraram que a inibição da atividade da 

LDH confere menor habilidade das células tumorais de se proliferarem sob hipóxia, 

indicando a importância desta enzima para a manutenção do tumor. 

Devido ao importante papel regulatório na glicólise, as enzimas HK, PFK e PK 

são um dos principais alvos metabólicos de estudo para a inibição da via glicolítica, 

visando o tratamento do câncer. Um exemplo, o CTZ, apresenta alta capacidade 

inibitória sobre a atividade dessas enzimas. Esse efeito inibitório já foi observado em 

modelos de cultura de células tumorais (MEIRA et al., 2005; FURTADO et al., 2012), 

em tecidos tumorais mamários humanos (COELHO et al., 2011) e em modelos simples 

através de enzimas purificadas (ZANCAN et al., 2007; MARCONDES et al., 2010 e 

2011). Alguns inibidores sintéticos destas enzimas, como 2-desoxiglicose, lonidamina e 

3-bromopiruvato, já se encontram em estudos pré-clínicos (ZHAO, 2011; WOLF, 2011; 

GONG, 2011). 

O fármaco CTZ, que é molécula de estudo deste trabalho, será abordado mais 

detalhadamente no ponto 1.6 dessa introdução. 

 

  

1.4 METABOLISMO MITOCONDRIAL 

 

 

O piruvato formado a partir da glicólise pode seguir diferentes vias metabólicas 

dependendo da célula em questão e do perfil metabólico em que a mesma se encontra. 

Vimos na sessão anterior que em condições anaeróbicas, o piruvato produzido é 

reduzido a lactato (BROOKS, 2000). Por outro lado, em condições aeróbicas, o lactato, 

como também os lipídios e aminoácidos convergem para uma etapa final que envolve a 

doação dos elétrons removidos desses nutrientes para o O2. Este processo ocorre na 

cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria, gerando H2O e liberando energia. A 

energia liberada é conservada primeiramente na forma de um gradiente transmembranar 

de prótons e, posteriormente, na forma de ATP, sintetizado via fosforilação oxidativa 

(MITCHELL, 1966).  

A cadeia respiratória é composta por cinco complexos enzimáticos, onde ocorre 

uma gradativa transferência de elétrons para a redução do O2 e síntese de ATP. Estes 

elétrons são removidos do NADH e FADH2 e transferidos para o O2 através de uma 

série de passos catalisados por diferentes enzimas, em que cada passo libera uma 
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pequena quantidade de energia. Este conjunto de enzimas, designados complexos I 

(NADH desidrogenase), II (succinato Q oxidorredutase), III (Q citocromo c 

oxidorredutase) e IV (citocromo c oxidase), constitui a cadeia respiratória e encontra-se 

na membrana interna da mitocôndria. Durante esta transferência, prótons H+ são 

expelidos da matriz para o espaço intramembranar, gerando um gradiente eletroquímico 

responsável pelo potencial de membrana mitocondrial. Este potencial de membrana de 

ordem de 180 mV contribui para o armazenamento de energia livre disponível para a 

consequente reação de síntese de ATP no complexo V, que ocorre através do 

acoplamento de ADP mais fosfato inorgânico (COX e NELSON, 2000). 

Além da fosforilação oxidativa, a mitocôndria desempenha diferentes funções na 

regulação de vários processos celulares, exerce um papel central na regulação da 

sinalização por Ca2+, na produção de ROS, no controle do pH e na liberação de fatores 

indutores de apoptose (SARASTE, 1999; DZEJA et al., 2000). Assim sendo, da 

mitocôndria dependem processos vitais para a célula, responsáveis não apenas pela 

sobrevivência, mas também pela longevidade celular (DZEJA et al., 2001). Estas 

organelas estão intimamente ligadas a homeostase celular porque, apesar de variarem na 

quantidade (de centenas a mais de 1000 por células) e distribuição, sua localização está 

próxima aos pontos onde existe grande consumo de energia. Isto indica uma estreita 

relação entre as mitocôndrias e a necessidade energética da célula, corroborando a sua 

função, dentre muitas, de síntese de 90% do ATP celular através da fosforilação 

oxidativa (WALLACE, 1997). Por esses motivos, a mitocôndria tem sido considerada 

um importante alvo terapêutico no estudo de compostos antitumorais (WALLACE e 

STARKOV, 2000; OTT et al., 2007; ROMERO-GRACIA et al., 2011). 

Os efeitos tóxicos sobre as mitocôndrias podem ocorrer tanto por mecanismos 

diretos como indiretos, incluindo a quebra de homeostasia intracelular de íons, inibição 

enzimática, danos as membranas celulares, anóxia, alterando além da fosforilação 

oxidativa, a atividade do ciclo de Krebs (RAHN, et al., 1991).  

O ciclo de Krebs ou ciclo dos ácidos tricarboxilícos (CAT) é composto por uma 

série de oito reações cíclicas e intramitocondriais descobertas por Hans Krebs em 1937, 

na qual quatro delas são oxidativas e liberam energia, que é conservada sob a forma de 

coenzimas reduzidas. Cada ciclo consome uma molécula de acetil CoA e duas de O2, e 

são formadas duas moléculas de CO2, três de NADH, uma de FADH2 e uma de GTP 

(KREBS et al., 1953). O acetil CoA participa da primeira reação do CAT que é a sua 

condensação com oxaloacetato, dando origem a um composto de seis carbonos, o citrato 
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que através da aconitase vira isocitrato. A oxidação de isocitrato em α-cetoglutarato 

origina uma molécula de CO2, reação esta dependente de NADH. Posteriormente, 

ocorre outra oxidação agora na presença da coenzima A, liberando mais uma molécula 

de CO2 e a conversão de α-cetoglutarato em succinil CoA, que possui uma ligação 

tioéster altamente energética. Na próxima etapa, quando esta ligação é quebrada para 

formar succinato, ocorre a liberação de energia livre para a síntese de GTP. O succinato, 

por sua vez, é oxidado a fumarato pela única enzima do ciclo ligada a membrana 

mitocondrial, a succinato desidrogenase (SDH). Nesse estágio ocorre a passagem de 

elétrons do succinato para a molécula flavina adenina dinucleotídeo (FAD). O fumarato 

é hidratado e convertido a malato, o qual sofre uma reação de oxidação, regenerando o 

oxaloacetato, que mais uma vez pode participar da reação de condensação com acetil 

CoA, dando continuidade ao ciclo (KREBS, 1953; VOET, 2000).  

Morfologicamente, as mitocôndrias são organelas citoplasmáticas presentes na 

maioria das células eucarióticas que possuem uma forma cilíndrica e alongada com um 

diâmetro médio entre 0,2 a 2 μm. Possuem duas membranas altamente especializadas, 

uma externa, lisa, e outra interna, que apresenta invaginações formando as cristas 

mitocondriais (ALBERTS et al., 2004). Nestas cristas, ocorre o transporte de elétrons, a 

geração de um gradiente de prótons e a formação de ATP pela ATP sintase. O espaço 

entre as duas membranas tem grande importância fisiológica. Neste espaço se 

encontram enzimas com funções importantes dentro do metabolismo energético como 

citocromo c, creatina quinase e adenilato quinase. No seu interior ou matriz 

mitocondrial localiza-se o DNA mitocondrial, os ribossomos mitocondriais, os RNAs e 

várias enzimas, como as enzimas do ciclo dos ácidos tricarboxílicos, exceto pela 

succinato desidroganase, que é ligada a membrana interna, da β-oxidação de ácidos 

graxos, entre outros elementos (Figura 5) (FREY e MANNELLA, 2000). A membrana 

mitocondrial externa possui proteínas chamadas porinas, que são poros não específicos 

para solutos com massa molecular menor que 10 kDa, sendo livremente permeável a 

íons e outros metabólitos. Por outro lado, a membrana interna é muito mais seletiva, 

sendo impermeável a íons, o que acaba criando uma diferença de potencial entre a 

membrana interna e a matriz mitocondrial (KESSEL et al., 1997). Alterações nessa 

estrutura mitocondrial ocorrem quando há modificação do estado funcional da organela 

(HERTSENS e JACOB, 1987) e também podem ser passos iniciais de algumas formas 

de morte celular. Como exemplos, o inchaço mitocondrial com perda da integridade da 
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membrana externa pode ser um evento iniciador da morte celular necrótica ou 

apoptótica (KOWALTOWSKI et al., 2001) 

  

 
 

Figura 5. Estrutura interna mitocondrial (FREY e MANNELLA, 2000). 
 
 
 

Também já foi estabelecido que o número e a morfologia das mitocôndrias são 

controlados pela velocidade dos processos de fusão e fissão (BEREITNER-HAHN e. 

VOTH, 1994). As mitocôndrias são formadas a partir da divisão e crescimento de 

mitocôndrias preexistentes. E pelo fato das mitocôndrias estarem constantemente se 

fusionando e dividindo (fissão), um descontrole nesses processos leva a alterações na 

sua morfologia. A interrupção da fusão causa fragmentação da morfologia tubular 

normal em pequenas mitocôndrias em forma de bastões ou esferas. Já a interrupção da 

fissão gera longos filamentos tubulares interconectados (CHEN e CHAN, 2005). 

Como relatado anteriormente, as mitocôndrias têm fundamental importância nos 

processos de produção de ROS (SOLAINI et al., 2010). Por sua vez, a superprodução 

ou acúmulo de ROS leva a disfunção mitocondrial (por lesar o DNA mitocondrial), a 
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oxidação de proteínas, lipídios e ácidos nucleicos. Assim, danos oxidativos induzidos 

por ROS parecem ser os principais responsáveis pela instabilidade genética 

mitocondrial que resulta em disfunção da organela (GOGVADZE et al., 2010). Na 

próxima sessão, o processo de estresse oxidativo causado por ROS será detalhado. 

 

 
          1.4.1 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Estresse oxidativo é uma expressão usada para descrever vários processos 

deletérios resultantes de um desequilíbrio entre a formação excessiva de ROS e uma 

limitada defesa antioxidante. Aumentos descontrolados desses ROS conduzem a 

reações em cadeia com proteínas, lipídeos, polissacarídeos e DNA (DROGE, 2002). 

Os antioxidantes agem prevenindo a formação ou detoxificando os radicais 

livres e sequestrando os ROS ou seus precursores (HALLIWELL, 1997). Os três 

principais sistemas redox encontrados nas células são: nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfatase NADPH/NADP, tioredoxina (TRXred/TRXox) e glutationa 

(GSH/GSSG) sendo o último o mais importante pois as concentrações de glutationa são 

de 500 a 1000 vezes maiores do que de TRX e NADPH. Mudanças na glutationa 

reduzida/oxidada refletem diretamente em alterações redox intracelular (SCHAFER e 

BUETTNER, 2001). 

Além desses antioxidantes, o metabolismo alterado de glicose com o acúmulo de 

glicose 6-fosfato é indicado como um importante componente da desintoxicação 

metabólica por H2O2 (SPITZ et al., 2000 e ANDRINGA et al., 2006). A explicação para 

este fenômeno decorre do fato de que o aumento do metabolismo de glicose aumenta a 

capacidade de regenerar NADP+ a partir de NADPH através da via das pentoses fosfato 

(NATH et al., 1995; LIN et al., 2003 e AHMAD et al., 2005). O NADPH produzido a 

partir da via das pentoses fosfato serve como fonte de elétrons para a desintoxicação de 

H2O2 através do sistema antioxidante da glutationa (BERGGREN et al., 2001). 

Múltiplos processos fisiológicos, tais como, envelhecimento, diferenciação e 

morte celular, função imunitária e várias doenças, como o câncer, estão relacionados 

com a concentração de ROS celular. É descrito na literatura, que em baixas 

concentrações, ROS pode induzir a proliferação celular, enquanto que em elevadas 

concentrações pode ativar vias de sinalização celular que conduzem à interrupção do 

ciclo celular e à morte celular por apoptose e/ou necrose (MCELIGOT, et al., 2005; LI 
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et al., 2007). Em baixas concentrações, ROS são considerados uma significante classe 

de carcinogênicos, participando da iniciação, progressão e metástase das neoplasias. 

ROS gerados no ambiente intracelular podem produzir diretamente alterações em uma 

fita ou na dupla fita de DNA, oxidando as bases pirimidinas, purinas, e desoxirriboses, 

levando à mutagênese (AMES, 1983). Dados da literatura mostraram que peróxido de 

hidrogênio é produzido e excretado por células tumorais (SZATROWSKI e NATHAN, 

1991), confirmando sua importância na propagação e invasão tumoral. Além disso, 

agregados de DNA alterados em genes podem ativar proto-oncogenes ou desativar 

genes supressores de tumor (NOWSHEEN et al., 2009). 

Por outro lado, a alta concentração de ROS, promovida por algumas moléculas e 

fármacos, é considerada como um importante mecanismo de ação indutor de morte 

celular por fármacos antineoplásicos. Um exemplo é o quimioterápico paclitaxel (PTX), 

também conhecido por taxol, um eficaz agente utilizado para o tratamento de diversos 

tipos de tumores, incluindo o carcinoma de mama (HOLMES et al., 2010). Sua ação 

antitumoral consiste na estabilização dos microtúbulos, prevenindo a despolimerização 

e, consequentemente, inibindo a reestruturação do citoesqueleto durante a mitose 

(LIEBMANN et al., 1994). Entretanto, ALEXANDRE et al., (2006), observaram que o 

PTX é também capaz de promover um estado de estresse oxidativo celular, provocado 

pelo aumento na produção de ROS, o que configura um novo mecanismo de ação pelo 

qual o PTX promove a morte de células tumorais. Quando este age em conjunto com 

um conhecido inibidor da glicólise (2-deoxiglicose), ocorre um aumento ainda maior 

nos indicadores do estresse oxidativo, como H2O2 e GSSG, promovendo, 

consequentemente, um aumento na morte celular. Outros fármacos apresentaram efeito 

similar: o dicloroacetato e trióxido de arsênio em linhagem de câncer de mama (SUN et 

al., 2011), e a dexametasona em células β pancreáticas (ROMA et al., 2009). 

Esses dados sugerem que o estresse oxidativo, caracterizado pelas altas 

concentrações de ROS, constitui um efetivo mecanismo de ação indutor da morte 

celular. Os diferentes tipos de morte celular serão abordados no próximo tópico. 

 

 

1.5 MORTE CELULAR 

 

O desenvolvimento do câncer está associado ao rompimento do equilíbrio entre 

o crescimento e morte celular. O balanço entre a taxa de proliferação e de morte celular 

 18 



determina a taxa de crescimento do tumor. Alguma alteração entre esses dois fatores 

pode ser o elemento chave para a expansão descontrolada de tumores malignos e, 

posteriormente, sua capacidade de invasão (HAJRA e LIU, 2004; MESTER e 

REDEUILH, 2008). De modo geral, estímulos tóxicos ou deletérios a célula podem 

desencadear a morte celular por necrose ou apoptose, as quais são diferenciadas através 

de aspectos morfológicos e/ou através de vias bioquímicas celulares (KUWANA e 

NEWMEYER, 2003; FOSTER, 2008). 

 A necrose é evidenciada por aumento citoplasmático, ruptura da membrana 

plasmática, inchaço das organelas citoplasmáticas e condensação da cromatina nuclear 

(KROEMER et al., 2007). Durante a necrose, a célula aumenta de volume, as 

mitocôndrias dilatam-se, juntamente com o retículo endoplasmático, e há desagregação 

dos ribossomos (UCHIYAMA, 1995). Há alteração na permeabilidade da membrana, 

por diminuição nos níveis de ATP comprometendo, assim, a bomba de Na+/K+ e outros 

fenômenos que são ATP-dependentes (TRUMP et al., 1997). Isso resulta no 

rompimento de organelas e da membrana plasmática e liberação de componentes 

intracelulares, ocasionando uma reação inflamatória local. Ainda que o material 

necrótico seja removido por fagócitos, a inflamação causa danos locais significativos 

(KERR et al., 1995; BOUJRAD et al., 2007). 

A apoptose é um processo natural de morte celular que tem características mais 

desejáveis que a necrose. É um fenômeno observado durante o desenvolvimento e a 

maturação celular ou em resposta a infecções patológicas ou a outros danos irreparáveis 

à célula (RAFF, 1992; STRASSER et al., 2000). É considerado um importante 

mecanismo homeostático para a manutenção de células e tecidos (NORBURY e 

HICKSON, 2001). A perda do controle do processo apoptótico contribui para o 

aparecimento de várias doenças, incluindo o câncer, além de outras patologias 

neurodegenerativas (ORTEGA-CAMARILLO et al., 2001). A apoptose é manifestada 

por redução do volume do núcleo e citoplasma, enrugamento da membrana (blebbing), 

condensação da cromatina e fragmentação nuclear (KERR et al., 1972; YASUHARA et 

al., 2003). As características bioquímicas incluem clivagem do DNA, externalização da 

fosfatidilserina e clivagem proteolítica de substratos intracelulares (MARTIN et al., 

1995). A apoptose pode ser também desencadeada via mitocôndria. Através desse 

mecanismo, ocorre a liberação de citocromo c da mitocôndria para o citoplasma 

(KLUCK et al., 1997). O citocromo c liberado liga se ao fator ativador de proteases 

apoptótico (Apaf 1) que, juntamente com a caspase 9, ativa caspase 3 e dispara a 
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apoptose (ZOU et al., 1997; BRAS et al., 2005). Como resultado das mudanças na 

membrana plasmática, as células apoptóticas são rapidamente fagocitadas antes do 

extravasamento do conteúdo intracelular e sem indução de resposta inflamatória. A 

apoptose também ocorre como um mecanismo de defesa durante reações imunes ou 

quando as células são danificadas por doenças ou agentes nocivos (NORBURY e 

HICKSON, 2001).  

Dessa maneira, descobrir o mecanismo pelo qual o fármaco com atividade 

antitumoral promove a morte celular, seja por apoptose ou por necrose, é o objetivo 

deste trabalho. 

 

 

1.6 CLOTRIMAZOL 

 

O clotrimazol (CTZ) é um composto químico azólico, primeiramente sintetizado 

por BUCHEL et al., (1972), com ação fungistática, terapeuticamente importante, 

clinicamente seguro e tolerado por humanos (BURGESS e BODEY, 1972; 

BRUGNARA et al., 1995). Possui um anel imidazolínico ligado a uma molécula de 

bisfenil-(o-clorofenil)-carbinol com fórmula molecular C22H17ClN2 (Figura 6) e massa 

molecular de 344,85g. Na sua fase sólida apresenta-se na forma de cristal branco que 

apresenta pouca solubilidade em água, sendo melhor solubilizado em solventes como o  

DMSO (dimetilsufóxido). 

Este fármaco é útil no tratamento de infecções por dermatófitos, infecções 

fúngicas superficiais e várias infecções por Candida albicans, incluindo candidíase oral 

e vaginal. Seu amplo espectro e potente atividade foram confirmados em vários estudos 

(PLEMPEL e BARTMANN, 1972; SHADOMY et al., 1982). O CTZ possui diversas 

denominações comerciais, tais como Canesten® (Bayer), Gino-canesten® (Bayer), 

Micotrizol® (Eurofarma), Tricosten® (Farmion Lab), entre outras.  

A ação antifúngica da classe dos azóis, entre eles o CTZ, deve-se a uma 

alteração na permeabilidade da membrana celular dos fungos causada pela inibição da 

síntese de ergosterol, um importante esterol que compõe a membrana celular dos 

fungos. Este esterol tem um papel importante na fluidez e na integridade da membrana, 

bem como na regulação do crescimento e proliferação celular; exercendo funções 

semelhantes as do colesterol em células animais. Qualquer desajuste na síntese dos 

esteróis de membrana levará a uma diminuição no crescimento do fungo (GEORGIEV, 
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2000). Seu modo de ação consiste na inibição da enzima esterol-14-α-demetilase, 

prejudicando a síntese do ergosterol na membrana citoplasmática, o que leva ao 

acúmulo de 14-α-metilesteróis. Os metilesteróis não possuem a mesma forma e 

propriedades físicas que o ergosterol e levam a formação da membrana com 

propriedades alteradas que não desempenha as funções básicas necessárias ao 

desenvolvimento do fungo (BERGOLD e GEORGIADIS, 2004). A presença do 

ergosterol em membranas celulares de fungos bem como sua ausência em membranas 

animais, o tornou um alvo bastante útil para ação de fármacos antifúngicos (ROBERTS 

et al., 2003; BERGOLD e GEORGIADIS, 2004). 

 

 

 

 

Figura 6. Estrutura química do clotrimazol. 

 

 

Em 1993, o CTZ foi reconhecido como antagonista de calmodulina (CaM) 

(HEGEMANN et al., 1993). A CaM é uma proteína multifuncional ligadora de Ca2+ 

envolvida na regulação de inúmeros eventos celulares, inclusive no crescimento e 

proliferação celular (REDDY, 1994). De acordo com dados da literatura, os níveis de 

CaM em células cancerígenas são elevados, como também há uma correlação positiva 

entre a taxa de crescimento e os níveis de CaM em células cancerígenas. Os 

antagonistas de CaM estão associados à diminuição da viabilidade de vários tipos 

celulares (MAC NEIL et al., 1993). Baseado nesses achados e devido a evidências de 
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que a CaM estaria envolvida em infecções fúngicas, HEGEMANN et al., (1993) 

investigaram o efeito de diferentes antifúngicos sobre a atividade da CaM. Vários 

derivados azólicos foram testados, inclusive o CTZ, e o resultado obtido foi que esses 

fármacos foram capazes de inibir a atividade da CaM. Em contrapartida, antifúngicos 

pertencentes a outras classes químicas não apresentaram atividade inibitória. A partir 

desses resultados, os antifúngicos azólicos foram considerados antagonistas de CaM.  

 

 

1.6.1 CLOTRIMAZOL NO TRATAMENTO DO CÂNCER 

 

O caráter antangonista de CaM encontrado para os antifúngicos azólicos, 

estimularam o estudo destes agentes sobre o metabolismo energético de células 

cancerígenas, uma vez que estas células são caracterizadas por ter um metabolismo 

energético exacerbado necessário para a promoção do crescimento e proliferação 

tumoral. 

Inicialmente, essas pesquisas foram desenvolvidas por um grupo de Israel 

coordenado por Rivka Beitner, na década de 90. Este grupo mostrou, através da 

publicação de vários artigos, a capacidade desses antagonistas de CaM em diminuir a 

viabilidade de linhagens tumorais. Estes estudos demonstraram que o CTZ diminui os 

níveis de glicose-1,6-bifosfato, frutose 1,6-bifosfato de células de melanoma B16 de 

maneira tempo e dose dependente (GLASS-MARMOR et al., 1996). A queda na 

concentração da glicose-1,6-bisfosfato leva a uma diminuição da atividade da PFK, que 

é refletida pela queda drástica dos níveis de frutose-1,6-bisfosfato, que além de ser 

produto da reação da PFK é também um ativador alostérico desta enzima. Essa redução 

está fortemente relacionada ao decréscimo do conteúdo de ATP celular. Sabe-se que o 

decréscimo nos níveis de ATP causa uma série de anormalidades celulares, uma vez que 

o mesmo é requerido para os processos dependentes de fosforilação, transporte e assim, 

sua queda pode levar à morte celular. Em células CCL229 de câncer de cólon humano, 

o CTZ promoveu a morte celular por apoptose, através do esgotamento de cálcio celular 

(ZHAO e SONG, 2002). Promoveu também o desligamento das enzimas glicolíticas 

PFK e aldolase do citoesqueleto de células de melanoma B16 (GLASS-MARMOR et 

al., 1997) e de células de Lewis de carcinoma de pulmão e de células CT-26 de 

adenocarcinoma do cólon (PENSO e BEITNER, 2002a). Esse desligamento promove a 

diminuição do nível de ATP e consequentemente da viabilidade celular (PENSO e 
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BEITNER, 2002b). Outro alvo para esse fármaco é a enzima hexocinase. A HK, como 

relatado anteriormente é, até então, a única enzima da via glicolítica capaz de se ligar a 

mitocôndria (BRDICZKA, 1991). A HK ligada a mitocôndria utiliza preferencialmente 

o ATP gerado mitocondrialmente, o que favorece a atividade da enzima (VIITANEN et 

al., 1984). PENSO e BEITNER, (1998) mostraram então que o CTZ, de maneira 

dependente da dose, promove o desligamento da HK da mitocôndria de células B16 de 

melanoma, o que diminui a viabilidade dessas células. Em 2005, MEIRA et al., 

mostraram que o CTZ induz alterações morfológicas e funcionais em uma linhagem 

celular derivada de câncer de mama, a MCF-7, de maneira dependente do tempo e da 

dose. Essas mudanças ocorreram paralelamente ao desligamento da PFK e da aldolase 

dos filamentos de actina. Isto resultou na diminuição da viabilidade celular e dos níveis 

de ATP. 

Em 2007, ZANCAN et al., investigaram o efeito direto do CTZ sobre a PFK 

purificada de músculo esquelético de coelho. O CTZ inibiu a atividade da enzima chave 

da glicólise através de alterações na sua estrutura quaternária: o fármaco induziu a 

formação de dímeros de PFK, reduzindo a população de tetrâmeros, os quais são mais 

ativos que os dímeros. Interessantemente, esse efeito foi independente da propriedade 

anti-CaM do fármaco, uma vez que seus efeitos não foram mimetizados pelo clássico 

antagonista de CaM, o composto 48/80. Através da análise da cinética da PFK na 

presença do CTZ foi observado a diminuição da afinidade da enzima pelos seus dois 

substratos, a frutose-6-fosfato e ATP (MARCONDES et al., 2010), efeito este inibido 

na presença da aldolase. Curiosamente, o inverso não é verdadeiro. A inibição da 

aldolase pelo CTZ não é alterado na presença da PFK (MARCONDES et al., 2011).  

Recentemente, o CTZ inibiu a proliferação, migração e a via glicolítica de 

células câncer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231 (FURTADO et al., 2012). Esses 

efeitos foram mais pronunciados na linhagem MDA-MB-231 do que na linhagem MCF-

7. Este resultado revela que o efeito do CTZ aumenta com o aumento da agressividade 

da linhagem tumoral, visto que a MDA-MB-231 é uma linhagem tumoral metastática, e 

a MCF-7 não. Além de modelos de cultura de cultura célula, COELHO et al., 2011, 

utilizou extratos de tecidos mamários de pacientes em tratamento no Ambulatório de 

Ginecologia e submetido à cirurgia na mama no Hospital Clementino Fraga Filho 

(UFRJ),  que apresentavam câncer de mama para avaliar o efeito do CTZ em sistemas 

mais complexos. Nessas condições, não somente a atividade enzimática da PFK foi 

comprometida, mas todo fluxo glicolítico, medido pela inibição do consumo de glicose 
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associado a baixa produção de lactato, sem contudo promover alterações significativas 

nos tecidos sadios (COELHO et al., 2011). 

 Diante de todo o exposto, o CTZ apresenta se como uma molécula promissora 

no tratamento do câncer. E por isso, utilizamos esse fármaco para expandir nossos 

conhecimentos acerca do metabolismo tumoral.  

Entretanto, o CTZ é uma molécula com grande caráter lipofílico. De fato, a 

solubilidade/dissolução constitui-se em fator essencial para efetividade dos fármacos 

independente da via de administração. Tal fato é considerado um desafio para a 

indústria farmacêutica já que mais de 40% das substâncias ativas hoje investigadas 

apresentam-se insolúveis ou pouco solúveis em meio aquoso (PRENTIS et al., 1998), 

como o CTZ. Várias técnicas têm sido empregadas para melhorar a solubilidade e a taxa 

de dissolução de fármacos pouco solúveis em água. Estas incluem a formulação com 

formas amorfas sólidas, microemulsões, dispersão sólida, formação de sais e de 

complexos solúveis em água. Através destas técnicas é possível aumentar a solubilidade 

aparente de compostos lipofílicos sem diminuir seu potencial terapêutico (LOFTSSON 

et al., 2005). 

 

 

1.7. MICROEMULSÃO COMO UM PROMISSOR CARREADOR PARA 

MOLÉCULAS INSOLÚVEIS 

  
 

Como a quimioterapia tem sido a principal base para a terapia do câncer, 

pesquisas extensivas estão sendo voltadas para o desenvolvimento de agentes 

antineoplásicos mais específicos, menos tóxicos e em terapias baseadas em mecanismos 

que envolvam vias moleculares essenciais dos tumores (GREEN, 2005). A maioria dos 

quimioterápicos atua inibindo a síntese de DNA ou mecanismos de replicação celular, 

sendo que a seletividade entre células normais e as tumorais é baixa e os efeitos 

colaterais são elevados. Além disso, a toxicidade desses fármacos limita seu uso, uma 

vez que muitos cânceres humanos apresentam-se quimioresistentes e ainda, podem 

causar danos no DNA de células normais (GARRETT e WORKMAN, 1999). Para 

superar tais limitações, corrobora-se a necessidade de buscar novas substâncias 

antitumorais e/ou novas abordagens terapêuticas capazes de auxiliar o tratamento do 

câncer (XU e MCLEOD, 2001). 
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O número de produtos farmacêuticos baseados em novos sistemas carreadores 

de fármacos tem aumentado significantemente nos últimos tempos e com tendência de 

crescimento para os próximos anos (VERMA e GARG et al., 2001). O planejamento e 

desenvolvimento de novos sistemas de transportes de moléculas visando o aumento da 

eficácia de fármacos existentes é um processo que continua crescendo na pesquisa 

farmacêutica. Recentemente, uma grande quantidade de estudos tem voltado sua 

atenções para o emprego de microemulsões (MEs) como sistema carreador de fármacos, 

principalmente depois que foi introduzido no mercado uma ME de uso oral, o Neoral®, 

carreador da ciclosporina (LAWRENCE, 1996). Contudo, desde sua introdução em 

1943 por HOAR e SCHULMAN, as MEs atraem considerável atenção em vista de seu 

uso em muitos produtos, como tintas, refrigerantes, loções pós-barba, refrescantes 

bucais, substituintes do sangue, cosméticos e como carreadores de fármacos (BAKER et 

al., 1984; CONSTANTINIDES et al., 1995; TENJARLA, 1999), que é o objetivo deste 

trabalho. 

As ME podem ser definidas como sistemas termodinamicamente estáveis e 

isotropicamente translúcidos de dois líquidos imiscíveis, estabilizados pela presença de 

tensoativos, e em alguns casos, de co-tensoativos. Estes sistemas podem ser do tipo óleo 

em água (O/A), onde uma pequena fase oleosa (fase dispesa) é intimamente dispersa em 

uma fase aquosa, que está em maior quantidade, também denominada de fase 

dispersante, ou (A/O), onde a fase dispersa é constituída por água ou componentes 

hidrofílicos, que são dispersos em uma fase dispersante oleosa ou hidrofóbica (PAUL e 

MOULIK, 2001; MOURA, 2008). Enquanto isso, as emulsões são dispersões 

opticamente turvas e leitosas e, normalmente, são obtidas por agitação mecânica devido 

a sua instabilidade termodinâmica (BEGWE et al., 2001; TENJARLA, 1999). Dessa 

forma, as MEs são diferentes das emulsões, pois, além de serem transparentes e 

termodinamicamente estáveis, apresentam um tamanho de gotículas na escala 

nanométrica. O tamanho típico de uma gotícula de ME fica entre 10 a 300 nm, valor 

este aproximadamente 100 vezes menor do que o tamanho médio das gotículas de 

emulsões, que fica em torno de 1 a 10 µm (KAWAKAMI et al., 2002a e 2002b).  

Ao longo dos anos, as MEs foram investigadas por muitos outros autores que 

confirmaram a teoria de que fluidos macroscopicamente homogêneos podem ser 

formados sem que seja necessário adicionar energia quando se misturam 

adequadamente os seguintes componentes: tensoativo e/ou co-tensoativo, solvente 

orgânico hidrofóbico (fase óleo) e água. Desta forma, o antigo conceito de que água e 
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óleo não se misturam sofreu modificações significativas, tendo sido comprovado que a 

adição de um terceiro componente em um sistema composto por dois líquidos 

imiscíveis pode resultar no aumento da solubilidade destes líquidos. Se o terceiro 

componente for um tensoativo, haverá redução da tensão interfacial entre os líquidos 

imiscíveis, tornando-os capazes de se dispersarem um no outro (SHINODA, 1963; 

PRINCE, 1969). 

As microemulsões do tipo O/A apresentam grande interesse farmacológico, 

principalmente no que diz respeito a solubilidade e carreamento de fármacos. Nestes 

sistemas, as cabeças polares dos tensoativos interagem com a água, enquanto que as 

caudas apolares se organizam ao redor da fase oleosa, formando estruturas estáveis 

denominadas micelas, responsáveis pela intima dispersão entre as fases. 

Devido as suas características únicas, tais como a facilidade de preparação por 

emulsificação e de esterilização por filtração, estabilidade termodinâmica, viscosidade 

adequada, transparência e a alta capacidade de solubilizar fármacos pouco solúveis em 

água na fase oleosa, a utilização de sistemas MEs vem deixando de ser uma 

possibilidade e está passando a ser uma realidade (LAWRENCE et al., 2000). As MEs 

também podem proporcionar uma modificação na biodisponibilidade e na diminuição 

da toxicidade dos fármacos, visto que esses sistemas apresentam-se como reservatórios 

capazes de liberar gradualmente os fármacos e direcionar para tecidos e células 

específicas do organismo e, além disso, dependendo de sua composição, podem ser 

aplicados, sem restrições, às vias de administração oral, ocular, parenteral, transdérmica, 

vaginal e retal (GUPTA et al., 2008).  

As micelas consistem de MEs O/A onde as moléculas de origem lipídica ou 

orgânica se organizam no interior destas estruturas, organizadas em ambientes 

majoritariamente aquosos. O contrário é observado para micelas reversas: consistem de 

MEs A/O onde o microdomínio aquoso é retido no interior destas estruturas através da 

interação com as cabeças polares do tensoativo, interagindo dessa forma com o solvente 

orgânico através de suas caldas hidrofóbicas (ROCHE et al., 2013) (Figura 7). Ou seja, 

o papel do tensoativo/surfactante é fundamental para essa organização micelar. 

Os surfactantes são moléculas anfipáticas, compostas por uma parte polar ou 

hidrofílica e uma cadeia carbônica apolar ou hidrofóbica, sendo que a parte polar pode 

ser carregada positiva ou negativamente, pode ser dipolar ou não carregada. Os 

surfactantes podem promover a solubilização e a emulsificação de materiais insolúveis e 

podem reduzir a tensão superficial da solução para facilitar o processamento 
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(GRIFFITHS et al., 2002). Isto evidencia uma importante propriedade dos surfactantes, 

que é a formação de um filme molecular, ordenado nas interfaces, que reduz a tensão 

interfacial e superficial. Uma característica fundamental que está diretamente ligada à 

ação dos surfactantes é que em meio aquoso, acima de uma determinada concentração, 

os surfactantes formam micelas, nos quais a porção lipofílica das moléculas fica 

orientada para o interior da micela enquanto apenas os grupos polares ficam na parte 

externa da micela em contato com a água. Forças eletrostáticas concentram compostos 

hidrofílicos junto à superfície de micelas enquanto compostos lipofílicos podem ser 

solubilizados em seu interior (MINATTI, 2005). Essa concentração é denominada 

concentração micelar crítica (CMC). O aumento da concentração de surfactante após 

este ponto tem pouco efeito na tensão superficial da solução na qual o surfactante está 

presente. Abaixo da CMC, o tensoativo está predominantemente na forma de 

monômeros, não formando, portanto, micelas.  

 

 

Figura 7. Estrutura das microemulsões (CORREA et al., 2005). 

 

 

A CMC depende da estrutura do tensoativo (tamanho da cadeia do 

hidrocarboneto) e das condições do meio (concentração iônica, contra-íons, temperatura 

etc). Um tensoativo típico possui a estrutura R-X, onde R é uma cadeia de 

hidrocarboneto variando de 8–18 átomos e X é o grupo cabeça, polar ou iônico. 

Dependendo de X, os tensoativos podem ser classificados como não iônicos, catiônicos, 

aniônicos ou anfóteros (PELIZZETTI e PRAMAURO, 1985). O Tween 80 ou 
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polisorbato 80 (C64H124O26) é um surfactante não-iônico, pouco tóxico para as 

membranas biológicas (REGE et al., 2002), constituído por ésteres de ácidos graxos de 

polioxietileno sorbitol sendo bastante conhecido e disponível comercialmente 

(BARWICZ, 1992; FENG, 2006). Por esses motivos aqui apresentados, este tensoativo 

foi escolhido para a formulação da microemulsão desenvolvida neste trabalho. 

É importante ressaltar, que além da vantagem da melhoria da solubilização do 

CTZ em meio aquoso através da formulação dessas MEs, outras vantagens desse 

sistema são de suma importância para o tratamento do câncer. Devido a essas estruturas 

apresentarem tamanho nanométrico comparável ao de entidades biológicas, como o de 

células, vírus, moléculas, proteínas e até mesmo genes e DNA (FATTAL et al, 1998; 

CROMMELIN et al., 2003; PEEK et al., 2008; KHATRI et al., 2008), torna-as 

adequadas para serem utilizadas como sistemas de liberação de fármaco. Através desse 

sistema, podem-se superar defesas naturais como células do sistema imune e a 

degradação oxidativa prematura do fármaco protegendo-o, por exemplo, do trato 

gastrointestinal (TANG et al., 2009). Além disso, sem alterar a estrutura química do 

fármaco, o agente ativo pode ser mais estável do que quando administrado na forma 

livre (MAGILL, et al., 1990; CHEN et al., 1999; HENDRICKS et al., 2008). Outra 

importante vantagem que esse sistema pode apresentar é a liberação controlada do 

fármaco de forma sustentada e prolongada, evitando super ou subdosagens. Essa 

liberação controlada eleva a biodisponibilidade do fármaco e resulta em efeito 

terapêutico prolongado dentro de uma faixa segura, com alta eficácia e baixa toxicidade 

(JORI et al., 1993; ZHOU et al., 2009; TIGHIOUART et al., 2010). Dessa forma, o 

tratamento pode apresentar menores custos, pois menor quantidade de fármaco será 

necessária e maiores índices de aceitação pelo paciente, pois menos doses serão 

aplicadas em maiores intervalos de tempo. 

 

 

 1.8. CONSIDERAÇÕES FINAIS DA INTRODUÇÃO 

 

A seletividade terapêutica ou a preferência em diminuir a viabilidade das células 

cancerígenas sem uma toxicidade significativa para as células normais é uma das 

considerações mais importantes na quimioterapia do câncer. Entender as diferenças 

biológicas entre as células normais e cancerígenas é essencial para o desenvolvimento 

de fármacos com atividade seletiva antitumoral. Assim, é necessária a busca de novos 
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fármacos e novas abordagens terapêuticas que atuem especificamente sobre células 

cancerígenas, causando menos danos as células não tumorais. 

O clotrimazol constitui uma das mais recentes possibilidades, apresentando 

potentes efeitos antitumorais, como relatados anteriormente, contudo o estudo 

aprofundado do seu mecanismo de ação é de suma importância.  

Além disso, devido a pobre solubilidade aquosa e a alta lipofilicidade do CTZ, 

este foi incorporado em um sistema de microemulsões. Esse sistema tem sido muito 

utilizado para o tratamento do câncer, como dito anteriormente, pois através da 

liberação prolongada do fármaco, tem-se, entre outras vantagens, a diminuição 

significativa da sua toxicidade e a maior eficácia terapêutica. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

Com base no exposto anteriormente, o objetivo desse estudo foi investigar o 

potencial antitumoral do fármaco CTZ, incorporado em micelas, comparando com o 

CTZ na sua forma solúvel, usando como modelo experimental, a conhecida linhagem 

tumoral derivada de câncer de mama, MCF-7.  

O alvo desse estudo foi o metabolismo glicolítico e mitocondrial dessas células, 

devido a importância energética dessas vias para o crescimento e proliferação tumoral.  

 

 

         2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Desenvolvimento e caracterização das microemulsões contendo CTZ: 

 Determinar o diâmetro médio das micelas; 

 Determinar a estabilidade térmica das micelas; 

 Determinar a estabilidade ao longo do tempo das micelas; 

 

• Investigar o efeito do CTZ incorporado em micelas e solubilizado em DMSO nos 

seguintes pontos: 

 

• Estudo da atividade citotóxica in vitro: 

 Avaliar a viabilidade celular através da quantificação da atividade da LDH 

extravasada para o meio de cultura e pelo ensaio de MTT;  

 Analisar a morfologia das células da linhagem MCF-7 por três diferentes 

técnicas de microscopia: DIC, MEV e MO por coloração de giemsa; 

 

• Estudo do metabolismo de glicose: 

 Quantificar a atividade das enzimas chaves da glicólise: HK, PFK e PK; 

 Dosar a quantidade de lactato produzido; 

 Quantificar a atividade da enzima chave da via das pentoses: G6PDH; 
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• Estudo do metabolismo mitocondrial: 

 Quantificar a atividade da enzima chave do ciclo de Krebs: SDH;  

 Analisar a morfologia mitocondrial através de MET;  

 Avaliar o potencial transmembrânico mitocondrial; 

 Avaliar o quadro de estresse oxidativo da célula, através da quantificação de 

ROS, ATP e glutationa reduzida; 

 

• Estudo do mecanismo de morte celular: 

 Avaliar morte celular induzida por necrose, através da avaliação da 

integridade das membranas celulares;  

 Avaliar morte celular induzida por apoptose, através da quantificação de 

DNA fragmentado e por detecção da externalização de fosfatidilserina; 

 

• Estudo do comportamento da linhagem tumoral em baixa concentração de 

glicose: 

 Analisar o conteúdo de ATP, produção de ROS e viabilidade celular. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Materiais: DMEM, F12 e soros fetais bovino/equino foram obtidos da Gibco-

Invitrogen Corporation (NY, USA). Clotrimazol, NAD+, NADH, ATP, hexocinase, 

glucose 6-fosfato desidrogenase, frutose 6-fosfato, aldolase, lactato desidrogenase, 

fosfoenolpiruvato, NADP+ e glicose 6-fosfato foram obtidos da Sigma Chemical Co. 

MA, EUA. Todos os outros reagentes são de alto grau de pureza. 

 

3.2 Preparo das microemulsões (MEs): As microemulsões foram preparadas pela 

adição sequencial de 18,5 ml H2O, 500 µl Tween 80 e 1 ml CTZ diluído em DMSO, 

misturados suavemente em agitador magnético até a obtenção de uma solução límpida. 

O tipo de ME formada foi a óleo/água, onde as moléculas de CTZ ficaram localizadas 

no interior de reduzidas gotículas esféricas envolvidas por moléculas de tensoativos 

(Tween 80) em um meio aquoso. Nessas condições, a concentração molar final de CTZ 

foi de 5 mM.  

 

3.3 Determinação do tamanho médio micelar: As microemulsões foram analisas 

quanto ao tamanho médio de partículas via dispersão dinâmica de luz através do DLS 

Dynamo Pro Nanostar. Primeiramente, 3 mL das microemulsões foram centrifugadas, a 

fim de se certificar de que todo o CTZ havia sido incorporado. A microemulsão onde 

não houve formação de sobrenadante foi adicionada em cubeta de quartzo (3mL) e 

submetida a análises, primeiramente a 37°C, onde de 2 em 2h, médias de 10 valores de 

diâmetro/raio médio de partículas foram determinados. Deste modo, cada ponto dos 

gráficos resultantes contém média de 10 valores. O índice de refração do branco (Tween 

80 + H2O + DMSO) é de 1,334 e o índice de refração das micelas contendo CTZ é de 

1,335. A estabilidade térmica (25°C até 50°C) e a estabilidade ao longo do tempo até 24 

hs a 37°C das micelas também foram avaliadas por essa técnica.  

 

3.4 Cultura de célula: A linhagem celular de câncer de mama MCF-7 e a linhagem de 

mioblasto C2C12 foram obtidas do Banco de Células do Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho, UFRJ. A linhagem de mama epitelial não tumorigênica MCF-

10A foi gentilmente cedida pela Profª. Mitzi Brentani (Faculdade de Medicina da 

USP/SP). Estas foram mantidas em frascos de cultura e acondicionadas em estufa a 

37°C com 5% de CO2. As linhagens MCF-7 e C2C12 cresceram em meio DMEM 
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(Meio de Eagle modificado por Dulbecco) e foram suplementadas com 10% de soro 

fetal bovino, glutamina (0,29 g/L) e bicarbonato de sódio (3,7 g/L) em pH 7,4. A 

linhagem MCF-10A foi mantida em meio DMEM/F12 (Nutrient Mixture Ham) 

suplementado com 10% de soro fetal equino e 0,02 μg/mL fator de crescimento 

epidermal, 5 μg/mL insulina, 1,25 μg/mL hidrocortizona e 0,1 μg/mL toxina colérica. O 

inóculo inicial foi de 5 x 104 células/mL, sendo subcultivadas a cada dois dias e 

mantidas em fase log de crescimento celular, de acordo com HOLANDINO et al., 2001. 

O crescimento celular foi devidamente acompanhado por meio de observação em 

microscópio invertido. Para manter o estoque foi realizado o congelamento das células 

em tubos de criocongelamento a uma concentração de 2x106 células/mL com 10% de 

DSMO e estocado em nitrogênio líquido para uso futuro. 

 

3.5 Determinação da viabilidade celular: A viabilidade celular (MCF-7, MCF-10A e 

C2C12) foi avaliada através da quantificação da atividade da enzima lactato 

desidrogenase (LDH) extravasada para o meio de cultura e pelo ensaio de MTT. Após o 

tratamento indicado com CTZ solúvel e micelar por 24h, o meio de cultura foi retirado 

para a quantificação da atividade da LDH e as células foram utilizadas para o ensaio de 

MTT. A atividade da LDH foi determinada espectrofotométricamente através da 

redução do NAD+ (absorvância em 340 nm) no espectrofotômetro VICTOR3 

(PerkinElmer, EUA) (SCHWARTZ e BODANSKY, 1968). Para o ensaio de MTT, 0,5 

mg/mL do reagente foi adicionado sobre as células e mantido ao abrigo da luz por 3h. 

Ao término dessa incubação, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazam 

produzidos foram dissolvidos em 200 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). A absorvância 

do corante foi medida no comprimento de onda de 570 nm com a subtração do 

background em 650 nm, utilizando-se o espectrofotômetro VICTOR3 (PerkinElmer, 

USA) (MOSMANN 1983; ODDIS e FINKEL, 1995). 

 

3.6 Dosagem da atividade das enzimas chaves glicolíticas HK, PFK e PK e da 

enzima chave da via das pentoses a G6PDH: As células MCF-7 foram cultivadas em 

placas de 24 poços e crescidas até atingir confluência. Após o tratamento indicado com 

CTZ solúvel e micelar por 24h, as células foram tripsinizadas, centrifugadas (10 min x 

5000 rpm) e ressuspensas em tampão 10 mM fosfato de potássio, pH 7,4. As 

concentrações de proteína das células lisadas foram mensuradas pela técnica de Lowry 

(LOWRY et al., 1951) e a atividade das enzimas medidas pelo método acoplado como 
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descrito por SPITZ et al., (2009) e ZANCAN et al., (2010). A atividade da PFK foi 

analisada em um meio de reação (MRC) contendo 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM 

NADH, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM de F6P, 2 mU/mL aldolase, 2 mU/mL triose 

fosfato isomerase  e 2 mU/mL α-glicerofosfato desidrogenase. A atividade da HK foi 

analisada em MRC contendo 100 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM NAD+, 2 mM MgCl2, 1 

mM ATP e 2 mU/mL G6PDH. A atividade da PK foi medida em MRC contendo 100 

mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM NADH, 5 mM ADP, 120 mM KCl, 5 mM 

fosfoenolpituvato (PEP), 5 mM MgCl2 e 22 mU/mL lactato desidrogenase. A atividade 

da G6PDH foi avaliada em um MRC contendo 100 mM Tris-HCl pH 7,4, 5 mM MgCl2, 

2 mM NADP+ e 1 mM G6P. Estas enzimas foram determinadas 

espectrofotometricamente, onde a oxidação/redução de NADH/NAD+ e de 

NADPH/NADP+ foi acompanhada pela medida do decréscimo na absorvância em 340 

nm no espectrofotômetro VICTOR3 (PerkinElmer, EUA). 

 

3.7 Quantificação do conteúdo de ATP: As células MCF-7 foram cultivadas em 

placas de 96 poços e crescidas até atingir confluência. Após o tratamento indicado com 

CTZ solúvel e micelar por 24h, o meio de cultura foi retirado e os reagentes do Kit ATP 

Lite (Luminescence ATP Detection Assay System – PerkinElmer, EUA) adicionados, 

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Esse sistema é baseado na reação entre 

o ATP celular e a enzima luciferase de Photinus pyralis na presença do substrato D-

luciferina. A luminescência obtida é proporcional a concentração de ATP celular e foi 

analisado pelo espectrofotômetro VICTOR3 (PerkinElmer, EUA).  

 

3.8 Dosagem da produção de lactato: As células MCF-7 foram cultivadas em placas 

de 96 poços e crescidas até atingir confluência. Após o tratamento indicado com CTZ 

solúvel e micelar por 24h, o meio de cultura foi utilizado para avaliar a produção de 

lactato através do kit EnzyChromTM L-Lactate Assay (BioAssay Systems, USA), 

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Este sistema é baseado na oxidação do 

lactato produzido na presença de NAD, onde o NADH formado reduz o reagente MTT a 

formazan. A intensidade da produção de cor, em 565 nm, é proporcional a concentração 

de lactato no meio mensurado no espectrofotômetro VICTOR3 (PerkinElmer, EUA). 

 
3.9 Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial (ΔΨ): As células MCF-7 

foram cultivadas em placas de 12 poços e crescidas até atingir confluência. Após o 
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tratamento indicado com CTZ solúvel e micelar por 24h, as células foram tripsinizadas, 

centrifugadas (10 min x 5000 rpm) e ressuspensas em tampão PBS (1x106 células). A 

estas células foi adicionado o composto rodamina 123 a uma concentração final de 

1mg/mL, deixando agir por 15 min ao abrigo da luz. As amostras foram analisadas em 

citômetro de fluxo Becton Dickinson FACS Calibur, 100.000 eventos foram analisados. 

A fluorescência da rodamina 123 foi captada pelo filtro FL-1: 530±30 nm. Os dados 

foram analisados com o auxílio do programa “Windows Multiple Document Interface 

Flow Citometry Application” (WinMDI) (PERES e CURI, 2005). 

 

3.10 Análise da produção de ROS: As células MCF-7 foram cultivadas em placas 

pretas de 96 poços e crescidas até atingir confluência. Posteriormente, as células foram 

incubadas com 50 μM de 2,7 diclorodihidro fluoresceína (DCHF) por 30 min e em 

seguida tratadas com CTZ solúvel e micelar por 24h. As amostras foram excitadas em 

450 nm e a emissão da fluorescência foi medida em 530 nm, utilizando o 

espectrofotômetro VICTOR 3 (PerkinElmer, USA) (ROMA et al., 2009). 

 

3.11 Quantificação da atividade da succinato desidrogenase: As células MCF-7 

foram cultivadas em placas de 96 poços e crescidas até atingir confluência. Após o 

tratamento indicado com CTZ solúvel e micelar por 24h, o meio foi removido e a placa 

deixada durante 1 hora a -80 °C. Em seguida, as células foram incubadas durante 20 min 

ao abrigo da luz em um MRC contendo 12.3 mM dietil-succinato, 0.2 mM 1-metoxi-5-

metilfenazina metil sulfato, 1.2 mM nitroazul de tetrazólio (NBT) e 50 mM Tris–HCl 

pH 7,6. Foi usado 12.3 mM malonato, um inibidor competitivo da succinato 

desidrogenase, como controle positivo. A atividade dessa enzima foi determinada 

espectrofotometricamente utilizando NBT como um receptor de elétrons. A cor púrpura 

obtida pela formação do NBT reduzido é diretamente proporcional à atividade da 

enzima sendo mensurada no espectrofotômetro VICTOR3 (PerkinElmer, EUA) 

(PISTOLLATO et al., 2010). 

 

3.12 Análise do ciclo celular: As células MCF-7 foram cultivadas em placas de 12 

poços e crescidas até atingir confluência. Após o tratamento indicado com CTZ solúvel 

e micelar por 24h, as células foram tripsinizadas, centrifugadas (10 min x 5000 rpm) e 

ressuspensas em tampão PBS (1x106 células). A estas células foi adicionado iodeto de 

propídeo (PI) a uma concentração final de 10 μg/ml e 0,1% saponina (tampão de lise), 
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deixando agir por 45 minutos a 37 ºC e ao abrigo da luz. As amostras foram analisadas 

em citômetro de fluxo Becton Dickinson FACS Calibur, onde 100.000 eventos foram 

analisados. A fluorescência do IP foi captado pelo filtro FL-3: acima de 670 nm. Os 

dados foram analisados com o auxílio do programa “Windows Multiple Document 

Interface Flow Citometry Application” (WinMDI) (PERES e CURI, 2005). 

 

3.13 Avaliação da integridade da membrana celular por citometria de fluxo: As 

células MCF-7 foram cultivadas em placas de 12 poços e crescidas até atingir 

confluência. Após o tratamento indicado com CTZ solúvel e micelar por 24h, as células 

foram tripsinizadas, centrifugadas (10 min x 5000 rpm) e ressuspensas em tampão PBS 

(1x106 células). A estas células foi adicionado IP para uma concentração final de 

1mg/ml, deixando agir por 15 min ao abrigo da luz. As amostras foram analisadas em 

citômetro de fluxo Becton Dickinson FACS Calibur, onde 100.000 eventos foram 

analisados. A fluorescência do IP foi captado pelo filtro FL-3: acima de 670 nm. Os 

dados foram analisados com o auxílio do programa “Windows Multiple Document 

Interface Flow Citometry Application” (WinMDI) (PERES e CURI, 2005). 

 

3.14 Detecção de morte celular por anexina V: As células MCF-7 foram cultivadas 

em placas de 12 poços e crescidas até atingir confluência. Após o tratamento indicado 

com CTZ solúvel e micelar por 24h, as células foram tripsinizadas, centrifugadas (10 

min x 5000 rpm), lavadas 2x com PBS e ressuspensas em tampão 10 mM HEPES, 140 

mM NaCl e 2.5 mM CaCl2, pH 7,4 (1x106 células). Desta concentração foi retirada uma 

alíquota de 100 µl e adicionado 5 µl de anexina V (anexina V conjugada com Alexa 

Fluor® 488, Molecular ProbesTM, Invitrogen) e 1 μg/mL de PI. As amostras foram 

incubadas por 15 min em temperatura ambiente. Após este período foi adicionado 400 

ul da solução tampão a 4°C. As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo 

Becton Dickinson FACS Calibur, onde 100.000 eventos foram analisados. A 

fluorescência de excitação/emissão foi no comprimento de onda 495/519 nm, 

respectivamente. Os dados foram analisados com o auxílio do programa “Windows 

Multiple Document Interface Flow Citometry Application” (WinMDI) (PERES e 

CURI, 2005). 

 

3.15 Quantificação do conteúdo de glutationa: As células MCF-7 foram cultivadas 

em placas de 12 poços e crescidas até atingir confluência. Após o tratamento indicado 
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com CTZ solúvel e micelar por 24h, as células foram tripsinizadas, centrifugadas (10 

min x 5000 rpm) e ressuspensas em tampão específico. A quantificação de glutationa foi 

realizada através do kit Glutationa Assay Kit (BioVision, EUA). O produto fluorescente 

foi lido a 420 nm com excitação a 340 nm analisadas no espectrofotômetro VICTOR3 

(PerkinElmer, EUA), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. 

 

3.16 Microscopia de luz por coloração de Giemsa: As células MCF-7 foram 

plaqueadas sobre lamínulas circulares de 12 mm de diâmetro contidas em placas de 24 

poços. Após o tratamento com CTZ micelar por 24h, as lamínulas foram lavadas com 

PBS e fixadas em 3,7% de bouin por 15 min. Após a fixação essas amostras foram 

lavadas duas vezes com etanol 70% e uma vez com H2O tridestilada. Em seguida foram 

coradas com giemsa por overnight, desidratadas em soluções de acetona 

progressivamente substituídas por xilol e montadas sobre lâmina com Permount A. As 

amostras foram analisadas ao microscópio de ótico ZEISS Axioplan (GIEMSA, 1926). 

 

3.17 Microscopia eletrônica de varredura (MEV): As células MCF-7 foram 

plaqueadas sobre lamínulas circulares de 12 mm de diâmetro, contidas em placas de 24 

poços. Após o tratamento com CTZ micelar por 24h, as amostras foram lavadas em PBS 

e fixadas em glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2, contendo 

3,7% de sacarose durante 1 hora a temperatura ambiente. Após a fixação, as células em 

suspensão foram lavadas em PBS e pós-fixadas durante 40 minutos em solução de 

tetróxido de ósmio a 1% em cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 com 0,8% de ferrocianeto 

de potássio e cloreto de cálcio 5 mM. As amostras foram então lavadas em PBS e 

desidratadas em séries crescentes de etanol de 15% até 95% e em mais duas etapas em 

etanol absoluto. Todas as etapas de desidratação foram realizadas durante 15 minutos à 

temperatura ambiente. As amostras foram secas pelo método do ponto crítico em CO2 

em aparelho BAL-TEC CPD030 e as lamínulas de vidro foram montadas  sobre suportes 

de alumínio com cola de prata e metalizadas com uma camada de 20 nm de ouro pelo 

método de sputtering, em aparelho Balzers Union FL-9496. A observação foi feita em 

um microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM 5310. 

 

3.18 Microscopia de luz de contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC): 

As células MCF-7 foram plaqueadas sobre lamínulas circulares de 12 mm de diâmetro, 

contidas em placas de 24 poços. Após o tratamento com CTZ micelar por 24h, as 
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amostras foram foram lavadas em PBS e fixadas com 3,7% de formalina em PBS, pH 

7,2 por 10 minutos a 4°C. Após o período de fixação, as lamínulas contendo as células 

foram lavadas com PBS e montadas sobre lâminas de vidro contendo solução de 0,2N 

de n-propil-galato diluído em glicerol 90% em PBS. As amostras foram analisadas ao 

microscópio ZEISS Axioplan. 

 

3.19 Microscopia eletrônica de transmissão (MET): As células MCF-7 foram 

plaqueadas sobre lamínulas circulares de 12 mm de diâmetro, contidas em placas de 24 

poços. Após o tratamento com CTZ micelar por 24h, as amostras foram lavadas em 

PBS e fixadas em 2,5% de glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,2, 5 

mM de cloreto de cálcio e 3,7% de sacarose durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Após fixação essas amostras foram lavadas 2 vezes  em PBS colhidas por raspagem da 

lâmina  e pós-fixadas durante uma hora no escuro em solução de tetróxido de ósmio a 

1% em cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,2, 0,8% de ferrocianeto de potássio e 5 mM de 

cloreto de cálcio. As amostras foram desidratadas em séries crescentes de acetona e 

incluídas em resina PolyBed. A seguir a resina foi polimerizada durante 72 hs a 60°C. 

Secções ultra-finas (60 nm) foram obtidas em um ultramicrótomo Leica e contrastadas 

com acetato de uranila 5% durante 30 min em H2O e em citrato de chumbo durante 5 

mim (REYNOLDS, 1963). As secções foram observadas em microscópio eletrônico de 

transmissão FEI Morgagni F-268. 

 

3.20 Análise estatística dos resultados: Todos os resultados nas figuras são expressos 

como média ± erro padrão. A análise dos dados foi realizada usando o programa Sigma 

Plot (v. 10.0, Systat Inc. CA, USA) integrado com o software SigmaStat (v. 3.2, Systat 

Inc. CA, USA). Os valores para cada grupo foram comparados por testes de t-Student 

pareados ou não pareados, ou por análise de variância (ANOVA). As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p ≤ 0,05 
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         4. RESULTADOS 

 

 

         4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS MICELAS CONTENDO CTZ 

 

Neste trabalho foi proposto a incorporação do fármaco CTZ em um sistema 

microemulsionado. Para a preparação das microemulsões, foi feita a mistura entre a fase 

orgânica, composto pelo CTZ diluído em DMSO e a fase aquosa (H2O), que foram 

termodinamicamente estabilizadas pela presença de tensoativo, Tween 80. O sistema foi 

cuidadosamente homogeneizado até a obtenção de uma solução límpida. Neste caso, as 

moléculas lipossolúveis (moléculas de CTZ) ficaram localizadas no interior de 

reduzidas gotículas esféricas envolvidas por moléculas de tensoativo (Tween 80) em um 

meio contínuo de água, formando assim um sistema de microemulsão (ME) do tipo 

óleo/água (CONSTANTINIDES et al., 1995). 

De acordo com a literatura, no campo farmacêutico, o termo nanopartícula tem 

sido aplicado para estruturas coloidais com diâmetro entre 1 a 1000 nm, usadas como 

sistemas de liberação de fármacos (KIP, 2004). Nosso primeiro objetivo então foi 

avaliar se a formulação que havíamos preparado era composta por gotículas na escala 

namométrica, o que caracteriza a formação de uma microemulsão, ou se tratava-se de 

uma emulsão. Como relatado anteriormente, o tamanho médio de uma gotícula de ME 

fica entre 10 a 300 nm, um valor aproximadamente 100 vezes menor do que o tamanho 

médio das gotículas de emulsões, que é em torno de 1 a 10 µm (KAWAKAMI et al., 

2002a e 2002b).  

Para a determinação do diâmetro médio das micelas contendo ou não CTZ, 

foram realizadas medidas de espalhamento dinâmico de luz (DLS - Dynamic Light 

Scattering). O espalhamento dinâmico da luz é uma técnica bem conhecida para se 

determinar a distribuição de tamanho de partículas com diâmetros variando entre 

poucos nanômetros até micrometros (PAL et al., 2007). Nesta técnica, um feixe de laser 

incide sobre uma dispersão contendo partículas esféricas em movimento browniano, 

causando um efeito semelhante ao efeito Doppler quando a luz incide nas partículas em 

movimento, mudando o comprimento de onda da luz. Esta mudança está diretamente 

relacionada ao tamanho das partículas, ou seja, partículas menores causam maiores 

variações no comprimento de onda da luz, uma vez que possuem maior velocidade 

média do que as partículas maiores. Dessa maneira, é possível estimar a distribuição de 
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tamanho das partículas através da descrição do seu movimento no meio (BAR-ZIV et 

al., 1997; HARADA e ASAKAWA et al., 2008;)  

Analisando o DLS das micelas desenvolvidas neste trabalho, observamos 

praticamente nenhuma alteração do tamanho médio entre as micelas vazias e as 

incorporadas com CTZ a 25°C. As primeiras apresentaram diâmetro médio de 17.1 nm 

(painel A) e as segundas, de 16.9 nm (painel B), o que indica a formação de um sistema 

microemulsionado (Figura 8). Observamos também uma distribuição de partícula 

bastante uniforme e homogênea com baixo índice de polidispersão. 

 

 

Figura 8 – Diâmetro médio das micelas vazias (sem CTZ) e com CTZ por 
espalhamento de luz dinâmico (DLS). A determinação do diâmetro médio das micelas 
pela técnica de DLS foi realizada conforme descrito no Material e Métodos. Painel A: 
representa o diâmetro médio das micelas vazias sem CTZ. Painel B: representa o 
diâmetro médio das micelas com CTZ. Os valores são a média ± erro padrão de no 
mínimo três experimentos independentes (n ≥ 3). 
 

 

Nosso próximo passo foi avaliar a estabilidade dessas micelas frente ao aumento 

crescente de temperatura. A estabilidade térmica de uma formulação fornece 
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informações importantes sobre a temperatura ótima para o sistema de armazenamento, 

bem como para a liberação do fármaco. Essa análise foi avaliada mediante a variação do 

diâmetro médio das partículas com a variação de temperatura, que foi desde a 

temperatura ambiente de 25°C até 50°C. Na Figura 9 podemos observar um 

comportamento crescente do tamanho micelar conforme o aumento de temperatura, a 

partir de 40°C. Além disso, observamos que as microemulsões com e sem o clotrimazol 

(painel A e B) apresentaram perfis semelhantes de estabilidade de acordo com a 

temperatura de análise de dispersão dinâmica de luz. 

 De fato, o tamanho micelar não sofreu alteração no intervalo de 25°C até 38°C, 

apresentando se assim termicamente estável para a temperatura corporal de 37°C. No 

entanto, em temperaturas mais elevadas, acima de 38°C, ocorre uma desintegração do 

sistema de ME. Como a temperatura é mais elevada, existe uma maior fluidez do 

sistema, alterando a tensão superficial, o que facilita a saída do CTZ micelar dos 

núcleos micelares para o meio, gerando dessa forma o aumento do tamanho médio das 

micelas. Ou seja, nossos resultados revelam a grande estabilidade das micelas até 37°C, 

indicando que este sistema, provavelmente, não será danificado por essa variável no 

corpo ou, se armazenado sob estas condições. 

Posteriormente, avaliamos a estabilidade dessas micelas ao longo do tempo, até 

24h, que é o tempo de incubação das micelas na cultura de células. Conforme realizado 

para a estabilidade térmica, neste experimento a análise da estabilidade também foi 

avaliada mediante a variação do raio médio das partículas ao longo do tempo. Na 

Figura 10, observamos que ocorre um aumento do tamanho das micelas ao decorrer do 

tempo. Além disso, podemos observar que as microemulsões com e sem o clotrimazol 

(painel A e B) apresentaram perfis semelhantes de estabilidade de acordo com o tempo 

de análise de dispersão dinâmica de luz. Seguindo o mesmo raciocínio do gráfico 

anterior, esse aumento na dimensão micelar indica o extravasamento do CTZ para o 

meio, liberação esta importante para que o fármaco promova seu efeito. Notamos 

também, que aumentos sutis foram observados até 5h de análise e que a partir deste 

tempo, grandes aumentos são observados, onde há o rompimento destas estruturas, e a 

consequente quebra do sistema, gerando turvação no meio. Isso ocorre pelo fato de o 

clotrimazol não ser solúvel em água e ao ser desestruturado da microemulsão, o mesmo 

precipita em solução aquosa. Tais resultados são importantes, pois nas primeiras horas, 

a microemulsão propicia a solubilidade do CTZ em um veículo aquoso para a célula 
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alvo do fármaco, e com o passar do tempo, propicia a liberação do mesmo no local de 

ação, otimizando-se desta forma, seu efeito. 

 

 

Figura 9 – Análise da estabilidade térmica das micelas por espalhamento de luz 
dinâmico (DLS). A determinação do raio médio das micelas pela técnica de DLS em 
condições crescentes de temperatura foi realizada conforme descrito no Material e 
Métodos. Painel A: micelas vazias sem CTZ. Painel B: micelas com CTZ. Os valores 
são a média ± erro padrão de no mínimo três experimentos independentes (n ≥ 3). 
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Figura 10 – Análise da estabilidade das micelas ao longo do tempo por 
espalhamento de luz dinâmico (DLS). A determinação do raio médio das micelas pela 
técnica de DLS em condições ao longo do tempo a 37°C foi realizada conforme descrito 
no Material e Métodos. Painel A: micelas vazias sem CTZ. Painel B: micelas com CTZ. 
Os valores são a média ± erro padrão de no mínimo três experimentos independentes (n 
≥ 3). 
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          4.2 ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTÓXICA IN VITRO 

 

4.2.1 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR 

 

A linhagem celular MCF-7 tem sido largamente utilizada como modelo de 

estudo para diferentes fármacos com potencial antineoplásico (MEIRA et al., 2005; 

FURTADO et al., 2012; GOMEZ et al., 2013). Essa linhagem celular é proveniente de 

câncer de mama e segundo a descrição fornecida pela ATCC (American Type Culture 

Collection) estas foram obtidas de sítios de efusão pleural de uma mulher de 69 anos 

com adenocarcinoma de mama. Essas células podem ser facilmente mantidas em cultura 

devido a sua alta capacidade proliferativa. Assim, esse modelo in vitro é uma 

ferramenta valiosa para a investigação do funcionamento celular, pois consiste na 

manutenção e multiplicação de células vivas possibilitando a análise do metabolismo e 

do comportamento celular frente a um componente a ser testado. 

Aqui, o objetivo inicial foi analisar se a incorporação do CTZ no interior de 

micelas aumentaria o efeito antitumoral do fármaco sobre a viabilidade celular. Como 

modelo experimental utilizamos a conhecida linhagem tumoral, MCF-7 e como controle 

não tumoral usamos duas diferentes linhagens, a linhagem de mioblastos, C2C12, e a 

linhagem de mama epitelial não tumorigênica MCF-10A. Para tal, duas diferentes 

metodologias para avaliar a viabilidade celular foram empregadas: ensaio de MTT e 

atividade da LDH extravasada para o meio de cultura. O ensaio de MTT é um método 

colorimétrico que se baseia na capacidade de células viáveis em reduzirem 

metabolicamente o sal de tetrazólio (MTT), por meio de enzimas desidrogenases, em 

cristais de formazan de cor azul púrpura que se acumula no citoplasma celular. Dessa 

forma, a redução do MTT a formazan, será diretamente proporcional à viabilidade 

celular (MOSMANN, 1983). O segundo método baseia-se na quantificação da atividade 

da LDH presente no meio de cultura. Esta é uma enzima citoplasmática e a sua presença 

no meio de cultura é indicativo de lise celular e, consequentemente, de morte celular 

(SCHWARTZ e BODANSKY, 1968).  

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram que o efeito inibitório do 

CTZ sobre a viabilidade da linhagem tumoral MCF-7 é potencializado de maneira 

significativa quando este é incorporado no interior de micelas. É possível observar que 

este efeito aumenta conforme a concentração de CTZ testada (25, 50 e 100 μM). No 

painel A da Figura 11 a porcentagem de inibição promovido pelo CTZ solúvel foi de 
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25,63% para a concentração de 25 μM, de 39,81% para a concentração de 50 μM e de 

52,25% para a concentração de 100 μM de CTZ. Já na presença do CTZ incorporado 

em micelas, os valores encontrados foram bem mais significativos do que os 

encontrados para o CTZ solubilizado em DMSO. A porcentagem de inibição para a 

concentração de 25 μM foi de 49,37%, o que revela um aumento de 23,74% (subtraindo 

49,37% de 25,63%) na capacidade inibitória quando comparado ao CTZ solúvel na 

mesma concentração. Nas concentrações de 50 e 100 μM, o efeito inibitório foi de 

61,73% e 76,14%, respectivamente. Esses resultados demonstram um aumento da 

eficácia do CTZ micelar de 21,92% para a concentração de 50 μM e 23,89% para a 

concentração de 100 μM. Fazendo uma média entre as três concentrações, o CTZ 

micelar foi 23,18% mais eficaz que o CTZ solúvel, resultado este totalmente 

satisfatório. Por exemplo, em vez de utilizar 100 μM do CTZ solúvel para promover 

uma média de 50% de inibição, basta utilizar 25 μM do mesmo fármaco, só que agora 

em um sistema de microemulsão. Assim, promove-se a mesma inibição, porém a 

quantidade de CTZ necessária é 5 vezes menor. 

Esses dados são confirmados analisando a viabilidade celular através da 

atividade da LDH extravasada do meio de cultura (painel B da Figura 11), que mostrou 

resultados semelhantes. 

Além disso, confirmamos que esses efeitos inibitórios observados no gráfico 

anterior (Figura 11) ocorreram devido a ação exclusiva do CTZ e não devido a algum 

componente da micela (Tween 80, DMSO ou H2O), uma vez que o tratamento das 

células MCF-7 com as micelas sem CTZ, não promoveu nenhuma alteração da 

viabilidade (Figura 12). Ou seja, o sistema microemulsionado sem a presença do 

fármaco não promove qualquer toxicidade. Para essa análise, como não é possível 

calcular a concentração de micela vazia a ser utilizada, usamos os mesmos volumes que 

foram utilizados para os testes com a micela incorporada por CTZ. 

Quando avaliamos o efeito do CTZ micelar sobre a viabilidade de linhagens não 

tumorais, as linhagens controle C2C12 (Figura 13A) e MCF-10A (Figura 13B), 

observamos que a integridade dessas linhagens foi mantida mesmo quando tratadas com 

concentrações de até 100 μM de CTZ micelar. Este resultado corrobora com outros 

dados  previamente  publicados pelo nosso grupo  de pesquisa, onde foi  mostrado a alta  
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Figura 11 – Efeito do CTZ solúvel e micelar sobre a viabilidade celular da 
linhagem MCF-7. O ensaio de MTT (painel A) e a quantificação da atividade da LDH 
(painel B) na presença de 50 e 100 μM de CTZ solúvel (círculos pretos) e micelar 
(círculos brancos) por 24h, foi realizada conforme descrito no Material e Métodos. Os 
valores são a média ± erro padrão de no mínimo três experimentos independentes (n ≥ 
3).  
 
 

Figura 12 – Efeito da micela sem CTZ sobre a viabilidade celular da linhagem 
MCF-7. O ensaio de quantificação da atividade da LDH na presença da micela sem 
CTZ foi avaliado conforme descrito em Material e Métodos.  Os valores representam a 
média ± erro padrão de no mínimo 3 experimentos (n ≥ 3).   
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Figura 13 – Efeito do CTZ micelar sobre a viabilidade celular das linhagens não 
tumorais, MCF-10A e C2C12. O ensaio de MTT foi avaliado conforme descrito em 
Material e Métodos.  Painel A: MCF-10A. Painel B: C2C12. Os valores representam a 
média ± erro padrão de no mínimo 3 experimentos (n ≥ 3). 
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Para finalizar esta primeira parte de resultados, analisamos a viabilidade celular 

da linhagem MCF-7 ao longo do tempo de incubação com o fármaco na sua forma 

micelar. Lembrando que o tempo de incubação das células com o CTZ, em todos os 

experimentos realizados até aqui, foi de 24h. A Figura 14 mostra que a resposta ao 

fármaco além der ser dependente da concentração de CTZ usada, como visto nos 

gráficos anteriores, também é dependente do tempo de incubação, se mostrando gradual 

ao longo do tempo. Interessantemente, esse mesmo perfil é visto na Figura 10. 

Inicialmente, no tempo de 3h de incubação não observamos nenhum efeito inibitório 

sobre a viabilidade, nas duas concentrações testadas (Figura 14), como também não 

observamos alteração no tamanho das micelas (Figura 10). Com o decorrer do tempo é 

possível observar uma aumento do efeito inibitório (Figura 14) concomitante a uma 

alteração do tamanho das micelas, as quais tornam-se cada vez maiores (Figura 10). 

Esses resultados sugerem que a medida que o CTZ é liberado pelas micelas, ocorre a 

inibição da viabilidade celular, um efeito dependente do tempo de exposição e da dose 

do fármaco. 

 

 

 

 
Figura 14 – Efeito do CTZ micelar sobre a viabilidade celular da linhagem MCF-7 
ao longo do tempo. A viabilidade celular ao longo do tempo foi avaliada pela 
quantificação da atividade da LDH extravasada do meio de cultura na presença de 50 e 
100 μM de CTZ micelar conforme descrito no Material e Métodos. Os valores 
representam a média ± erro padrão de no mínimo 3 experimentos (n ≥ 3). 
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4.2.2 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA CELULAR 

 

 

A definição bioquímica para o câncer é a perda do controle dos mecanismos de 

proliferação, diferenciação e morte celular (MOFFAT et al., 2000). O CTZ solúvel inibe 

a migração e a proliferação de linhagens de câncer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231 

(FURTADO et al., 2012). Como esses mecanismos são diretamente dependentes da 

morfologia celular, resolvemos investigar se o CTZ micelar é responsável por induzir 

alguma alteração morfológica na linhagem tumoral MCF-7. Diversas técnicas 

microscópicas podem ser empregadas para a caracterização da morfologia celular, 

apresentando particularidades distintas. Para tal, três diferentes tipos de microscopia 

foram realizados: microscopia de luz por coloração de giemsa, microscopia de luz de 

contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC) e microscopia eletrônica de 

varredura.  

Primeiramente, analisamos células controle e tratadas com 50 e 100 μM de CTZ 

micelar por microscopias de campo claro onde as células após o período de tratamento 

eram fixadas e coradas com giemsa ou processadas para microscopia de luz de contraste 

interferencial diferencial de Nomarski (DIC), gerando uma imagem com maior 

percepção da superfície celular. Nos controles (painel A das Figuras 15 e 16), as células 

apresentaram aspecto característico: com longos prolongamentos, formato estrelado e 

aderidas entre si e à superfície. Após 24h de incubação com CTZ micelar, a morfologia 

normal das células da linhagem MCF-7 foi alterada de maneira bem significativa. O 

tratamento com 50 μM e 100 μM de CTZ micelar (painel C e B das Figuras 15 e 16), 

promoveu a contração das projeções celulares, levando a um enrugamento da célula, 

gerando, desta forma, células fusiformes, já na menor concentração de CTZ utilizada, 

enquanto observamos formas totalmente arredondadas com o aumento da concentração 

de CTZ. Note um acúmulo do corante giemsa na extremidade celular da Figura 15 

(painel B e C) e a perda de comunicação celular (painel C) quando comparado com 

células controle nos painéis A. Estas contrações nas protuberâncias de membrana 

afetam a adesão celular, o que pode explicar a diminuição na viabilidade celular 

(Figura 11) e da proliferação e migração celular visto por FURTADO et al., (2012) 

com CTZ solúvel. Como controle, realizamos a incubação das células com micelas 

vazias, isto é sem CTZ, para investigar se estariam interferindo na morfologia celular 
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(inset do painel A das Figuras 15 e 16). Nota-se que não se observa diferenças 

morfológicas relevantes entre esses dois grupos. 

 

 
 

 
 
Figura 15. Microscopia de luz por coloração de Giemsa das células MCF-7 após o 
tratamento com CTZ micelar. A preparação para a microscopia foi feita como 
descrito em Material e Métodos. Painel A: células sem tratamento, inset: células tratadas 
com micelas sem CTZ. Painel B: células tratadas com 50 μM de CTZ micelar. Painel C: 
células tratadas com 100 μM de CTZ micelar. 
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Figura 16. Microscopia de luz de contraste interferencial diferencial de Nomarski 
(DIC) das células MCF-7 após o tratamento com CTZ micelar. A preparação para a 
microscopia foi feita como descrito em Material e Métodos. Painel A: células sem 
tratamento. Painel A`: células tratadas com micelas sem CTZ. Painel B: células tratadas 
com 50 μM de CTZ micelar. Painel C: células tratadas com 100 μM de CTZ micelar 
 
 
 

Uma das limitações da microscopia de luz, entretanto, é o aumento máximo 

conseguido que fica em torno de 2.000 vezes. Como consequência, pequenos detalhes 

estruturais não são possíveis de serem detectados através desta técnica. Neste sentido, a 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) permite alcançar aumentos muito superiores 

ao da microscopia ótica, produzindo imagens de alta resolução da superfície da amostra. 

Essas imagens tem uma aparência tridimensional característica, resultado direto da 

grande profundidade de campo. Neste trabalho, as imagens de MEV apresentam um 

aumento na faixa de 5.000 – 8.000 vezes. 

Desta forma, analisamos as alterações morfológicas proporcionadas pelo 

tratamento com CTZ micelar por MEV. Células controle apresentaram a morfologia 

característica da linhagem MCF-7, como descritos anteriormente pela microscopia 

 51 



ótica. Na Figura 17, notamos um grande número de vesículas na superfície celular, 

característico de células cancerígenas, pois são importantes na sinalização celular. Após 

o tratamento por 24h com CTZ micelar (painel B e C) observamos uma alteração na 

forma celular, sendo, por MEV, melhor visualizada a perda da aderência descrita 

anteriormente. Note uma diminuição significativa na presença de vesículas na superfície 

celular na presença de 100 μM de CTZ micelar (painel C). 

 
 
 

 
 
Figura 17. Microscopia eletrônica de varredura das células MCF-7 após o 
tratamento com CTZ micelar. A preparação para a microscopia foi feita como 
descrito em Material e Métodos. Painel A: células sem tratamento, inset: células tratadas 
com micelas sem CTZ. Painel B: células tratadas com 50 μM de CTZ micelar. Painel C: 
células tratadas com 100 μM de CTZ micelar. 
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Para finalizar esse grupo de resultados, as Figuras 18 e 19 mostram um 

panorama geral do que já foi evidenciado nos gráficos anteriores. A Figura 18 

apresenta a microscopia eletrônica de varredura e a Figura 19 mostra a microscopia 

ótica por coloração de giemsa. Nestas imagens podemos observar tanto as alterações 

morfológicas já mostradas anteriormente, como também a redução do número de células 

nos campos tratados com o CTZ micelar (painel B e C). 

 

 

 

Figura 18. Panorama geral: microscopia eletrônica de varredura das células MCF-
7 após o tratamento com CTZ micelar. A preparação para a microscopia foi feita 
como descrito em Material e Métodos. Painel A: controle. Painel B: células tratadas 
com 50 µM CTZ micelar. Painel C: células tratadas com 100 µM CTZ micelar. 
 
 

 

 
Figura 19. Panorama geral: microscopia ótica por coloração de Giemsa das células 
MCF-7 após o tratamento com CTZ micelar. A preparação para a microscopia foi 
feita como descrito em Material e Métodos. Painel A: células sem tratamento. Painel B: 
células tratadas com 50 µM CTZ micelar. Painel C: células tratadas com 100 µM CTZ 
micelar. 
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          4.3 ESTUDO DO METABOLISMO DE GLICOSE 

 

 

A glicólise, além de ser a principal via de degradação de carboidratos, produz 

intermediários biossintéticos para outras vias, alimentando as vias de biossíntese de 

ácidos graxos, aminoácidos e colesterol, entre outras (EL-BACHA e SOLA-PENNA, 

2003). Além do que, a observação quase universal da glicólise aeróbica em cânceres 

humanos invasivos, sua persistência mesmo em condições de normóxia e sua correlação 

com a agressividade do tumor indicam que o fenótipo glicolítico confere uma vantagem 

proliferativa significante durante a evolução somática do câncer e deve, portanto, ser um 

componente crucial do fenótipo maligno (GATENBY e GILLIES, 2004). Por esses 

motivos, esta via tem se tornado um importante alvo para terapia antineoplásica.  

Em publicações recentes do nosso grupo de pesquisa, foi mostrado que o CTZ 

na sua forma solúvel é capaz de inibir de forma direta a atividade das enzimas 

glicolíticas PFK e HK purificadas de músculo esquelético de coelho (ZANCAN et al., 

2007; MARCONDES et al., 2010; MARCONDES et al., 2011; FURTADO et al., 

2012). O fármaco também promove o desligamento da PFK do citoesqueleto de 

diversas linhagens tumorais (GLASS-MARMOR et al., 1997; PENSO e BEITNER, 

2002a e 2002b, MEIRA et al., 2005) e de tecidos de carcinoma mamário (COELHO et 

al., 2011) e, dessa forma, diminui a sua atividade. Mais recentemente foi demonstrado 

que a atividade das três enzimas chaves da glicólise, HK, PFK e PK, é diminuída pela 

ação do CTZ em linhagens tumorais de mama humana, afetando assim todo o fluxo 

glicolítico. Essa diminuição do fluxo glicolítico é caracterizada pela diminuição da 

eficiência glicolítica, que corresponde a razão entre lactato produzido e glicose 

consumida (FURTADO et al., 2012). 

Aqui, nosso objetivo foi verificar se o efeito inibitório do CTZ incorporado em 

micelas sobre a atividade de enzimas da via glicolítica é potencializado quando 

comparado a sua forma solubilizada em DMSO. Na Figura 11 já foi visto que o sistema 

de microemulsão proposto neste trabalho aumentou significativamente a eficácia 

inibitória do CTZ sobre a viabilidade celular. Sobre a atividade das enzimas glicolíticas 

(Figura 20, painéis A, B e C) observamos inicialmente que as três enzimas são alvo do 

efeito inibitório do CTZ. A inibição da atividade da HK (painel A) pelo CTZ solúvel foi 

de 14,45% e 53,39% nas concentrações de 50 e 100 µM, respectivamente. Entretanto, 

novamente o CTZ micelar se mostrou mais potente que o CTZ solúvel, promovendo 
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21,39% a mais de inibição na concentração de 50 µM e 41, 55% na concentração de 100 

µM de CTZ. A única exceção a ação mais eficiente do CTZ micelar frente ao solúvel 

correspondeu a atividade da enzima PFK (painel B). Embora neste caso, o CTZ micelar 

não tenha apresentado maior efeito, o resultado não foi inferior ao do CTZ solúvel, 

sendo praticamente o mesmo para as duas formulações. Na concentração de 50 µM a 

porcentagem de inibição promovido pelo CTZ solúvel e micelar foi de 78,46% e 

81,80%, respectivamente. Adicionalmente, na concentração de 100 µM do fármaco, a 

porcentagem de inibição promovido pelo CTZ solúvel e micelar foi de 90,58% e 

88,53%, respectivamente. Apesar de não observamos diferença significativa, 

observamos a alta capacidade inibitória do CTZ sobre a PFK, que fica em torno de 90%. 

Por fim, a terceira e última enzima glicolítica a ser analisada foi a PK (painel C). Assim 

como observado para a enzima HK, a capacidade inibitória do CTZ micelar foi superior 

ao CTZ solúvel. Em dados numéricos isso representa um aumento de inibição de 

17,79% e 21,28% nas concentrações de 50 µM e 100 µM, respectivamente. 

A hipótese de Warburg consiste no fato de que as células tumorais exibem um 

metabolismo alterado caracterizado pelo aumento da captação de glicose e produção de 

lactato (WARBURG, 1956). Resultados previamente descritos mostraram a alta 

capacidade inibitória do CTZ sobre a atividade das enzimas chave da glicólise; nosso 

objetivo agora foi verificar como está a produção do produto final dessa via, o lactato. 

Desta maneira seria possível confirmar a capacidade do CTZ em alterar todo o fluxo 

glicolítico, comparando, principalmente, os resultados do CTZ solúvel com o micelar. 

No painel D da Figura 20, podemos observar a capacidade da CTZ em diminuir a 

produção de lactato em todas as concentrações testadas. Neste ensaio o CTZ micelar 

também se mostrou mais eficiente que o solúvel, tanto na concentração de 50 µM, 

promovendo o dobro da porcentagem de inibição, de 3,76% para 7,65%, como para a 

concentração de 100 µM, onde promoveu uma redução de 10,67%, enquanto que o 

fármaco solúvel só atingiu 7,98% de inibição da produção de lactato. Esses resultados 

indicam que o CTZ modula negativamente o metabolismo glicolítico de forma a 

reverter o fenótipo glicolítico encontrado em tumores. Essa significativa inibição sobre 

as enzimas chaves da glicólise, juntamente com a inibição da produção de lactato indica 

que o fármaco afeta principalmente o metabolismo fermentativo, que é característico de 

tumores.  
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Figura 20. Efeito do CTZ solúvel e micelar sobre a atividade da via glicolítica. A 
atividade das enzimas glicolíticas HK (painel A), PFK (painel B), PK (painel C) e a 
produção de lactato (painel D) na presença de 50 e 100 μM de CTZ solúvel (barras 
pretas) e micelar (barras cinzas) por 24h, foi realizada através conforme descrito no 
Material e Métodos. Os valores são a média ± erro padrão de no mínimo três 
experimentos independentes (n ≥ 3). *p ≤ 0,05 comparando com o controle, na ausência 
do fármaco. #p ≤ 0,05 quando comparado ao CTZ na sua forma solúvel. 
 
 
 

Como previamente relatado, após a entrada da glicose na célula, esta será 

convertida, pela HK, em glicose 6-fosfato, o que garante a sua permanência dentro da 

célula. Esse produto pode seguir três caminhos: entrar na glicólise via fosfoglicose 

isomerase; ser convertida em glicose 1-fosfato pela fosfoglicomutase, que é a primeira 

etapa da síntese de glicogênio; ou ser metabolizada pela glicose 6-fosfato desidrogenase 
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(G6PDH), a primeira enzima da via das pentoses fosfato. Seguindo o terceiro caminho, 

há também a produção do cofator NADPH, que é o agente redutor mais importante da 

célula, sendo essencial para as reações antioxidantes mediadas por glutationa (ZHU et 

al., 2009). A G6PDH é uma enzima chave da via das pentoses que catalisa uma reação 

irreversível em condições fisiológicas, convertendo glicose 6-fosfato em 6 

fosfogluconato. Dados da literatura mostram que a G6PDH além de desempenhar papel 

crítico na regulação do potencial redox, estimula a proliferação celular, através da 

produção de riboses, promovendo assim a biossíntese de nucleotídeos e ácidos 

nucleicos (TIAN, 1998). 

Na Figura 21, observamos a alta capacidade inibitória do CTZ sobre a atividade 

catalítica da G6PDH, onde na concentração de 100 μM o efeito inibitório do CTZ 

micelar foi praticamente total e na concentração de 50 μM a inibição foi 75,55%. Por 

outro lado a inibição promovido pelo CTZ solúvel só conseguiu atingir 39,64% e 

84,91% para 50 e 100 μM, respectivamente. 

 

 
Figura 21. Efeito do CTZ solúvel e micelar sobre a atividade da enzima chave da 
via das pentoses, a G6PDH. A atividade enzimática da G6PDH na presença de 50 e 
100 μM de CTZ solúvel (barras pretas) e micelar (barras cinzas) por 24h, foi realizada 
conforme descrito no Material e Métodos. Os valores são a média ± erro padrão de no 
mínimo três experimentos independentes (n ≥ 3). *p ≤ 0,05 comparando com o controle, 
na ausência do fármaco. #p ≤ 0,05 quando comparado ao CTZ na sua forma solúvel. 

 57 



 

 Com base nos resultados mostrados anteriormente, podemos pressupor que além 

da redução da atividade da G6PDH, ocorra também uma diminuição da regeneração de 

NADPH. Sendo assim, esses resultados estimularam a investigação dos efeitos 

inibitórios do CTZ sobre o metabolismo oxidativo mitocondrial. Visto a importância da 

mitocôndria, não só como uma organela produtora de ATP, mas também como 

produtora de ROS e assim indutora de um estado de estresse oxidativo (WALLACE, 

1997; SOLAINI et al., 2010). 

 

 

           4.4 ESTUDO DO METABOLISMO MITOCONDRIAL 

 

 

Após observar a capacidade do CTZ em bloquear a glicólise, resolvemos 

investigar seu potencial sobre outra importante via energética e de grande importância 

para a homeostasia celular, o metabolismo mitocondrial. É importante ressaltar que ao 

contrário dos estudos já publicados sobre o papel do CTZ solúvel sobre o metabolismo 

glicolítico, ainda não foram encontrados dados na literatura sobre estudos que relatem o 

efeito do CTZ sobre o metabolismo mitocondrial. O único estudo até então realizado 

sobre essa relação foi a capacidade do CTZ em promover o desligamento da isoforma 2 

da HK da mitocôndria, resultando em uma diminuição da viabilidade celular. 

Primeiramente, este mecanismo de ação do CTZ foi observado por PENSO e BEITNER 

em 1998, mas posteriormente confirmado em vários estudos, que ainda relacionaram 

esse evento com a indução de morte celular por apoptose (MAJEWSKI et al., 2004; 

CHIARA et al., 2008; NEARY e PASTORINO, 2013), 

Inicialmente, para avaliar o metabolismo aeróbico mitocondrial, a atividade 

enzimática da succinato desidrogenase (SDH) foi mensurada, uma vez que a atividade 

dessa enzima é considerada um indicador da atividade de todo o ciclo de Krebs 

(PISTOLLATO et al., 2010). Na Figura 22, o malonato (um inibidor competitivo da 

SDH) promoveu 25,78% de inibição sobre a atividade da SDH, um valor muito 

semelhante ao encontrado com 100 μM de CTZ solúvel (24,09%) e com 50 μM de CTZ 

micelar (24,38%). Isso significa que para atingir a média de 25% de inibição, em vez de 

utilizar 100 μM do CTZ solúvel, esse mesmo resultado é alcançado com 50 μM de CTZ 

micelar, ou seja, com apenas metade da concentração da formulação solúvel. Um valor 
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maior de inibição foi encontrado com 100 μM de CTZ micelar, que atingiu 35,25% de 

inibição da atividade da SDH. 

 

 

 

Figura 22. Efeito do CTZ solúvel e micelar sobre a atividade enzimática da SDH. A 
atividade da SDH na presença de 50 e 100 µM de CTZ solúvel (barras pretas) e micelar 
(barras cinzas) por 24h, foi avaliada conforme descrito no Material e Métodos. Os 
valores são a média ± erro padrão de no mínimo três experimentos independentes. *p ≤ 
0,05 comparando com o controle, na ausência do fármaco. # p ≤ 0,05 quando 
comparado ao CTZ na sua forma solúvel. 
 
 
 

Posteriormente, analisamos a ultraestrutura de células controle e tratadas com 

CTZ micelar. A análise ao microscópio eletrônico de transmissão permitiu a análise 

ultraestrutural das mitocôndrias das células MCF-7 assim como as alterações induzidas 

após o tratamento com CTZ micelar. A análise de imagens obtidas ao microscópio 

eletrônico e estudos bioquímicos têm sido de grande valor para melhor conhecer a 

ultraestrutura e a fisiologia mitocondrial. 

Micrografias do grupo controle sem nenhum tratamento (Figura 23, painel A) e 

tratadas com as micelas sem o CTZ (inset do painel A da Figura 23) apresentaram 

mitocôndrias com morfologia normal e intacta, onde é possível observar sua morfologia 
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típica, caracterizada por uma membrana dupla contendo uma matriz homogênea e um 

sistema paralelo de cristas. Por outro lado, as mitocôndrias do grupo tratado com 50 µM 

e 100 µM CTZ micelar, representados pelos painéis B e C, respectivamente, mostraram 

uma morfologia alterada da mitocôndria. Estas alterações consistem em um 

encurtamento e redução do número de cristas, como também uma diminuição da 

densidade da matriz, gerando imagens mais translúcidas, indicando esvaziamento do 

conteúdo no interior da organela. É possível observar também um intenso processo de 

vacuolização na presença do tratamento com CTZ, sendo estas mudanças mais 

evidentes na presença de 100 µM de CTZ micelar. Alterações na estrutura mitocondrial 

de células MCF-7 similares a estas foram induzidas pelo antioxidante lauril galato, que 

assim como CTZ, vem apresentando promissores efeitos antitumorais (CALCABRINI 

et al., 2006). 

Considerando os efeitos promovidos pelo CTZ sobre a atividade da SDH e sobre 

a morfologia mitocondrial, pode-se sugerir que o potencial elétrico transmembranar 

mitocondrial também esteja sendo afetado. Durante o transporte de elétrons transferidos 

por substratos oxidáveis à cadeia respiratória, a mitocôndria é capaz de gerar um 

gradiente eletroquímico de prótons na membrana interna que conduz a síntese de ATP 

(MITCHELL, 1966). Este potencial é gerado pela diferença de cargas entre dois 

compartimentos aquosos separados pela membrana mitocondrial interna. Sendo que a 

manutenção deste gradiente eletroquímico é essencial para o equilíbrio das funções 

mitocondriais (NICHOLLS e FERGUNSON, 2002). 

A análise desse potencial é feita através de uma técnica que se baseia na 

capacidade de um corante fluorescente específico se ligar diretamente a mitocôndria de 

células viáveis (JOHNSON et al., 1980). Alterações no potencial de membrana resultam 

em alterações na intensidade de fluorescência do corante. A sonda utilizada neste 

trabalho foi a rodamina 123, que é um corante fluorescente catiônico permeável a 

membrana celular, que é rapidamente sequestrado pela mitocôndria e tem sido 

amplamente usada como corante fluorescente de mitocôndria em células vivas 

(JOHNSON et al., 1980; RONOT et al., 1986) e em mitocôndria isolada (PETIT, 1992). 

Alterações no potencial mitocondrial transmembrânico levam ao efluxo da rodamina 

123, gerando menor fluorescência (PERES e CURI, 2005). 
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Figura 23. Microscopia eletrônica de transmissão da mitocôndria das células 
MCF-7 após o tratamento com CTZ micelar. A preparação para a microscopia foi 
feita como descrito em material e métodos. As Figuras 23A e 23A inset mostram as 
células MCF-7 sem tratamento e tratadas com as micelas sem CTZ (Tween 80 + DMSO 
+ H2O). As Figuras 23B e 23C mostram as células tratadas com 50 e 100 μM de CTZ 
micelar, respectivamente. 
 

 

De fato, é esse o fenômeno observado nas células MCF-7 quando tratadas com 

CTZ (Figura 24). Nota-se que todas as concentrações de CTZ testadas promoveram 
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uma alteração do potencial transmembrânico mitocondrial, uma vez que houve uma 

menor marcação da fluorescência do corante rodamina 123. O tratamento com 50 μM 

de CTZ promoveu uma redução de 8,67% (preparação solúvel) e de 11,56% (preparação 

micelar), no entanto, sem diferença estatística entre os tipos de formulação do CTZ. Por 

outro lado, 100 μM de CTZ micelar se mostrou mais potente que o CTZ solúvel em 

alterar o potencial transmembrânico, promovendo uma redução de 21,93%, enquanto o 

solúvel nessa mesma concentração promoveu somente uma redução de 14,56%. 

 Dessa forma, o CTZ alterou o potencial transmembrânico mitocondrial das 

células MCF-7, tornando-a despolarizada, quando comparado às células sem tratamento. 

E, além disso, o CTZ micelar foi mais potente que o solúvel na concentração de 100 μM 

CTZ. 

 
 
 

 
 
Figura 24. Análise do potencial transmembrânico mitocondrial na presença de 
CTZ solúvel e micelar. O potencial transmembrânico mitocondrial na presença de 50 e 
100 µM de CTZ solúvel (barras pretas) e micelar (barras cinzas) por 24h, foi avaliada 
conforme descrito no Material e Métodos. Os valores são a média ± erro padrão de no 
mínimo três experimentos independentes (n ≥ 3). *p ≤ 0,05 comparando com o controle, 
na ausência do fármaco. # p ≤ 0,05 quando comparado ao CTZ na sua forma solúvel. 
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Até agora vimos, que o CTZ é capaz de alterar alguns pontos do metabolismo 

glicolítico e outros do metabolismo mitocondrial. Nosso próximo objetivo foi avaliar se 

essas alterações levam a célula a um quadro de estresse oxidativo. Para tal, três 

experimentos foram realizados: quantificação da produção de ATP, ROS e glutationa 

(Figura 25). 

 Dentre as funções das vias glicolítica e mitocondrial, podemos destacar o 

fornecimento de energia na forma de ATP. A produção de ATP seja pela glicólise (que 

é a principal fonte energética para as células tumorais - efeito warburg), seja pela via 

mitocondrial (que está reduzida em células tumorais), é imprescindível para o 

crescimento e proliferação tumoral (WARGURG, 1956). Nesse sentido, o objetivo 

agora foi avaliar o efeito do CTZ solúvel e micelar sobre a produção de ATP de células 

da linhagem tumoral MCF-7. Como visto no painel A da Figura 25, 50 μM de CTZ 

solúvel e micelar promoveu uma redução da produção de ATP em torno de 34%. Já na 

presença de 100 μM de CTZ micelar, houve 59,86% de redução na produção de ATP, 

enquanto que 100 μM de CTZ solúvel só conseguiu alcançar 48,10% de inibição. Ou 

seja, o CTZ foi capaz de reduzir o conteúdo intracelular de ATP, sendo o CTZ micelar, 

na concentração de 100 μM mais efetivo que o solúvel.  

Após observar tantas alterações promovidas pelo CTZ sobre o metabolismo 

energético celular, resolvemos investigar o estado redox em que essas células da 

linhagem MCF-7 se encontram. Já é bem descrito na literatura que a cadeia respiratória 

mitocondrial está continuamente gerando ROS e que essas espécies promovem diversos 

danos a biomoléculas como proteínas, ácidos nucleicos e lipídios (KOWALTOWSKI e 

VERCESI, 1999). Neste sentido, nosso objetivo foi investigar se o CTZ solúvel e 

micelar alterou tanto o metabolismo mitocondrial a ponto de induzir a mitocôndria a 

uma maior produção de ROS.  

A produção intracelular de ROS foi avaliada utilizando o diacetato de 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína (DCFH2-DA). Esta molécula é uma sonda lipossolúvel não 

fluorescente que atravessa facilmente a membrana celular, sendo hidrolisada por 

esterases intracelulares a 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (DCFH2). Estas são incapazes 

de atravessar a membrana celular, acumulando-se assim no interior das células. Na 

presença de ROS, a DCFH2 é oxidada a 2’,7’-diclorofluoresceína que apresenta 

fluorescência intensa (BASS et al., 1983). Esse corante reage com uma variedade de 

radicais e não-radicais, como os radicais hidroxil e nitroxil, peroxinitrito, ânion 

superóxido, assim como peróxido de hidrogênio, ou seja, revela o estresse oxidativo 
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celular de forma ampla (ROMA et al., 2009). No painel B da Figura 25, observamos 

que, de fato, após o tratamento das células tumorais (MCF-7) com CTZ, há um aumento 

na produção de ROS sendo este aumento de 1,98 e 3,18 vezes na presença de CTZ 

solúvel nas concentrações de 50 µM e 100 μM, respectivamente. No entanto, na 

presença de CTZ micelar, esse aumento foi significantemente maior: 2,92 e 4,66 vezes 

nas concentrações de 50 µM e 100 μM de CTZ, respectivamente. 

Para finalizar este grupo de experimentos com o objetivo de caracterizar o 

estresse oxidativo celular, foi quantificado a concentração de glutationa reduzida 

(GSH). A mais importante defesa contra as lesões oxidativas induzidas por ROS é a 

manutenção da homeostase pelo sistema glutationa. A GSH é um tripeptídeo com grupo 

tiol livre presente em organismos aeróbicos e sintetizada na maioria das células. O 

tripeptídeo é formado pela condensação, ATP dependente, do ácido glutâmico à 

cisteína, catalizada pela g-glutamilcisteinil sintetase; a glicina é adicionada pela 

glutationa sintetase. GSH é abundante no citosol, no núcleo e na mitocôndria das 

células, sendo o principal antioxidante solúvel nesses compartimentos. A GSSG 

(glutationa oxidada) acumula-se dentro das células, e a razão GSH/GSSG é uma boa 

medida de estresse oxidativo no organismo, sendo mais alta a concentração de GSSG 

quanto maior o dano oxidativo (VALKO et al., 2007). A enzima glutationa peroxidase 

catalisa a redução do peróxido de hidrogênio e de outros hidroperóxidos lipídicos, 

utilizando GSH como um doador de elétrons. Desta forma, a glutationa peroxidase 

reduz os níveis de peróxido consumindo GSH no processo. Por outro lado, a glutationa 

redutase é a enzima responsável pela redução de GSSG a GSH. Essa enzima é 

importante para a manutenção dos níveis de GSH necessários para a atividade da 

glutationa peroxidase (OTT et al., 2007). É importante ressaltar que a atividade da 

glutationa redutase é dependente de NADPH e que o NADPH é formado através da 

reação catalisada pela G6PDH, sendo que esta última se encontra inibida pelo CTZ 

(Figura 21). Ou seja, provavelmente, menos NADPH está sendo formando, o que pode 

afetar a atividade da glutationa redutase e assim comprometer a atividade antioxidante e 

a manutenção da homeostasia celular pelo sistema glutationa. 

De fato, observamos no painel C da Figura 25 que 50 μM de CTZ micelar 

promoveu 27,36% de redução do conteúdo de GSH, o que representa o dobro de 

inibição comparado ao CTZ solúvel. Na concentração de 100 μM, o efeito do CTZ 

micelar também se mostrou superior, reduzindo em 52,65% o conteúdo de GSH, 

enquanto a mesma concentração de CTZ na forma solúvel, só atingiu 43,06%. Assim, a 
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partir de todos os resultados encontrados na Figura 25, podemos concluir que o estado 

de estresse oxidativo induzido pelo CTZ, caracterizado pela diminuição do conteúdo de 

ATP intracelular e principalmente pelo aumento de ROS, não consegue ser revertido 

pelo sistema antioxidante da glutationa, uma vez que o conteúdo de GSH também sofre 

redução. Essa redução pode ser explicada em parte pela redução de NADPH fornecido, 

visto que já mostramos a inibição da G6PDH pelo CTZ (Figura 21). 

 

 

 

Figura 25. Estresse oxidativo induzido pelo CTZ solúvel e micelar. A produção de 
ROS (painel A), a produção de ATP (painel B) e a produção de glutationa reduzida 
(GSH) (painel C) na presença de 50 e 100 µM de CTZ solúvel (barras pretas) e micelar 
(barras cinzas) por 24h, foi avaliada conforme descrito no Material e Métodos. Os 
valores são a média ± erro padrão de no mínimo três experimentos independentes (n ≥ 
3). *p ≤ 0,05 comparando com o controle, na ausência do fármaco. # p ≤ 0,05 quando 
comparado ao CTZ na sua forma solúvel. 
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          4.5 ESTUDO DO MECANISMO DE MORTE CELULAR 

 

Estudos do mecanismos de morte celular realizados com moléculas teste são 

usualmente realizados pelo citômetro de fluxo, um equipamento que permite separar 

células ativadas por fluorescência, oferecendo a possibilidade de análise de múltiplos 

parâmetros de um grande número de células dentro de um curto período de tempo 

(ALBERTS et al., 2004; TUSCHL et al., 2004). Vários protocolos podem ser utilizados 

em técnicas de citometria de fluxo, como por exemplo, análise do ciclo celular, da 

morte celular por necrose através da coloração com PI, da morte por apoptose por 

detecção da externalização de fosfatidilserina por ligação de anexina e através da 

detecção de DNA fragmentado (TUSCHL et al., 2004).  

Nesta tese foram realizados três ensaios no citômetro de fluxo, além da análise 

do potencial transmembrânico mitocondrial, mostrado na seção anterior, que é um 

parâmetro indicador de morte celular por apoptose (CERÓN et al., 2010). Esses ensaios 

são: determinação da integridade de membrana, análise da fragmentação do DNA e 

detecção da externalização de fosfatidilserina por ligação de anexina V. 

Primeiramente analisamos a morte celular induzida por necrose através do 

ensaio de determinação da integridade da membrana plasmática. Esse teste se baseia na 

capacidade do corante iodeto de propídeo se ligar ao DNA e emitir alta fluorescência 

quando excitado por laser. Células com membrana íntegra não permitem a entrada do 

corante e, portanto, as células viáveis apresentarão baixa fluorescência. Em contra 

partida, células com membrana rompida permitirão a entrada do corante que se ligará ao 

DNA, emitindo alta fluorescência (PERES e CURI, 2005). O efeito do CTZ solúvel e 

micelar sobre a integridade da membrana plasmática pode ser observado na Figura 26. 

Inicialmente, podemos observar que 50 µM de CTZ solúvel não promoveu alteração 

alguma na integridade da membrana celular, ao contrário do que foi observado para o 

CTZ micelar nessa concentração; este aumentou em 1,96 vezes a marcação para PI. Já 

em concentrações maiores, apesar de não ter diferença estatística entre a marcação do 

CTZ micelar e o solúvel, a indução da morte celular foi bem significativa, na ordem de 

3,98 e 4,28 vezes maior que o controle na presença de 100 µM de CTZ solúvel e 

micelar, respectivamente. Ou seja, em conjunto, nossos resultados indicam a indução da 

morte celular por necrose pelo CTZ, principalmente em altas concentrações do fármaco. 
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Figura 26. Determinação da integridade da membrana da célula MCF-7 na 
presença de CTZ solúvel e micelar. A integridade da membrana celular na presença de 
50 e 100 μM de CTZ solúvel (barras pretas) e micelar (barras cinzas) por 24h foi 
avaliada através citometria de fluxo, conforme descrito no Material e Métodos. Os 
valores são a média ± erro padrão de no mínimo três experimentos independentes (n ≥ 
3). *p ≤ 0,05 comparando com o controle, na ausência do fármaco. #p ≤ 0,05 quando 
comparado ao CTZ na sua forma solúvel. 
 
 
 
 

Posteriormente, duas análises para avaliação da morte celular induzida por 

apoptose foram realizadas. O primeiro teste foi a análise do ciclo celular. Este teste se 

baseia também na capacidade de ligação do PI ao DNA. Porém inicialmente a 

membrana plasmática das células é lisada por um detergente, neste caso a saponina, 

para que o PI possa se ligar ao núcleo. Células com conteúdo de DNA duplicado (G2M) 

emitirão alta fluorescência, enquanto que núcleos com condensação de cromatina e 

DNA fragmentado (DNA subdiplóide) incorporam menor quantidade de PI e 

consequentemente emitirão menor fluorescência (PERES e CURI, 2005). Na Figura 27, 

observamos o efeito do CTZ solúvel (painel B) e do CTZ micelar (painel B) sobre o 

DNA das células MCF-7. M1 representa a marcação para DNA íntegro e M2 representa 

a marcação para DNA fragmentado. Desse modo, é possível observar que ambas as 

formulações de CTZ promoveram um aumento de marcação na região M2, que 
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corresponde ao DNA que perdeu a integridade. Porém, não houve diferença estatística 

entre as formulações, que apresentaram um aumento de 1,66 (CTZ solúvel) e 1,7 vezes 

(CTZ micelar) na marcação para PI (painel D). Esses resultados indicam, então, que o 

CTZ além de promover morte celular por necrose, induz também por apoptose. Para 

confirmar esses dados, um terceiro ensaio foi realizado, o de marcação de 

fosfatidilserina por anexina V, o qual é indicativo de morte por apoptose. 

Na fase precoce da apoptose, as células translocam moléculas de fosfatidilserina 

para membrana plasmática externa, sinalizando para a fagocitose e ficando exposta a 

marcadores celulares como a anexina V (WATANABE et al., 2002). A anexina V 

apresenta alta afinidade de ligação a este fosfolipídio (VAN GENDEREN et al., 2008). 

Ao utilizar-se anexina V marcada com Alexa Fluor para detecção de apoptose é possível 

avaliar os níveis de fosfatidilserina expostas na membrana celular externa que se 

associaram a anexina V, indicando a fase inicial de apoptose (apoptose precoce). 

Na Figura 28, observamos o potencial efeito do CTZ solúvel (painel B) e do 

CTZ micelar (painel B) em induzir apoptose precoce. De fato, observamos no painel D, 

que representa a quantificação dos valores dos histogramas, um aumento significativo 

na intensidade de fluorescência da anexina V conjudada a Alexa Fluor. A concentração 

de 50 μM de CTZ solúvel promoveu um aumento de 3,24 vezes, enquanto que o CTZ 

micelar promoveu um aumento de 4,44 vezes, ou seja, o CTZ micelar foi mais eficiente 

em induzir a apoptose nesse modelo, caracterizado pela alta marcação fluoresecente da 

anexina V. Nos histogramas, esse efeito pode ser evidenciado pelo aumento da 

população de células no quadrante inferior a direita, que corresponde a marcação por 

anexina (painel B e C). 

 

 

4.6 ESTUDO DO COMPORTAMENTO DA LINHAGEM TUMORAL EM 

BAIXA CONCENTRAÇÃO DE GLICOSE 

 

 

Tumores sólidos, como o câncer de mama, apresentam um microambiente 

tumoral com metabolismo diferenciado dos tecidos normais, pois a medida que ocorre a 

proliferação, alguns dos vasos sanguíneos pré-existentes são obstruídos ou 

comprimidos. Paralelamente, ocorre a angiogênese, no entanto é bastante diferente 
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daquela vista em tecidos  normais,  apresentando  vasos vazantes,  com diâmetro 

irregular e paredes finas,  

 
 
 
 

 
 

 
 
Figura 27. Análise do ciclo celular das células MCF-7 na presença de CTZ solúvel 
e micelar. A fragmentação do DNA na presença de 50 μM de CTZ solúvel (barras 
pretas) e micelar (barras cinzas) por 24h foi avaliado através citometria de fluxo, 
conforme descrito no Material e Métodos. Painel A: controle. Painel B: 50 μM de CTZ 
solúvel. Painel C: 50 μM de CTZ micelar. Painel D: quantificação dos valores do 
controle e 50 μM de CTZ solúvel e micelar. Os valores são a média ± erro padrão de no 
mínimo três experimentos independentes (n ≥ 3). *p ≤ 0,05 comparando com o controle, 
na ausência do fármaco. 
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Figura 28. Intensidade de marcação para anexina nas células MCF-7 na presença 
de CTZ solúvel e micelar. A fragmentação do DNA na presença de 50 μM de CTZ 
solúvel (barras pretas) e micelar (barras cinzas) por 24h foi avaliado através citometria 
de fluxo, conforme descrito no Material e Métodos. Painel A: controle. Painel B: 50 μM 
de CTZ solúvel. Painel C: 50 μM de CTZ micelar. Painel D: quantificação dos valores 
do controle e 50 μM de CTZ solúvel e micelar. Os valores são a média ± erro padrão de 
no mínimo três experimentos independentes (n ≥ 3). *p ≤ 0,05 comparando com o 
controle, na ausência do fármaco. #p ≤ 0,05 quando comparado ao CTZ na sua forma 
solúvel. 
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 com fluxo sanguíneo aberrante e áreas de necrose. Assim, os tumores sólidos são 

caracterizados por apresentar um microambiente tumoral frequentemente associado ao 

suprimento insuficiente de oxigênio e nutrientes como a glicose (MUELLER-KLIESER 

et al., 1988; VAUPEL et al., 1989; UNGEFROREN et al., 2011). No entanto, o 

entendimento de como as células tumorais se comportam no seu microambiente e como 

estas respondem ao tratamento com agentes anticâncer ainda é escasso. Neste contexto, 

nosso objetivo foi investigar o comportamento da linhagem tumoral MCF-7 exposta a 

uma privação de glicose. Para mimetizar esse ambiente, utilizamos 1,0 mM glicose, que 

representa a condição de baixa glicose e comparamos com o meio de cultura utilizado 

até então, que é o DMEM com 4,5 mM glicose. Os parâmetros analisados nessas 

condições foram: viabilidade celular, conteúdo intracelular de ATP e de ROS na 

presença de diferentes concentrações de CTZ micelar (0, 25, 50, 75 e 100 μM). 

Podemos observar na Figura 29, que tanto o efeito inibitório do CTZ micelar 

sobre a viabilidade celular (painel A), sobre a produção de ATP (painel B), como na 

indução da produção de ROS (painel C), foram potencializados na condição de baixa 

concentração de glicose. E esse efeito é observado em todas as concentrações de CTZ 

micelar testadas. 
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Figura 29. O efeito do CTZ micelar é potencializado em baixa concentração de 
glicose. A viabilidade celular (painel A), produção de ATP (painel B) e a produção de 
ROS (painel C) das células MCF-7 na presença de diferentes concentrações de CTZ 
micelar (0, 25, 50, 75 e 100 μM) e na presença de 4,5 mM glicose (barras pretas) e 1,0 
mM glicose (barras cinzas) por 24h, foi avaliada conforme descrito em Material e 
Métodos. Os valores são a média ± erro padrão de no mínimo três experimentos 
independentes (n ≥ 3).   
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05. DISCUSSÃO 

 

Atualmente, o câncer tem sido a causa de um índice elevado de mortalidade em 

todo mundo. Os indicadores de morbimortalidade do câncer de mama na população 

feminina apontam a necessidade de maior atenção para esse problema. No atual 

panorama, nos deparamos com um elevado contingente de mulheres afetadas, com 

índices elevados de mortalidade e uma tendência crescente da morbidade (INCA, 2013). 

Apesar de haver quimioterapia e radioterapia como formas de tratamento para esta 

doença, estes se mostram insuficientes, uma vez que causam citotoxicidade em células 

normais e uma série de efeitos colaterais, o que diminui a qualidade de vida do paciente 

(HOSKIN e RAMAOOTHY, 2008). Neste contexto, entender as diferenças biológicas 

entre as células normais e cancerígenas é essencial para o desenvolvimento de fármacos 

com atividade seletiva antitumoral. Aliado a isso, a busca de novos fármacos e novas 

abordagens terapêuticas que atuem especificamente sobre células cancerígenas, sem 

prejudicar ou causando menos danos as células não tumorais também são essenciais. 

Neste sentido, a estratégia neste trabalho foi focar nesses 3 pontos: a busca por 

novos fármacos com ação antitumoral, a busca por abordagens terapêuticas mais 

inteligentes e eficientes e o estudo e entendimento de diferenças biológicas entre as 

células normais e tumorais.   

Para o primeiro ponto, o clotrimazol constitui uma das mais recentes 

possibilidades, apresentando potentes efeitos antitumorais, demonstrado em diversas 

publicações (GLASS-MARMOR et al., 1996; GLASS-MARMOR e BEITNER, 1997; 

PENSO e BEITNER, 2002a e 2002b; ZHAO e SONG, 2002; KHALID et al., 2005; 

MEIRA et al., 2005; ZANCAN et al., 2007; MARCONDES et al., 2010; COELHO, et 

al., 2011; FURTADO et al., 2012). Para o desenvolvimento do segundo ponto, 

incorporamos este fármaco em micelas formando um sistema microemulsionado. Num 

primeiro plano, essa formulação resolveu o problema de solubilidade do CTZ em meio 

aquoso, já que esse fármaco é altamente hidrofóbico. A solubilidade é um fator 

essencial para a efetividade dos fármacos independente da via de administração. Tal 

fato é considerado um desafio para a indústria farmacêutica já que mais de 40% das 

substâncias ativas ultimamente investigadas apresentam-se insolúveis ou pouco solúveis 

em água (PRENTIS et al., 1998). Além disso, inúmeras outras vantagens são oferecidas 

por esse sistema: como exemplo, a liberação controlada do fármaco de forma sustentada 
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e prolongada. Esse mecanismo além de evitar super- ou subdosagens, eleva a 

biodisponibilidade do fármaco e resulta em efeito terapêutico prolongado dentro de uma 

faixa segura, com alta eficácia e baixa toxicidade (JORI et al., 1993; ZHOU et al., 2009; 

TIGHIOUART et al., 2010). Por fim, a última estratégia desse trabalho foi focar em 

diferenças biológicas marcantes entre as células normais e tumorais. Por muito tempo 

terapias antitumorais focaram em reversão de mutações e terapia gênica. Entretanto, 

esta abordagem se deparou como uma série de efeitos colaterais. Neste sentido, apesar 

da reprogramação metabólica aqui descrita emergir de diferentes maneiras, ela 

aparentemente ocorre de maneira consistente em virtualmente todos os tipos tumorais e 

distingue estas células das células saudáveis (WARBURG, 1956; HANAHAN E 

WEINBERG, et al., 2011). Para esta análise, o nosso alvo foram duas importantes vias 

metabólicas, a via glicolítica e a mitocondrial, não só pela importância energética, 

caracterizada pela alta produção de ATP, mas também por estarem intimamente ligadas 

a homeostase celular, como visto na Introdução. Estes estudos foram realizados em uma 

conhecida linhagem tumoral de carcinoma mamário, a MCF-7, considerado um 

importante modelo in vitro para o estudo do comportamento biológico das células 

tumorais (ENGEL e YOUNG, 1978). 

Para a concretização destes objetivos, primeiramente as microemulsões contendo 

CTZ foram desenvolvidas e caracterizadas. Essas microemulsões são do tipo O/A, pois 

as moléculas de CTZ diluídas em DMSO se encontram no interior das gotículas que são 

envolvidas por moléculas de tensoativos em um meio aquoso, formando assim as 

estruturas micelares (CONSTANTINIDES et al., 1995). Através do método de 

espalhamento dinâmico de luz (DLS), o tamanho médio, a estabilidade térmica e a 

estabilidade ao longo do tempo dessas micelas foram determinados. As micelas 

contendo CTZ apresentaram um diâmetro médio de 16,9 nm, caracterizando assim a 

obtenção de uma microemulsão (Figura 8), pois apresentou gotículas com escala 

nanométrica (KAWAKAMI et al., 2002a e 2002b). Além disso, essas micelas 

apresentaram grande estabilidade térmica até 37°C, sugerindo que este sistema, 

provavelmente, não será danificado por essa variável no corpo ou se armazenado sob 

estas condições (Figura 9). Já o ensaio de estabilidade ao longo do tempo confirmou 

que, de fato, o CTZ é liberado gradualmente ao longo do tempo, visto o aumento da 

dimensão micelar. Esse aumento, provavelmente por desintegração do sistema de 

microemulsão, corresponde a liberação do CTZ micelar dos núcleos micelares para o 
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meio, o qual, de fato, se apresentou turvo após o término desse experimento (Figura 

10). 

A redução do tamanho da partícula a uma escala nanométrica conduz a um 

aumento da área de superfície das partículas e, consequentemente, aumento da 

biodisponibilidade (LIVERSIDGE e CUNDY, 1995; DOUROUMIS e FAHR, 2006). 

Partículas que apresentam dimensões nanométricas são adequadas para serem 

administrados através de diferentes vias como oral, parenteral, endovenosa e tópica 

(CUI et al., 2006; LI e HUANG, 2008). Sabe-se que a biodistribuição de partículas com 

diâmetro entre 0,01 e 1,0 μm é facilmente conduzida através dos vasos sanguíneos 

(KAWASHIMA, 2001; KRANZ e BODMEIER, 2008). Tecidos tumorais e órgãos 

como fígado, baço e medula óssea, apresentam paredes capilares descontínuas, ausência 

de lâmina basal e grande número de poros que favorecem o uso dos sistemas 

transportadores de fármacos (DAVIS et al., 2008; PARK et al., 2010). Além disso, 

tecidos tumorais não possuem sistema linfático, consequentemente, após a partícula 

penetrar nestes tecidos dificilmente ela será eliminada antes que ocorra a completa 

liberação do fármaco (YEZHELYEV, 2006). 

Após formulação e caracterização dos sistemas microemulsionados contendo 

CTZ, estes foram testados quanto a sua capacidade de modular o metabolismo 

energético de células tumorais (MCF-7) in vitro. Nossos resultados revelaram que, em 

ensaios de viabilidade celular, pode-se verificar que o fármaco incorporado em micelas 

se apresentou muito mais eficiente do que a sua forma não nanoestruturada (Figura 11). 

Isso demonstra que a microemulsão apresentou-se como uma alternativa para aumentar 

a eficiência terapêutica do fármaco protegendo-o de sua degradação em meio biológico. 

Além disso, para que estas nanopartículas possam circular o tempo suficiente dentro do 

organismo elas devem ser biocompatíveis, ou seja, elas não podem ser reconhecidas 

como um “corpo estranho”. Por esse motivo o tensoativo escolhido foi o Tween 80, 

uma molécula não-iônica que não apresenta toxicidade para as membranas biológicas 

(REGE et al., 2002).  

Testes de citotoxicidade em cultura de células são úteis e necessários para 

definir a citotoxicidade basal, isto é, a habilidade intrínseca de um composto de causar 

morte celular como consequência de danos as funções básicas celulares 

(EISENBRAND et al., 2002). Muitos métodos de análise podem ser usados para medir 

o nível de citotoxicidade celular. As análises por captação e exclusão de corantes em 

células, assim como a atividade enzimática liberada por células e ensaios colorimétricos 
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(MTT) tem sido amplamente utilizados para avaliar a citotoxicidade, como observado 

em publicações recentes (MEIRA et al., 2005, ROMA et al., 2009, ZANCAN et al., 

2010, FURTADO et al., 2012; GOMEZ, et al., 2013). 

Dados recentemente publicados mostraram que o CTZ na sua forma solubilizada 

em DMSO é capaz de reduzir a viabilidade de linhagens derivadas do câncer de mama, 

MCF-7 e MDA-MB-231, sem, entretanto, afetar a viabilidade da linhagem não tumoral, 

MCF10A, o que evidencia a sua alta especificidade (MEIRA et al., 2005, FURTADO et 

al., 2012). Esse perfil também foi observado em sistemas mais complexos, como em 

tecidos tumorais mamários humanos adquiridos de pacientes em tratamento no 

Ambulatório de Ginecologia e submetido à cirurgia na mama no Hospital Clementino 

Fraga Filho (UFRJ). Neste caso, somente o tecido mamário tumoral sofreu os efeitos 

deletérios do CTZ, enquanto o tecido de mama normal permaneceu íntegro. FURTADO 

et al., (2012) mostraram ainda que o caráter inibitório do CTZ é maior em linhagens 

tumorais metastáticas (MDA-MB-231) do que linhagens tumorais não metastáticas 

(MCF-7).  

Na Figura 12, através dos testes de citotoxicidade in vitro, foi possível observar 

que o tratamento das células MCF-7 por 24h com as micelas vazias (sem o CTZ), em 

nada alterou a integridade celular. Ou seja, os componentes da micela não são tóxicos 

para as células. As partículas se mostraram também seletivas, pois ambas as linhagens 

celulares não tumorais avaliadas, MCF-10A e C2C12, permaneceram íntegras após 

tratamento por 24hs com CTZ micelar (Figura 13). A ausência de efeito inibitório do 

CTZ sobre a linhagem controle MCF10-A não pode ser atribuída ao fato desta linhagem 

crescer em um meio de cultura (DMEM/F12 com 10% de SFH) diferente ao das 

linhagens MCF-7 e C2C12 (DMEM com 10% de SFB). Experimentos controle 

envolvendo a análise da viabilidade da linhagem MCF10-A crescida em meio 

DMEM/F12, mas tratadas com CTZ por 24h em meio DMEM foram realizados e os 

resultados encontrados não foram diferentes daqueles aqui apresentados (dados não 

mostrados). A escolha por manter o meio DMEM/F12 para esta linhagem é de assegurar 

que esta linhagem estaria em condições ótima de crescimento. Além disso, foi visto que 

o efeito inibitório do CTZ sobre a viabilidade celular da linhagem MCF-7 foi 

dependente da dose e também do tempo de incubação (Figura 14). 

Vários ensaios de citotoxicidade estão atualmente disponíveis, cada um deles 

usando uma abordagem específica para detectar diferentes aspectos da viabilidade 

celular, como a integridade da célula, proliferação e funções metabólicas. Dessa forma, 
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para enriquecer os dados apresentados até aqui foram realizadas análises do efeito do 

CTZ micelar sobre a morfologia celular por meio de microscopia ótica por coloração de 

giemsa, microscopia ótica de contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC) e 

microscopia eletrônica de varredura. Estes experimentos foram propostos com o 

objetivo de se avaliar efeitos na morfologia celular e aspectos do comportamento das 

células da linhagem MCF-7 em cultura após a administração dos tratamentos com CTZ 

micelar. Nas Figuras 15, 16 e 17 observamos claramente a capacidade do CTZ micelar 

em promover marcantes alterações morfológicas, caracterizadas pela contração das 

projeções celulares, gerando desta forma células fusiformes, na menor concentração de 

CTZ utilizada (50 µM), até formas totalmente arredondadas com o aumento da 

concentração de CTZ. Células com aspecto arredondado sugerem início de um processo 

de morte celular, comprovado pela redução do número de células observado nas 

Figuras 18 e 19, e pela diminuição da viabilidade celular na Figura 11. 

Posteriormente, a estratégia de ter o metabolismo energético como alvo para 

tratamento de neoplasias foi posto em prática, através da análise do metabolismo 

glicolítico e mitocondrial. Para a análise do metabolismo de glicose foi avaliado o efeito 

do CTZ micelar e solúvel sobre a atividade da via glicolítica (Figura 20) e sobre a 

atividade da enzima chave da via das pentoses, a G6PDH (Figura 21). A atividade da 

via glicolítica foi mensurada através da atividade das três enzimas chaves da glicólise: 

HK, PFK e PK, e através da quantificação da produção de lactato, que é o produto final 

do metabolismo aeróbico característico de tumores (WARBURG, 1956). O CTZ, 

independente da formulação, foi capaz de promover a inibição de todos esses pontos da 

glicólise. Entretanto, a única exceção a ação mais eficiente do CTZ micelar frente ao 

solúvel correspondeu a atividade da PFK, onde a de inibição foi semelhante ao CTZ 

solúvel. É importante frisar que enquanto a inibição observada para a HK e PK não 

chega a 50%, o observado para a PFK é muito maior (90%). Por isso, não foi possível 

observar diferenças entre a formulação micelar e o solúvel. Além disso, isto indica que 

o principal alvo do CTZ em tumores é a PFK, como indicado em trabalhos anteriores do 

nosso grupo (ZANCAN et al., 2010, FURTADO et al.,  2012).  

É importante ressaltar que a diminuição da produção de lactato não só representa 

a diminuição do fluxo glicolítico e, consequentemente, a reversão do efeito warburg, 

mas também representa a criação de um ambiente desfavorável para o seu crescimento, 

uma vez que a produção de lactato pelas células tumorais promove um microambiente 

de caráter ácido, contribuindo para a degradação da matriz extracelular, para a 
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mobilidade das células, aumentando assim o processo invasivo e metastático (GILLIES 

et al., 2002; RAGHUNAND et al., 2004).  

Da mesma maneira observada nos efeitos sobre a glicólise, o CTZ incorporado 

em micelas foi mais eficiente em inibir a atividade da enzima chave da via das pentoses, 

a G6PDH (Figura 21). Na concentração de 100 μM o efeito inibitório do CTZ micelar 

foi praticamente total e, na concentração de 50 μM de CTZ, a inibição foi de 75,55%. 

Por outro lado, a inibição promovida pelo CTZ solúvel só conseguiu atingir 39,64% e 

84,91% para 50 e 100 μM, respectivamente. A inibição dessa enzima, em especial, tem 

grande relevância para todo o metabolismo, porque além de permitir a oxidação total da 

glicose em uma série de reações independentes da via glicolítica, é fonte de pentoses 

para a síntese de ácidos nucléicos e, principalmente, fornece NADPH extramitocondrial, 

um importante poder redutor para atividade antioxidante mediada por glutationa. Esses 

achados estimularam a investigação do metabolismo oxidativo mitocondrial. 

Sobre o metabolismo mitocondrial, diferentes parâmetros foram analisados. 

Dados da literatura relatam que além de fornecer mais de 95% da energia utilizada pela 

célula, em condições normais, por meio da fosforilação oxidativa, a mitocôndria 

desempenha diferentes funções na regulação de vários processos celulares. As 

mitocôndrias participam da modulação do estado redox celular, da regulação osmótica, 

do controle de pH, da sinalização celular e, sobretudo, da manutenção da homeostase de 

cálcio. Devido a essa diversidade de funções, a mitocôndria é uma organela alvo de 

várias situações lesivas e agentes tóxicos, estando envolvida nos mecanismos de dano e 

morte celular (WALLACE et al., 1997). Sendo o CTZ um promissor agente 

antitumoral, novos mecanismos de ação desse fármaco foram aqui investigados no 

ambiente mitocondrial. Relembrando que em todos esses parâmetros a comparação 

entre CTZ solúvel e micelar foi feita.  

O primeiro ponto estudado foi o potencial transmembrânico mitocondrial. Este 

potencial de membrana de ordem de 180 mV contribui para o armazenamento de 

energia livre disponível para a consequente reação de síntese de ATP no complexo V, 

que ocorre através do acoplamento de ADP mais fosfato inorgânico (LEHNINGER et 

al., 1995). Ou seja, qualquer alteração nesse potencial pode prejudicar a síntese de ATP. 

De fato, o CTZ é capaz de promover de forma significativa uma perturbação desse 

potencial, sendo que o CTZ micelar foi mais potente que o CTZ solúvel somente na 

concentração de 100 μM CTZ (Figura 23). Consequentemente, a produção de ATP 

também foi reduzida e, conforme observado no ponto anterior, o CTZ micelar só se 
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mostrou mais eficiente que o CTZ solúvel na concentração de 100 μM (Figura 25, 

painel A).  

Para avaliar o metabolismo aeróbico mitocondrial, a atividade enzimática da 

succinato desidrogenase (SDH) foi mensurada, uma vez que a atividade dessa enzima é 

considerada um indicador da atividade de todo o ciclo de Krebs (PISTOLLATO et al., 

2010). Essa enzima promove a oxidação do succinato para formar fumarato e FADH2. 

Essa enzima necessita de FAD ligada covalentemente. Nas células de mamíferos, a 

enzima está firmemente ligada à membrana mitocondrial interna, sendo um componente 

da succinato ubiquinona, um complexo multiprotéico que participa da cadeia 

mitocondrial transportadora de elétrons (KREBS, 1953). Como controle negativo, neste 

trabalho, foi usado 12,3 mM de malonato (PISTOLLATO, 2010). O malonato é um 

inibidor reversível da SDH, devido a sua semelhança estrutural com o substrato da 

enzima, o succinato (MARAGOS e SILVERSTAIN, 1995). É descrito na literatura que 

o malonato ao inibir a SDH, leva a uma interrupção da fosforilação oxidativa e, por 

consequência, a uma depleção nos níveis de ATP. Nessas condições, ocorre uma 

despolarização pela falência de várias ATPases, principalmente da Na+/K+/ATPase 

(GREENE et al., 1993), que mantêm a tensão e o gradiente de íons através da 

membrana plasmática. Em outro trabalho, a inibição da SDH levou a disfunção 

mitocondrial, geração de ROS e apoptose (DEDEOGLU et al., 2002). Na Figura 22, a 

atividade da enzima chave do ciclo de Krebs, a SDH, foi avaliada. O malonato (inibidor 

competitivo da SDH) promoveu 25,78% de inibição sobre a atividade da SDH, um valor 

muito semelhante ao encontrado com 100 μM de CTZ solúvel (24,09%) e com 50 μM 

de CTZ micelar (24,38%). Isso significa que para atingir a média de 25% de inibição, 

em vez de utilizar 100 μM do CTZ solúvel, esse mesmo resultado é alcançado com 50 

μM de CTZ micelar, ou seja, com apenas metade da concentração da formulação 

solúvel. Para enriquecer novamente o nosso estudo, foi realizado a MET para análise 

ultraestrutural das mitocôndrias das células. De fato, várias alterações foram observadas 

com o tratamento com o CTZ micelar, dentre elas: redução e encurtamento das cristas, 

diminuição da densidade da matriz, além de um intenso processo de vacuolização 

(Figura 23).  

Como consequência de tantas alterações do metabolismo energético observadas 

após o tratamento com o CTZ, não é surpresa se esperar que este fármaco promova um 

estado de estresse celular. O estado redox não foi somente alterado pelo aumento na 

produção de ROS (Figura 25, painel B), mas também pela depleção de mecanismos de 
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defesa antioxidante devido a redução do conteúdo de glutationa reduzida (Figura 25, 

painel C). Nesse dois pontos, ambas as concentrações de CTZ micelar (50 μM e 100 

μM) foram mais potentes em induzir essas alterações do que o CTZ solúvel. 

Até o momento, porém, o mecanismo de morte celular induzido pelo fármaco 

era desconhecido. Algumas suposições, relatadas por diferentes grupos de pesquisa 

(MAJEWSKI et al., 2004;  CHIARA et al., 2008; NEARY e PASTORINO, 2013), 

indicavam morte celular induzida por apoptose devido ao fato do CTZ promover o 

desligamento da enzima HK da mitocôndria e, assim, ocasionar a liberação de 

citocromo c e, consequentemente, induzir a apoptose. Neste trabalho e neste modelo, o 

CTZ foi capaz de promover morte celular tanto por processos apoptóticos (pelo fato de 

promover fragmentação de DNA - Figura 26, e marcação de anexina V por ligação a 

fosfatidilserina - Figura 27); como também, morte celular induzida por necrose (pela 

marcação de PI através do ensaio de determinação da integridade da membrana celular - 

Figura 28). 

Por último, analisamos o efeito do CTZ em condições que mimetizassem o 

microambiente tumoral. De fato, os tumores sólidos são caracterizados por apresentar 

um microambiente tumoral frequentemente associado ao suprimento insuficiente de 

oxigênio e nutrientes como a glicose (MUELLER-KLIESER et al., 1988 e VAUPEL et 

al., 1989; UNGEFROREN et al., 2011). Por esse motivo, analisamos a viabilidade 

celular, a produção de ROS e o conteúdo intracelular de ATP em condições nutricionais 

de baixa concentração de glicose (1,0 mM). Nestes experimentos, observamos de forma 

global, que o efeito inibitório do CTZ micelar foi potencializado nessa condição, 

quando comparado com a condição padrão (4,5 mm de glicose) (Figura 29). 

Como dito anteriormente, a cultura de células é um modelo in vitro que permite 

estudar crescimento, diferenciação e morte celular e, além disso, efetuar manipulações 

genéticas necessárias ao perfeito conhecimento da estrutura e funções dos genes 

(ENGEL e YOUNG, 1978). Ou seja, é uma expressão que designa todos os processos 

biológicos que tem lugar fora dos sistemas vivos, em um ambiente controlado e 

fechado. Por outro lado, experimentos in vivo, significa que ocorre ou tem lugar dentro 

de um organismo. A experimentação animal se reveste de uma importância incalculável 

nas pesquisas científicas, contribuindo sobremaneira para o desenvolvimento da ciência 

e tecnologia (HEYWOOD, 1987). Nesse sentido, Raquel coelho et al., (2011) em sua 

tese, resolveram investigar o efeito do CTZ em tumores em modelo in vivo. Para o 

desenvolvimento de tumores mamários em ratas foi utilizado o composto N-nitro-N-

 80 



metilureia (MNU), um agente alquilante, altamente tóxico, carcinogênico e mutagênico 

(PERSE et al., 2009). O tratamento com 125 mg/Kg de CTZ promoveu uma menor 

incidência ao desenvolvimento de tumores induzidos por MNU quando comparados ao 

controle, diminuindo também a frequência de animais com tumores, assim como o 

tamanho e o número de tumores por rato. 

Já vimos aqui, que um dos grandes problemas na terapia do câncer é a falta de 

seletividade que acaba provocando a morte de células e tecidos normais. Nesse sentido 

o CTZ vem apresentando promissores resultados, pois em publicações recentes 

(COELHO et al., 2011;FURTADO et al., 2012), como também nesta tese, vem se 

mostrando altamente seletivo para as células/tecidos tumorais. Aliando a esse grande 

problema, está a resistência a múltiplas drogas (MDR), sendo atualmente junto com o 

problema da falta de seletividade, um dos principais obstáculos no tratamento 

quimioterápico de pacientes com câncer. Dentre os vários mecanismos MDR 

identificados, o mais bem caracterizado envolve a expressão do produto do gene MDR-

1 de 170 KDa, conhecido como a glicoproteína P (GOTTESMAN et al., 1993; 

JURANKA et al., 1989). Esta proteína funciona como uma bomba de efluxo dependente 

de energia, capaz de transportar drogas para o exterior da célula, diminuindo a 

concentração intracelular a níveis subletais (BELLAMY, 1996). De fato, muitos 

quimioterápicos tem o seu uso restrito devido a resistência específica que alguns 

tumores desenvolvem e a resistência a múltiplas drogas. Como exemplo, temos um dos 

quimioterápicos de primeira escolha para o tratamento de diversos tipos de tumores, o 

paclitaxel, que apresenta um mecanismo de ação semelhante ao observado para o CTZ. 

O paclitaxel promove a apoptose celular através do desligamento das enzimas 

glicolíticas do citoesqueleto, por promover uma desestabilização das proteínas 

estruturais (GLASS-MARMOR e BEITNER, 1999; LEHOTSKY et al., 1993). Promove 

um estado de estresse oxidativo, provocado pelo aumento na produção de ROS 

(ALEXANDRE et al., 2006), como observado neste trabalho para o CTZ. Entretanto, o 

CTZ, diferentemente do paclitaxel, é capaz de inibir a proteína associada a resistência a 

multidrogas (KLOKOUSAS et al., 2001). Esse fato pode justificar parte da alta 

eficiência do CTZ em diminuir a viabilidade de células tumorais, uma vez que ele inibe 

o efluxo de drogas dependente de ATP nas células tratadas, sugerindo então uma 

possível redução da resistência a quimioterapia. Neste sentido, a utilização do CTZ 

apresenta várias benefícios: o fato de ser capaz de reverter quadros de resistência à 

drogas permitindo dessa forma ser prescrito para o tratamento de tumores resistentes, 
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além de apresentar-se também como um fármaco com ação seletiva sobre células 

tumorais 

O fato de o CTZ ter como alvo o metabolismo energético de células tumorais, é 

um dos motivos do seu sucesso como agente antitumoral. A reprogramação metabólica 

característica das células tumorais tornou o estudo do seu metabolismo uma questão 

chave da investigação em biologia do câncer. Muitos trabalhos colocam o metabolismo 

energético tumoral como um novo alvo para o tratamento de neoplasias, como em 

publicações recentes: Targeting cancer metabolism: a therapeutic window opens 

(MATTHEW e HEIDEN, 2011); Glycolysis inhibition for anticancer treatment 

(PELICANO et al., 2006); targeting glucose metabolism for cancer therapy 

(HAMANAKA e CHANDEL, 2102). 

 Por fim, com base nos resultados apresentados nessa Tese podemos concluir que 

o conhecimento atual sobre as propriedades do CTZ, indica um futuro promissor para o 

uso desta molécula contra o câncer. E, além disso, a nossa proposta de incorporá-lo em 

um sistema manométrico micelar, aumentou significativamente seu potencial 

antitumoral, além de mascarar e reverter a sua baixa solubilidade aquosa. Esta 

conclusão reforça a possibilidade de uso deste fármaco na prática clínica oncológica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 82 



     06. CONCLUSÕES 

 

 Na grande maioria dos pontos estudados, o CTZ incorporado dentro de micelas 

foi mais potente e eficaz que o CTZ solubilizado em DMSO;  

 Sobre a viabilidade celular da linhagem MCF-7, o CTZ micelar, produzido neste 

trabalho, foi 23,18% mais potente/eficaz do que a sua forma solubilizada em 

DMSO; 

 Seu efeito é devido exclusivamente a presença da molécula de CTZ e não por 

qualquer outro componente da micela (Tween 80 ou DMSO); 

 O efeito do CTZ efeito foi específico para linhagem tumoral, não promovendo 

nenhum efeito inibitório sobre a viabilidade de linhagens não tumorais, a MCF-

10A e C2C12; 

 Sobre o metabolismo de glicose: o CTZ diminuiu a atividade da via glicolítica, 

caracterizado pela diminuição da atividade das três enzimas chaves da glicólise 

(HK, PFK e PK) e da produção de lactato. Além disso, também promoveu a 

redução na atividade catalítica da enzima chave da via das pentoses fostato, a 

G6PDH; 

 Sobre o metabolismo oxidativo mitocondrial: o CTZ promoveu uma 

despolarização mitocondrial, diminuiu a atividade da enzima chave do ciclo de 

Krebs, a SDH. Além disso, promoveu alterações na morfologia normal das 

mitocôndrias, promovendo um encurtamento e redução do número de cristas, 

como também uma diminuição da densidade da matriz; 

 Sobre a morfologia celular da linhagem MCF-7, o CTZ micelar alterou a 

morfologia normal das células, promovendo uma diminuição dos 

prolongamentos (enrugamento), tornando-as arredondadas, o que dificulta a 

adesão célula-célula; 

  Como consequência dos efeitos observados, o CTZ induziu um estado de 

estresse oxidativo à célula, caracterizado pelo aumento na produção de ROS e 

diminuição no conteúdo intracelular de ATP e glutationa reduzida; 

 Os ensaios de mecanismo de morte celular demonstraram que o CTZ induziu a 

morte celular tanto por processos apoptóticos, como por necrose;  

 Em condições nutricionais de baixa concentração de glicose (1mM), o efeito 

inibitório do CTZ micelar sobre a viabilidade celular, conteúdo de ATP e 
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produção de ROS foi potencializado quando comparado a condição padrão de 

4,5 mM de glicose; 

 Em conjunto nossos resultados revelam que houve êxito na incorporação do 

CTZ em sistemas nanométricos micelares, devido aos seus superiores efeitos 

inibitórios sobre o metabolismo energético de células tumorais quando 

comparado aos efeitos do CTZ solubilizado em DMSO. Assim, este sistema 

microemulsionado apresenta-se como uma alternativa para aumentar a eficiência 

terapêutica, a qual pretende-se aplicar em ensaios futuros; 

 Além disso, acreditamos que o estudo bioquímico e farmacológico do 

metabolismo energético característico de tumores seja consolidado como um 

importante alvo para ação de xenobióticos. 
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Muscle-Type 6-Phosphofructo-1-kinase and Aldolase Associate
Conferring Catalytic Advantages for Both Enzymes
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Summary

6-Phosphofructo-1-kinase (PFK) and aldolase are two se-
quential glycolytic enzymes that associate forming heterote-
tramers containing a dimer of each enzyme. Although free PFK
dimers present a negligible activity, once associated to aldolase
these dimers are as active as the fully active tetrameric confor-
mation of the enzyme. Here we show that aldolase-associated
PFK dimers are not inhibited by clotrimazole, an antifulgal az-
ole derivative proposed as an antineoplastic drug due to its in-
hibitory effects on PFK. In the presence of aldolase, PFK is not
modulated by its allosteric activators, ADP and fructose-2,6-bis-
phosphate, but is still inhibited by citrate and lactate. The asso-
ciation between the two enzymes also results on the twofold
stimulation of aldolase maximal velocity and affinity for its sub-
strate. These results suggest that the association between PFK
and aldolase confers catalytic advantage for both enzymes and
may contribute to the channeling of the glycolytic metabo-
lism. � 2011 IUBMB

IUBMB Life, 63(6): 435–445, 2011

Keywords glycolysis; phosphofructokinase; aldolase; clotrimazole;

channeling.

INTRODUCTION

6-Phosphofructo-1-kinase (PFK; phosphofructokinase; EC

2.7.1.11) is the major regulatory glycolytic enzyme and acts as

the pacemaker of glycolysis (1). This highly regulated enzyme

exists in diverse oligomeric conformations, including mono-

mers, dimers, tetramers, and hexadecamers (1). The transition

between dimers and tetramers is highly relevant for the

enzyme’s regulation because the former have very low catalytic

activity, whereas the latter have been described as fully active

(1–3). Several allosteric modulators of PFK affect the equilib-

rium between dimers and tetramers; the inhibitors citrate and

lactate favor the formation of dimers, and the activators ADP

and fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP) stabilize tetramers (4–

8). Moreover, the association of PFK with aldolase or calmodu-

lin stabilizes PFK in a dimeric conformation that has a catalytic

activity equivalent to that of the tetramers (4, 9–11).

Aldolase (EC 4.1.2.13), the sequential enzyme to PFK on

glycolysis, cleaves the product of the PFK reaction, fructose-

1,6-bisphosphate (F1,6BP), into glyceraldehyde-3-phosphate

and dihydroxyacetone phosphate. The association between PFK

and aldolase contributes to the channeling of glycolysis,

increasing the rate of this pathway (12–15). Aldolase and PFK

associate with the cytoskeleton (9, 16–23), especially in tumor

cells (19, 20), which increases their activity and the channeling

of glycolysis (14). This event is directly correlated to the War-

burg effect, conferring invasive metastatic properties to the tu-

mor (24, 25). The down-regulation of both PFK and aldolase

has been reported to drastically decrease tumor cell viability

(20).

Clotrimazole (CTZ) is an antifungal derivative azole with

calmodulin antagonist properties and described as a potential

antineoplasic drug due to its ability to decrease tumor cell gly-

colysis (20, 26–28). We have previously reported that this drug

decreases the association of PFK and aldolase with the tumor

cell cytoskeleton, thus decreasing tumor viability (20). More-

over, CTZ directly inhibits PFK by promoting the dissociation

of PFK tetramers into dimers (23) and by augmenting the inhib-

itory effectiveness of ATP (29).

The present work aimed to evaluate whether the interaction

of PFK and aldolase interferes with their catalytic activities and

the inhibition of the enzymes by CTZ.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

ATP, ADP, CTZ, citrate, F1,6BP, F2,6BP, F6P, lactate,

NADH, triosephosphate isomerase, and a-glycerophosphate de-

hydrogenase were purchased from Sigma Chemical (St. Louis,

MO). 32Pi was purchased from Instituto de Pesquisas Energéti-

cas e Nucleares (São Paulo, Brazil). [c-32P]ATP was prepared

according to Maia et al. (30). PFK was purified from rabbit

skeletal muscle, as previously described (21). Aldolase from

rabbit skeletal muscle was purchased from Sigma Chemical (St.

Louis, MO). All protein content measurements were performed

as described by Lowry et al. (31).

PFK Activity

PFK activity was measured by the method described by

Sola-Penna et al. (32) with the modifications introduced by Zan-

can and Sola-Penna (33, 34). The reaction medium contained

50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 5 mM MgCl2, 1 mM [c-32P]ATP (4

lCi/nmol), 1 mM fructose-6-phosphate and 1 lg/mL PFK,

except when otherwise specified. The reaction was stopped after

increasing reaction times by the addition of a suspension of

activated charcoal in 0.1 M HCl and 0.5 M mannitol, and after

centrifugation, the supernatant containing [1-32P]fructose-1,6-

bisphosphate was analyzed in a liquid scintillation counter. The

signals from appropriate blanks in the absence of fructose-6-

phosphate were measured and subtracted from all measurements

to account for ATP hydrolysis. The catalytic rate was calculated

by linear regression of the amount of F1,6BP formed versus

reaction time. The enzyme activity was expressed as mU of

PFK activity, where 1 mU was taken to be the formation of 1

nmol of fructose-1,6-bisphosphate per minute of reaction.

Aldolase Activity

Aldolase activity was assessed through a coupled enzyme

linked assay in a reaction medium containing 50 mM Tris-HCl

(pH 7.4), 5 mM MgCl2, 1 mM F1,6BP, 2 mM NADH, triose-

phosphate isomerase, and a-glycerophosphate dehydrogenase.

The reaction was followed spectrophotometrically at 340 nm,

which corresponds to the absorbance of NADH. Aldolase activ-

ity was expressed as mU, where 1 mU was considered to be the

reduction of 2 nmol of NADH per minute of reaction.

Intrinsic Fluorescence Measurements

Intrinsic fluorescence measurements of PFK were performed

as described previously (29) using the same conditions

described for the radioassay. Excitation wavelength was fixed at

280 nm, and fluorescence emission was scanned from 300 to

400 nm. The center of mass of the intrinsic fluorescence spectra

(CM) was calculated using:

CM ¼
P

k3IkP
Ik

(1)

where k is the wavelength and Ik is the fluorescence intensity at

a given k. Center of mass is used to evaluate the oligomeric

state of PFK because the dissociated enzyme exposes its trypto-

phans to the aqueous milieu to a greater extent than the

oligomer; thus, the fluorescence emitted by these tryptophans is

of lower energy. Consequently, the center of mass of a popula-

tion of tetramers is smaller than that of a population of dimers,

as confirmed in many recent publications (4–6, 11, 23, 29, 35).

Light Scattering Measurements

Light scattering measurements were performed as described

previously (6) using the same conditions described for the

radioassay. Appropriate reference spectra were subtracted from

the data to correct for background interferences. The excitation

wavelength was set at 510 nm and the emission light scattered

was scanned from 500 to 520 nm. The total concentration of

protein in the assay was 1 lg/mL.

Statistics and Calculations

Statistical analyses and enzyme kinetics calculations were

performed using the software SigmaPlot 10.0 integrated with

SigmaStat 3.51 (Systat, CA). Student’s t-tests or one-tailed

ANOVAs were used to evaluate the significance of the results.

P\ 0.05 was considered to be statistically significant.

The kinetic parameters for the inhibitory effects of CTZ on

PFK and aldolase were calculated as described previously (29)

by nonlinear regression using the equation

v ¼ v0 � In0:5
In0:5 þ ½CTZ� þ vR (2)

where v is the calculated enzyme’s activity at a given concen-

tration of CTZ ([CTZ]), v0 is the difference between the

enzyme’s activity in the absence of CTZ and the activity when

CTZ is promoting its maximal inhibitory effects (vR), I0.5 is the

inhibition constant equivalent to the concentration of CTZ

resulting in 50% of the maximal inhibition (vR) and n is the

cooperativity index.

Kinetic parameters for the effects of ATP on PFK were cal-

culated considering the two components for PFK modulation by

this metabolite. The first component is the stimulatory compo-

nent for the substrate saturation curve, in which PFK exhibits

an allosteric pattern that is described by the equation:

v ¼ Vmaxapp3½ATP�ns
Kns
0:5 þ ½ATP�ns (3)

where v is the PFK activity at a given concentration of ATP

([ATP]), Vmaxapp
is the apparent maximal velocity calculated,

K0.5 is the affinity constant for this component and ns is the

cooperativity index for this component. The second component

is the inhibitory component that can be adjusted by the equation:

v ¼ Vsat3Ini0:5
Ini0:5 þ ½ATP�ni (4)
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where v is the PFK activity at a given concentration of ATP

([ATP]), I0.5 is the affinity constant for this component, ni is the

cooperativity index for this component and Vsat is the PFK activ-

ity when the first component is saturated. Assuming this state-

ment, Vsat is a function of the first component of the curve and

can be substituted by Eq. (3) to result in the following equation:

v ¼
Vmaxapp3½ATP�ns
Kns
0:5
þ½ATP�ns 3Ini0:5

Ini0:5 þ ½ATP�ni (5)

which was fitted to the experimental data through nonlinear

regression for the effects of ATP on PFK activity.

Kinetic parameters for the effects of F6P on PFK were cal-

culated through nonlinear regression using the experimental

data to fit the parameters of the equation:

v ¼ Vmax3½F6P�n
K0:5 þ ½F6P�n (6)

where v is the PFK activity calculated for a given concentration

of F6P ([F6P]), Vmax is the maximal velocity calculated at satu-

rating concentrations of F6P, K0.5 is the affinity constant for

F6P, which is equal to the concentration of F6P responsible for

half-activation of the PFK by F6P, and n is the cooperativity

index for this phenomenon.

Kinetic parameters for aldolase were assessed using Eq. (6),

substituting F6P by F1,6BP.

The kinetic parameters for the stimulatory effects of PFK on

aldolase activity were calculated by nonlinear regression using

the equation

v ¼ vi þ va � ½PFK�n
Kan þ ½PFK�n (7)

where v is the calculated aldolase activity at a given concentra-

tion of PFK ([PFK]), vi is the aldolase activity in the absence of

PFK, Ka is the activation constant reflecting the concentration

of PFK that results in 50% of the maximal activation (va) and n

is the cooperativity index.

RESULTS

Counteraction of CTZ-Induced Inhibition of PFK
by Aldolase

PFK is inhibited by CTZ in a dose-dependent manner, with

an I0.5 of 28 6 2 lM and a maximal inhibition of 70% (Fig.

1A, filled circles). However, when these experiments were per-

formed in the presence of 1 lg/mL aldolase, no inhibition of

PFK activity was observed up to 200 lM CTZ (Fig. 1A, empty

circles). We have reported that PFK inhibition by CTZ is due

to the ability of the drug to promote the dissociation of the fully

active tetrameric conformation of the enzyme into relatively

inactive dimers (23, 29). It has been reported that aldolase binds

to PFK, stabilizing the enzyme in the dimeric conformation.

Figure 1. Effects of CTZ on PFK activity in the absence and presence of aldolase. PFK activity was assessed as described under

‘‘Materials and Methods’’ in the absence and in the presence of 1 lg/mL aldolase. Panel A: Dose-response curve of CTZ effects on

PFK activity in the absence (control, filled circles) and in the presence of 1 lg/mL aldolase (empty circles). Solid line shown for

the absence of aldolase was obtained fitting Eq. (2) to the experimental data. Solid line for the presence of aldolase is the linear

regression of the plotted data. Panel B: Relative remaining PFK activity in the presence of 50 lM CTZ assessed with the concen-

trations of PFK indicated on the abscissa. The experiments were performed in the absence (control, filled circles) and in the pres-

ence of 1 lg/mL aldolase (empty circles). All plotted data are mean 6 standard errors of, at least, four independent experiments (n

5 4).
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However, these PFK dimers bound to aldolase maintain a cata-

lytic activity similar to that observed for the tetramers (10).

This fact could explain the lack of PFK inhibition by CTZ in

the presence of aldolase, as PFK dimers formed due to the

effects of CTZ would bind to aldolase and thus maintain their

catalytic activity. To corroborate this hypothesis, we evaluated

the effects of CTZ on PFK activity at different concentrations

of the enzyme.

It has been reported that the equilibrium between PFK

dimers and tetramers is directly affected by the concentration of

the enzyme; the more concentrated the enzyme is, the more sta-

ble tetramers are (6, 11). In fact, when increasing the concentra-

tion of PFK in the reaction medium, a progressive decrease of

the inhibition promoted by CTZ is observed. For example, in

the presence of 1.5 lg/mL PFK, no significant effect of CTZ

was observed (Fig. 1B, filled circles). Moreover, aldolase was

able to abrogate the effects of CTZ on PFK at all PFK concen-

trations used (Fig. 1B, empty circles). Furthermore, we deter-

mined that 1 mol of aldolase monomer per mol of PFK mono-

mer is required for aldolase to protect PFK from the inhibitory

effects of CTZ. This can be observed in Fig. 2, which shows

that a stoichiometry of 2 PFK monomers per aldolase monomer

does not alter the inhibition of PFK by CTZ. However, when

aldolase is present at a concentration proportionally equal to or

in excess of that of PFK, full protection from CTZ is observed

(Fig. 2). These data support the hypothesis that aldolase binds

to the PFK dimers formed due to the effects of CTZ, turning

these dimers into an active dimeric conformation and thus pre-

venting the inhibitory effects of the drug.

Structural Evidences for the Counteraction of
CTZ-Induced PFK Inhibition by Aldolase

Evidences for the interaction between PFK and aldolase

were assessed through two distinct techniques: intrinsic fluores-

cence emission spectroscopy and light scattering. We have effi-

ciently applied these methods to evaluate the transition between

PFK dimers and tetramers (4–6, 8, 11, 18, 22, 23, 29, 35, 36).

Intrinsic fluorescence measurements show a slight red-shift of

PFK intrinsic fluorescence emission spectrum in the presence of

aldolase (Fig. 3A, cf. the black line for PFK with the green line

for PFK in the presence of aldolase). This effect becomes clear

calculating the center of mass of these spectra. The center of

mass of the intrinsic fluorescence emission spectra of PFK alone

is 338.2 6 0.4 nm (mean 6 standard error of four independent

experiments; n 5 4). In the presence of aldolase, the calculated

center of mass of PFK intrinsic fluorescence emission spectra

shifts to 341.6 6 0.5 nm (P\ 0.05 comparing to control in the

absence of aldolase; Student’s t-test; n 5 4). This later value is

not different from the center of mass of PFK intrinsic fluores-

cence spectra in the presence of CTZ or aldolase and CTZ

(341.3 6 0.4 nm and 341.4 6 0.4 nm, respectively). This red-

shift observed is characteristic of the dissociation of the tet-

ramers of the kinase into dimers, as well documented in previous

publications (4–6, 8, 11, 18, 22, 23, 29, 35, 36). It cannot be due

to the simple interference of aldolase intrinsic fluorescence emis-

sion since the signal for this emission is negligible when com-

pared to PFK signal (Fig. 3A, cf. the red line for aldolase with

the black line for PFK). Moreover, the presence of 50 lM CTZ,

which has been demonstrated to dissociate PFK tetramers into

dimers (23, 29), induced a similar effect on PFK intrinsic fluo-

rescence emission spectrum (Fig. 3A, yellow line). This pattern

is not modified in the simultaneous presence of aldolase and

CTZ (Fig. 3A, blue line). These results suggest that both aldol-

ase and CTZ stabilize the dimeric conformation of PFK.

To corroborate this hypothesis, we evaluated the ability of

the proteins to scatter light, which is proportional to the dimen-

sion of the protein particles in solution. As expected, PFK scat-

ters more light than aldolase (Fig. 3B, cf. the black line, for

PFK, with the red line, for aldolase), which is compatible with

the higher molecular weight of the former comparing to the

later (~340 kDa for PFK tetramers vs. � 180 kDa for aldolase

tetramers). CTZ strongly promotes the attenuation of the light

scattered by PFK (Fig. 3B, yellow line), which is indicative of

the dissociation of the enzyme. On the other hand, CTZ almost

did not affected light scattering by aldolase (Fig. 3B, magenta).

The simultaneous presence of PFK and aldolase in the medium

promotes a pattern of light scattering (Fig. 3B, green line) that

is intermediate between those observed with PFK alone and in

the presence of CTZ. This is indicative that the protein particles

under this conditions present an intermediate size between the

Figure 2. Reversal of CTZ-induced inhibition of PFK by aldol-

ase. PFK activity was assessed as described under ‘‘Materials

and Methods’’ in the presence of 1 lg/mL PFK and increasing

concentrations of aldolase. The molar ratio was calculated con-

sidering PFK monomer presenting 85 kDa and aldolase mono-

mer 45 kDa. Experiments were performed in the absence and in

the presence of 50 lM CTZ as indicated. Bars are mean 6
standard errors of, at least, four independent experiments (n 5
4). *P \ 0.05 comparing with control experiments in the ab-

sence of CTZ (Student’s t-test).
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tetrameric and dimeric PFK conformations. Moreover, the si-

multaneous presence of PFK and aldolase produces protein par-

ticles that scatter more light than aldolase alone and less than

PFK alone. Together with the results described above, this

result suggests that PFK and aldolase might associate into heter-

otetramers formed by a PFK and an aldolase dimer. The ability

of PFK and aldolase to generate such an heterotetramer have

been demonstrated before, using other techniques (10). This het-

erotetramer, presenting �260 kDa, would be compatible with

the light scattering pattern observed in the simultaneous pres-

ence of PFK and aldolase (Fig. 3B, green line). This heterote-

tramer does not dissociate in the presence of CTZ, since the

drug did not affect the light scattering pattern of the associated

proteins (Fig. 3B, blue line). These results suggest that CTZ is

not able to inhibit PFK in the presence of aldolase because it is

unable to dissociate the active heterotetrameric enzyme complex

formed by the two enzymes.

CTZ Affects the Kinetic Parameters of PFK, but not in
the Presence of Aldolase

The kinetic parameters for PFK activation by its substrates

were evaluated in the presence of CTZ and aldolase. As previ-

ously reported (29), CTZ alters the effects of the substrates on

enzyme kinetics (Figs. 4A and 4C), decreasing the maximal ve-

locity and the affinity of PFK for F6P and ATP at the catalytic

site, while increasing the affinity of the enzyme for ATP at its

inhibitory site (Table 1). In the presence of aldolase, the affinity

of PFK for its substrate at the catalytic site is also lower when

compared to the control in the absence of aldolase (Table 1).

This occurs in spite of the fact that the maximal velocity of

PFK and the affinity of ATP inhibitory site are not altered by

aldolase (Table 1). On the other hand, in the presence of aldol-

ase, CTZ presented no effect on PFK activation by its substrates

(Figs. 4B and 4D; Table 1). The diminished affinity for ATP

and F6P at PFK catalytic site is characteristic of the dimeric

conformation of the enzyme (1) and is observed in the presence

of both, CTZ or aldolase.

Allosteric Modulators of PFK Interfere with the
Counteraction of PFK Inhibition by Aldolase

We evaluated the effects of CTZ on PFK activity in the pres-

ence of other modulators of the enzyme’s quaternary structure,

in both the absence and the presence of aldolase. For this, we

used ADP and fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP), two stabil-

izers of the tetrameric structure of the enzyme, and citrate and

lactate, two stabilizers of the enzyme dimers (4–6, 8). In the ab-

sence of aldolase (Fig. 5A), both stabilizers of PFK tetramers

attenuated the inhibitory effects of CTZ. ADP was much more

efficient than F2,6BP in both activating PFK and protecting the

enzyme against the inhibitory effects of 50 lM CTZ; ADP pro-

motes a fourfold stimulation of the enzyme activity and abro-

gates the effects of CTZ. F2,6BP increased the enzyme activity

by 30% and attenuated the enzyme inhibition to 25%, versus

50% for the control (Fig. 5A). The stimulatory effects of F2,6BP

are more pronounced when the enzyme is inhibited by ATP (5,

6), which is not the case since the ATP concentration in this

experiment is not inhibitory. Therefore, since these experiments

were performed in the presence of 1 mM ATP, which is not in-

hibitory for the enzyme (5, 6), it is expected that ADP would be

more effective than F2,6BP in activating the enzyme and, thus,

in counteracting the inhibitory effects of CTZ. When these

experiments were performed in the presence of citrate, which

Figure 3. Structural evaluation of PFK and aldolase in the ab-

sence and the presence of CTZ. Panel A: intrinsic fluorescence

emission of the enzymes was evaluated as described under

‘‘Materials and Methods’’ exciting the samples at 280 nm and the

fluorescence emission was scanned from 300 to 400 nm and rep-

resented as arbitrary units (A.U.). The curves are representative

spectra of four independent experiments. Panel B: light scattering

experiments were performed as described under Materials and

Methods, exciting the samples at 510 nm and recording the light

scattered from 500 to 510 nm, which is represented as arbitrary

units (A.U.). The curves are representative light results of four in-

dependent experiments. [Color figure can be viewed in the online

issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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Figure 4. Effects of aldolase and CTZ on the modulation of PFK by its substrates. PFK activity was assessed as described under

Materials and Methods in the absence and in the presence of 50 lM CTZ, as indicated. Panels A and D are, respectively, the ATP

and F6P curves assayed in the absence of aldolase. Panels B and D are, respectively, the ATP and F6P curves assayed in the pres-

ence of 1 lg/mL aldolase. Plotted values as mean 6 standard error of four independent experiments. Solid lines are the results of

the adjust of Eq. (5) (panels A and C) and Eq. (6) (panels B and D) to the experimental plotted data.

Table 1

Kinetic parameters for PFK modulation by its substrates

Control 50 lM CTZ 1 lg/mL aldolase 1 lg/mL aldolase 1 50 lM CTZ

ATP K0.5 (mM) 0.31 6 0.03 0.79 6 0.06a 0.75 6 0.05a 0.75 6 0.07

ns 1.1 6 0.2 2.0 6 0.3a 1.8 6 0.2a 1.9 6 0.3

Vmaxapp
(mU/lg) 15.2 6 1.7 11.6 6 1.3a 15.8 6 1.6 15.8 6 1.5

I0.5 (mM) 3.2 6 0.3 1.5 6 0.2a 2.9 6 0.3 3.0 6 0.3

ni 1.7 6 0.2 1.2 6 0.2 1.5 6 0.2 1.6 6 0.2

F6P Vmax (mU/lg) 16.6 6 1.4 12.2 6 1.3a 16.5 6 1.6 16.4 6 1.6

K0.5 (mM) 0.30 6 0.03 0.49 6 0.03a 0.50 6 0.04a 0.51 6 0.05

n 1.1 6 0.1 2.2 6 0.2a 1.7 6 0.3a 1.7 6 0.2

The parameters were calculated as described under ‘‘Materials and Methods’’ section, using Eq. (5) to calculate the parameter for ATP curve and equation

(6) for F6P curve.
aP\ 0.05 compared to control (Student’s t-test).
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inhibits the enzyme, favoring the formation of dimers (4), the

effects of CTZ were enhanced, suggesting an additive effect

(Fig. 5A). On the other hand, lactate was not able to reinforce

the inhibitory effects of CTZ, despite the fact that both CTZ and

lactate inhibit the enzyme by stabilizing the dimeric conforma-

tion (4, 8, 23, 29). Curiously, 10 mM lactate alone resulted in

52% 6 3% inhibition of PFK activity, which was equivalent to

the effects of 50 lM CTZ (48% 6 2%) or lactate and CTZ to-

gether (51% 6 5%). Two hypotheses may explain this phenom-

enon: a) lactate and CTZ bind to the same site at the enzyme; or

b) the binding of one blocks the effect of the other.

In the presence of 1 lg/mL aldolase (a molar ratio of 1:2

PFK:aldolase), the above pattern changes. ADP and F2,6BP did

not activate PFK (Fig. 5B), and CTZ did not cause the typical

inhibitory effects in the presence of the two PFK activators

(Fig. 5B). These results can be explained by the formation of

active PFK dimers in the presence of aldolase. Since ADP and

F2,6BP activate PFK, favoring the formation of tetramers, their

effects were not seen when active PFK dimers were stabilized

by aldolase. In a reciprocal way, since these dimers were active,

CTZ was not able to inhibit the enzyme because the drug pro-

motes the dissociation of the active tetramers into inactive

dimers. In conclusion, ADP, F2,6BP and CTZ did not interfere

with the formation of active PFK dimers induced by aldolase.

On the other hand, the presence of aldolase did not prevent

PFK inhibition by citrate or lactate (Fig. 5B). The inhibitory

effects of citrate occur to the same extent in the absence or in

the presence of aldolase. However, lactate is a more effective

inhibitor of PFK in the presence of aldolase than in its absence

(Fig. 5). Moreover, in the presence of aldolase, citrate enhanced

the inhibitory effects of CTZ on PFK, while in the presence of

lactate, there was no additional effect of CTZ on PFK inhibition

(Fig. 5B), mirroring the results observed in the absence of al-

dolase (Fig. 5A). In the presence of aldolase, the inhibitory

effects of 10 mM lactate were more pronounced than in the ab-

sence of the enzyme (50% vs. 75% inhibition in the absence vs.

presence of aldolase, respectively). The fact that the presence of

aldolase did not interfere with the inhibition promoted by citrate

but accentuated the inhibitory action of lactate suggests that

these inhibitors have different mechanisms. It is well

demonstrated that both lactate and citrate stabilize the dimeric

conformation of PFK (4, 8), as does aldolase (10). Therefore, a

possible explanation for the fact that aldolase potentiates the in-

hibitory effects of lactate but not of citrate is that lactate binds

preferentially to PFK dimers. Because PFK dimers are already

formed in the presence of aldolase, lactate would bind more

easily and thus be more effective. Moreover, these results an-

swer the question raised above concerning the lack of additive

effects for lactate and CTZ; we can infer that the binding of

lactate to PFK blocks the effects of CTZ.

PFK Stimulates Aldolase Activity

CTZ has also been shown to affect the activities of other

glycolytic enzymes, such as hexokinase (26, 35) and aldolase

(20). Therefore, we decided to evaluate the effects of CTZ on

aldolase activity in the absence and the presence of PFK. CTZ

results in the dose-dependent inhibition of aldolase in the ab-

sence and in the presence of PFK (Fig. 6A). Surprisingly, the

presence of 1 lg/mL PFK in the reaction medium resulted in a

twofold stimulation of aldolase activity, which persisted in the

presence of all concentrations of CTZ tested (Fig. 6A). To our

knowledge, this is the first time that stimulation of aldolase ac-

tivity by PFK has been reported. Despite stimulating aldolase

activity, PFK is not able to prevent CTZ-induced inhibition of

aldolase. The effects of CTZ on aldolase reached a maximal in-

hibition of 98% 6 2% and followed a parallel pattern under

Figure 5. Influence of allosteric modulators of PFK on CTZ-

induced inhibition of PFK in the absence and presence of aldol-

ase. PFK activity was assessed as described under ‘‘Materials

and Methods’’ in the absence and in the presence of 50 lM
CTZ, as indicated. The allosteric modulators of PFK were

added at the concentrations indicated on the abscissa, in the ab-

sence (Panel A) and in the presence of 1 lg/mL aldolase (Panel

B). Bars are mean 6 standard errors of, at least, four independ-

ent experiments (n 5 4). *P \ 0.05 comparing with control

experiments in the absence of CTZ (Student’s t-test). #P\ 0.05

comparing with the respective bar where no allosteric modulator

was added (‘‘no addition’’; Student’s t-test).
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both conditions, presenting I0.5 values of 11 6 1 lM and 10 6
1 lM in the absence and presence of PFK, respectively. These

values are not statistically different, suggesting that the presence

of PFK does not affect the inhibition of aldolase by CTZ. The

inhibitory effects of CTZ on aldolase activity were not influ-

enced by the concentration of the enzyme in the reaction me-

dium (Fig. 6B, cf. filled circles with filled triangles for control

and for the presence of 50 lM CTZ, respectively). The presence

of the drug resulted in �95% inhibition of aldolase activity in

the absence and in the presence of PFK for all concentrations

of aldolase tested (Fig. 6B). However, comparing the effects of

CTZ on aldolase activity in the absence and the presence of

PFK, it is clear that in the latter condition aldolase activity was

doubled when compared to the former (Fig. 6B, cf. filled trian-

gles and empty triangles for the absence and the presence of

PFK, respectively).

To evaluate the activator property of PFK on aldolase, we

assessed the aldolase activity in the presence of increasing con-

centrations of PFK. Aldolase activity increased with increasing

concentrations of PFK in a dose-dependent manner (Fig. 7),

reaching a maximal activation of 95% 6 8% and an activation

constant (Ka) of 0.45 6 0.03 lg/mL (�5.3 nM for PFK mono-

mers). These parameters, obtained in the presence of 50 lM
CTZ, are not statistically different from the control (93% 6 9%

activation and Ka 5 0.48 6 0.05 lg/mL; P[ 0.05, Student’s t-

test). The maximal activation of aldolase by PFK was reached in

the presence of 1 lg/mL PFK (Fig. 7), representing a molar ratio

of 2:1 (aldolase:PFK, based on the monomers of both enzymes).

The kinetic parameters for the modulation of aldolase by its

substrate F1,6BP were evaluated in the absence and in the pres-

ence of CTZ and PFK. CTZ inhibited aldolase in the presence

Figure 6. Effects of CTZ on aldolase activity in the absence and presence of PFK. Aldolase activity was assessed in the absence

and in the presence of 1 lg/mL PFK, as described in the ‘‘Materials and Methods’’ section. Panel A: Dose-response curve of CTZ

effects on aldolase activity in the absence (control, filled triangles) and in the presence of 1 lg/mL PFK (empty triangles). Solid

lines were obtained by fitting Eq. (2) to the experimental data. Panel B: aldolase activity assessed using the concentrations of aldol-

ase indicated on the abscissa. The experiments were performed with no further additions (control, filled circles), in the presence of

1 lg/mL PFK (empty circles), in the presence of 50 lM CTZ (filled triangles) and in the presence of 1 lg/mL PFK and 50 lM
CTZ (empty triangles). Solid lines are the result of the linear regression of the plotted data, and dashed lines are the extrapolation

of the linear regression results. All plotted data are mean 6 standard errors of at least four independent experiments (n 5 4).

Figure 7. Effects of PFK on aldolase activity in the absence

and presence of 50 lM CTZ. Aldolase activity in the presence

of 1 lg/mL aldolase and the concentrations of PFK indicated

on the abscissa was assessed as described in the ‘‘Materials and

Methods’’ section. Experiments were performed in the absence

(filled circles) and in the presence of 50 lM CTZ (empty

circles). Plotted values are mean 6 standard errors of at least

four independent experiments (n 5 4). Solid lines were

obtained fitting Eq. (7) to the plotted data.
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of all concentrations of F1,6BP tested, in the absence and in the

presence of PFK (Fig. 8). This effect resulted in a decrease of

the enzyme maximal velocity and affinity for its substrate (Ta-

ble 2). On the other hand, PFK promoted an increase in both

the aldolase maximal velocity and the affinity of F1,6BP. Tak-

ing another point of view, the effects of CTZ on aldolase in the

presence of PFK are attenuated, when compared to the effects

of the drug in the absence of the kinase (Table 2). These results

do not suggest that PFK protects aldolase against CTZ inhibi-

tion, but clearly demonstrate that the interaction between the

two enzymes upregulates aldolase increasing both, its maximal

velocity and its affinity for the substrate.

DISCUSSION

CTZ has been described as a potential antineoplastic drug

(20, 23, 27, 28, 37, 38). Its antineoplastic properties are associ-

ated with its ability to decrease glucose consumption and

energy metabolism in tumor cells (27, 28). There are several

proposed targets for the action of CTZ on cell metabolism, and

many of these proposed targets are involved in the glycolytic

pathway (38, 39). We have previously demonstrated that this

drug decreases the viability of breast cancer cells by inhibiting

the glycolytic pathway (20) and that this inhibition is probably

due to a direct effect of CTZ on PFK (23, 29). The data pre-

sented here add novel information concerning the ability of

CTZ to affect glycolytic enzymes and, therefore, cancer cell

metabolism. It appears that aldolase is able to prevent the inhib-

itory effect of CTZ on the major glycolytic regulatory enzyme,

PFK. However, CTZ inhibits aldolase to a greater degree (98%

inhibition for aldolase vs. 70% for PFK) and more efficiently

(I0.5 5 11 6 1 lM and 28 6 2 lM for aldolase and PFK,

respectively). This means that, despite the protection against

CTZ-induced PFK inhibition promoted by aldolase, CTZ still

decreases the glycolytic flux through inhibition of the aldolase

itself, the next enzyme in the pathway following PFK.

The protection against the inhibitory effects of CTZ on PFK

promoted by aldolase would be expected. Because CTZ induces

the dissociation of active PFK tetramers into inactive dimers

(23, 29), aldolase, which binds to PFK dimers and renders them

active (10), should counteract the effects of CTZ on PFK. How-

ever, another inhibitory modulator of PFK, citrate, disrupts the

Figure 8. Effects of PFK and CTZ on the modulation of aldolase by its substrate. Aldolase activity was assessed as described

under Materials and Methods in the absence and in the presence of 50 lM CTZ, as indicated. Panels A: control experiments in the

absence of PFK. Panels B: aldolase activity in the presence of 1 lg/mL PFK. Plotted values as mean 6 standard error of four inde-

pendent experiments. Solid lines are the results of the adjust of Eq. (6) to the experimental plotted data.

Table 2

Kinetic parameters for aldolase modulation by F1,6BP

Control 50 lM CTZ 1 lg/mL PFK 1 lg/mL PFK 1 50 lM CTZ

Vmax (mU/lg) 8.7 6 0.9 1.6 6 0.2a 17.9 6 1.8a 4.1 6 0.5b,c

K0.5 (lM) 68.1 6 4.2 103.4 6 9.7a 34.1 6 3.8a 89.1 6 3.9b,c

n 1.4 6 0.2 2.0 6 0.2a 0.9 6 0.3a 2.1 6 0.2b,c

The parameters were calculated as described under ‘‘Materials and Methods’’ section.
aP\ 0.05 compared to control (Student’s t-test).
bP\ 0.05 compared to 50 lM CTZ.
cP\ 0.05 compared to 1 lg/mL aldolase.
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protection conferred by aldolase against CTZ-induced inhibition

of PFK. In the presence of citrate, CTZ is a more effective in-

hibitor of PFK than in the absence of the metabolite. In tumor

cells, cytosolic citrate levels are elevated because of the need

for fatty acid and cholesterol biosynthesis (40). Thus, CTZ

might inhibit PFK in these cells due to the high levels of ci-

trate.

An intriguing finding in the present work is the stimulatory

property of PFK over aldolase. The ability of these enzymes to

associate generating diverse heterooligomeric structures has

been reported (10). However, the ability of PFK to increase al-

dolase activity has not been hitherto published. The fact that

PFK augments the affinity of aldolase for its substrate strongly

supports the hypothesis that the kinase, once associated to aldol-

ase, stimulates its activity. This is an evidence for the channel-

ing of the glycolytic metabolism, as have been previously pro-

posed (13–15). Actually, this is not a classical channeling since

PFK-bound aldolase is able to bind F1,6BP directly from the

medium and not necessarily those formed by PFK catalysis.

Nonetheless, the association of PFK and aldolase confers a cata-

lytical advantage for both enzymes, stabilizing the active di-

meric conformation of the former and stimulating the later.
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Abstract

Background: Clotrimazole is an azole derivative with promising anti-cancer effects. This drug interferes with the activity of
glycolytic enzymes altering their cellular distribution and inhibiting their activities. The aim of the present study was to
analyze the effects of clotrimazole on the growth pattern of breast cancer cells correlating with their metabolic profiles.

Methodology/Principal Findings: Three cell lines derived from human breast tissue (MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231)
that present increasingly aggressive profiles were used. Clotrimazole induces a dose-dependent decrease in glucose uptake
in all three cell lines, with Ki values of 114.3611.7, 77.167.8 and 37.864.2 mM for MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231,
respectively. Furthermore, the drug also decreases intracellular ATP content and inhibits the major glycolytic enzymes,
hexokinase, phosphofructokinase-1 and pyruvate kinase, especially in the highly metastatic cell line, MDA-MB-231. In this
last cell lineage, clotrimazole attenuates the robust migratory response, an effect that is progressively attenuated in MCF-7
and MCF10A, respectively. Moreover, clotrimazole reduces the viability of breast cancer cells, which is more pronounced on
MDA-MB-231.

Conclusions/Significance: Clotrimazole presents deleterious effects on two human breast cancer cell lines metabolism,
growth and migration, where the most aggressive cell line is more affected by the drug. Moreover, clotrimazole presents
little or no effect on a non-tumor human breast cell line. These results suggest, at least for these three cell lines studied, that
the more aggressive the cell is the more effective clotrimazole is.
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Introduction

Among the physiological hallmarks of cancer, altered glucose

metabolism is perhaps the most common. The Warburg effect has

been observed in approximately 90% of human tumors and the

biochemical origins of this phenomenon have been extensively

studied [1–4]. Aerobic glycolysis may be required for new biomass

formation [5]. In fact, proliferation of cancer cells is accompanied

by activation of glycolysis [6], which occurs even at normal oxygen

concentrations. Moreover, glycolysis may confer tumor cells with

the ability to adapt to new microenvironments or cope with stress

during tumor progression and metastasis [7].

Observations suggest that blocking glycolysis might diminish

tumor progression and enhance the efficacy of chemo- and

radiotherapy. However, inhibition of glycolytic enzymes is

expected to have secondary effects on cell physiology, due to the

additional functions of these proteins. Clotrimazole, an antifungal

drug, has been successfully used to diminish the size and

development of intracranial gliomas (C6 and 9L), prolonging

survival in rodents [8]. Moreover, the drug also affects glycolytic

enzymes decreasing hexokinase (HK) binding to the outer

mitochondrial membrane [9] and detaching phosphofructoki-

nase-1 (PFK-1) and aldolase from the cytoskeleton [10–12].

Indeed, clotrimazole is able to trigger apoptosis, which is directly

correlated with its ability to displace HK from mitochondria [9]

and PFK-1 and aldolase from the cytoskeleton [12]. The location

of these glycolytic enzymes within the intracellular milieu is an

important feature of glycolysis regulation [13] and thus, altering

the intracellular distribution of these enzymes, clotrimazole is

probably affecting the glycolytic flux.

The aim of this study was to analyze the effects of the

clotrimazole on viability, growth, mobility and glycolytic profile

of three human breast cell lines: MCF10A, MCF-7 and MDA-

MB-231. The MCF10A human mammary epithelial cell is a

normal strain, while MCF-7 and MDA-MB-231 cells are human

breast-derived cell lines with tumorigenic and metastatic

profiles, respectively. Here we present evidences that clotrima-

zole presents more pronounced effects on the tumorigenic and

metastatic cells, while presenting minimal effects over the non-

tumoral cell strain.
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Results

Clotrimazole inhibits the migratory phenotype in breast
cancer cells

To assess the effects of clotrimazole on the growth profiles of

breast cell lines, cellular migration and proliferation were

evaluated. The migration potential of MCF10A, MCF-7 and

MDA-MB-231 cells was initially assessed using the Transwell assay

(Fig. 1A). Our results confirm that there is a significant difference

between the migration potential of these cells, which increases with

the aggressiveness of the cell (MCF10A,MCF-7,MDA-MB-

231). The presence of 50 mM clotrimazole inhibits migration of

MCF-7 and MDA-MB-231 cells, but has no effect on MCF10A

cells. Proportionally, the effects of clotrimazole were more

pronounced on MDA-MB-231 migration (5966% inhibition)

than on MCF-7 (3265% inhibition). Moreover, using the scratch

assay, we compared cell mobility in the presence or absence of

50 mM clotrimazole (Fig. 1B and 1C). In accordance with the

previous results, there is a significant difference between the

migration rates of the cell lines assessed through this later

technique. The evaluated migration increased approximately

1.5-fold and 2- to 3-fold for MCF-7 and MDA-MB-231 cells,

respectively, when compared with control cells (black bars,

Fig. 1B). Within 12 hours, the migration rate of the tumorigenic

cells was significantly reduced by clotrimazole (grey bars, Fig. 1B).

Clotrimazole inhibited mobility of MDA-MB-231 cells by

3664%, of MCF-7 cells by 1663%, but was unable to affect

the MCF10A migration rate (Fig. 1B and 1C). These results

suggest that clotrimazole prevents cell migration, which may

contribute to the anti-metastatic potential of the drug.

To clarify that these results were not due to the effect of

clotrimazole on the cell proliferation, we determined the incorpo-

ration of BrdU into DNA of synchronized proliferating breast cell

lines in the absence or presence of different concentration of

clotrimazole. Fig. 2A shows cell proliferation in the absence of

clotrimazole after 24 h of BrdU incubation. MCF-7 and MDA-MB-

231 cells display a 10- and 20-fold higher proliferation rate,

respectively, when compared with the MCF10A cells. Treatment

with clotrimazole (0–100 mM) inhibited the cell proliferation in all

cell lines (Fig. 2B). Twenty-four hours after cell cycle reentry, which

is initiated by adding fresh culture medium containing fetal serum,

the percentage of proliferating cells was significantly decreased by

clotrimazole. Surprisingly, 25 mM clotrimazole completely inhibited

MCF10A proliferation (98613% inhibition). However, this same

concentration had no effect on tumoral cell lines. MCF-7 cells

displayed a linear response to increasing clotrimazole concentra-

tions, reaching 70% inhibition at 100 mM. Furthermore, clotrima-

zole also inhibited proliferation of MDA-MB-231 cells, but the

maximum inhibition (50%) occurred at 50 mM and persisted even

at the highest concentration tested (100 mM).

Clotrimazole diminishes glucose uptake and intracellular
ATP

Proliferation in cancer cells is accompanied by activation of

glycolysis [6], which occurs even in the presence of a normal

oxygen concentration. This preferential use of glycolysis by cancer

cells under aerobic conditions is known as the Warburg effect [14]

and is characterized by high glycolytic rates in cancer cells with

high rates of lactate production per glucose consumed. Our

previous results have shown that breast cancer cells present a

distinct glycolytic rate; the metastatic cell line (MDA-MB-231)

showed lower consumption of glucose and higher production of

lactate when compared to a non-tumorigenic cell line (MCF10A).

Moreover, MCF-7 cells, which are tumorigenic and non-

metastatic, presented an intermediate glycolytic rate [15]. In

order to evaluate the metabolic profiles of these breast cell lines

after treatment with clotrimazole, we incubated the cells in 96 well

plates with different concentrations of clotrimazole (0–100 mM) for

24 h. Clotrimazole reduces glucose uptake by the cells in a dose-

dependent fashion (Fig. 3A). The inhibition constant (Ki) for

glucose uptake inhibition by clotrimazole was calculated and

found to be 114.3611.7, 77.167.8 and 37.864.2 mM for

MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231 cells, respectively (Fig. 3B).

These results clearly demonstrate that clotrimazole has more

pronounced effects on cells with the highest glycolytic rates and

Warburg effect.

We also analyzed the mitochondrial reduction activity and the

cellular ATP levels after the treatment with clotrimazole. Fig. 3C

shows a dose-dependent reduction of the mitochondrial activity in

these cells, with the maximum inhibition being approximately

60% for MDA-MB-231 cells treated with 100 mM clotrimazole. At

that concentration, both MCF10A and MCF-7 cell lines

demonstrate 40% lower mitochondrial activity than corresponding

cells treated with 50 mM clotrimazole. Once more, the drug was

more effective in the metastatic cell line than the non-tumoral cells

in the same condition (Fig. 3C). Furthermore, we evaluated the

effects of clotrimazole on the cellular ATP levels. Clotrimazole

reduces the cellular ATP of tumorigenic cells in a dose-dependent

manner (Fig. 3D). Interestingly, MCF10A cells are completely

resistant to the presence of the drug. In fact, we observed 26% and

35% higher ATP content after the treatment with 50 and 75 mM

clotrimazole, respectively. However, MCF-7 and MDA-MB-231

cells display a progressive dose-dependent inhibition curve

reaching 95% reduction of the ATP content with 75 mM

clotrimazole.

Glycolytic enzymes from tumorigenic cells are selectively
inhibited by clotrimazole

The results above show that clotrimazole alters the rates of

glucose uptake, mitochondrial activity and generation of ATP in

the cell lines, with more pronounced effects on the cancerous cell

lines than non-tumorigenic cells. Additionally, these effects

probably are not due to a specific action of clotrimazole on

mitochondrial activity because all the cell lines, regardless of their

phenotype, are not responsive to clotrimazole up to 100 mM

(Fig. 3C). Therefore, our next objective was to investigate whether

the antineoplasic effects of clotrimazole occurs by its direct action

on glycolysis. Therefore, we evaluated the effects of the drug on

the three enzymes that regulate the glycolytic flux: hexokinase

(HK), phosphofructokinase-1 (PFK-1) and pyruvate kinase (PK).

We evaluated HK activity in all breast cells using a 24 h

incubation time with different concentrations of clotrimazole.

Fig. 4A shows HK dose-dependent inhibition curves for MCF10A,

MCF-7 and MDA-MB-231 cells, where clotrimazole has a more

pronounced effect in tumoral cell lines compared to the non-

tumoral cells. HK activity in MCF10A cells was inhibited by only

46% by clotrimazole, whereas, at the same concentration (100 mM

clotrimazole), HK activity in MCF-7 and MDA-MB-231 cells was

inhibited by 90% and 96%, respectively. To align our results with

the data in the literature, we used the 3-bromopyruvate (3-BrPA),

a well-known inhibitor of energy metabolism, which has been

proposed as a specific anticancer agent due to its high tumor

selectivity [16,17]. Surprisingly, 3-BrPA has different effects on

these cell lines, showing a more pronounced inhibition of HK in

the MCF10A cells (Table 1). This is an interesting result because,

until now, both drugs (3-BrPA and clotrimazole) were thought to

have the same mechanism of action in cancer cells: through the

detachment of the mitochondria-associated HKII. Although this is
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an important mechanism to cell survival, our results strongly

suggest an additional mechanism of cell death induced by the

direct inhibition of HK by clotrimazole (Fig. 4A, inset).

Meira and co-workers showed that clotrimazole inhibits

phosphofructokinase-1 in MCF-7 cells [12]. To investigate this

inhibition further, we analyzed the effects of clotrimazole on breast

cell lines. Similar to what was observed for HK, clotrimazole

inhibits PFK-1 activity in a dose-dependent manner (Fig. 4B). The

effects of clotrimazole are dependent on the tumorigenic

phenotype of the cell, as MCF10A cells are more resistant to the

inhibition than MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Once again, we

observed 90–95% inhibition in tumorigenic cells and a less

dramatic effect of clotrimazole on MCF10A cells.

We also evaluated the effects of clotrimazole on the last enzyme

of glycolysis, pyruvate kinase (PK). Once more, clotrimazole

progressively inhibited enzyme activity, with a substantial effect on

MCF-7 and MDA-MB-231 cells (Fig. 4C). However, there was a

more significant inhibition of PK in MCF10A cells when

compared with the results for HK and PFK in this cell line. This

result may be due to the effects of clotrimazole on previous steps of

glycolysis or on glucose uptake in these cells.

After entering the cell, glucose is converted by HK to glucose 6-

phosphate, which can be shunted to the pentose phosphate

pathway (PPP). The increase in the PPP flux is directly associated

with inhibition of the apoptosis. This is due to an increased

generation of NADPH and, therefore, reduced glutathione, which

also promotes the removal of reactive oxygen species (ROS) in

cells [18]. To investigate the diversion of glucose 6-phosphate from

glycolysis to PPP, we verified the activity of glucose 6-phosphate

dehydrogenase (G6PDH), which is the enzyme responsible for the

first irreversible reaction of the PPP. Similar to the results observed

for the glycolytic enzymes, clotrimazole inhibits the PPP (Fig. 4D).

The inhibitory effect of clotrimazole is more pronounced in MCF-

7 and MDA-MB-231 cells than in MCF10A cells. The complete

inhibition of PPP was obtained with 75 mM clotrimazole for

tumorigenic cell lines and 100 mM clotrimazole for the MCF10A

cells.

Metabolic effects of clotrimazole induce the loss of
viability

Finally, we investigated the consequences of the metabolism

inhibition induced by clotrimazole on cell viability. Published data

have shown that clotrimazole reduces the viability of MCF-7 cells,

CT-26 colon adenocarcinoma cells and Lewis lung carcinoma

[11,19], as well as B16 melanoma cells [10,20]. However, as most

of our results demonstrate a cellular phenotype-dependent effect of

clotrimazole, our objective was to evaluate whether cell viability

also responds in a similar way. The cell viability was evaluated by

the activity of lactate dehydrogenase (LDH) leaked to the medium

and permeability of the cells to trypan blue dye. As shown in

Fig. 5A, clotrimazole is does not affect the leakage of LDH of

MCF10A cells in any of the concentrations tested, even at 100 mM

clotrimazole (data not shown), as compared to untreated controls.

This result strongly suggests that the drug does not affect MCF-

10A cells integrity. This picture changes when we analyze the

effects of clotrimazole on LDH leakage from MCF-7 cells.

Although 50 mM clotrimazole does not alter LDH leakage from

these cells, 75 mM clotrimazole promotes a significant increase of

Figure 1. Clotrimazole inhibits the migration of breast cell lines. (A) The migration of MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231 cells was assessed by
transwell assays after 24 h incubation in the absence or presence of 50 mM clotrimazole; (B) Cell migration rate was calculated from scratch assays.
The images were analyzed and data were expressed in mm6h21. (C) Scratch migration assay for control and 50 mM clotrimazole-treated cells. The
filling of scratchs by migrated cells at time 0, 6 and 12 h was imaged. MCF-7 and MDA-MB-231 cells have a more motile appearance and migrate
faster than MCF10A. Bars are mean 6 SEM of three independent experiments. * P,0.05 compared with control condition in the absence of the drug;
# P,0.05 compared with MCF10A cells.
doi:10.1371/journal.pone.0030462.g001

Figure 2. Clotrimazole decreases cell proliferation of MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231 cells. (A) Basal cell proliferation of human breast
cell lines was analyzed using the BrdU incorporation assay. The graph shows the europium-based TRF cell proliferation assay. * P,0.05, in comparison
with MCF10A cell line. (B) Effects of clotrimazole on cell proliferation after 24 h treatment using BrdU incorporation assay. Values are mean 6
standard error (SE) of four different experiments. # P,0.05, in comparison with the control; * P,0.05, comparing 50, 75 and 100 mM clotrimazole with
the control in the absence of the drug for both cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231).
doi:10.1371/journal.pone.0030462.g002
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the leaked enzyme suggesting the loss of cell integrity and viability.

On the other hand, MDA-MB-231 cells viability is more

susceptible to clotrimazole effects, since this cell line presents

increased LDH leakage upon the treatment with 50 mM

clotrimazole for 24 hours. Moreover, treatment of MDA-MB-

231 cell with 75 mM clotrimazole increases 3.5 times the leaked

LDH suggesting that the viability of these cells is severely

compromised upon this treatment. These data are confirmed

analyzing the exclusion of trypan blue dye by the different cell

lines treated with clotrimazole (Fig. 5B). These results corroborate

that MCF10A cells integrity is not affected up to 100 mM

clotrimazole. Moreover, it is clear now that upon the treatment

with clotrimazole the viability of MCF-7 and MDA-MB-231 cells

decrease in a dose-responsive mode. Furthermore, MDA-MB-231

cells are more sensitive to 50 mM clotrimazole and higher

concentrations, as compared to MCF-7 cells. Altogether, these

data reinforce the preferential action of clotrimazole over the

tumorigenic cell lines among those tested here, with an even more

preferential effect over the most aggressive cell line.

Discussion

The use of metabolic pathways as useful molecular targets in

tumors prompted us to investigate the effects of drugs that affect

cell metabolism, especially glycolysis. In this paper, we report the

metabolic and anti-metastatic effects of the imidazole derivative

clotrimazole in breast cell lines. Our data reveal that clotrimazole

has more pronounced effects on tumorigenic cell lines that present

the Warburg effect [15]. There are, at least, three major possible

explanations to the preferential effects of clotrimazole on

Figure 3. Effects of clotrimazole on glucose uptake, mitochondrial reduction activity and cellular ATP content in breast cell lines. (A)
Comparison of glucose uptake in MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Glucose uptake was determined after 15, 30 and 45 min incubation
through cells incubation with 5 mM 6-NBDG, a fluorescent glucose analogue. The results obtained are plotted as percentage of control in a function
of clotrimazole concentration. (B) Glucose uptake experimental data was fitted in an equation as described in Methods and the Ki values were
plotted. Bars are mean 6 SEM of three independent experiments. * P,0.05, comparing with MCF10A cells. (C) Percent of mitochondrial reduction
activity, evaluated by MTT assay. All values were normalized to that of control condition in the absence of the drug. (D) Intracellular ATP content
measured by relative firefly luciferase activity (PerkinElmer ATPLite Kit). Error bars represent standard errors from five independent experiments.
* P,0.05 compared to control for MCF10A cells. # P,0.05, compared to control for MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines.
doi:10.1371/journal.pone.0030462.g003
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tumorigenic cell lines: (1) cancerous cells accumulate clotrimazole

more readily and in an aggressiveness-dependent pattern, (2)

glycolytic enzymes in cancerous cells are more sensitive to the

effects of clotrimazole what could be due to an isoform expression

specificity, and (3) cancerous cells rely on glycolysis more heavily

and are therefore more sensitive, which is strongly supported by

the Warburg effect observed in tumoral and not in non-tumoral

cells. The first possibility is reasonably plausible, but we have not

evaluated it and therefore we cannot discuss it. The other two

possibilities seem to be supported by our results, although we

cannot unambiguously discriminate between them.

In non-tumoral cells, at least 90% of ATP production is

provided by mitochondrial oxidative phosphorylation, while in

tumor cells, approximately 50% is dependent on cytoplasmic,

Figure 4. Glycolytic enzymes activity and G6PDH activity are inhibited by clotrimazole. Cell lines were grown to confluence in the
indicated media as described in Methods. Cell lysates were used to evaluate HK, PFK-1, PK and G6PDH activities (panel A, B, C and D respectively) as
described in Methods. Plotted values are mean 6 standard errors of five independent experiments. (A) # P,0.05 compared to control in the absence
of clotrimazole; * P,0.05, compared to control in the absence of clotrimazole. (B) # P,0.05 compared to control in the absence of clotrimazole;
* P,0.05, compared to control and to MCF10A in the presence of clotrimazole. (C) The differences among the results obtained with the distinct
clotrimazole concentrations tested are statistically significant. * indicate differences between MCF10A and tumoral breast cell lines. (D) # P,0.05
compared to control in the absence of clotrimazole; * P,0.05, compared to control and to MCF10A in the presence of clotrimazole.
doi:10.1371/journal.pone.0030462.g004

Table 1. 3-BrPA effects on HK activity from breast cell lines.

Cell line
3 h treatment with 100 mM 3-BrPA
(% of control)

MCF10A 74.264.9

MCF-7 86.660.6

MDA-MB-231 105.961.9

doi:10.1371/journal.pone.0030462.t001
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aerobic glycolysis [21,22]. Here, we demonstrate that clotrimazole

inhibits glucose uptake (Fig. 3A) and mitochondrial activity

(Fig. 3C) more efficiently in the tumorigenic cell lines. These

effects result in alterations in ATP content that are also more

pronounced in the tumorigenic cell lines. However, it seems that

this later effect is more related to the inhibition of glycolysis, since

mitochondrial activity is not reduced by 50 mM clotrimazole,

while glucose consumption and ATP content are affected by even

lower concentrations of the drug. These data highlight the

importance of aerobic glycolysis for energy production in

tumorigenic cells. The increased content of ATP measured in

MCF-10A cell upon clotrimazole treatment might be the result of

clotrimazole effects on this cell metabolism and proliferation.

Comparing clotrimazole effects on cells proliferation and metab-

olism one can observe that the drug blocks the proliferation of

MCF-10A cells (Fig. 2B), decreases its glucose consumption

(Fig. 3A) and do not affect its mitochondrial activity (Fig. 3C).

Similar results are observed for the tumorigenic cell lines but with

lesser extent on proliferation and greater extent on metabolism.

Since proliferation if the highest ATP-consuming cellular process,

the resultant ATP content of MCF-10A cells increases upon

clotrimazole treatment.

It is important to mention that the lack of clotrimazole effects on

MCF10A cell line cannot be attributed to fact that this cell line is

grown in a different medium (DMEM/F12 with 5% FHS, instead

of DMEM with 10% FBS used for MCF-7 and MDA-MB-231).

We have performed control experiments assaying the effects of

clotrimazole on cell viability and enzymes activity of MCF-10A

cells grown in DMEM/F12 but incubated with DMEM for

24 hours during the clotrimazole treatment and the results were

not different from those presented here. We decided to perform all

the experiments using DMEM/F12 for the MCF10A cell to assure

that all the cells would be at optimal growing conditions (MCF-

10A does not grow well in DMEM with 10% FBS).

Many human tumors display a high rate of aerobic glycolysis, de

novo fatty acid synthesis, and nucleotide biosynthesis [23,24].

Previous findings suggest that the increased glucose metabolism

promotes lipogenesis and nucleotide biosynthesis, and enhances

tumor cell growth and proliferation by providing essential

synthetic and bioenergetic requirements [25–29]. Although the

metabolic alterations might not be initiating events in oncogenesis,

recent success in blocking carcinogenesis by targeting tumor

metabolism suggests that aerobic glycolysis plays an important role

in sustaining tumor growth [27–33].

After 24 hours of incubation, clotrimazole promote a pheno-

type-dependent inhibition of the key glycolytic enzymes: HK,

PFK-1 and PK. The results always present the same pattern:

MCF10A cells are less responsive to clotrimazole, whereas MCF-7

and MDA-MB-231 are sensitive to the increasing concentration of

the drug (Fig. 4). More importantly, the metastatic cell line

presents the highest clotrimazole-induced inhibition of glycolysis.

These observations are accompanied by the dose-dependent

inhibition of G6PDH, the enzyme responsible for the first

irreversible reaction of the PPP (Fig. 4D). We have not observed

differences between the effects of clotrimazole on enzymes activity

of MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines. The drug appears to be

more effective inhibiting tumoral than non-tumoral enzymes,

without distinction on the aggressiveness of the tumoral cell line.

However, this can be an underestimated result, since here we

measured the whole enzyme activity. These measurements were

achieved under optimal substrate concentration and other reaction

conditions, which can mask some fine regulatory properties of

these enzymes, such as their association with cellular macromo-

lecular structures, described as important to cancer increased

glycolytic rates [34]. However, in order to assess these possibilities,

a profound study of the effects of clotrimazole on glycolytic

enzyme kinetics and cellular distribution should be performed,

which was not the objective of the current work.

Although cancer cells are capable of carrying out oxidative

phosphorylation, they undergo the glycolytic shift because aerobic

glycolysis is advantageous for cell proliferation and tumorigenicity

[35]. The metabolism of cancer cells, and indeed all proliferating

cells, is adapted to facilitate the uptake and incorporation of

nutrients into the biomass needed to produce a new cell.

Supporting this idea are recent studies showing that (i) several

signaling pathways implicated in cell proliferation also regulate

Figure 5. Cellular viability decreases in breast cancer cells treated with clotrimazole. Data are presented as mean 6 SE of at least five
experiments. Panel A: lactate dehydrogenase (LDH) leaked to culture medium by clotrimazole-induced cellular lyse was evaluated as described in
Methods. * P,0.05 compared to MCF10A cells in the same clotrimazole concentration. Panel B: the percentages of cells that exclude trypan blue dye
were evaluated counting the total cells and those that were intracellularly stained with the dye. Cells were counted using a TC10 Automated Cell
Counter (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). * P,0.05 compared to MCF10A in the same clotrimazole concentration. # P,0.05 compared to MCF-7 in
the same clotrimazole concentration.
doi:10.1371/journal.pone.0030462.g005
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metabolic pathways that incorporate nutrients into biomass; and

that (ii) certain cancer-associated mutations enable cancer cells to

acquire and metabolize nutrients in a manner conducive to

proliferation rather than efficient ATP production [5]. Moreover,

in metastases, the glycolytic phenotype persists due to increased

production of glucose-derived acid, which potentiates invasiveness

of cells into the extracellular matrix of the host tissue [36].

Our results here demonstrated that clotrimazole was able to

decrease cancer cells proliferation and viability, with minimal

effects on non-tumoral cells. Clotrimazole has been implicated in

other mechanisms affecting tumor cells migration and invasion,

such as the inhibition of the Ca2+-activated potassium channels

[37,38] and inhibition of the enzymes of the cytochrome P450

family [39]. This latter effect of clotrimazole is critically

important and represents a reason for why clotrimazole is

practically not used for systemic treatments due to its impact on

liver CYP450 metabolism. However, clotrimazole have been used

to design more selective and less toxic compounds, such as

TRAM-34 [40], which, in addition to clotrimazole, was recently

demonstrated to inhibit glioblastoma proliferation [41]. An

interesting observation is that the effects of clotrimazole and its

analogue TRAM-34, originally designed as a specific Ca2+-

activated potassium channels blocker, on glioblastoma prolifer-

ation are not due to any effects on this ion channel. It is not

difficult to imagine that the effects of these drugs might be related

to inhibition of glioblastoma metabolism, such as described here.

Interestingly, intracranial administration of clotrimazole has been

used to prolong the survival of rats with glioma, but no

mechanisms have been reported for this effect [8]. Clotrimazole

has been shown to induce the nuclear condensation and f-actin

depolymerization in MCF-7 cells [12] suggesting that clotrima-

zole-treated cells undergo apoptosis. In fact, decrease in glycolytic

flux has been associated elsewhere to some apoptotic events

[42,43]. In addition, studies on cell metabolism during apoptosis

in murine interleukin-3-dependent cell line revealed that the

activation of glycolytic flux is related to cell survival [42].

However, we didn’t yet explore the death mechanisms involved

in the decrease of cellular viability in response to clotrimazole on

tumor cells.

Our current results add to the growing evidence that aerobic

glycolysis contributes to cancer cell proliferation and tumorige-

nicity. Although the systemic therapeutic use of clotrimazole is

strongly limited due to its toxic effects, the present findings point to

the development of novel treatment approaches that selectively

targets glycolysis in tumor cells. These novel approaches may

identify treatments that would be more selective to aggressive

tumors with minimal effects over non-tumoral cells.

Materials and Methods

Cell lines and Materials
The human breast cancer cell line MCF-7 was obtained from

the Cell Bank of Hospital Universitário Clementino Fraga Filho,

UFRJ, Brazil. MDA-MB-231 and the non-tumorigenic epithelial

MCF10A cell line were kindly supplied by Prof. Dr. Mitzi Brentani

from University of São Paulo, USP, Brazil. The tumor cell lines

were maintained in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s

medium; Invitrogen) supplemented with 10% (v/v) FBS (fetal

bovine serum; Invitrogen) and L-glutamine. The MCF10A cell

line was maintained in DMEM/F12 medium (Invitrogen)

supplemented with 5% FHS (fetal horse serum; Gibco) plus

0.02 mg/ml EGF, 5 mg/ml insulin, 1.25 mg/ml hydrocortisone

and 0.1 mg/ml cholera toxin (Sigma Chemical, St. Louis, MO,

USA). Cells were grown at 37uC in 5% CO2 atmosphere.

Clotrimazole, 3-bromopyruvate, NAD+, NADH, ATP, hexoki-

nase, glucose 6-phosphate dehydrogenase, fructose 6-phosphate,

aldolase, lactate dehydrogenase, phosphoenolpyruvate, NADP+

and glucose 6-phosphate were obtained from Sigma. Other

reagents were of the highest purity available.

Cell viability assay, glucose uptake, mitochondrial activity
and ATP quantitative evaluation

To measure metabolic rates, cells were seeded in 96-well plates

in the appropriate medium and grown to confluence. Then, the

medium was removed, fresh medium was added, and the cells

were returned to the incubator in the presence of different

concentrations of clotrimazole (0–100 mM). After 24 h, the

medium was removed and the amount of leaked lactate

dehydrogenase (LDH) was evaluated, while mitochondrial activity

and trypan blue dye exclusion was determined in the remaining

cells using an MTT assay [44,45] and counting the cells that

exclude trypan blue [46], respectively.

Glucose uptake was determined by incubating cells with fresh

medium containing 5 mM 6-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-

yl)amino)-6-deoxyglucose (6-NBDG, Molecular Probes, Invitro-

gen, Life Technologies, Carisbad, CA, USA), a fluorescent glucose

analogue. After 15, 30 and 45 min incubation, the medium was

removed, the cells were washed with 6-NBDG-free medium, and

6-NBDG taken up by the cells was evaluated by fluorescence

emission, according to the manufacturer’s instructions. The

glucose uptake rate was calculated by the linear regression of the

increase in fluorescence incorporated by the cells, and these results

are plotted as a percentage of control in a function of clotrimazole

concentration. The parameters of the following equation were

fitted to the experimental data in order to evaluate the

effectiveness of clotrimazole effects by means of the concentration

promoting half of the maximal glucose uptake inhibition. The

equation used was:

Gin~100
Ki

Kiz CTZ½ � ð1Þ

where Gin is the percentage of glucose taken up by the cells at a

given concentration of clotrimazole ([CTZ]) and Ki is the

inhibitory constant, equivalent to the concentration of clotrima-

zole promoting 50% of the maximal inhibition.

LDH activity was determined spectrophotometrically by

monitoring the conversion of NAD+ to NADH in a lactate-

utilizing reaction [47]. Cellular ATP was assessed using a system

based on firefly (Photinus pyralis) luciferase (PerkinElmer AT-

PLite) using a VICTOR3 multilabel reader (PerkinElmer).

Spectrophotometric assay for enzymes activity
Cells were seeded in 24-well plates and grown to confluence. Then,

medium was removed and fresh medium was added, and cells were

returned to the incubator in the presence of different concentrations

of clotrimazole (0–100 mM) for 24 h. After this incubation, cells were

removed from the plates by trypsinization and counted using a

hemocytometer. Protein concentrations of cell lysates were measured

[48], and the glycolytic enzyme activities were evaluated.

Phosphofructokinase-1 (PFK-1) activity was assayed using an

enzyme-coupled method, where the oxidation of NADH was

monitored spectrophotometrically [49]. The basic medium

contain 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 5 mM MgCl2, 1 mM fructose

6-phosphate, 1 mM ATP, 0.2 mM NADH, 2 U/ml aldolase,

4 U/ml triosephosphate isomerase and 2 U/ml a-glycerophos-

phate dehydrogenase.
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Hexokinase (HK) activity was assessed in a basic medium

containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 5 mM MgCl2, 1 mM

glucose, 1 mM ATP, 0.2 mM NAD+ and 1 U/ml glucose 6-

phosphate dehydrogenase as described previously [50].

Pyruvate kinase (PK) activity was measured in a medium

containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 5 mM MgCl2, 120 mM

KCl, 1 mM phosphoenolpyruvate, 1 mM ADP, 0.2 mM NADH

and 20 U/ml lactate dehydrogenase as described previously [50].

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) activity was

assayed as previously described [51]. The basic medium contains

50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 5 mM MgCl2, 0.5 mM glucose 6-

phosphate and 0.2 mM NADP+.

For all enzymatic analyses, NADH oxidation or NAD(P)+

reduction was determined by measuring the absorbance at

340 nm in a microplate reader (VICTOR 3, PerkinElmer).

Reactions were initiated by the addition of an aliquot of cellular

homogenate and followed online during the first-order kinetics

period. Enzymes rates was determined calculating the first

derivative of these curves. Blanks containing none of the coupled

enzymes (or without glucose 6-phosphate in the case of G‘PDH)

were performed to control for non-specific oxidation/reduction.

Each curve was performed in quadruplicate.

Cell migration assays
Cell migration was determined by using the 24-well Millicell

Hanging Cell Culture Insert (Millipore) chamber with 8 mm pore

polyethylene terephthalate (PET) membranes. The chambers were

rehydrated in serum-free medium. Complete medium with 10%

FBS or FHS was used as a chemoattractant. Suspension of 56104

cells/ml in serum-free medium was added to the inserts and

incubated for 24 h in the presence or absence of 50 mM

clotrimazole. Cells remaining on the upper membrane surface of

the inserts were removed with a cotton swab whereas the cells on

the lower surface were trypsinized and counted.

Cell migration was also assessed in scratch assays [52]. Briefly,

confluent MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231 cells plated on

tissue culture dishes were manually scratched with a 200 ml pipette

tip, washed with PBS and incubated at 37uC in complete media in

the presence or absence of 50 mM clotrimazole. At the indicated

time points, phase contrast images at specific scratch sites were

captured as previously described [53]. The images were analyzed

using the software BELView (BEL Engineering, It) and data were

expressed in mm6h21.

Cell proliferation assay
Cells were seeded in 96-well culture plates and grown until

confluence was reached. After 72 h serum was withdrawn to

synchronize the cell cycle, cells were evaluated for proliferation in

the presence of different concentrations of clotrimazole (0–

100 mM) and 10 mM 5-bromo-29-deoxyuridine (BrdU). BrdU

incorporation was analyzed after 24 h of incubation using a

europium-based time-resolved fluorescence (TRF) cell prolifera-

tion assay according to the manufacturer’s instruction (PerkinEl-

mer). Cells incubated without BrdU served as the negative control.

The mean fluorescence for each group was determined after

subtracting the mean value of the negative control from each cell.

Statistical analyses
Statistical analysis and non-linear regression was performed

using SigmaPlot 10.0 software integrated with SigmaStat 3.1

package (Systat, CA, USA). Student’s t-test was used unless

otherwise indicated. p values#0.05 were considered statistically

significant.
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Cancer cells are highly dependent on glycolysis to supply the energy and intermediates required for cell
growth and proliferation. The enzyme 6-phosphofructo-1-kinase (PFK) is critical for glycolysis, and its
activity is directly correlated with cellular glucose consumption. Resveratrol is a potential anti-tumoral
drug that decreases glucose metabolism and viability in cancer cells. However, the mechanism
involved in resveratrol-mediated anti-tumor activity is not entirely clear. In this work, it is demonstrated
that resveratrol decreases viability, glucose consumption and ATP content in the human breast cancer
cell line MCF-7. These effects are directly correlated with PFK inhibition by resveratrol in these cells.
Moreover, resveratrol directly inhibits purified PFK, promoting the dissociation of the enzyme from fully
active tetramers into less active dimers. This effect is exacerbated by known negative regulators of the
enzyme, such as ATP and citrate. On the other hand, positive modulators that stabilize the tetrameric
form of the enzyme, such as fructose-2,6-bisphosphate and ADP, prevent the inhibition of PFK activity by
resveratrol, an effect not observed with increased pH. In summary, our results provide evidence that
resveratrol directly inhibits PFK activity, therefore disrupting glucose metabolism and reducing viability
in cancer cells.

� 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction

Energy metabolism is often altered in neoplastic cells [1]. Many
studies have shown that cancer cells are highly dependent on
glycolytic metabolism [2e4] because this bioenergetic pathway is
able to generate metabolic products to support the energy de-
mands of tumor growth and proliferation [5]. Thus, inhibitors of
glycolytic metabolism that could reduce the tumoral energy supply
are emerging as potential drugs to combat this disease [4,6,7].

The enzyme 6-phosphofructo-1-kinase (EC 2.7.1.11, or PFK) is
critical for glycolytic metabolism, catalyzing the transfer of a
phosphate from ATP to fructose-6-phosphate (F6P) to produce
fructose-1,6-bisphosphate and adenosine diphosphate (ADP).
Expression levels of the three different PFK isoforms are tissue-
ADP, adenosine diphosphate;
hosphate; PFK, 6-phospho-

8.
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specific: skeletal muscle is unique in that it expresses only PFK-
M, whereas all other tissues express distinct levels of the three
isoforms [8,9]. This enzyme is characterized by complex regulatory
mechanisms, among them allosteric regulation, oligomerization,
subcellular localization, interaction with other proteins and cova-
lent modifications [9,10]. The metabolic alterations found in cancer
cells have been correlated with changes in the expression pattern
and activity of PFK [1], and PFK inhibition can lead to cell death in
human breast carcinoma cell lines [4,7] and human breast cancer
tissues [11]. Thus, PFK appears to be a promising target for the
development of new drugs with anti-tumoral activity.

Resveratrol, a polyphenolic compound found mainly in grapes,
can decrease the rate of tumor cell growth [12,13]. This effect may be
related to the capacity of resveratrol to reduce glucose uptake and
lactate production [14]. However, the mechanism of action of this
promising compound is not well understood. Because neoplastic
cells depend preferentially on anaerobic metabolism instead of
aerobic metabolism, and because PFK is a pacemaker enzyme
capable of regulating the glycolytic pathway, we aimed to investigate
whether resveratrol modulates survival, glucose metabolism and
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Fig. 1. SDS-PAGE of the purified PFK from rabbit skeletal muscle. SDS-PAGE (8%
acrylamide) was performed as described in materials and methods. Lane 1: Final pu-
rified PFK. Lanes 2e6: Previous salting-out steps. Lane 1: Molecular weight markers
used - a2-macroglobulin from equine serum (180 kDa), b-galactosidase from E. coli
(116 kDa), Lactoferrin from human milk (90 kDa), pyruvate kinase from rabbit muscle
(58 kDa), fumarase from porcine heart (48.5 kDa), lactic dehydrogenase from rabbit
muscle (36.5 kDa) and triosephosphate isomerase from rabbit muscle (26.6 kDa). This
is a representative gel of a series of purifications presenting the same pattern.
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PFK activity in the breast cancer cell line MCF-7. Our results provide
further insight into the mechanism of PFK inhibition by resveratrol.

2. Materials and methods

2.1. MCF-7 breast cancer cell culture and assays

The breast cancer cell line MCF-7 was cultured in DMEM sup-
plemented with 4.5 mM glucose, 10% (v/v) fetal bovine serum and
2 mM glutamine (except when indicated that cells were grown in
the absence of glutamine) at 37 �C until confluence was achieved.
Then, the medium was removed, and cells were seeded in 96-well
plates with fresh medium in the absence or presence of different
concentrations of resveratrol (1, 5, 15, 50 or 100 mM; Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA; �99% purity) and incubated for 24 h.
Controls were also performed in the absence or presence of 2.5%
DMSO to ensure the lack of cytotoxicity of DMSO. After this incu-
bation, the medium was removed and used to evaluate the meta-
bolic effects of resveratrol treatment. Cell viability was assessed by
the MTT assay [7]. Glucose consumption was measured using a
coupled enzyme system (Glucox 500, Doles Ltda, Brazil) [1]. LDH
leakage was determined by measuring the total LDH activity in the
culture media based on conversion of NADH to NADþ [1]. Lactate
production was determined by assessing the lactate content in the
culture media through monitoring the formation of NADH in the
presence of exogenous LDH and NADþ [15]. The intracellular ATP
content was measured using a system based on a luciferin-
luciferase assay (PerkinElmer ATPLite) with a VICTOR3 multilabel
reader (PerkinElmer) [4]. PFK activity was measured spectropho-
tometrically using a coupled enzyme system that relies on the
oxidation of NADH. The basic medium contained 50 mM Tris-HCl
(pH 7.4), 5 mM MgCl2, 1 mM F6P, 1 mM ATP, 0.2 mM NADH, 2 U/
ml aldolase, 4 U/ml triosephosphate isomerase and 2 U/ml a-
glycerophosphate dehydrogenase [4]. Determination of F1,6BP/F6P
ratio was performed as described previously [16]. Measurements
from cell-based assayswere corrected by the number of viable cells.

2.2. Radioassay for PFK activity

Purified PFK activity was assessed through the radiometric
method developed by Sola-Penna et al. [17], with the modifications
introduced by Zancan and Sola-Penna [18]. Briefly, PFK was assayed
in a basicmedium containing 50mMTris-HCl (pH 7.4), 5mMMgCl2,
5 mM (NH4)2SO4, 1 mM F6P, 1 mM [g-32P]ATP and 1 mg/ml purified
PFK. The pH and the concentrations of substrates, enzyme, and
resveratrol may vary depending on the experiment, as indicated in
the legends or figures. All reactions were performed at 37 �C with
the exception of those shown in Fig. 6 (50 �C). All experiments were
performed in the absence or presence of 2.5% DMSO. Controls
throughout thework were performed only in the presence of DMSO
because the enzyme activity is not affected by this concentration of
DMSO. PFK activity was reported in m-units, where 1 m-unit is
equal to the formation of 1 nmol of F1,6BP per minute of reaction.
PFK was purified from rabbit skeletal muscle, and the purity of the
enzyme was 99.9%, such as evaluated by SDS-PAGE (Fig. 1) per-
formed according to [19]. Purified PFK for all experiments was ob-
tained according to the method developed by Kemp [20] with the
modifications introduced by Hesterberg et al. [21].

2.3. Intrinsic fluorescence measurements

PFK intrinsic fluorescence measurements were performed as
described previously byMarinho-Carvalho [22] and Leite et al. [16].
Measurements were taken in the presence of different enzyme
concentrations (0.2, 1 and 5 mg/ml) and in the absence or presence
of 15 mM resveratrol. The excitation wavelength was fixed at
280 nm, and the fluorescence emission was scanned from 300 to
400 nm. The centers of mass of the intrinsic fluorescence spectra
(c.m.) were calculated using equation (1):

c:m: ¼
P

l$IlP
Il

(1)

where l is the wavelength, and Il is the fluorescence intensity at a
given l.

2.4. Statistical analysis and calculations

The results are expressed asmeans� standard error. Analyzes of
the data and linear and non-linear regression were performed us-
ing Sigma Plot software (v. 10.0, Systat Inc., CA, USA) integrated
with the software SigmaStat (v. 3.2, Systat Inc. CA, USA). Values for
each group were compared by Student’s t-test, and the differences
were considered significant if P < 0.05.

Kinetic parameters for ATP effects on PFK were calculated
through non-linear regression using the experimental data to fit
the parameters of the equation:

v ¼

Vmax½ATP�n1

Kn1
0:5 þ ½ATP�

n1$½ATP�
n2

In20:5 þ ½ATP�
n2 (2)

where v is the PFK activity calculated for a given concentration of
ATP ([ATP]), Vmax is the maximal velocity calculated, K0.5 is the af-
finity constant for the catalytic component of the ATP curve, which
is equal to the concentration of F6P responsible for half activation of
the enzyme by ATP, n1 is the cooperativity index for this catalytic
component, I0.5 is the affinity constant for the inhibitory compo-
nent of the ATP curve, which is equal to the concentration of ATP
responsible for 50% of themaximal inhibition of the enzyme by ATP,
and n2 is the cooperativity index for this inhibitory component.

Kinetic parameters for F6P effects on PFK were calculated
through non-linear regression using the experimental data to fit
the parameters of the equation:

v ¼ Vmax½F6P�n

Kn
0:5 þ ½ATP�

n (3)
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where v is the PFK activity calculated for a given concentration of
F6P ([F6P]), Vmax is the maximal velocity calculated at saturating
concentrations of F6P, K0.5 is the affinity constant for F6P, which is
equal to the concentration of F6P responsible for half-activation of
the enzyme by F6P, and n is the cooperativity index for this
phenomenon.

3. Results

Many studies have shown that resveratrol is able to control the
growth of neoplastic cells [12,14]. First, we investigated whether
resveratrol modulates survival, glucose metabolism and PFK ac-
tivity in MCF-7 breast cancer cells after 24 h of preincubation with
this compound. Fig. 2A shows that resveratrol decreases the
reduction of MTT in a concentration-dependent manner. The
higher concentration of resveratrol (100 mM) decreases cell viability
by approximately 40%. In addition, resveratrol increases lactate
dehydrogenase (LDH) leakage in the cell culture media (Fig. 2A),
indicating the loss of cell integrity and viability. Thus, these results
confirm data from previous literature showing that resveratrol
decreases cell viability in the MCF-7 cell line [23]. Seeking to
elucidate the mechanisms of these effects, the glucose consump-
tion and lactate production were analyzed in MCF-7 cells cultured
Fig. 2. Effects of different concentrations of resveratrol on MCF-7 cells viability, glucose con
DMEM until confluence. After that, the medium was removed and fresh medium containing
under these conditions. Controls were done in the presence of DMSO. Treated cells were us
bars); panel B, glucose consumption (black bars) and lactate production (gray bars); panel
absolute glucose consumption rate in the absence of resveratrol was 31.3 � 0.8 nmol/h
10.6 � 0.3 nmol/h � 107 cells. The absolute value for ATP content in the absence of resveratr
cells and of F6P was 0.7 � 0.1 nmol/107 cells. The experimental procedures are described in
experiments (n ¼ 4e8). *P < 0.05 compared with respective control in the absence of resv
in the presence of different concentrations of resveratrol for 24 h
Fig. 2B shows that resveratrol decreases glucose consumption in a
concentration-dependent manner, resulting in significant effects
even at lower resveratrol concentrations such as 1 mM. Interest-
ingly, resveratrol increases lactate production at concentrations
higher than 15 mM, which is probably related to increased gluta-
mine oxidation. This hypothesis is confirmed evaluating glucose
consumption and lactate production in a glutamine-free culture
medium (Fig. 2B). Under this condition, resveratrol also decreases
lactate production by MCF-7 cells. It is important to notice that
glucose consumption is affected in a similar manner in the presence
or the absence of glutamine in the culture medium (Fig. 2B), as well
as cell viability (data not shown). Similar to the effects of resveratrol
upon the MTT reduction and glucose consumption, this compound
also decreases cellular ATP content (Fig. 2C) by approximately 16%
at 1 mM resveratrol and 50% at 100 mM resveratrol. To understand
themechanism bywhich resveratrol affects energymetabolism, we
analyzed the activity of PFK, the major glycolytic regulatory
enzyme, in the presence of different concentrations of resveratrol.
Fig. 2D shows that PFK activity is inhibited by resveratrol in a
concentration-dependent manner. Moreover, 100 mM resveratrol
decreases the F1,6BP/F6P ratio in w25%, corroborating that
resveratrol intracellularly inhibits PFK. Altogether, the degree of
sumption, lactate production, ATP content and PFK activity. MCF-7 cells were grown in
the desired concentrations of resveratrol was added and cells were incubated for 24 h
ed to evaluate: Panel A, viability by MTT reduction (black bars) and LDH leakage (gray
C, intracellular ATP content; panel D, PFK activity; panel D inset, F1,6BP/F6P ratio. The
� 107 cells. The absolute lactate production rate in the absence of resveratrol was
ol was 17.3 � 1.1 nmol/107 cells. The absolute amount of F1,6BP was 2.1 � 1.5 nmol/107

material and methods. Data represent the mean � standard error of 4e8 independent
eratrol (Student’s t-test). The origin of the ordinates is suppressed in panels B and D.
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PFK inhibition by resveratrol is highly correlated with decreased
cell viability, glucose consumption and intracellular ATP content,
suggesting PFK as a target of resveratrol in MCF-7 cells.

Our group has previously shown that other drugs that cause
these effects, such as clotrimazole [24] and acetylsalicylic acid [7],
can directly inhibit PFK, glucose consumption and cell viability in
MCF-7 cells. Thus, to investigate whether resveratrol could be
acting directly on PFK, the activity of the purified enzyme was
analyzed in the presence of different concentrations of this com-
pound. Fig. 3 shows that resveratrol inhibits the activity of PFK in a
concentration-dependent manner, with approximately 50% inhi-
bition of total enzyme activity achieved in the presence of 15 mM of
the polyphenol. This concentration was used for subsequent ex-
periments because it resulted in the greater degree of inhibition.
These experiments were performed without pre-incubation of the
enzyme with resveratrol, demonstrating the rapid effect of this
inhibitor.

To investigate whether the inhibitory effect of resveratrol could
be due to alterations in the kinetic parameters of PFK, wemeasured
the enzyme activity in the presence of different concentrations of
its substrates, ATP and F6P. Resveratrol inhibits PFK activity at all
concentrations of F6P tested (Fig. 4A). PFK is also inhibited by
resveratrol at all concentrations of ATP (Fig. 4B). Moreover, for the
F6P substrate, resveratrol increases the Km (from 0.14 � 0.01 to
0.22 � 0.02 mM; P < 0.05), thus decreasing the affinity, and also
decreases the Vmax (from 65� 3 to 33� 3mU/mg; P< 0.05) without
altering the cooperativity index (from 1.5 � 0.4 to 1.1 � 0.3)
(Fig. 4A). In relation to ATP, resveratrol also decreases the affinity of
the PFK catalytic site for this substrate, as supported by the increase
in K0.5 (from 0.34 � 0.01 to 0.40 � 0.01; P < 0.05); without modi-
fying the cooperativity index for the stimulatory component of the
enzyme (1.3 � 0.1 and 1.5 � 0.1 for control and resveratrol,
respectively). However, despite the significantly reduced apparent
maximal velocity of PFK (from 65 � 3 to 36 � 2 mU/mg; P < 0.05),
resveratrol does not alter either the affinity for the inhibitory
component, I0.5, (1.9 � 0.1 and 2.2 � 0.1 mM for control and
resveratrol, respectively) or the cooperativity index (3.0 � 0.4 and
4.0 � 0.3 for control and resveratrol, respectively) of PFK for ATP
(Fig. 4B).
Fig. 3. Effects of different concentrations of resveratrol on purified PFK activity. The
PFK activity (1 mg/ml) was assayed in the absence (filled circle, control) or presence of
1, 5, 10, 15, 25 or 50 mM of resveratrol (filled circles) at pH 7.4. The PFK activity was
measured as described in material and methods. *P < 0.05 compared to control
(Student’s t-test). Values are means � standard error of six independent experiments
(n ¼ 6).
The PFK concentration influences the oligomerization state of
the enzyme. Lower concentrations of PFK favor the formation of
dimers, which are quite inactive, while higher concentrations
stabilize the tetrameric form, which is fully active [9,16,25]. In
previous work, it was shown that the strong inhibitory effects of
lactate and acetylsalicylic acid on PFK are attenuated when the
enzyme concentration is increased [3,7]. Therefore, the inhibitory
effect of these substances may be due to dissociation of the PFK
from the tetrameric (higher specific activity) to the dimeric (lower
specific activity) form. After observing that resveratrol directly
inhibits PFK activity, we sought to investigate the mechanism by
which this effect was occurring. First, we analyzed the effect of
15 mM resveratrol on the activity of PFK in the presence of
increasing concentrations of the enzyme (0.2, 1, 5, 10 and 15 mg/
ml). Fig. 5 shows that resveratrol markedly inhibits PFK activity at
low enzyme concentrations (0.2 mg/ml). However, increasing the
enzyme concentration decreases the inhibition caused by resver-
atrol, and this inhibitory effect is completely abolished at 10 mg/ml
enzyme. This effect correlates with the tetramerization and
increased enzyme stability at high enzyme concentrations, as
previously shown in other studies [3,7,26]. In addition, we eval-
uated the effects of resveratrol on the intrinsic fluorescence
spectrum of the PFK in order to verify whether resveratrol mod-
ulates the PFK oligomeric structure. The results show that
resveratrol increases the center of mass of the PFK intrinsic fluo-
rescence spectrum, especially at lower enzyme concentrations
(0.2 mg/ml) (Fig. 6). However, increasing the concentration of PFK
to 5 mg/ml prevents this resveratrol-induced effect. The results
shown in Fig. 6 are highly correlated with the data shown in Fig. 5,
suggesting that a high enzyme concentration increases the for-
mation and stabilization of more complex oligomeric forms of the
enzyme (Fig. 6), thus preventing the inhibitory effects of resver-
atrol (Fig. 5).

Because high temperature can be used to dissociate the enzyme,
and hence destabilize it and reduce its activity [24], we evaluated
the effect of resveratrol (15 mM) on the activity of PFK (1 mg/ml) pre-
incubated at 50 �C for different periods of time (Fig. 7). Resveratrol
is able to inhibit PFK activity by approximately 50% at 37 �C (time 0).
In either the absence or presence of resveratrol, PFK activity is lost
over time during incubation at 50 �C due to the denaturation of the
enzyme. However, in the presence of resveratrol, there is marked
inhibition of PFK activity, as can be better observed when the ab-
solute values of activity (Fig. 7A) are expressed as relatives values,
with the activity of the enzyme at room temperature set as 100%
(Fig. 7B). These results, together with Figs. 5 and 6, suggest that
resveratrol may interact directly with PFK, resulting in a synergistic
effect with temperature-mediated enzyme destabilization.
Furthermore, these results indicate that the formation of inactive
dimers may be the mechanism by which resveratrol mediates PFK
inhibition.

PFK loses most of its regulatory properties at pH 8.2, when the
tetrameric conformation of the enzyme is favored and the enzyme
functions at its maximal velocity. In contrast, a lower pH renders
the enzyme more susceptible to inhibition by allosteric regulators
[3,9,10,27]. Thus, the effect of resveratrol on the downregulation of
PFK activity was analyzed at different pH values. Surprisingly, and
in contrast to previous studies demonstrating that PFK is not sus-
ceptible to inhibitors at higher pH [3,9], our results show that
resveratrol inhibits PFK activity at all pH values above 6 (Fig. 8). In
addition, even at pH values at which the enzyme reaches its
maximum velocity (pH 8.0 and 8.5), resveratrol maintains its
inhibitory effect on enzyme activity (Fig. 9). This result suggests
that resveratrol could be modulating PFK activity and, conse-
quently, the energy supply to cancer cells even over a large range of
intracellular pH values.



Fig. 4. Effects of resveratrol on purified PFK activity assessed at different concentrations of F6P or ATP. The PFK activity (1 mg/ml) was assayed in the absence (filled circles, control)
or presence of 15 mM of resveratrol (white circles) in the presence of different concentrations of the substrates of enzyme at pH 7.4. Panel A: PFK activity in the presence of varying
concentrations of F6P (0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1.0 and 2.0 mM). Panel B: PFK activity in the presence of varying concentrations of ATP (0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1.0, 3.0 and
5.0 mM). The PFK activity was measured as described in material and methods. *P < 0.05 compared to control (Student’s t-test). Values are means � standard error of five to seven
independent experiments (n ¼ 5e7).
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The effect of pH prompted us to test if the enzyme could respond
to other well-characterized negative and positive regulators of PFK.
This enzyme is positively modulated by ATP (at concentrations
below 1 mM), fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP), phosphoryla-
tion, adenosine monophosphate (AMP), ADP and F-actin. In addi-
tion, ATP (at concentrations greater than 1 mM), citrate and lactate
function as negative modulators of the enzyme [9,10,16]. Therefore,
we evaluated the effects of resveratrol on PFK activity in the pres-
ence of different positive and negative modulators of the enzyme.
Resveratrol inhibits PFK activity by approximately 50% (Fig. 9), in
accordance with the effect observed previously for 15 mM
Fig. 5. Effects of resveratrol on purified PFK activity assessed at different concentra-
tions of the enzyme. The PFK activity was assayed in the presence of different enzyme
concentrations (0.2, 1, 5, 10 or 15 mg/ml) in the absence (black bars, control) or presence
of 15 mM of resveratrol (gray bars) at pH 7.4. The PFK activity was measured as
described in material and methods. Values are means � standard error of seven to nine
independent experiments (n ¼ 7e9) and PFK activity for each enzyme concentration
was considered as 100%. *P < 0.05 compared to respective control (Student’s t-test).
resveratrol (Fig. 2). However, the inhibitory effect of resveratrol is
attenuated by the presence of 100 nM F2,6BP. Furthermore, F-actin
(50 mg/ml) and ADP (10 mM) are able to partially reverse the
resveratrol-mediated inhibition of PFK. ATP (5 mM), citrate
(10 mM) and lactate (10 mM) inhibit PFK activity (Fig. 9). In addi-
tion to these effects, resveratrol is able to increase the degree of
inhibition by citrate and ATP (Fig. 9). Together, these results show
that resveratrol can modulate the activity of PFK independently of
some positive allosteric factors, such as F-actin and ADP and that
the presence of some negative regulatory factors may have addi-
tional effects on resveratrol-mediated PFK inhibition.
Fig. 6. Effects of resveratrol on the center of mass of PFK intrinsic fluorescence spectra
measured at different enzyme concentrations. The center of mass was determined in
the presence of different enzyme concentrations (0.2, 1 or 5 mg/ml) in the absence
(black bars, control) or presence (gray bars) of 15 mM of resveratrol at pH 7.4. The
center of mass was measured as described in material and methods. Values are
means � standard error of four independent experiments (n ¼ 4). *P < 0.05 compared
to respective control (Student’s t-test).



Fig. 7. Effects of resveratrol upon the time course of thermal inactivation of purified PFK. PFK (1 mg/ml) was pre-incubated at 50 �C in the absence (filled circles, control) or presence
of 15 mM of resveratrol (empty circles) at pH 7.4. At the times indicated on abscissa, aliquots were withdrawn and the PFK activity was measured as described in material and
methods. Panel A and panel B represents the absolute and relative PFK activity, respectively. PFK activity without pre-incubation (time 0) was considered as 100% in panel B. Values
are means � standard error of six independent experiments (n ¼ 6). *P < 0.05 compared to resveratrol at the same time of pre-incubation (Student’s t-test).
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4. Discussion

Cancer cells are highly dependent on glucose metabolism to
maintain high levels of glycolytic intermediates and to meet the
additional requirements for growth, division andproliferation [2,4,5].
This dependence of cancer cells on glucose metabolism, even in the
presence of oxygen, is known as the Warburg Effect. Recent studies
have provided evidence that inhibition of PFK, the key glycolytic
enzyme, may control cell viability in cancer cells [7,24,28,29].
Although the mechanisms mediating these effects are still not clear,
PFK inactivation is directly correlated to apoptosis induction, reduced
glycolysis and a reduction in the cellular ATP supply [30].

Resveratrol is a phytoalexin that has been demonstrated to
possess a wide variety of biological activities, including longevity,
antidiabetic and anticancer properties [12,31]. Recently, it was
Fig. 8. Effects of resveratrol on purified PFK activity assessed at different pHs. The PFK
activity (1 mg/ml) was assayed in the absence (black bars, control) or presence (gray
bars) of 15 mM of resveratrol at different pHs (6.0, 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 or 8.5). The PFK
activity was measured as described in material and methods. Values are
means � standard error of six independent experiments (n ¼ 6). *P < 0.05 compared to
respective control (Student’s t-test).
demonstrated that resveratrol increases cyclic AMP levels by
competitively inhibiting phosphodiesterases (PDE), thus leading to
the activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) and
ameliorating aging-related metabolic phenotypes [32]. In addition,
resveratrol has received wide attention for its ability to induce
apoptotic cell death in many different cancer cell lines [33e35].
However, its mechanism of action is still unclear.

Here, we have shown that resveratrol decreases MCF-7 breast
cancer cell viability, glucose consumption, intracellular ATP content
and PFK activity (Fig. 2). Curiously, resveratrol promotes increased
lactate production due to the augmented oxidation of glutamine
(Fig. 2). This whole picture, i.e. diminished glucose consumption
and augmented lactate production due to an increased glutamine
Fig. 9. Effects of resveratrol on purified PFK activity assessed in the presence of
different negatives and positives enzyme regulators. The effects of positive modulators
(100 nM F2,6BP, 50 mg/ml F-actin or 10 mM ADP) and negative modulators (10 mM
citrate, 5 mM ATP or 10 mM lactate) upon PFK activity (1 mg/ml) was assayed in the
absence (black bars, control) or presence (gray bars) of 15 mM of resveratrol at pH 7.4.
The PFK activity was measured as described in materials and methods. Values are
means � standard error of seven independent experiments (n ¼ 7). *P < 0.05
compared to respective control in the absence of resveratrol (Student’s t-test).
#P < 0.05 compared to control in the absence of resveratrol (Student’s t-test).
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oxidation, has been reported as a consequence of activation of
hedgehog signaling pathway [36], which has been described to be
activated by resveratrol [37]. These metabolic alterations are
directly correlated with the induction of apoptosis [30,37].
Furthermore, with the exception of increased lactate production,
these effects were observed in the presence of low resveratrol
concentrations (2.5e10 mM) similar to those used in other studies
[38,39].

Previous work from our group has shown that clotrimazole, an
antifungal agent, and acetylsalicylic acid, an anti-inflammatory
drug, modulate cancer cell viability by directly targeting PFK
[4,7,24,28]. In addition, clotrimazole disrupts glycolysis in human
breast cancer without affecting non-tumoral tissues [11]. In the
present study, we found that resveratrol also specifically inhibits
purified PFK in a concentration-dependent manner (Fig. 3). The
specificity for resveratrol inhibition of PFK is even stronger, as
evidenced by the observation that the inhibitory concentrations are
similar in the cell culture (Fig. 2D) and for the purified PFK (Fig. 3).
However, the intracellular concentrations of resveratrol were not
determined.

Cancer cells express all isoforms of PFK [1], while skeletal
muscle cells express only PFK-M [21], and once translated, PFK
monomers can rapidly associate into homo- or heteroligomers
[21,27]. Thus, the results suggest that PFK-M is a possible target of
resveratrol. However, it is difficult to know if resveratrol could
specifically modulate the other isoforms (L and P) given the rapid
formation of heteroligomers composed of M, L and P isoforms.

PFK can be regulated by the oligomeric transition between tet-
ramers and dimers, which are much less active than tetramers. This
enzyme can also be negatively regulated by physiological effectors
such as ATP (>1 mM), citrate and lactate. Some drugs also nega-
tivelymodulate the enzyme by promoting dissociation of tetramers
into dimers [7,24,28]. However, these inhibitors are counteracted
by positive regulators such as F2,6BP and ADP [3,22,26,29,40]. Our
results suggest that resveratrol also downregulates PFK through
dissociation of the enzyme tetramers into dimers, as detected by
the increased center of mass of the PFK intrinsic fluorescence
spectrum (Fig. 6). In agreement with these results, resveratrol has
an additional effect on PFK inhibition by ATP (>1 mM) (Fig. 9),
citrate (Fig. 9) and high temperature (50 �C) (Fig. 7), all of which
accelerate the loss of enzyme activity by promoting dimerization.
However, increasing the concentration of the enzyme, which favors
the formation of tetramers, prevents the PFK inhibition caused by
resveratrol. In addition, it is interesting that resveratrol inhibits PFK
even at higher pH values (Fig. 8) because we expected that these
conditions (pH 8.0 and 8.5) would stabilize more complex oligo-
meric forms of the enzyme and thereby prevent inhibition. Thus,
resveratrol may prevent oligomerization of the enzyme and reduce
its maximal activity. This effect suggests that resveratrol could act
over the wide range of intracellular pH values observed in tumors
[41].

Altogether, our results indicate that resveratrol decreases cell
viability in the human breast cancer cell line MCF-7 by reducing
glucose consumption and ATP content, an effect that could be
related to PFK inhibition. This relationship is supported by results
demonstrating that resveratrol directly inhibits the activity of pu-
rified PFK, thus suggesting a new target in the mechanism through
which resveratrol induces its antitumorigenic effects.
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