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RESUMO

O Clotrimazol (CTZ) ¢ um derivado azdlico com atividade antifungica recentemente
reconhecido como antagonista de calmodulina (CaM) apresentando promissores efeitos
antitumorais. Esta propriedade tem sido correlacionada com a habilidade deste farmaco
em diminuir a viabilidade das células tumorais através da inibi¢cdo do seu fluxo glicolitico
e consequente decréscimo na concentragdo intracelular de ATP. Recentemente, nos
demonstramos que o CTZ inibe diretamente a enzima chave da glicolise,
Fosfofrutocinase-1 (PFK-1), através da dimerizacdo desta, reduzindo a populagao de
tetrdmeros, os quais sdo mais ativos que os dimeros. Este efeito ¢ independente da
propriedade anti-CaM do farmaco, uma vez que ela ndo ¢ mimetizada pelo classico
antagonista da CaM, o Composto 48/80. Outra forma de regulagdo da PFK-1 acontece
pela sua associagdo com outras proteinas citosolicas, como a Aldolase. Curiosamente, a
forma dimérica da PFK-1, originalmente inativa, quando associada a Aldolase apresenta
atividade similar a forma tetramérica. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o papel
do CTZ sobre a PFK-1 e sobre o complexo bienzimatico PFK-1-Aldolase. Nossos
resultados revelaram que a inibi¢do da atividade catalitica da PFK-1 por 50uM de CTZ ¢
dependente do tempo de exposicdo da enzima ao farmaco, durante o qual ocorre a
dimerizagao da enzima. Além disso, o CTZ diminuiu a afinidade da PFK-1 pelos seus
substratos, frutose 6-fosfato e ATP. Observamos ainda que a aldolase foi capaz de
proteger a PFK-1 do efeito inibitorio promovido pelo CTZ. Essa protecao também foi
vista em diferentes condi¢cdes metabolicas, onde variamos as concentragdes de frutose 6-

fosfato, ATP, proteina e diferentes valores de pH. O CTZ foi capaz de promover um



X
efeito inibitorio sobre a atividade da Aldolase, no entanto, a presenca da PFK-1 nao foi
capaz de proteger a enzima desse efeito, como visto no caso inverso, mesmo a PFK-1
apresentando um efeito ativador sobre a aldolase na auséncia do CTZ. Por todo o
exposto, nossos resultados suportam uma a¢do do CTZ como um modulador negativo do

fluxo glicolitico através da inibicdo direta da PFK-1 e da aldolase. Assim, o CTZ

apresenta-se como um potencial firmaco com efeitos antineoplésicos.



ABSTRACT

Clotrimazole (CTZ) is an antifungal azole derivative recently recognized as a calmodulin
(CaM) antagonist with promising anticancer effects. This property has been correlated to
the ability of the drug to decrease the viability of tumor cells by inhibiting their glycolytic
flux and consequently decreasing the intracellular ATP concentration. The effects of CTZ
on cell glycolysis and ATP production are considered to be due to the detachment of the
glycolytic enzymes from the cytoskeleton. Recently, we have shown that CTZ directly
inhibits the key glycolytic enzyme 6-phosphofructo-1-kinase (PFK-1), since it alone
induces the dimerization of PFK reducing the population of tetramers, which are more
active than dimers. This effect is not dependent on the anti-CaM property, since it is not
mimicked by the classic CaM antagonist, the compound 48/80. Another form of PFK-1
regulation occurs by its association with other cytosolic proteins, such as aldolase.
Interestingly, the dimeric form of PFK-1, originally inactive, when associated to aldolase,
presents catalytic activity similar to the tetrameric form. The objective of this study was
to evaluate the role of CTZ on the PFK-1 and on the complex PFK-1-Aldolase. Our
results indicate that the inhibition of the catalytic activity of PFK-1 by 50uM of CTZ is
dependent on exposure time of the enzyme to the drug, when the dimerization of the
enzyme occurs. In addition, CTZ decreases the affinity of PFK-1 to its substrates,
fructose 6-phosphate and ATP. We further show that aldolase was able to protect PFK-1
against inhibitition promoted by CTZ. This protection is also seen at different metabolic
conditions, where various concentrations of fructose 6-phosphate, ATP, protein and

different pH values were tested. CTZ was able to promote an inhibitory effect on the
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activity of aldolase. However, the presence of PFK-1 is not able to protect the enzyme, as
seen in the opposite case, even PFK-1 featuring an activatory effect on aldolase in the
absence of CTZ. For all, our results support an action of CTZ as a negative modulator of
glycolytic flux through the direct inhibition of PFK-1 and aldolase. Thus, the CTZ is

presented as a potential anticancer drug.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se
para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formagdo de tumores ou neoplasias malignas.
Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células
que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco de vida (Organizacdo Mundial da Saude, 2009).

O Brasil classifica-se entre os paises com maior incidéncia de cancer em todo o
mundo. As estimativas para o ano de 2008 e validas também para o ano de 2009, apontam
que ocorrerdo 466.740 novos casos de cancer a cada ano no Brasil, onde somente os
tumores de mama feminina atingirdo cerca de 50 mil novos casos (Instituto Nacional de
Cancer, 2009)

As neoplasias mais agressivas sao aquelas que possuem elevada taxa de divisdo
celular. Portanto, mudancas profundas no metabolismo energético dessas células ocorrem
para que elas possam atingir esse estagio anormal de proliferagdo (El-Bacha et al., 2003). A
grande maioria das linhagens tumorais possui um metabolismo energético notavelmente
modificado se comparadas com os tecidos de origem, como observado em tumores das

glandulas mamarias (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) (Mazurek et al., 1997).



Em 1920, Otto Warburg, ganhador do prémio Nobel pela descoberta do citocromo c
oxidase e pelo seu importante trabalho sobre respiragdo mitocondrial e metabolismo
celular, foi o primeiro a observar que tecidos tumorais do figado apresentavam um aumento
na atividade glicolitica, mesmo na presenc¢a de oxigénio, quando comparados com tecidos
normais do mesmo 6rgdo. O fenomeno que essas células tumorais apresentaram em gerar
ATP sob condigdes aerdbicas € conhecido como o ‘efeito Warburg” (Warburg, 1956).
Desde entdo, as observagdes experimentais da glicolise aumentada em tumores mesmo na
presenca de oxigénio tém sido repetidamente verificadas (Semenza, 2002; Gatenby e
Gillies, 2004). De fato, o fluxo glicolitico ¢ de 2 a 17 vezes maior em hepatomas de ratos
do que em hepatdcitos normais (Zu e Guppy, 2004; Marin-Hernandez et al., 2006), assim
como em outras neoplasias. A diferenga entre o metabolismo glicolitico em tumores e em
células normais baseia-se no fato de que na maioria das células de mamiferos sadias a
glicolise ¢ inibida pela presenga de oxigénio, o qual permite que a mitocondria oxide
piruvato em CO, e H;O. Esta inibi¢do ¢ chamada de ‘efeito pasteur’ onde o fluxo de glicose
¢ reduzido pela presenca de oxigénio (Racker, 1974).

Algumas caracteristicas da glicolise aerobica tumoral sdo efetivamente utilizadas
como marcadores para procedimentos de diagndstico e tratamentos do cancer. A tomografia
de emissdao de positrons (PET) baseado na utilizacdo de um analogo de glicose, o fluor-
deoxiglicose (FDG), conhecida como FDG-PET scan, ¢ amplamente empregada para esses
fins (Kherlopian et al., 2008). Esta técnica é baseada no aumento da capacidade das células
tumorais em captar glicose (‘efeito Warburg’) e, uma vez que a sonda de FDG nao ¢
metabolizada, esta acumula-se nos tecidos, facilitando a identificagdo dos tumores

(Kherlopian et al., 2008).



Além da sua utilizagdo para diagnostico, a glicolise aerdbica pode também servir
como uma importante ferramenta para a terapia antineopldsica. Esta abordagem ¢
conhecida como ‘terapia metabolica’ (Moreno-Sanchez et al., 2007) e baseia-se no fato das
células tumorais apresentarem-se mais sensiveis ao tratamento com os inibidores do
metabolismo energético do que as células sadias, ja que a glicdlise aerdbica aumentada €
somente observada em canceres (Warburg, 1956; Moreno-Sanchez et al., 2007). Além
disso, uma combinacdo de inibidores do metabolismo energético com outros farmacos
antitumorais poderia aumentar a eficacia do tratamento do cancer (Kroemer e Pouyssegur,
2008).

Com base na hipotese de Warburg, diversos grupos t€ém investigado a possibilidade
do desenvolvimento de compostos capazes de inibir a glicolise. Varios compostos foram
amplamente avaliados in vitro e in vivo, como a 2-deoxiglucose, que inibe a primeira
enzima da via glicolitica, a hexocinase (HK). Este farmaco, utilizado em concentragdes
milimolares, provoca a diminui¢do do ATP intracelular e consequentemente a morte
celular, especialmente em células cancerigenas com defeitos na respiragdo mitocondrial ou
células em hipoxia (Liu et al., 2001; Liu et al., 2002; Maher et al., 2004). Zhao e
colaboradores (2009) mostraram que o 3-bromopiruvato ¢ capaz de promover uma
modificagdo covalente na hexocinase do tipo II (HKII), o que diretamente provoca sua
dissociagdo da mitocondria, levando a liberagdo especifica do fator indutor de apoptose
(AIF) da mitocondria para o citosol e assim promovendo a morte de diferentes tipos
celulares.

Dentre essa classe de agentes que agem sobre o metabolismo glicolitico, destaca-se
o clotrimazol (CTZ), utilizado na clinica como antifingico e que foi reconhecido como

antagonista de calmodulina (CaM) (Hegemann et al., 1993). De acordo com a literatura, o



CTZ também age como um inibidor do fluxo glicolitico, através da inibi¢do da atividade da
enzima chave da glicolise, a fosfofrutocinase-1 (PFK-1), dentre outras acdes (Glass-
Marmor et al., 1996; Glass-Marmor e Beitner, 1997; Penso e Beitner, 2002a; Penso ¢
Beitner 2002b; Meira et al., 2005) Como consequéncia desta inibigdo, o CTZ diminui a
viabilidade de linhagens celulares derivadas do cancer de mama, MCF-7 (Meira et al.,
2005), de células CT-26 de adenocarcinoma do célon e células de Lewis de carcinoma do
pulmao (Penso e Beitner, 2002a; Penso e Beitner 2002b), e de células B16 de melanoma

(Glass-Marmor et al., 1996; Glass-Marmor e Beitner, 1997).

1.2 Metabolismo de glicose

O principal carboidrato presente nos alimentos ¢ o amido, um polissacarideo. Ao
amido seguem-se a sacarose ¢ a lactose, dois dissacarideos. Enzimas especificas, tais como
a sacarase, a lactase, entre outras, presentes nas células da mucosa intestinal, quebram os
dissacarideos em monossacarideos: glicose, frutose e galactose (Grabitske e Slavin, 2009).
Os monossacarideos formados sdo absorvidos do intestino para a circulagdo sanguinea,
onde podem ser captados por todas as cé¢lulas do organismo.

A captagdo de glicose ocorre através de proteinas transportadoras especificas, sendo
denominadas de uma forma geral de GLUT (transportadores de glicose — Glucose
transporter). Varias isoformas de GLUT ja foram identificadas e clonadas (Manolescu et
al., 2007) que apresentam diferentes afinidades e capacidades de transportar glicose e que
sdo expressas em diferentes tecidos. O GLUT 1 foi o primeiro transportador por difusao
facilitada identificado e esta presente na placenta, cérebro, rins, eritrocitos e célon; também

estd presente em baixa quantidade no tecido adiposo e muscular. O GLUT 2 esta presente,



predominantemente, no figado e nas células B pancreaticas, estando envolvido no
mecanismo, regulado por glicose, que leva a secrecao de insulina. O GLUT 3 ¢ encontrado
em multiplos tecidos, incluindo cérebro, placenta e rins. O GLUT 5 ¢ encontrado,
predominantemente, no intestino delgado (Mueckler, 1994). Os GLUT 1, 3 e 5 sdo os
principais transportadores envolvidos na captagdo basal de glicose (Bell et al., 1990). O
GLUT 4 parece ser o unico transportador de glicose regulado por estimulo insulinémico e
por contracdo muscular, sendo encontrado, exclusivamente, nos musculos esqueléticos,
cardiaco ¢ no tecido adiposo (Birnbaum, 1992; Murray et al., 2003). Ja as isoformas de
GLUT 6-14 ainda ndo tém um papel bem determinado para o transporte de glicose
(Manolescu et al., 2007). Independente do estimulo inicial, quando internalizada, a glicose
¢ rapidamente fosforilada podendo ser direcionada para alguma via metabdlica, como por
exemplo: via glicolitica, via das pentoses fosfato, sintese de glicogénio, dentre outras.

A glicolise, também conhecida como via de Embden-Meyerhof, em mamiferos ¢ a
principal via no fornecimento de energia a maioria das células (Figura 1). Devido a sua
capacidade de disponibilizar adenosina 5’trifosfato (ATP) rapidamente e ndo depender do
metabolismo oxidativo e, consequentemente, da presenca de oxigénio, esta via assume
fundamental importancia para a sobrevivéncia celular (Stanley e Connett, 1991), sendo,
portanto, fortemente regulada por varios mecanismos diferentes (Beitner et al., 1979).

A via glicolitica consiste de 2 fases separadas. A primeira fase ¢ a fase preparatoria,
que requer energia na forma de ATP para ativar a molécula de glicose, através da sua
fosforilagdo, para as reagdes oxidativas posteriores. A segunda fase ¢ a fase de pagamento

ou produtora de energia. Na primeira, 2 equivalentes de ATP sdo utilizados para converter a
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Figura 1. Via Glicolitica: da glicose ao piruvato. Figura obtida no site www.icb.ufmg.br.



glicose em 2 moléculas de gliceraldeido 3-fosfato. Na segunda fase, o gliceraldeido 3-
fosfato ¢ degradado em piruvato, com a produgdo de 4 equivalentes de ATP e 2
equivalentes de NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzido) (Nelson e Cox,
2000). A oxidagdo parcial da glicose pela via glicolitica pode ser resumida pela seguinte

reacao:

Glicose + 2 ADP + 2 NAD" + 2 Pi — 2 piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H"

O NADH gerado durante a glicolise pode ser utilizado pela mitocondria na sintese
de ATP via fosforilagao oxidativa, produzindo 2 ou 3 equivalentes de ATP. O rendimento
liquido da oxidagdo de 1 mol de glicose em 2 moles de piruvato ¢é, portanto, 6 ou 8 moles
de ATP. A completa oxidagao de 2 moles de piruvato, através do ciclo de Krebs e da cadeia
de transporte de elétrons, produz um adicional de 30 moles de ATP; o rendimento total,
portanto, € 36 ou 38 moles de ATP obtidos pela oxidacdo completa de 1 mol de glicose em
CO; e H,0 (Nelson e Cox, 2000).

A primeira reagdo da glicolise ¢ catalisada pela hexocinase (HK), uma das trés
enzimas reguladoras do fluxo através desta via. Essa enzima catalisa a transferéncia de um
grupamento fosfato do ATP para a glicose formando glicose 6-fosfato (G6P), como
descrito por Grossbard e Schimke (1966). Esta reagdo ¢ irreversivel em condigdes
fisiologicas, sendo um dos pontos de controle da via. Gonzalez et al., (1964) descreveram
que em células humanas, a HK ocorre em quatro isoformas (I-IV). A isoenzima tipo IV

(glicocinase) apresenta uma baixa afinidade pelo substrato G6P, com metade da saturacao



em aproximadamente 6 mM de G6P. Em contraste, as isoenzimas tipo I (expressa
principalmente no cérebro e rim), tipo II (encontrada principalmente no coragdo e no
musculo esquelético) e tipo III (encontrada virtualmente em todos os tecidos) apresentam
alta afinidade pelo substrato, com valores de Km em faixa submilimolar e apresentam
susceptibilidade a inibigdo por feed-back em niveis fisiologicos de G6P, com valores de Ki
na faixa de micromolar (Sebastian et al., 1999). A G6P gerada pela HK nio ¢ capaz de sair
de célula, uma vez que a membrana plasmatica, bem como os GLUTSs s3o impermeaveis a
G6P (Wilson, 2003).

A segunda reacdo da glicolise € uma isomerizagdo, na qual a G6P ¢ convertida em
frutose 6-fosfato (F6P) pela enzima fosfoglicoisomerase. Esta reacdo ¢ livremente
reversivel em condic¢des celulares normais.

A proxima reagdo da glicolise envolve a utilizagdo de um segundo ATP para
converter a frutose 6-fosfato em frutose 1,6-bifosfato (F1,6BP) e ¢ catalisada pela
fosfofrutocinase-1 (PFK-1). Esta ¢ a segunda reagao irreversivel desta via, em condigdes
fisiologicas, sendo descrita como o principal ponto de controle de todo o fluxo glicolitico
(Uyeda, 1979; Kemp e Foe, 1983).

A Aldolase catalisa a hidrolise da F1,6BP em dois produtos de 3 carbonos cada: a
diidroxiacetona fosfato e o gliceraldeido 3-fosfato. Estes dois produtos da reagdo da
Aldolase equilibram-se, facilmente, na reacdo catalisada pela triosefosfato isomerase. As
reacoes subsequentes da glicolise utilizam o gliceraldeido 3-fosfato como substrato, assim,
os produtos da reacdo da Aldolase sdo direcionados no sentido da glicélise pelo principio
de a¢do das massas (Nelson e Cox, 2000).

A segunda fase do catabolismo da glicose ¢ caracterizada pelas reagcdes que geram

energia pela produgdo de ATP e NADH. Na primeira destas reacdes, a gliceraldeido 3-



fosfato desidrogenase (GAPDH) catalisa a oxidagdo, dependente de NAD" (Nicotinamida
adenosina dinucleotideo oxidada), do gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato e
NADH (Eto et al., 1999). O 1,3-bifosfoglicerato é utilizado para formar ATP e 3-
fosfoglicerato pela enzima fosfoglicerato cinase. Associada com a via da enzima
bifuncional fosfoglicerato cinase/bifosfoglicerato mutase, estd uma importante reacdo em
eritrocitos formando 2,3-bifosfoglicerato pela acdo da enzima bifosfoglicerato mutase. Esta
molécula ¢ um importante modulador da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio (Metivier
et al., 2000). Nas reagdes restantes da glicolise, o 3-fosfoglicerato ¢ convertido em 2-
fosfoglicerato pela fosfoglicerato mutase e, em seguida, a conversdo deste em
fosfoenolpiruvato ¢ catalisada pela enolase.

A reagdo final da glicolise aerdbica ¢ catalisada pela piruvato cinase (PK), uma
enzima altamente regulada, sendo a terceira enzima que catalisa uma reacao irreversivel,
em condigdes fisioldgicas, da via glicolitica (Gupta et al., 1976). Nesta reagdo altamente
exergonica, o ADP, juntamente com o fosfato de alta energia do fosfoenolpiruvato, ¢
convertido em ATP. A perda do fosfato pelo fosfoenolpiruvato leva a producdo do piruvato
numa forma enol instavel que ¢, espontaneamente, tautomerizado para uma forma ceto mais
estavel do piruvato.

Sob condig¢des aerdbicas, o piruvato, na maioria das células, ¢ metabolizado pela via
ciclo dos acidos tricarboxilicos. Contudo, sob condi¢des anaerdbicas e, em eritrocitos sob
condig¢des aerobicas, o piruvato ¢ convertido em lactato pela enzima lactato desidrogenase
(LDH) (Figura 2). O lactato produzido ¢ transportado para fora da célula, entrando na
circulagdo sanguinea (Brooks, 2000). A conversao de piruvato em lactato fornece a célula
um mecanismo para a oxidacdo do NADH (produzido durante a reacdo da GAPDH) em

NAD', 0 que ¢é necessaria uma vez que NAD" é um importante substrato para a GAPDH.
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Figura 2. Reacdo catalisada pela lactato desidrogenase (Nelson e Cox, 2000).

Teoricamente, todas as células do organismo sao capazes de sintetizar lactato, mas o
musculo esquelético € o principal produtor deste metabdlito, principalmente em situagdes
de exercicio com intensidade elevada (Robergs, 2004). Normalmente, durante a glicolise
aerobia, os elétrons do NADH citosoélico sao transferidos para os carreadores mitocondriais
da fosforilagdo oxidativa, gerando um pool continuo de NAD" citosélico (Nelson e Cox,
2000). A glicolise em condigdes aerobias gera substancialmente mais ATP por mol de
glicose oxidada do que em condigdes anaerdbias; entretanto, neste Gltimo caso, a produgao
de ATP pela glicolise ¢ aproximadamente 100 vezes mais rapida do que pela fosforilagao
oxidativa.

Além de degradar glicose para gerar ATP, a glicolise também fornece blocos de
construgdo para reacdes de sintese, como a formacao de acidos graxos de cadeia longa e
aminoacidos (Nelson e Cox, 2000). Assim, a velocidade de conversao de glicose a piruvato
¢ regulada para atender a essas necessidades. As reacdes catalisadas pela hexocinase, pela
fosfofrutocinase-1 e pela piruvato cinase, como dito anteriormente, representam passos

limitante do fluxo, sdo irreversiveis em condi¢des fisiologicas, portanto apresentam papéis
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reguladores além dos cataliticos (Weber et al., 1965). A modulagdo da HK, apesar de ser
um ponto chave regulatorio da glicolise, apresentando fundamental importancia, ndo ¢ a
principal etapa de controle, uma vez que grandes quantidades de G6P, sdo derivadas da
quebra do glicogénio (Cornish-Bowden e Cardenas, 1991). Da mesma forma, a regulacao
da PK ¢ importante para a reversibilidade da glicolise (ativagdo da gliconeogénese) em
situagdes onde o nivel de ATP esta alto (Doiron et al., 1996). Dentre as trés enzimas
regulatérias do fluxo glicolitico, a PFK-1 ¢ considerada a principal ¢ o ponto chave da
regulagdo do metabolismo glicolitico e a etapa que apresenta a maior complexidade de
mecanismos regulatorios (Passonneau e Lowry, 1962; Uyeda, 1979; Kemp e Foe, 1983).

Assim, esta enzima sera abordada com maiores detalhes no proximo topico.

1.3 Fosfofrutocinase-1

A fosfofrutocinase-1 (PFK-1, ATP: D-frutose 6-fosfato 1-fosfotransferase, EC
2.7.1.11) tem sua atividade correlacionada com a atividade de toda a via glicolitica e ¢ a
primeira reagdo exclusiva da glicolise (Uyeda, 1979; Kemp e Foe, 1983). A PFK-1 catalisa
a transferéncia irreversivel, em condi¢des metabdlicas normais, do grupo fosfato gama
terminal do ATP para frutose 6-fosfato formando frutose 1,6-bisfosfato e ADP na presenca
do ion co fator Mg (Uyeda, 1979), como visto na Figura 3.

Embora a PFK-1 bacteriana e de mamiferos apresentem caracteristicas basicas de
estrutura e fungdo similares, a regulacdo alostérica da cinase de mamiferos ¢ muito mais
complexa. Em mamiferos as subunidades do tetrdmero possuem 80 KDa, cada uma
consistindo de dois dominios homoélogos altamente relacionados as subunidades bacterianas

(Uyeda, 1969). A PFK-1 de Escherichia coli (Hellinga e Evans, 1985) ou a PFK-1 de
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Bacillus stearothermophilus (Kolb et al., 1980) possuem cerca de 35 KDa. Em leveduras a
PFK-1 ¢ um octamero composto de 4 subunidades a de 100 KDa cada, e quatro
subunidades B também de 100 KDa; como em mamiferos, cada subunidade ¢ composta de

dois dominios homoélogos (Heinisch et al., 1989).

? 9
o ATP ADP -0 ll:' O—CHa 0. CHa—0 1?' 0
Mg 0~ s 0~
\D'If.._,.f B H HU F
Fosfofrutocinase-1 H - A L
OH H
Frutose 6-fosfato Frutose 1,6-Bifosfato

Figura 3. Reacao catalisada pela enzima Fosfofrutocinase-1. Adaptado de Nelson ¢ Cox
(2000).

Ja foi estabelecida a existéncia de 3 loci estruturais para a PFK-1: PFK-1-M, PFK-
1-L e PFK-1-P codificando distintas subunidades da PFK-1 no musculo, no figado e
plaquetas, respectivamente (Vora e Francke, 1981). Dependendo do tecido, pode haver a
expressao de um, dois ou dos trés genes que codificam a PFK-1. Os produtos destes genes
podem associar-se de forma aleatéria formando heteroligdbmeros ou homoligomeros. No
caso particular do musculo esquelético, a isoforma encontrada da enzima ¢ exclusivamente
a PFK-1-M (Vora e Francke, 1981). Mutacdes nessa isoforma muscular da PFK-1 causam a
sindrome de Tarui ou doenca do armazenamento de glicogénio tipo VII (GSDVII), que ¢
uma desordem genética rara caracterizada por acumulo de glicogénio no musculo

esquelético. Com isso, a metabolizacdo de frutose 6-fosfato na glicolise ¢ bloqueada, sendo



13

entdo substrato para a gliconeogénese, o que promove um aumento da sintese de glicogénio
e, consequentemente, o seu acumulo. As manifestacdes clinicas da doenga sao
heterogéneas, variando desde intolerancia ao exercicio, hemolise, até morte durante a
infancia (Tarui et al., 1965).

Por ser considerada a principal enzima da via glicolitica, a PFK-1 esta sujeita a uma
forte regulacdo metabodlica que pode ocorrer por diversos mecanismos. A PFK-1 pode ser
modificada covalentemente em residuos de serina e treonina pela proteina cinase A (PKA)
(Alves e Sola-Penna, 2003) e proteina cinase C (PKC) (Nettelbland et al., 1986). Coelho ¢
colaboradores (2007) mostraram que o hormdnio serotonina estimula a atividade da PFK-1
através da promocao da sua fosforilacdo, o que aumenta também sua associagdo a actina.

A atividade da PFK-1 pode ser regulada por diversos ligantes alostéricos, incluindo
tanto efetores positivos, como frutose 2,6-bifosfato (F2,6BP), ions aménia (NH4"), ADP e
adenosina 5’monofosfato (AMP), glicose 1,6-bifosfato; como efetores negativos, como
citrato, ATP ¢ ions de hidrogénio (H") (Uyeda, 1979; Kemp e Foe, 1983). ADP ¢ AMP
agem alostericamente, contrapondo-se a inibi¢cao da PFK-1 pelo ATP. Além disso, o citrato,
um intermedidrio da oxidac¢do aerobica do piruvato, ¢ capaz de modular a atividade da
PFK-1: altos niveis de citrato potencializam a inibi¢do promovida pelo ATP sobre a PFK-1
(Passonneau e Lowry, 1962; Tornheim e Lowenstein, 1976). A F2,6BP nao ¢ somente um
poderoso regulador alostérico positivo da PFK-1, mas também um inibidor da frutose 1,6-
bifosfatase. Por causa dessa agdo antagonica, a F2,6BP foi caracterizada com uma molécula
sinalizadora que controla o equilibrio entre glicolise e gliconeogénese (Van Schaftingen e
Hers, 1980; Pilkis et al., 1995; Okar et al., 2001; Wu et al., 2006). A sintese de frutose 2,6-
bifosfato ¢ catalisada pela enzima bifuncional fosfofrutocinase-2 (PFK-2)/frutose 2,6-

bifosfatase (Okar et al., 2001 ¢ Wu et al., 2006). Este metabolito atua de maneira sinérgica
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com AMP, sendo capaz de contrapor a inibi¢do da enzima causada por altas concentragdes
de ATP, aumentando sua afinidade pelo substrato, frutose 6-fosfato, porém sem alterar a
velocidade maxima da enzima (Philips et al., 1981; Van Schaftingen e Hers, 1981; Uyeda
et al., 1981). A F2,6BP também protege a PFK-1 da inativagdo térmica (50°C) e contra
efeitos desnaturantes do hidrocloreto de guanidina (GdmCl) (Zancan et al., 2007b).

Adicionalmente aos moduladores acima descritos, o estado oligomérico da PFK-1
representa um importante mecanismo de regulacao da sua atividade. PFK-1 ¢é caracterizada
por transitar entre diferentes conformagdes oligoméricas, onde os monomeros da PFK-1
(M1) sdo capazes de associar-se reversivelmente formando dimeros (M2). Os dimeros
podem associar-se formando tetrameros (M4) que, por sua vez, sdo capazes de associar-se
formando hexadecameros (M16) (Figura 4). Embora, em altas concentracdes, a enzima
possa agregar-se em conformagdes mais complexas, estas apresentam a mesma atividade
dos tetrameros (Uyeda, 1979).

A importancia fisioldgica desse equilibrio decorre da influéncia direta que a
estrutura quaternaria da PFK-1 exerce sobre a sua atividade enzimatica (Parmeggiani et al.,
1966; Pactkau e Lardy, 1967). Diversos fatores regulatérios alteram o equilibrio entre
essas diferentes formas oligoméricas, como pH, temperatura e forga idnica, onde o meio
acido, alta forca i0nica e alta temperatura favorecem a formacao de dimeros, enquanto o
meio alcalino, baixa forga idnica e baixa temperatura favorecem a formacgdo de estruturas
mais complexas da enzima (Bock e Frieden, 1974; Luther et al., 1986). Alguns
moduladores alostéricos e farmacos também sdo capazes de interferir nesse equilibrio,
como o lactato (Leite et al., 2007), o acido acetil salicilico (Spitz et al., 2009) e o CTZ
(Zancan et al., 2007a) que favorecem a formagdo de dimeros, e esses dimeros sdo inativos.

A CaM por sua vez promove a formacao de dimeros ativos da PFK-1 (Marinho-Carvalho
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et al., 2006), ja a PKA, a F2,6BF e a F6P favorecem a formagdo de tetrameros, que sdo as

estruturas que apresentam atividade maxima (Zancan et al., 2008).

To
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Figura 4: Transicdo do equilibrio oligomérico da Fosfofrutocinase-1 (esquema
ilustrativo). As letras (a) e (i) indicam a atividade catalitica da forma oligomérica, sendo

(a) ativo e (i) inativo.

1.4 Aldolase

A Aldolase (Frutose-bifosfatase aldolase; EC 4.1.2.13) catalisa uma reagdo de
condensacao Aldolica reversivel, que consiste na clivagem da frutose 1,6-bifosfato em duas
moléculas isomeras de trés carbonos: gliceraldeido 3-fosfato (aldose) e di-hidroxiacetona
fosfato (cetose). O gliceraldeido 3-fosfato segue na via glicolitica diretamente, ja a di-
hidroxiacetona fosfato ndo, mas sao facilmente intercambiaveis por isomerizagao através da
reacdo catalisada pela enzima triosefosfato isomerase (TPI) (Nelson e Cox, 2000). Em
vertebrados, trés isoenzimas da Aldolase sdo encontradas: A, B e C, as quais apresentam
diferentes propriedades cataliticas (Penhoet et al., 1969), distribuigdo tecidual (Lebherz e

Rutter, 1969) e nivel de expressio (Weber, 1965). A isoenzima A ¢é expressa,
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predominantemente, no musculo; a isoenzima B encontra-se principalmente no figado; e a
isoenzima C estd presente principalmente no cérebro (Lebherz e Rutter, 1969; Penhoet et

al., 1969).
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fosfato 3-fosfato

Figura 5. Reacéo catalisada pela Aldolase. Adaptado de Nelson e Cox (2000).

A isoenzima A de musculo existe como homotetramero com uma massa molecular
de 40 KDa (Penhoet et al., 1967) e sua forma tetramérica em vertebrados ¢ altamente
estavel (Lebherz, 1975). Subunidades livres sdo indetectaveis em alta diluicdo ou na
presenca de condi¢des desnaturantes (Lebherz, 1975). A Aldolase de musculo de coelho ¢
um homotetramero (157 KDa), em que cada subunidade tem 363 residuos (Sygusch et al.,
1990; Gamblin et al., 1990).

Como dito anteriormente, a Aldolase ¢ capaz de se ligar a forma dimérica da PFK-1
e, curiosamente, esse complexo apresenta atividade similar aos tetrameros (Rais et al.,
2000), como representado na Figura 6.

Diversos estudos envolvendo esse complexo (PFK-1-Aldolase) foram realizados,
afim de compreender melhor essa associacao. Orosz e colaboradores (1988) mostraram que

a inativagdo da PFK-1 induzida pela associacdo com CaM ¢ suspensa pela adigdo de uma
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quantidade equimolar de Aldolase. Assim, a Aldolase impede a inativacdo da PFK-1
induzida pela dissociacdo das subunidades da enzima, esse efeito foi atribuido a uma
competi¢cao entre a CaM e a Aldolase pela forma dimérica da PFK-1. Rais e colaboradores
(2000) mostraram que a Aldolase ¢ capaz de reverter o efeito inibitorio promovido pela
dilui¢do da PFK-1 no meio, ou seja, quando a transi¢ao para a forma dimérica da PFK-1 ¢
favorecida. Esse grupo também investigou a especificidade desse efeito protetor da aldolase
e verificou que as proteinas GAPDH, PK, glicose 6-fosfato desidrogenase e albumina nao
foram capazes de promover o mesmo efeito. Assim, esses resultados indicam, uma alta

especificidade no reconhecimento da PFK-1 pela Aldolase.

F&P + ATP

@ F1,6P,+ ADP

M2 (i)

Qlase

Figura 6. Regulacdo e interacdo da fosfofrutocinase-1 com Aldolase. Modelo
esquematico que apresenta os diferentes estados oligoméricos da PFK-1 sendo regulado
pela Aldolase. As letras (a) e (i) indicam a atividade catalitica da forma dimérica da PFK-1,

sendo (a) ativo e (i) inativo.
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Além da PFK-1, a Aldolase participa de reagdes com outras enzimas da via
glicolitica. A enzima LDH ¢ inibida por concentracdes de acido ascorbico encontrado
normalmente nos tecidos. A Aldolase e a actina sdo capazes de proteger e reverter a
inibi¢do por ascorbato. Ja a inibicdo da LDH por piruvato foi parcialmente aliviada pela
presenca da Aldolase, reduzindo seu Km sem afetar a Vmax da reacdo (Russell et al.,
2004).

A Aldolase também foi identificada como uma das primeiras proteinas ligadoras de
actina (Pette e Brandau, 1962). Essa ligacdo ¢ inibida pela presenca do seu substrato frutose
1,6BF (Pagliaro e Taylor, 1988; Arnold e Pette, 1970), o que altera os parametros cinéticos

da enzima (Robinson e Pang, 1992).

1.5 Interagdes proteina-proteina

A PFK-1 pode associar-se, formando complexos protéicos, com algumas enzimas
citosolicas, como a Aldolase, conforme descrito acima, e a GAPDH (Rais et al., 2000;
Campanella et al., 2005); com elementos do citoesqueleto, como a actina filamentosa (F-
actina) e microtubulos (Liou ¢ Anderson, 1980; Andrés et al., 1996; Alves ¢ Sola-Penna,
2003; El-Bacha et al., 2003); e também com proteinas de membrana plasmatica, como o
canal anionico banda 3 presente na membrana plasmatica de eritrocitos (Kaul e Kohler,
1983; Campanella et al., 2005; Zancan ¢ Sola-Penna, 2005b). Essas associagdes e
dissociagdes da PFK-1 tém sido objeto de diversas investigacdes, uma vez que esse
fendmeno ocorre de forma muito dindmica e ¢ capaz de alterar a atividade catalitica
enzimatica, como observado na oligomerizagao da enzima (Liou e Anderson, 1980; Andrés

etal., 1996).
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Este mecanismo de regulacdo da atividade enzimatica ¢ extremamente importante
para a regulacdo do metabolismo celular. Como exemplo disso, a glicolise pode ser
controlada através do fendmeno de ligagdo reversivel das enzimas glicoliticas ao
citoesqueleto. Esse ponto tem chamado muita atencdo por ter sido identificado como um
importante mecanismo de geragdo de ATP na vizinhanga do citoesqueleto, o qual ¢
considerado uma estrutura moduladora do metabolismo energético das células (Beitner,
1993).

O citoesqueleto ¢ composto por trés tipos principais de proteinas: microfilamentos
ou filamentos finos (compostos por F-actina), filamentos intermedidrios e microtubulos
(compostos de polimeros de tubulina) (Nelson e Cox, 2000). A ligacdo das formas
diméricas e monoméricas da PFK-1 a tubulina e aos microtibulos desloca o equilibrio entre
oligdmeros resultando em uma diminuigdo significativa da atividade enzimatica (Lehotzky
et al., 1993; Vértessy et al., 1997). De forma reciproca, a associagdo com a F-actina
estabiliza os tetrameros, ativando a enzima, sendo, entdo, um potente ativador do fluxo
glicolitico (Liu e Anderson, 1980; Clarke et al., 1983; Alves e Sola-Penna, 2003; Silva et
al., 2004). Segundo estudos de Luther e Lee (1986) e Kuo e colaboradores (1986), a forma
fosforilada da enzima tem maior afinidade pela F-actina do que a forma defosforilada. Essa
associagdo também pode ser favorecida por estimulo hormonal, uma vez que agonistas
adrenérgicos podem favorecer a fosforilacdo de diversas proteinas, incluindo a PFK-1
(Alves e Sola-Penna, 2003). A sinalizacdo por insulina também ¢ capaz de favorecer essa
associagdo pelo mesmo mecanismo (Chen-Zion et al., 1992; Silva et al., 2004).

El-Bacha e colaboradores (2003) mostraram que em situagdes de alta demanda
energética, como em fragmentos de tecidos de cancer de mama, a associagdo da PFK-1 com

o citoesqueleto foi mais pronunciada do que em tecidos normais correspondentes. Esse
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achado se tornou um importante alvo para tentar diminuir a oferta de energia a célula e com
isso diminuir a sua viabilidade, o que ¢ extremamente relevante para neoplasias. Um
farmaco capaz disso ¢ o CTZ que desloca a PFK-1 da F-actina para fra¢do soluvel, com
consequente inibi¢do do fluxo glicolitico, o que acarreta menor viabilidade de células de
carcinoma mamario (Meira et al., 2005).

Curiosamente, a forma dimérica da PFK-1, originalmente inativa, quando associada
a Aldolase apresenta atividade similar a forma tetramérica. Medidas de fluorescéncia
anisotropica mostraram que Aldolase liga-se a forma dimérica da PFK-1, mas ndo a forma
tetramérica (Orosz et al.,1987) e que esse complexo heterdlogo permanece ativo (Vértessy
et al., 1997). Essas duas enzimas glicoliticas sequenciais se ligam separadamente aos
microtubulos ocupando distintos sitios de ligagdo, o que provoca uma diminui¢ao de suas
atividades. Por outro lado, o complexo bienzimatico (PFK-1-Aldolase) ndo se liga aos
microtibulos (Ovadi e Orosz, 1996). Assim, a Aldolase ¢ capaz de reverter a inibi¢cdo da
PFK-1 promovida pela associagdo com microtibulos (Orosz et al., 1987; Vértessy et al.,
1997). Desta forma, o estudo da oligomerizagdo da PFK-1 e da sua associagdo com
proteinas celulares, como a aldolase, tem aberto novas perspectivas no entendimento da

regulagdo do metabolismo glicolitico.

1.6 Clotrimazol

1.6.1 Clotrimazol na clinica

Fungos sdo microorganismos largamente encontrados na natureza. Seus esporos

produzidos em grande niimero estdo amplamente disseminados e sdo muito resistentes,
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tendo grande capacidade de germinar e subexistir em muitos substratos organicos (O’Day e
Burd, 1994). Existem trés grupos de farmacos antifungicos utilizados na clinica: os
polienos, os azois e os derivados pirimidinicos. Sdo considerados azo6is os derivados
imidazoélicos e triazolicos. Os imidazoélicos incluem o clotrimazol, o miconazol, o
cetoconazol, entre outros. Os triazolicos incluem o fluconozol, o itraconazol, entre outros
(Abad e Foster, 1996).

Clotrimazol ¢ um derivado azodlico, primeiramente sintetizado por Buchel e
colaboradores (1972) com agdo fungistatica, terap€uticamente importante, clinicamente
seguro ¢ tolerado por humanos (Burgess e Bodey, 1972; Brugnara et al., 1995). Este
farmaco € 1til no tratamento de infec¢des por dermatoéfitos, infecgdes fingicas superficiais,
e varias infecgdes por Candida albicans, incluindo candidiase oral e candidiase vaginal.
Seu amplo espectro e potente atividade foram confirmados em varios estudos (Plempel e
Bartmann, 1972; Shadomy et al., 1982).

Essa substancia possui peso molecular de 344,85 e ¢ uma base fraca, levemente
solivel em agua, benzeno, tolueno e soliivel em acetona, cloroférmio e DMSO. A DLs oral
em ratos ¢ 923,708 mg/Kg (Hoogerheide et al., 1982). Possui um anel imidazolinico ligado
a uma molécula de bisfenil-(o-clorofenil)-carbinol com férmula molecular: C,H;7CIN,
(Figura 7). O CTZ possui diversas denominagdes comerciais, tais como Canesten® (Bayer),
Gino-canesten® (Bayer), Micotrizol® (Eurofarma), Tricosten® (Farmion Lab), entre
outras. Os derivados azodlicos, como o CTZ, sdo antifingicos totalmente sintéticos e
exercem seus efeitos através da inibi¢do da biossintese de ergosterol. O ergosterol ¢ o
principal esterol componente da membrana celular de fungos e tem um papel importante na
fluidez e integridade da membrana, bem como na regulacdo do crescimento e proliferacao

celular. Qualquer desajuste na sintese dos ester6is de membrana levard a uma diminuigdo
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no crescimento do fungo (Georgiev, 2000). Seu modo de a¢do consiste na inibicdo da
enzima esterol-14-a-demetilase, prejudicando a sintese do ergosterol na membrana
citoplasmatica, o que leva ao aciimulo de 14-a-metilesterois. Esses metilesterdis nao
possuem a mesma forma e propriedades fisicas que o ergosterol e levam a formagdo da
membrana com propriedades alteradas que ndo desempenha as fungdes béasicas necessarias

ao desenvolvimento do fungo (Bergold e Georgiadis, 2004).

\,,,f:"'N
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Figura 7: Estrutura quimica do clotrimazol.

O CTZ foi também associado a inibigdo da proliferacdo de células vasculares
endoteliais, agindo como um inibidor do fator de crescimento vascular endotelial in vitro e
in vivo (Takagashi, 1998; Takei et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que o CTZ
possui atividade anti-malarial, através da inibicdo da degradagdo do grupo heme,
componente das hemdcias, resultando em um aumento da hemolise induzida pelo mesmo

(Tien Huy, 2004).
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1.6.2 Clotrimazol como antagonista de calmodulina

Embora tenha sido provada a seguranca clinica e a tolerancia em humanos do CTZ
(Burgess et al., 1972; Brugnara et al., 1995), estudos tém mostrado que este farmaco
apresenta uma multiplicidade de efeitos em uma variedade de alvos celulares. Em células
sanguineas e outros tipos celulares a transducdo de sinais externos, via receptores de
superficie, levam a producao de inositol (1,4,5)-trifosfato e a resultante liberagao de calcio
do reticulo endosplamatico. Normalmente, essa liberagdo induz a abertura dos canais de
célcio da membrana plasmatica e ativa os canais intermediarios de condu¢do de calcio
ativados por potassio (Canais IK), permitindo o fluxo de célcio para o espago extracelular
(Berridge, 1993). O CTZ desestabiliza a homeostase do célcio por libera-lo de seus
estoques intracelulares, através da inibicdo do influxo do mesmo e também por bloquear os
canais IK (Brugnara et al., 1997).

A calmodulina é uma proteina multifuncional ligadora de Ca*" correlacionada com a
regulacdo de numerosos eventos celulares, incluindo proliferacao celular normal e anormal
(Veigl et al., 1984; Halt ¢ Lazo, 1986; Rasmussen ¢ Means, 1987; Reddy, 1994). Os
antagonistas de CaM sdo farmacos capazes de impedir a ligagdo de CaM em sua proteina
mediadora de efeito, deste modo prevenindo os efeitos mediados pela CaM. Os
antagonistas mais comumente utilizados in vitro sao a trifluoperazina (TFP) (Schatzmann,
1969; Levin e Weiss, 1978), W7 (Dhillon et al., 2003; Rasouli et al., 2004), W5, W13
(Takagi e Lizuka, 1995), W17 e o composto 48/80 (Gietzen et al., 1983).

Devido as evidéncias de que a CaM esta envolvida em infecgdes fungicas, bem
como em doengas inflamatorias da pele, Hegemann e colaboradores (1993) investigaram os

efeitos de varios fArmacos antifingicos sobre a atividade da CaM, usando como indicador a
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fosfodiesterase dependente de CaM. Todos os derivados azdlicos foram testados, inclusive
o CTZ, e o resultado obtido foi que esses fairmacos foram capaz de inibir a atividade da
CaM. Em contrapartida, antifingicos pertencentes a outras classes quimicas nao
apresentaram atividade inibitoria. A partir desses estudos, os antifungicos azélicos foram
considerados antagonistas de CaM. Em casos de queimaduras ou lesdes da pele em geral,
ocorre uma rapida liberagdo de calcio mobilizado por hormonios, como serotonina,
bradicinina e histamina (Rocha e Silva e Rosenthal, 1961; Starr ¢ West, 1967; Marceau et
al., 1983). Esse aumento de Ca”" intracelular ¢ responsavel por promover danos nocivos ao
metabolismo energético e na estrutura celular, o que levou o grupo da pesquisadora Rivka
Beitner a testar antagonistas de CaM, em especial os imidazdis, no tratamento dessas
injurias da pele, os quais se mostram efetivos e atenuaram injurias na pele causadas por

radiagdo ultravioleta (Beitner et al., 1989; Beitner, 1990; Beitner et al., 1991).

1.6.3 Clotrimazol e cancer

Antagonistas de CaM bloqueiam os efeitos estimulatorios de horménios como
insulina ¢ fatores de crescimento (Livnat et al., 1993; Livnat et al., 1994). Esses achados
estimularam o estudo desses efeitos sobre o metabolismo energético de células
cancerigenas. Como descrito anteriormente, as células cancerigenas sdo caracterizadas por
uma alta taxa de glicolise (sua fonte primaria de energia), mesmo em condi¢des aerobicas
(Beckner et al., 1990; Greiner et al., 1994).

Estudos demonstraram que o CTZ ¢é capaz de causar um decréscimo dos niveis de
glicose 1,6-bisfosfato e frutose 1,6-bisfosfato em células B16 de melanoma. A queda na

concentracdo da glicose 1,6-bisfosfato, um potente ativador da PFK-1, leva a uma
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diminuig¢ao da atividade fosfofrutocinasica, que ¢ refletida pela queda drastica dos niveis de
frutose 1,6-bisfosfato (produto da reagdo da PFK-1 e também um ativador alostérico desta
enzima). Essa redugdo esta fortemente relacionada ao decréscimo do conteudo de ATP
celular e, consequentemente, da proliferacao celular do cancer devido a uma diminui¢do da
viabilidade nessas células B16 de melanoma (Glass-Marmor et al., 1996; Glass-Marmor ¢
Beitner, 1997). Esses resultados sugerem que o CTZ exerce algum efeito sobre essas duas
moléculas sinalizadoras da glicolise, através da inibi¢do da atividade do complexo Ca*" /
CaM, uma vez que a poténcia relativa do CTZ em reduzir os niveis de glicose 1,6-
bisfosfato e frutose 1,6-bisfosfato estd proximo ao ICsy reportado para a inibigdo da CaM
(Glass-Marmor et al., 1996). Também foi visto a capacidade do CTZ em desligar a PFK-1 e
a aldolase do citoesqueleto de células de Lewis de carcinoma de pulmao e de células CT-26
de adenocarcinoma do colon. Esse desligamento promoveu uma diminui¢do de ATP local
e, consequentemente, promoveu a diminui¢do da viabilidade celular (Penso e Beitner,
2002a).

A hexocinase, como relatado anteriormente é, até entdo, a unica enzima da via
glicolitica capaz de se ligar a mitocondria (Brdiczka, 1991). A HK ligada a mitocondria
utiliza preferencialmente o ATP gerado mitocondrialmente, favorecendo a atividade da
enzima (Viitanen et al., 1984). Penso e Beitner (1997) mostraram que o CTZ, de maneira
dependente da dose, promove o desligamento da HK da mitocondria de células B16 de
melanoma, diminuindo também a viabilidade dessas células. Em 2005, Meira e
colaboradores mostraram que o CTZ induz alteracdes morfoldgicas e funcionais em uma
linhagem celular derivada de cancer de mama, a MCF-7, de maneira dependente do tempo

e da dose, exibindo um ICsy de 88.6 uM e ty s de 89.7 minutos. Essas mudancas ocorreram



26

paralelamente ao desligamento da PFK-1 e da aldolase do citoesqueleto, que por fim,
promoveram uma diminui¢do da viabilidade celular.

Em 2007, em um artigo publicado pelo nosso grupo de pesquisa, no qual sou co-
autora, nos investigamos os efeitos diretos do CTZ sobre a PFK-1 utilizando uma enzima
purificada de musculo esquelético de coelho (Zancan et al., 2007a). Observamos que o
CTZ, em pH 8.2, que é o pH 6timo da enzima (Luther et al., 1986; El-Bacha et al., 2003;
Alves et al., 2007), foi capaz de inibir a PFK-1 purificada em torno de 50% (Zancan et al.,
2007a). Observamos que esse efeito inibitorio foi devido a capacidade do farmaco em
favorecer a formagdo de dimeros de PFK-1. Com o objetivo de verificar se esses efeitos
inibitorios promovidos pelo CTZ seriam devido ao fato deste ser um antagonista de CaM,
foi utilizado como pardmetro de comparagdo o composto 48/80, um classico antagonista de
CaM (Gietzen et al., 1983). O composto 48/80 ndo promoveu nenhuma alteragdo na
atividade da enzima, assim como no grau de oligomerizagdo da PFK-1. Esses resultados
sugerem que o efeito inibitério promovido pelo CTZ sobre a PFK-1 purificada ¢
independente da propriedade anti-calmodulina do mesmo, uma vez que ndo ¢ mimetizado
pelo classico antagonista de CaM, o composto 48/80.

Conforme demonstrado pelos dados relatados nesta Introducdo, verifica-se uma
estreita relagdo entre a taxa do fluxo glicolitico e a atividade da enzima PFK-1. Embora
alguns estudos apresentem dados sobre possiveis agentes moduladores desta enzima, ainda
nao ha um inibidor para a PFK-1 descrito e caracterizado. O CTZ apresenta-se, assim,
como um potencial agente inibidor da glicolise por apresentar acdes diretas sobre a PFK-1.
Contudo, o mecanismo de agdo deste farmaco foi somente descrito em condi¢des 6timas de

ensaio. Resta, entdo, elucidar a agdo do CTZ em condi¢des mais proximas das fisiologicas.
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2. Objetivos

Em vias metabdlicas, as enzimas que catalisam reacdes essencialmente irreversiveis,
em condicOes fisioldgicas, sdo potenciais alvos para a modulacdo por xenobidticos.
Considerando-se o papel critico da PFK-1 sobre a via glicolitica e a importancia da
interacdo PFK-1-Aldolase sobre a estrutura quaternaria da enzima evidenciada

anteriormente, esta Dissertacdo apresenta como objetivo geral:

e Auvaliar o efeito do clotrimazol sobre a PFK-1, a Aldolase e o complexo PFK-1-

Aldolase

Neste sentido, buscamos atingir o objetivo principal desta Dissertacdo através dos

seguintes objetivos especificos:

Auvaliar o efeito do CTZ sobre a atividade catalitica e estrutura da PFK-1;

e Investigar o efeito do CTZ sobre a atividade catalitica da Aldolase;

e Avaliar a modulacdo induzida pelo CTZ da atividade catalitica do complexo
bienzimatico e as alteragdes estruturais da PFK-1 associada a Aldolase na presenca
do farmaco;

e Contribuir para a elucidagdo do mecanismo de acdo CTZ sobre a glicolise

subsidiando sua utilizacdo como agente antineoplésico.
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3. Material e Métodos

3.1 Material

ATP, frutose 6-fosfato, frutose 1,6-bisfosfato, aldolase de musculo de coelho,
triosefosfato isomerase, o-glicerofosfato desidrogenase, NADH e CTZ foram obtidos da
Sigma Chemical Co. MA, EUA. **Pi foi obtido do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (Sao Paulo, SP). Dissuccinimidil Suberato (DSS) da Sigma Chemical Co. MA,
EUA, foi gentilmente cedido pelo Prof. Luis Mauricio T.R. Lima da Fac. De Farmacia,

UFRIJ. Todos os outros reagentes sao de alto grau de pureza.

3.2 Purificacdo da Fosfofrutocinase-1 de musculo esquelético de coelho

A PFK-1 de musculo esquelético de coelho foi purificada segundo o protocolo proposto
por Kemp (1975), adaptado de Parmeggiani e colaboradores (1966).
Extracdo: O coelho foi sacrificado por deslocamento cervical, seguido de sangramento por
corte dos vasos do pescogo, sendo os musculos da regido dorsal e das patas traseiras
removidos, limpos e mantidos em gelo. A massa muscular foi entdo processada em um
moedor, pesada e triturada em liquidificador com 3 volumes do tampao 1 (30 mM NaF, 4
mM EDTA e 15 mM B-mercaptoetanol, pH 7,5) por 30 segundos para homogeneizagao. A
mistura foi entdo centrifugada a 14,000 g, por 10 minutos, em centrifuga refrigerada, a 4°C.
O sobrenadante foi filtrado através de gaze para a remog¢ao dos residuos lipidicos e o pH ¢

ajustado para 6,8 com adicao de 1,5 M Tris.
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Precipitacdo com Isoproponol: A mistura foi mantida em constante agitagdo em gelo com
sal grosso e a temperatura mantida entre -5°C e 0°C. O 4lcool isopropilico gelado (1/5 do
volume total do extrato) foi adicionado gota a gota em constante agitagdo e foi mantida por
mais 20 minutos. O precipitado foi coletado por centrifugagdo a 14.000 g por 30 minutos
em centrifuga refrigerada a 4°C e dissolvido em 1/15 da fragdo inicial em tampao 2 (0,1 M
Tris-fosfato, 0,2 mM EDTA, 0,2 mM frutose 1,6-bifosfato, 1 mM p-mercaptoetanol, 5
mM pirofosfato de sodio, pH 8,0). Esta suspensdo foi dialisada por 20 horas contra o
mesmo tampao para a remog¢ao do isopropanol remanescente.

Tratamento Quente: A suspensdo dialisada foi transferida para um becker e colocada em
banho maria a 70°C. Sob agitagdo, a temperatura foi mantida entre 57 ¢ 59°C por 3 minutos
quando, entdo, foi retirada e condicionada em banho de gelo, também sob agitagdo, até
atingir a temperatura de 5°C. Depois a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos em
centrifuga a 4°C. O sobrenadante foi reservado e o pellet foi resuspenso em tampao 2 e
centrifugado novamente. O segundo sobrenadante foi adicionado ao primeiro.
Fracionamento por Sulfato de Amonio: Ao sobrenadante, mantido em banho de gelo, sob
agitagdo, foi adicionado sulfato de amonio so6lido até atingir 38% de saturacao (21,3 g/ 100
mL da solugdo inicial). Apds 30 minutos, o precipitado foi removido por centrifugacao a
14,000 g por 15 minutos a 4°C, e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amodnio até
atingir 55% de saturacdo (308 g/ 100 mL da solug¢do inicial). O sedimento foi coletado por
centrifugacdo a 14.000 g por 20 minutos e dissolvido em tampao 3 (50 mM Tris-fosfato,
0,2 mM EDTA, ImM B-mercaptoetanol, 5 mM pirofosfato de s6dio pH 8,0).

Cristalizacdo: A solugdo foi dialisada em banho de gelo contra o tampdo 3 adicionado de
sulfato de amoénio até 38% de saturacao (21,3 g/ 100 mL). Apds 24 horas o tampao de

dialise foi trocado pelo mesmo volume de tampao 3 adicionado de sulfato de amonio até
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40% de saturagdo (22,6 g/ 100 mL). A cristalizag@o se inicia apos aproximadamente uma
semana. Depois da dialise, a suspensdo foi centrifugada a 1,500 g por 10 minutos em
centrifuga clinica em 4°C, e o precipitado foi dissolvido em tampao 3 e mantido em isopor

com gelo dentro da geladeira.

3.3 Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi feita pelo método de Lowry e colaboradores (1951). O

padrao utilizado em todas as dosagens foi a albumina de soro bovino.

3.4 Sintese de ATP radioativo

O [y-"*P] ATP foi preparado de acordo com Maia e colaboradores (1983). A sintese do
[7-32P] ATP acontece em um meio contendo 0,115 mM Tris-HCI (pH 9,0), 27,6 uM MgCl,,
13,8 uM DTT, 0,276 uM L-a-glicerofosfato, 1,15 uM B-NAD, 0,115 uM ADP e 2,3 uM
piruvato pela adigio de 1 mL **P ¢ 40 uL de um coquetel enzimatico de marcagdo. Esse
coquetel de enzimas contém glicerol 3-fosfato desidrogenase, triose-fosfato isomerase,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, 3-fosfoglicerato quinase e lactato desidrogenase.
Durante 90 minutos esse meio de reacao foi incubado em temperatura ambiente. Apds este
periodo, o [**P] Pi livre foi retirado da mistura através de uma coluna DOWEX 1 x 10
Mesh ativada em 1 M de HC1. Em seguida o [y-"*P] ATP formado foi aliquotado e avaliado

através de contagem em cintila¢do liquida e depois mantido a -20°C.
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3.5 Ensaio radiométrico para quantificacdo da atividade fosfofrutocinasica

A atividade enzimatica foi medida de acordo com o método radiométrico descrito por
Sola-Penna e colaboradores (2002) com alteragdes introduzidas por Zancan e Sola-Penna
(2005a e 2005b). Os ensaios, exceto quando indicado, foram realizados a 37°C e foram
disparados com PFK-1 purificada em um meio de reacdo contendo 50 mM Tris-HCI, pH
7,4, 5 mM (NH4),SO4, 5 mM MgCl,, 1 mM ATP, 0,1 mM [y-*P] ATP (4 pCi /umol), 1
mM frutose 6-fosfato. Durante a reagdo catalisada pela enzima, os produtos liberados sdo
ADP ¢ [1-?P] frutose 1,6-bisfosfato, que é separada do [y->"P] ATP ndo reagido através da
adsorsao deste Gltimo em carvao ativado suspendido em uma solugdo de 0,1 N HCl e 0,5 M
manitol (25 g de carvao por litro de solug@o). O material foi centrifugado a 2,000g x por 10
min, ¢ 0,4 mL do sobrenadante foi retirado e a radioatividade presente foi avaliada através
de contagem por cintilacdo liquida (Modelo Tri-Carb — Perkim Elmer) para avaliar a
quantidade de [1—32P] frutose 1,6-bifosfato formado. A atividade fosfofrutocinasica foi
calculada por regressdo linear da quantidade de [1-*P] frutose 1,6-bifosfato formada em
fun¢do do tempo de reagdo. Duplicatas foram feitas para todas as amostras e brancos

(auséncia de frutose 6-fosfato) foram subtraidos de todos os resultados.

3.6 Ensaio espectrofotométrico para quantificacdo da atividade da aldolase (Sistema

Acoplado)

A atividade da aldolase, exceto quando indicado, foi avaliada em um meio reacional
contendo 0,5 mM F1.6BF, 0,2 mM NADH, 50 mM Tris HCI pH 7,4, 5 mM (NH4),SOy4, 5

mM MgCl,, 2 mU/mL triosefosfato isomerase, 2 mU/mL a-glicerofosfato desidrogenase
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num volume final de 200 ul. A reacdo foi iniciada pela adi¢do da proteina, e a oxidagdo de
NADH foi acompanhada pela medida do decréscimo na absorbancia a 340 nm em um
espectrofotdometro (Thermo — Plate — USA), como previamente descrito (Sola-Penna et al.,
2002; Meira et al., 2005). Brancos na auséncia das enzimas triosefosfato isomerase ¢ a-
glicerofosfato desidrogenase foram realizados para descontar a oxidacdo inespecifica de

NADH.

3.7 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia da PFK-1

As medidas de fluorescéncia intrinseca da da enzima foram realizadas em um
espectrofluorimetro JASCO 6300 (INC.MD EUA) com cubetas de quartzo com dimensao
de 1,0 X 1,0 cm® como descrito por Marinho-Carvalho e colaboradores (2006). As amostras
foram excitadas em 280 nm (referente ao comprimento de onda de excitagdo do triptofano)
em um meio de reacdo contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), SmM (NH4),SO4, SMm MgCl,
e as concentragdes especificadas em cada ensaio de CTZ, PFK-1 e aldolase. A emissdo de
fluorescéncia foi medida entre 300 e 400 nm (referente a faixa de comprimento de onda de

emissdo do triptofano). O centro de massa (CM) espectral foi calculado pela equagao:

ZL XAk
L

€M =

Onde :
I, = intensidade de fluorescéncia em cada comprimento de onda medido

A = comprimento de onda
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3.8 Cromatografia de gel filtracdo em Superose 12

Amostras de PFK-1 foram incubadas em um meio contendo 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 5
mM MgCl, 5 mM (NH4),SO4 na auséncia e presenga de 50 uM de CTZ a 37 °C por 1 hora.
Depois foram aplicadas em uma coluna Superose 12 (HR 10/30) acoplado a um sistema de
HPLC (Shimadzu, Tokyo, Japan). Tris-HCI 20 mM foi usado como tampao. A coluna foi
eluida com a mesma solucdo, em uma taxa de fluxo de 0.4 mL/min, e fragées de 0.5 mL
foram coletadas e mensuradas automaticamente em 280 nm. Dextran blue foi usado para
determinar a Vo (volume de exclusdo). A razdo dimeros/tetrameros foi calculada por

divisdo da area do pico do dimero (170 KDa) pela area do pico do tetramero (340 KDa).

3.9 Eletroforese SDS-PAGE e Western Blot com reagente de cross-linker

As amostras de PFK-1 (0.3 pg/mL) foram incubadas por 1 hora com concentracdes de
CTZ e aldolase, especificadas em cada ensaio, em um meio reacional com 50mM Tris-HCI
pH 7,4, 5 mM MgCl,, 5 mM (NH4),SO4 . Apds esse tempo, essas amostras foram
novamente incubadas por 1 hora com 0,1 M do reagente de cross-linker (DSS).
Posteriormente, as amostras foram acrescidas de tampao de amostra e foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) contendo dodecil sulfato de sodio (SDS), como
descrito por Laemmli (1970). Apos a eletroforese os géis foram corados por ‘Coomassie-
blue’ e descorados até¢ o aparecimento nitido das bandas de proteinas. Géis obtidos em
corridas eletroforéticas paralelas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
durante 1 hora e depois bloqueado overnight com TBS-Tween (pH 7,0) adicionado de leite

desnatado (10 mM Tris-HCI, 0.15 M NacCl, 0,01% Tween 20 e 15% leite desnatado). Apos
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a incubagdo overnight, as membranas foram incubadas por 2 horas com o anticorpo
primario monoclonal anti-PFK-1 (1:1000). Em seguida foi feito mais 1 incuba¢ao por 1
hora como anticorpo secundario IgG, um anti-anticorpo conjugado a fosfatase alcalina
(1:2000). A membrana foi adicionado 7 mL de substrato para Fosfatase alcalina, no abrigo
da Iuz. O reagente ¢ incolor e quando escurece (azul-roxo) significa que ja esta saturado. As
bandas, reveladas pelo substrato para fosfatase alcalina, foram scaneadas e quantificadas

por densitometria utilizando o software Gel Eral.

3.10 Analises estatisticas e Calculos

Todos os resultados sdo expressos como média + erro-padrao. A analise dos dados foi
realizada usando o software SigmaPlot (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 t-Student pareados ou ndo pareados, ou por andlise de variancia
(ANOVA). As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas com intervalo
de confianga de 95% (p < 0,05).

Os ajustes cinéticos foram realizados por regressdo ndo-linear utilizando o software
SigmaPlot (v. 10.0, Systat Inc. CA, USA). Para calcular os pardmetros cinéticos para

ativacdo da PFK-1 pelo seu substrato frutose 6-fosfato, foi utilizada a equagao:

_ Vmazx X gH
Kz + 589
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onde: v ¢ a velocidade da reagdo para uma determinada concentragdo de frutose 6-fosfato
(S), Vmax ¢ a velocidade méxima da reacdo atingida com a saturacdo de frutose 6-fosfato,
Kos ¢ a constante de afinidade e n ¢ o indice de cooperatividade. Para os célculos dos
parametros cinéticos para modula¢do da PFK-1 pelo seu outro substrato, ATP, foi utilizada

a equacao:

?mﬂ:{ X snl:ﬂ;:l x Kim:l::l
K2 4+ gala)
= —28 :
Kir.rl,l.} 4+ gml}

onde: v ¢ a velocidade da reagdo para uma determinada concentragdo de ATP (S), Vmax ¢ a
velocidade maxima do componente estimulatorio da equagdo, Kos ¢ a constante de
afinidade para ATP do componente estimulatério, n(a) é o indice de cooperatividade do
componente estimulatorio, Ki € a constante de afinidade do componente inibitério e n(i) € o

indice de cooperatividade do componente inibitorio.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito do clotrimazol na atividade e na estrutura quaternaria da fosfofrutocinase-

1 purificada de musculo esquelético de coelho.

Zancan e colaboradores (2007a) mostraram que 50 uM de CTZ ¢ capaz de inibir a
atividade fosfofrutocinasica em 49,2% quando os ensaios sdo realizados em pH 8,2. Este
pH ¢ considerado o pH 6timo da enzima, uma vez que nessas condi¢des a conformagao
tetramérica da enzima ¢ favorecida ¢ a enzima trabalha em velocidade maxima (Luther et
al., 1986; El-Bacha et al., 2003; Alves et al., 2007).

O objetivo deste estudo foi verificar se esse perfil de inibi¢do seria mantido em pH
7,4. Num primeiro ensaio, a enzima foi pré-incubada com os mesmos 50 uM de CTZ
durante 1 h a 37°C. Posteriormente, atividade fosfofrutocinésica foi quantificada através do
ensaio pelo método radiométrico. Os resultados apresentados na Figura 8 mostram que o
CTZ, em pH 7,4, também foi capaz de promover uma inibi¢do da atividade catalitica da
PFK-1.

Através de uma curva de concentragdes crescentes de CTZ, observamos que o
carater inibitorio do CTZ sobre a PFK-1 no pH 7,4 também ¢ depedente da concentracdo de
CTZ no meio reacional (Figura 9). Neste ensaio a enzima também foi pré-incubada com o
farmaco por 1 h a 37°C. Assim como observado nos ensaios realizados em pH 8,2, a
enzima também apresentou-se inibida em pH 7,4, quando a concentracdo de CTZ testada

foi de 50 uM.
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Figura 8. Efeito do clotrimazol sobre a atividade catalitica da PFK-1 mensurada em
pH 7.4. A atividade da PFK-1 purificada de musculo esquelético de coelho na auséncia e
presenca de 50 uM de CTZ foi mensurada pelo método radiométrico como descrito no
Material e Métodos. Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 3
experimentos (n > 3), realizados em duplicata . * P < 0.05 comparando com o controle, na
auséncia de farmaco. O teste t de Student foi usado para avaliar as diferencas

estatisticamente significativas entre os valores.

Num artigo publicado em 2006 foi mostrado que a CaM induz a diminui¢do do
espalhamento de luz como também o aumento do centro de massa do espectro de
fluorescéncia intrinsica da PFK-1, o que ¢ diretamente proporcional a formacao de dimeros
da enzima (Marinho-Carvalho et al., 2006). De maneira similar a CaM, o CTZ mostrou
apresentar efeitos sobre a PFK-1 através da indugdo da formacdo de dimeros (Zancan et al.,
2007a). Com o intuito de avaliar o efeito do CTZ sobre a estrutura quaternaria da PFK-1,

observamos as alteragdes estruturais da enzima através da técnica de cromatografia de gel
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filtragdo. O principio dessa técnica consiste na separacdo das proteinas com base no seu
peso molecular. Nesse ensaio a PFK-1 foi pré-incubada com 50 uM do farmaco por 1 h a
37°C em pH 7,4. Como observado na Figura 10, o CTZ favoreceu a formacao de dimeros
de maneira significativa, apresentando uma relagdo dimero/tetramero maior do que
apresentado no controle. Correlacionando os resultados apresentados até aqui, podemos
sugerir fortemente que o CTZ em pH 7,4, favorece a formacdo de dimeros da PFK-1

(Figura 10) e que esses dimeros tém menor atividade do que os tetrameros (Figura 9).

25
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Figura 9. Curva com diferentes concentracoes de CTZ sobre a atividade catalitica da
PFK-1 em pH 7,4. A atividade da PFK-1 purificada de mutsculo esquelético de coelho foi
mensurada pelo método radiométrico como descrito no Material e Métodos. Concentragdes
de CTZ testadas: 25, 50, 100 e 200 uM. Dados representam a média + erro-padrdao de no

minimo 3 experimentos (n > 3), realizados em duplicata.
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Figura 10. Efeito do CTZ sobre a estrutura quaternaria da PFK-1 por cromatografia
de gel filtracdo. O painel A representa o cromatograma da gel filtragdo na coluna Superose
12 (HR 10/30) acoplado a um sistema de HPLC. O painel B representa a relagdo
dimero/tetramero na auséncia e presenca de 50 uM de CTZ. O ensaio foi realizado
conforme indicado no Material e Métodos. Dados representam a média + erro-padrao de 2
experimentos independentes (n = 2). * P < (.05 comparando com o controle, na auséncia de
farmaco. O teste t de Student foi usado para avaliar as diferencas estatisticamente

significativas entre os valores.
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Contudo, em todos os resultados descritos a enzima foi pré-incubada a 37°C
durante 1 hora com o farmaco. Com o objetivo de verificar se esse perfil de inibicdo da
atividade enzimatica e da modulacdo da conformagdo oligomérica promovidos pelo CTZ
sobre a PFK-1 ¢ dependente da pré-incubagdo da enzima com o farmaco, foram realizados
ensaios sem essa pré-incubacdo. Os dados apresentados na Figura 11 demonstram que
nessa condi¢do o farmaco nao foi capaz de promover nenhum efeito sobre a atividade

catalitica da PFK-1.
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Figura 11. Efeito imediato de 50 pM de CTZ na atividade fosfofrutocinasica. A
atividade da PFK-1 foi mensurada pelo método radiométrico, na auséncia e presencga de 50
uM de CTZ sem nenhuma pré-incubacao da enzima com o fairmaco. Dados representam a

média + erro-padrao de no minimo 3 experimentos (n > 3), realizados em duplicata.

Uma vez confirmado que o efeito inibitorio promovido pelo CTZ ¢ dependente do
tempo de incubagdo, resolvemos investigar as alteracdes induzidas pelo fairmaco sobre a

conformacgao oligomérica da PFK-1 ao longo do tempo. Esse ensaio foi realizado através da
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técnica de fluorescéncia intrinseca, uma metodologia utilizada para avaliar a transi¢ao entre
as conformagdes diméricas e tetraméricas da PFK-1 (Hand e Carpenter, 1986; Lan e
Steiner, 1991, Marinho-Carvalho et al., 2006). A partir da intensidade de fluorescéncia da
amostra excitada no comprimento de onda de 280 nm, o centro de massa (CM) do espectro
de fluorescéncia intrinseca da PFK-1, medido entre 300 ¢ 400 nm, foi calculado como
descrito em Material e Métodos. O CM ¢ utilizado para obter informacdes sobre a
conformacgdo de uma proteina. Uma vez que a PFK-1 dissociada apresenta os triptofanos,
que sdo fluor6foros, mais expostos ao meio aquoso, a fluorescéncia emitida por esses
triptofanos ¢ de menor energia. Por conseguinte, o CM de uma populacio de tetrameros ¢
menor do que o pardmetro medido em relagdo a uma populagdo de dimeros, porque os
triptofanos nessa conformagao ndo estdo expostos ao meio aquoso. Esta interpretacao dos
dados obtidos no fluorimetro ¢ baseada em algumas publicagdes recentes (Faber-Barata e
Sola-Penna, 2005; Marinho-Carvalho et al., 2006; Leite et al., 2007; Zancan et al., 2007a;
Zancan et al., 2007b; Zancan et al., 2008).

Como apresentado na Figura 12, a dimeriza¢do da PFK-1 foi dependente do tempo
de exposi¢do da enzima a 50 uM de CTZ. A partir de 15 min de incubagdo, observa-se uma
diferenca significativa entre as curvas, onde na presenca do farmaco vé-se um
deslocamento maior e mais rapido do CM. O deslocamento do CM observado na curva
controle deve-se ao efeito de dilui¢ao da preparacao de PFK-1 no meio de ensaio, gerando a
dissociagdo de estruturas complexas promovidas pela alta concentracao do estoque de PFK-
1. Ja na presenca de CTZ, o CM ¢ deslocado para regides de menor energia, sugerindo o
favorecimento de estruturas com triptofanos mais expostos ao solvente, ou seja, estruturas
menores (dimeros). Assim, pode-se concluir que o CTZ induz a formagdo de dimeros da

PFK-1; entretanto, esta modulagao depende do tempo de exposi¢ao da enzima ao farmaco.
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Figura 12. Curvas de centro de massa do espectro de fluorescéncia intrinseca da PFK-
1 em funcio do tempo de exposicio ao CTZ. O espectro de fluorescéncia intrinseca da
PFK-1 na auséncia e presenga de 50 uM de CTZ foi calculado como indicado em Material
e Métodos. Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 3 experimentos (n >

3).

Visando confirmar estes resultados, as diferentes formas oligoméricas da PFK-1 na
auséncia e presenca de CTZ também foram avaliadas por eletroforese com reagente de
cross-linker e, posteriormente, através de Western Blot utilizando um anticorpo anti-PFK-1.
Cross-linking consiste na unido de duas ou mais moléculas por meio de uma ligagdo
covalente mediada por um reagente denominado cross-linker. Cross-linkers sao em geral
reagentes bifuncionais, ou seja, contém dois grupos reativos frente a cadeias laterais
presentes na proteina separados por um conjunto de atomos conhecido como cadeia

espacadora (Wong, 1991; Hermanson, 2008). Dentre os cross-linkers disponiveis
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atualmente, os de maior destaque sdo aqueles reativos frente a aminas primarias. Isso se
deve principalmente a alta ocorréncia de grupos aminos (residuos de lisina e o N-terminal)
na proteina. Como exemplo desse tipo de cross-linkers, existe os derivados de N-hidroxi
succinimida (NHS), que sdo os cross-linkers mais utilizados atualmente devido aos
rendimentos relativamente altos das reacdes e, principalmente, a facilidade de sua obtencao,
bastando para isso reagir um éacido carboxilico com o NHS (Staros, 1982). Neste trabalho
foi utilizado um derivado de N-hidroxi succinimida, o Dissuccinimidil Suberato (DSS)

(Figura 12).
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Figura 13. Estrutura quimica do Dissuccinimidil Suberato. Na estrutura apresentada

para o Dissuccinimidil Suberato (DSS) o n= 6.

Através da técnica de eletroforese com reagente de cross-linker e Western blot foi
possivel observar que a presenga de 50 uM de CTZ promoveu um aumento da intensidade
das bandas referentes ao peso molecular da forma dimérica da PFK-1, correspondente a um

aumento de 54% (Figura 14A). Adicionalmente, observamos que o CTZ promove um
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aumento global de formas de menor peso molecular, como dimeros € mondmeros,
conforme evidenciado pela quantificagdo das bandas relativas a estas formas oligoméricas
(Figura 14A com a quantificacdo tabulada). Esse aumento da intensidade das bandas
diméricas e monoméricas da PFK-1 também ¢ observado com concentragdes crescentes de
CTZ e, paralelamente, observamos nesse gel uma diminuicao da intensidade das bandas
referentes a conformagdes mais complexas (Figura 14B).

Os resultados apresentados até aqui demostram que o CTZ altera a conformacgao
quaternaria da PFK-1, promovendo a dissociacdo da enzima em formas oligoméricas menos
complexas. Adicionalmente, observamos que esta modula¢do da conformacdo da PFK-1
ocorre de maneira dependente do tempo, onde em periodos mais longos de incubagdo,
observamos claramente uma dissociacao da enzima da forma tetramérica para dimérica. As
alteragdes promovidas pelo CTZ na atividade da PFK-1 refletem a dependéncia do tempo
de incubagdo da enzima com o farmaco. Tempos posteriores a 1 h de exposi¢do nao foram

testados.

4.2 Avaliacio dos parametros cinéticos da fosfofrutocinase-1 e das alteragdes

promovidas pelo CTZ.

O estudo da cinética de uma enzima permite elucidar os pormenores do seu
mecanismo catalitico, o seu papel no metabolismo, como ¢ controlada a sua atividade na
célula e como sua atividade pode ser modulada por determinadas moléculas. Com o intuito
de estudar o comportamento cinético da PFK-1 na presenga de 50 uM de CTZ, noés
investigamos a influéncia de varios fatores sobre a atividade fosfofrutocindsica, incluindo

diferentes concentragdes dos substratos (ATP e F6P), diferentes valores de pH, como
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também diferentes concentra¢des de proteina. Comparando os resultados obtidos para os
parametros cinéticos da enzima nessas diferentes condi¢des na auséncia e presenga do CTZ,

sera possivel descrever mais profundamente o efeito direto do farmaco sobre a PFK-1.

N S <
A o F &
%4 X x 1 (\/ ,<\/
A @) @)
QI N
5 & S I
LK L v 9
e BB
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Monomeros 0.1764 0.2185 0.3393
Dimeros 0.3001 0.3409 0.4622

Figura 14. Avaliacdo da modulacdo da conformacio oligomérica da PFK-1 pelo CTZ.
(A) Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) e Western Blot do gel
“espelho” para PFK-1. (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) da
PFK-1 tratada com o reagente de cross-linker DSS conforme descrito em Material e

Meétodos. As concentragdes de CTZ testadas foram: (A) 50 uM; (B) 50, 100 e 200 uM.
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A estrutura e a conformacgdo do sitio ativo da enzima sdo decorréncias da estrutura
tridimensional da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de provocar
mudancas conformacionais na estrutura protéica. Isto torna a atividade enzimadtica
dependente do meio ambiente, principalmente do pH do meio reacional. A atividade da
PFK-1 ¢ modulada pelo valor do pH do meio e ja ¢ descrito que tetrameros de PFK-1 se
dissociam em dimeros em pH &cido (Luther et al.,, 1983; Luther et al., 1986). A
consequente diminui¢do da atividade catalitica da PFK-1 pode ser observada na Figura 15,
onde, na faixa de pH 6,5 a 7,0, a enzima apresentou atividade muito reduzida. Com o
aumento dos valores de pH a atividade fosfofrutocinasica aumentou de forma crescente
com o o aumento do pH. Notavelmente, o CTZ inibe a atividade da PFK-1, mesmo em
valores de pH mais alcalinos, onde as formas tetraméricas da enzima sdo favorecidas
(Hesterberg e Lee, 1980).

Outro fator que também afeta a velocidade de uma reagdo catalisada por uma
enzima € a concentragdo dos seus substratos. O efeito do CTZ nos parametros cinéticos da
modulacdo da atividade da PFK-1 por ATP e F6P foram avaliados. O ATP nao ¢ apenas um
dos substratos para a PFK-1 mas também ¢é o principal produto da glicélise e cada
subunidade da enzima apresenta 2 sitios de ligacdo ao ATP. Quando altos niveis deste
nucleotideo sdo atingidos, o ATP inibe a atividade fosfofrutocinasica através da sua ligacao
a um sitio alostérico inibitério. Esta ligacdo promove uma mudanca conformacional na
enzima, diminuindo a afinidade da PFK-1 pela F6P (Passonneau e Lowry, 1962), além de
promover a dissociacdo dos tetrameros ativos da enzima em dimeros com menor atividade

(Zancan et al., 2007b; Zancan et al., 2008).
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Figura 15. Efeito do pH sobre a atividade catalitica da PFK-1 na presenca do CTZ. A
atividade da PFK-1 foi avaliada através do método radiométrico na auséncia e presenga de
50 uM de CTZ, como descrito em Material ¢ Métodos. Valores de pH testados: 6,5, 7,0,
7,5, 8,0 e 8,5. Dados representam a média + erro-padrao de no minimo 3 experimentos (n >

3), realizados em duplicata.

Como observado na Figura 16, o ATP apresenta um efeito duplo sobre a PFK-1,
ativando-a em concentracdes de at¢ 1 mM e agindo como um inibidor alostérico em
concentragdes mais elevadas, conforme também descrito por outros autores (Uyeda, 1979;
Zancan et al., 2008, Marinho-Carvalho et al., 2009). A presenga de 50 uM de CTZ
diminuiu atividade catalitica da PFK-1 por toda a faixa de ATP analisada. A Tabela 1
descreve o efeito do CTZ sobre os parametros cinéticos da PFK-1 calculados a partir da
curva com diferentes concentracdes de ATP. Observa-se que o CTZ diminuiu a afinidade

da PFK-1 pelo ATP no sitio estimulatdrio, aumentando o Ky s de 0.36 = 0.03 mM, obtido
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no controle, para 0,77 £ 0,08 mM, obtido na presenga de 50 uM de CTZ (P < 0.05).
Parelelamente, ¢ observado um aumento do indice de cooperatividade para esse sitio (n(a)),
sugerindo uma maior interdependéncia entre os sitios das diferentes subunidades. Esse dado
sugere uma maior dificuldade de tetramerizacdo na presenca de CTZ, reiterando a
conclusdo anterior de favorecimento de dimeros da PFK-1 na presenga de CTZ.
Adicionalmente, a velocidade maxima calculada ¢ 24% menor na presenca de CTZ,
descartando um possivel efeito competitivo entre CTZ e ATP pelo sitio estimulatorio para
esse substrato. Com relagcdo ao componente inibitério da modulacao da atividade da PFK-1
por ATP, observa-se que o CTZ promove um aumento da afinidade do sitio alostérico
inibitorio para ATP, reduzindo o Ki em quase 50%, sem contudo, afetar o indice de
cooperatividade desse sitio (n(i)). Levando-se em consideragdo que os efeitos inibitorios do
ATP sobre a PFK-1 devem-se a promocdao da dissociagdo dos tetrAmeros da enzima
(Zancan et al, 2007b; Zancan et al., 2008), ¢ de se esperar que essa inibi¢do seja favorecida
por outros agentes capazes de dissociar os tetrameros da enzima, como ¢ o caso do CTZ. A
falta de efeito do CTZ sobre o n(i) sugere que o farmaco nao afeta a interdependéncia entre
os sitios inibitorios das diferentes subunidades. Uma vez que ambos, CTZ e ATP, inibiriam
a enzima através do mesmo mecanismo — a dissociacdo dos tetrameros da enzima — o fato
de o CTZ nao afetar a interdependéncia entre os sitios inibitdrios para ATP das diferentes
subunidades sugere que o CTZ também ndo se liga ao sitio inibitorio para ATP.
Concluindo, o CTZ diminui velocidade méxima da PFK-1, diminui a afinidade para ATP
do seu sitio catalitico e aumenta a afinidade para ATP do seu sitio inibitdrio, sem ligar-se a

nenhum desses dois sitios.
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Figura 16. Efeito do CTZ sobre a atividade da PFK-1 em uma curva de ATP. A

atividade da PFK-1 foi mensurada pelo método radiométrico na auséncia e presenca de 50

uM de CTZ, como descrito no Material e Métodos. Concentragdes de ATP: 0,1, 0,25, 0,5,

0,7, 1,0, 3,0 e 5,0 mM. Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 3

experimentos (n > 3), realizados em duplicata.

Tabela 1. Parametros cinéticos para os efeitos do ATP sobre a atividade da PFK na

auséncia e na presenca de CTZ.

Controle 50 uM CTZ
Kos (mM) 0.36 + 0.03 0.77 £ 0.08
n(a) 1.3+0.2 2.1+0.3
Vmax (mU/pg) 192+1.7 14.6+1.3
Ki (mM) 33+0.3 1.7+02
n(i) 1.6+0.2 12402

"p<0.05 comparado ao controle (teste t de Student).

Legenda: (a) componente estimulatorio; (i) componente inibitorio.
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A incapacidade do CTZ em se ligar ao sitio catalitico da PFK-1 ¢ corroborada
analisando-se os seus efeitos sobre os parametros cinéticos para o outro substrato da
enzima, a frutose 6-fosfato. Efeitos similares aos observados para o componente
estimulatorio dos efeitos do ATP sobre a enzima, sdo observados para os efeitos do CTZ
sobre a ativacao da PFK-1 por frutose 6-fosfato (Tabela 2). Além da inibi¢do da enzima em
todas as concentragdes de frutose 6-fosfato testadas (Figura 17), observa-se a diminuigdo da
velocidade maxima e da afinidade da enzima pelo substrato, traduzida no aumento do Ky s
(Tabela 2). O aumento no indice de cooperatividade (n), assim como discutido acima para
ATP, sugere o favorecimento da formacdo de dimeros na presenca de CTZ. Esses
resultados sdo similares aos recentemente publicados por Marinho-Carvalho e
colaboradores (2009), onde a CaM, que induz a dimerizagdao da PFK sem inibi-la, diminui a
afinidade da PFK-1 tanto por ATP como por F6P.

A diminui¢ao da afinidade da PFK-1 por seus substratos, observado na presenga de
50 uM de CTZ, ¢ provavelmente devido ao mecanismo de ativacdo desses substratos sobre
a PFK-1, que envolve a tetramerizagdo da enzima. Ambos os substratos se ligam ao sitio
ativo da enzima estabilizando-a na conformagio tetramérica (Zancan et al., 2007b; Zancan
et al 2008, Marinho-Carvalho et al., 2009). Uma vez que o CTZ estabiliza a conformagao
dimérica da PFK-1 (Zancan et al., 2007a), essa modulagdo interfere no mecanismo acima
mencionado, resultando numa diminuicao da afinidade da PFK-1 por esses substratos. Essa
conclusdo ¢ reforcada pelo efeito menos pronunciado do CTZ sobre a afinidade da PFK-1
para frutose 6-fosfato, quando comparado ao efeito sobre a afinidade para ATP, uma vez
que a ativagdo da enzima por este ultimo parece estar mais relacionada com seus efeitos

sobre a tetramerizagdo da enzima (Zancan et al., 2008).
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Figura 17. Efeito do clotrimazol na curva de frutose 6-fosfato da atividade da PFK-1.
A atividade da PFK-1 foi mensurada pelo método radiométrico na auséncia e presenca de
50 uM de CTZ, como indicado em Material e Métodos. Concentragdes de frutose 6-fosfato
testadas: 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,7 ¢ 1,0 mM. Dados representam a média + erro-padrao de no

minimo 3 experimentos (n > 3), realizados em duplicata.

Tabela 2. Parametros cinéticos para os efeitos da frutose 6-fosfato sobre a atividade

da PFK na auséncia e na presenca de CTZ.

Controle 50 uM CTZ
Vmax (mU/pg) 18.6 + 1.4 162+1.3"
Kos (mM) 0.32 +0.02 0.48 +0.03
n 1.2+0.1 21+0.2°

"p<0.05 comparado ao controle (teste t de Student)
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Se a inibicdo da PFK-1 pelo CTZ depende da dimerizagdo da enzima promovida
pelo farmaco, seria de se espera que situacdes que favore¢am a formagao de tetrameros
diminuissem os efeitos inibitérios do CTZ. O estado oligomérico da PFK-1 ¢ totalmente
dependente da concentracdo da enzima, onde quanto mais diluida maior ¢ a populagdo de
estruturas menores € vice-versa. Assim, avaliamos os efeitos do CTZ sobre diferentes
concentracdes de PFK-1, onde torna-se claro que o efeito inibitério ¢ maior em
concentragdes menores da enzima, desaparecendo em concentragdes acima de 1,5 pg/mL
de PFK-1 (Figura 18). Esse desaparecimento da capacidade inibitoria do CTZ sobre a PFK-
1 ndo pode ser atribuida a um excesso molar da enzima, uma vez que, considerando-se a
enzima com 85 kDa, uma concentragdo de 1,5 pg/mL equivale a ~18 nM, o que ¢ mais de
2700 vezes menor que a concentracdo de CTZ (50 uM). Assim, conclui-se que o
favorecimento da formacao de tetrameros reverte a inibicdo promovida pelo CTZ sobre a

PFK-1.

4.3 Analise estrutural e da atividade do complexo PFK-1-Aldolase na presenca do

CTZ.

Como descrito anteriormente, a PFK-1 pode associar-se formando complexos
protéicos com diversas proteinas. Curiosamente, a forma dimérica da PFK-1, originalmente
inativa, quando associada a Aldolase apresenta atividade similar a forma tetramérica (Orosz
etal., 1987; Vértessy et al., 1997). O CTZ por sua vez, como mostrado nesse trabalho e por
Zancan e colaboradores (2007a), favorece a formagao de dimeros inativos. Com o objetivo
de analisar o efeito do trinomio PFK-1-Aldolase-CTZ, também no pH 7.4, realizamos uma

série de experimentos buscando observar que efeito prevaleceria numa situacdo onde
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Aldolase e CTZ estivessem agindo sobre a PFK-1. A equivaléncia molar entre a Aldolase e

a PFK nesses ensaios é de 1:1.
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Figura 18. Curva com concentracdes crescentes de PFK-1 na presenca do CTZ. A
atividade do complexo PFK-1 foi mensurada pelo método radiométrico na auséncia e
presenca de 50 uM de CTZ, como descrito no Material e Métodos. Concentracdes de
proteina: 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 3,0, 5,0 pg/mL. Dados representam a média + erro-padrao de

no minimo 3 experimentos (n > 3), realizados em duplicata.

Inicialmente, testamos o efeito do CTZ na conformacdo oligomérica do complexo
protéico PFK-1-Aldolase através da técnica de fluorescéncia intrinseca. Na Figura 19
observa-se que a presenca da Aldolase promoveu um deslocamento do centro de massa do
espectro de fluorescéncia intrinseca da PFK-1, correspondente a conformagao dimérica. A
presenga do CTZ ndo alterou esse resultado, assim como também ndo alterou a

conformagdo da PFK-1, ja que nesse ensaio o CTZ nado foi pré-incubado com a enzima.
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Esse efeito imediato sobre a estrutura da PFK-1 observado na presenca da Aldolase em
favorecer a formagdo de dimeros da PFK-1 sem a necessidade de uma pré-incubagao ¢

compativel com os resultados mostrados por Rais e colaboradores (2000).
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Figura 19. Efeito do CTZ na estrutura oligomérica do complexo bienzimatico PFK-1-
Aldolase. O espectro de fluorescéncia intrinseca da PFK-1 (barras pretas) e PFK-1-
Aldolase (barras cinzas) foi realizado na auséncia e presenca de 50 uM de CTZ (sem pré-
incubagdo) como indicado em Material e Métodos. Dados representam a média + erro-
padrdao de no minimo 3 experimentos (n > 3). * P < 0.05 comparando com o controle, na
auséncia de farmaco. O teste t de Student foi usado para avaliar as diferencas

estatisticamente significativas entre os valores.

Como descrito na Figura 12, a alteragdo da conformacgdo oligomérica da PFK-1
promovida pelo CTZ ¢ dependente do tempo de incubagdo. Com base nessas informagoes,
decidimos pré-incubar esse complexo durante 1 h a 37°C na presenca e auséncia do

farmaco para investigar se nessas condi¢cdes a conformagdo do complexo seria alterado.
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Apesar de nesse ensaio promover a dimerizacdo da PFK-1 sozinha, o CTZ nao foi capaz de
promover nenhuma alteracdo na conformacao oligomérica da PFK-1-Aldolase, o qual se

manteve dimérico (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do CTZ na estrutura oligomérica do complexo bienzimatico PFK-1-
Aldolase com pré-incubag¢do do farmaco. PFK-1 purificada e o complexo PFK-1-
Aldolase foram incubadas por 1 h na auséncia e presenca de 50 uM de CTZ. O espectro de
fluorescéncia intrinseca da PFK-1 (barras pretas) e PFK-1-Aldolase (barras cinzas) foi
obtido como indicado em Material e Métodos. Dados representam a média + erro-padrao de
no minimo 3 experimentos (n > 3). * P < 0.05 comparando com o controle, na auséncia de
farmaco. O teste t de Student foi usado para avaliar as diferengas estatisticamente

significativas entre os valores.

Os resultados das analises estruturais da PFK-1 na presenga de Aldolase e CTZ nao
sao capazes de fornecer qualquer indicagdo de seus efeitos sobre a atividade

fosfofrutocinésica nestas condigdes. Para elucidar os efeitos do CTZ sobre o complexo
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PFK-1-Aldolase fizemos uma curva de concentragdes crescentes de Aldolase até atingir
uma equivaléncia equimolar de 1:1 com a PFK-1 e investigamos o efeito do CTZ nessas
condigdes. As amostras foram pré-incubadas a 37°C durante 1 h antes da quantificacdo da
atividade fosfofrutocinasica. O efeito inibitério do CTZ ¢ reduzido conforme a
concentracdo de Aldolase aumenta (Figura 21). Este resultado, sugere que a Aldolase ¢
capaz de proteger a PFK-1 do efeito inibitorio promovido pelo CTZ. Entretanto, baseados
nos resultados das duas figuras anteriores, essa reversao de efeito ndo se da por impedir os
efeitos do farmaco sobre o estado oligomérico da PFK-1, mas provavelmente por promover
a formag¢do de uma estrutura dimérica com atividade catalitica similar os tetrameros da

enzima.

4.4 Estudo dos parametros cinéticos do complexo PFK-1-Aldolase na presenca de

CTZ.

Ap6s verificarmos a capacidade do CTZ em alterar o comportamento cinético da
PFK-1 frente a diferentes moduladores alostéricos, nds avaliamos esses mesmos parametros
frente a cinética do complexo PFK-1-Aldolase em pH 7,4, com equivaléncia de 1:1 entre as
enzimas. Esse conjunto de experimentos tem como finalidade estudar a influéncia da
Aldolase sobre os parametros cinéticos da PFK-1 na presenca de 50 uM de CTZ.
Novamente, investigamos esses efeitos em diferentes valores de pH, diferentes
concentracdes dos substratos e sobre diferentes concentragdes de proteina.

Na Figura 22 pode-se observar que, como para a PFK-1, o complexo PFK-1-
Aldolase teve a sua atividade catalitica aumentada conforme o pH do meio reacional

tornava-se mais alcalino. Apesar da Aldolase ndao proteger a PFK-1 contra inibi¢ao
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promovida em pHs acidos, esta foi capaz de proteger a enzima do efeito inibitoério do CTZ

por toda a faixa de pH analisada.
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Figura 21. Curva de atividade fosfofrutocinasica com diferentes concentracdes de
Aldolase na auséncia e presenca de 50 pM de CTZ. As amostras foram pré-incubadas po
1 h a 37°C com concentragdes crescentes de Aldolase: 0,25, 0,5, 0,75 ¢ 1,0 uM/mL. A
atividade da PFK-1 foi mensurada pelo método radiométrico, na auséncia e presenga de 50
uM de CTZ, como indicado em Material e Métodos. Dados representam a média + erro-
padrao de no minimo 3 experimentos (n > 3). * P < 0.05 comparando com o controle, na
auséncia de farmaco. O teste t de Student foi usado para avaliar as diferencas

estatisticamente significativas entre os valores.

Os efeitos do CTZ sobre os parametros cinéticos para a modulacao da atividade da
PFK-1 complexada a Aldolase pelos substratos ATP e frutose 6-fosfato foram avaliados. O
complexo PFK-1/Aldolase mantém o mesmo padrao de modulagdo pelos substratos que a
PFK-1 isolada, apresentando os dois compenentes, estimulatério e inibitorio, para ATP

(Figura 23) e um perfil cinético monofasico para frutose 6-fosfato (Figura 24). As
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diferencas nas afinidades pelos substratos encontradas sdo compativeis com os resultados
descritos por Rais e colaboradores (2000). Contudo, os parametros cinéticos tanto para
modulacdo por ATP (Tabela 3) quanto para ativagdo por frutose 6-fosfato (Tabela 4) nao

foram afetados pela presenca de CTZ quando a PFK-1 apresenta-se compexada a Aldolase.
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Figura 22. Efeito do CTZ sobre a curva de pH da atividade do complexo PFK-1-
Aldolase. A atividade da PFK-1 foi mensurada pelo método radiométrico, na auséncia e
presenca de 50 uM de CTZ, como em Material e Métodos. Dados representam a média +
erro-padrdo de no minimo 3 experimentos (n > 3), realizados em duplicata. * P < 0.05
comparando com o controle, na auséncia de farmaco. O teste t de Student foi usado para

avaliar as diferengas estatisticamente significativas entre os valores.
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Figura 23. Efeito do CTZ sobre a atividade do complexo PFK-1-Aldolase em

diferentes concentracdées de ATP. A atividade do complexo PFK-1-Aldolase foi

mensurada pelo método radiométrico, na auséncia e presenga de 50 uM de CTZ, como

descrito no Material e Métodos. Concentragdes de ATP: 0,1, 0,25, 0,5, 0,7, 1,0, 3,0 ¢ 5,0

mM. Dados representam a média + erro-padrao de no minimo 3 experimentos (n > 3),

realizados em duplicata .

Tabela 3. Parametros cinéticos para os efeitos do ATP sobre a atividade da PFK

associada com a Aldolase na auséncia e na presenca de CTZ

Controle 50 uM CTZ
Kys (mM) 0.41 +0.04 0.44 +0.05
n(a) 1.8+0.2 1.6 +0.2
Vmax (mU/pg) 21.2+£3.7 179+£3.3
Ki (mM) 44+£0.5 52+0.6
n(i) 6.0+2.8 23+£0.9

Legenda: (a) componente estimulatdrio; (i) componente inibitdrio
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Figura 24. Efeito do CTZ sobre a atividade do complexo PFK-1-Aldolase em
diferentes concentracoes de frutose-6-fosfato. A atividade do complexo PFK-1-
Aldolase foi mensurada pelo método radiométrico, na auséncia e presenga de 50 uM de
CTZ, como descrito no Material ¢ Métodos. Concentracdes de frutose 6-fosfato: 0.,05,
0,1, 0,25, 0,5, 0,7 e 1,0 mM. Dados representam a média + erro-padrdao de no minimo 3

experimentos (n > 3), realizados em duplicata .

Tabela 4. Parametros cinéticos para os efeitos da frutose 6-fosfato sobre a atividade

da PFK-1 associada com a Aldolase na auséncia e na presenca de CTZ.

Controle 50 uM CTZ
Vmax (mU/pg) 15.8+2.1 17.2+2.3
Kys (mM) 0.14+0.03 0.15+0.03
n 2.8+0.6 3.1+09
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De forma andloga ao que foi observado para a PFK-1 isolada, o aumento da
concentracao do complexo PFK-1/Aldolase ¢ capaz de reverter os efeitos do CTZ sobre a
atividade fosfofrutocinasica (Figura 25). Nesse caso, como a concentracdo das duas
enzimas aumentam simultaneamente, a reversdo dos efeitos do CTZ provavelmente ¢
devida a um complexo fendmeno de homo- e heteroassociagdo da PFK-1 como descrito por
Rais e colaboradores (2000), formando homotetrameros de PFK-1 (que ndo sdo inibidos

por CTZ) e heterocomplexos de dimeros de PFK-1 associados a aldolase (que também nao

sdo inibidos por CTZ).
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Figura 25. Curva de diferentes concentracdes do complexo PFK-1-Aldolase na
auséncia e presenca de CTZ. A atividade do complexo PFK-1-Aldolase foi mensurada
pelo método radiométrico, na auséncia e presend de 50 uM de CTZ, como descrito no
Material e Métodos. Concentragdes de proteina: 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 3,0, 5,0 ¢ 10.0 pg/mL.
Dados representam a média + erro-padrao de no minimo 3 experimentos (n > 3), realizados

em duplicata .
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4.5 Efeito do clotrimazol na atividade catalitica da Aldolase

Uma vez que o CTZ foi capaz de inibir a atividade fosfofrutocinasica, mas nao foi
capaz de fazé-lo no complexo bienzimatico PFK-1-Aldolase, nosso objetivo foi, entdo,
verificar se o CTZ promoveria algum efeito sobre a atividade da outra enzima do
complexo, a Aldolase. Relatos disponiveis atualmente a respeito da acdo do CTZ sobre
Aldolase descrevem somente que o farmaco ¢ capaz de promover o desligamento dessa
enzima do citoesqueleto de uma linhagem celular derivada de cancer de mama, a MCF-7
(Meira et al., 2005), de células CT-26 de adenocarcinoma do célon, de células de Lewis de
carcinoma do pulmao (Penso e Beitner, 2002b), e de células de melanoma de camundongo
B16 F10 (Glass-Marmor e Beitner, 1997). Esta dissociagdo esta diretamente relacionada
com uma diminui¢do da viabilidade dessas linhagens. Contudo, seria este o tnico efeito do
CTZ sobre a Aldolase?

Na Figura 26, observamos o efeito direto do CTZ sobre a Aldolase, onde o farmaco
foi capaz de promover um efeito inibitorio direto significativo sobre a atividade da mesma.
Esse efeito ndo ¢ revertido ou sequer atenuado com o aumento da concentragao da enzima,
sugerindo ser uma inibicdo mais potente que a observada para a PFK-1. A Aldolase ¢
fortemente ativada pela presenga de PFK-1, como demonstrado na Figura 27. Decidimos
assim verificar se a presenga de PFK-1 seria capaz de atenuar a inibi¢do promovida pelo
CTZ sobre a Aldolase. Como demonstrado pelos resultados apresentados na Figura 28, a
presenca de PFK-1 ndo foi capaz de reverter ou atenuar a inibi¢do promovida pelo CTZ

sobre a Aldolase. Este tltimos resultados sdo sumarizados na Figura 29 onde torna-se claro
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que, diferente do que ocorre para a atividade da PFK-1, o CTZ promove a inibigdo da

aldolase independente desta enzima encontra-se associada com a PFK-1.
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Figura 26. Curva de atividade da Aldolase na auséncia e presenca de 50 pM de CTZ.
As amostra foram pré incubadas por 1 h a 37°C com concentragdes crescentes de Aldolase:
0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 pg/mL. A atividade da Aldolase foi mensurada pelo método
espectrofotométrico como descrito em Material ¢ Métodos. Dados representam a média +
erro-padrao de no minimo 3 experimentos (n > 3), realizados em duplicata . * P < 0.05
comparando com o controle, na auséncia de farmaco. O teste t de Student foi usado para

avaliar as diferengas estatisticamente significativas entre os valores.
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Figura 27. Atividade catalitica da Aldolase na presenca da PFK-1. As amostras foram
pré-incubadas por 1 h a 37°C com concentragdes crescentes de Aldolase: 0,25, 0,5, 0,75 ¢
1,0 pg/mL. A atividade da Aldolase foi mensurada pelo método espectrofotométrico como
descrito em Material e Métodos. Dados representam a média + erro-padrao de no minimo 3

experimentos (n > 3), realizados em duplicata.
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Figura 28. Efeito do CTZ sobre a atividade da Aldolase na presenca da PFK-1. As
amostra foram pré incubadas por 1 h a 37°C com concentracdes crescentes de Aldolase:
0,25, 0.5, 0,75 e 1,0 pg/mL. A atividade da Aldolase foi mensurada pelo método
espectrofotométrico como descrito em Material e Métodos. Dados representam a média +
erro-padrao de no minimo 3 experimentos (n > 3), realizados em duplicata . * P < 0.05
comparando com o controle, na auséncia de farmaco. O teste t de Student foi usado para

avaliar as diferengas estatisticamente significativas entre os valores.
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Figura 29. Efeito da interacio PFK-1-Aldolase na presenca e auséncia de CTZ sobre a
atividade catalitca da PFK-1 e Aldolase. A atividade da Aldolase foi mensurada pelo
método espectrofotométrico e da PFK-1 pelo método radiométrico como descrito em
Material e M¢étodos. Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 3
experimentos (n > 3), realizados em duplicata. * P < 0.05 comparando com o controle, na
auséncia de farmaco. # P < 0.05 comparando com o controle, na auséncia do farmaco e da
PFK-1. O teste t de Student foi usado para avaliar as diferencas estatisticamente

significativas entre os valores.
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5. DISCUSSOES

A glicolise € uma importante via bioenergética para diversos sistemas celulares,
sendo considerada um excelente alvo para o desenvolvimento de farmacos antineoplasicos
que tém como objetivo diminuir a fonte energética com a qual o cancer se nutriria e
consequentemente se expandiria. Essa terapia ficou conhecida como ‘Terapia Metabdlica’ e
vem sendo aprimorada tanto para o tratamento do cancer, quanto para o seu diagndstico.
Neste contexto, o CTZ ja foi proposto como um farmaco promissor no tratamento do
cancer (Penso e Beitner, 2002a; Pendo e Beitner, 2002b; Meira et al., 2005). Isto se deve a
sua capacidade de diminuir a viabilidade de diversas linhagens celulares como, células
MCF-7 derivadas de cancer de mama (Meira et al., 2005), células CT-26 de
adenocarcinoma do colon e células de Lewis de carcinoma de pulméo (Penso e Beitner,
2002a; Penso e Beitner 2002b). Esses resultados obtidos foram devido a sua habilidade em
desligar enzimas da via glicolitica, como PFK-1 e Aldolase, do citoesqueleto diminuindo a
atividade dessas enzimas, o fluxo glicolitico e, consequentemente, o nivel de ATP para a
celula, o que acarreta uma diminuicdo da viabilidade celular. Baseado nessas informagdes,
este trabalho buscou entender os pormenores dessa regulacdo metabdlica através de ensaios
in vitro. O estudo envolveu o principal ponto de controle da via glicolitica, a reagdo
catalisada pela PFK-1, e englobou tambem a reacdo subsequente a essa, a reagdo catalisada
pela Aldolase. Além disso, estudamos a importancia da ligagdo entre PFK-1 e Aldolase
para 0 metabolismo celular e as alteragdes que essa associagdo promove na capacidade

inibitoria do CTZ sobre ambas enzimas.
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Os resultados obtidos neste estudo confirmam dados anteriores relatados por Zancan
e colaboradores (2007a) que mostraram um outro efeito do CTZ sobre a enzima chave da
glicose, a PFK-1, alem do ja mostrado sobre o seu desligamento do citoesqueleto.
Mostramos que esse farmaco tem a capacidade de favorecer a conformacdo dimérica da
PFK-1, que é a forma inativa da enzima. Esses resultados foram obtidos e confirmados por
diferentes técnicas, como cromatografia de gel filtragdo, eletroforese com reagente de
cross-linker, Western Blot e fluorescéncia intrinseca, o que valida ainda mais a veracidade
desses resultados. Vimos também que essa dimerizacdo da PFK-1, reduziu a afinidade do
sitio catalitico da PFK-1 com os seus substratos, ATP e F6P, em 50% e 30%,
respectivamente. Ou seja, 0 CTZ alterou o comportamento cinético da enzima frente aos
seus substratos, 0 que acarreta inevitavelmente na diminuicdo da sua atividade catalitica.

Associacdes heterologas entre a PFK-1 e outras enzimas e com elementos celulares,
como filamentos de actina e microtubulos, tém sido reportadas (Liou e Anderson, 1980;
Clarke et al., 1983; Lehotzky et al., 1993). Desde que associacdes heterologas alteram a
estrutura quaternaria da PFK-1, a sua atividade e propriedades regulatérias também sdo
modificadas, ou seja, sdo altamente dependentes de interacbes macromoleculares. Rais e
colaboradores (2000) mostraram que a Aldolase se liga a forma dimérica da PFK-1 e que
essa associacdo mantém a atividade méaxima observada em conformagdes mais complexas.
Nossos resultados confirmam as observagdes deste grupo de pesquisa, onde, através de
ensaios de fluorescéncia intrinseca e de ensaios cineticos comprovamos a interacdo PFK-1-
Aldolase. Notamos que essa associacdo alterou o comportamento cinético da PFK-1 frente
ao efeito inibitério promovido pelo CTZ, demonstrando uma capacidade protetora da

Aldolase frente a inibi¢cdo promovida pelo CTZ.
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Como relatado anteriormente, 0 CTZ € reconhecido como um inibidor do fluxo
glicolitico. Observamos com 0S nossos ensaios in vitro que o farmaco perde a sua
capacidade inibitéria sobre a PFK-1 quando esta se encontra ligada a Aldolase. Sabendo
que esse tipo de interagdo heterdgola tambeém ocorre na celula, como explicar a inibicdo
observada sobre a PFK-1 pelo CTZ e consequentemente sobre o fluxo glicolitico relatado
por diversos grupos de pesquisa? (Penso e Beitner, 2002a; Penso e Beitner 2002b; Meira et
al., 2005). Um outro achado nos nossos estudos, que explica esse ponto, foi a capacidade
do farmaco em inibir a outra enzima do complexo, a Aldolase. Além dessa inibicao,
observamos que a PFK-1 mostrou um caréater ativador da Aldolase quando essas estdo
associadas. Ao contrario do que foi observado para PFK-1, a presenca desta ndo foi capaz
de proteger a Aldolase do efeito inibitério promovido pelo CTZ.

A regulacdo do metabolismo celular € um evento que envolve uma infinidade de
mecanismos direcionados para garantir o fornecimento constante de energia e metabdlitos
para 0 organismo. Quanto mais complexo é o organismo, mais complexa é também a
regulacdo do seu metabolismo, como no caso de mamiferos. Assim, apesar de conhecermos
diversos mecanismos diferentes de regulacdo metabdlica, ainda estamos muito distantes da
compreenséo total do metabolismo celular. 1sso se torna claro quando tentamos explicar a
regulacéo do fluxo glicolitico.

Baseado na discussdo acima, os efeitos do CTZ observados in vitro tém como
finalidade transportar os conhecimentos adquiridos nesse microambiente, para um
macroambiente que é a célula. Isso ndo somente enriquecerd o entendimento de como
ocorre os diferentes tipos de regulacdo metabdlica, que a via glicolitica possui, como
possibilitara e possibilitou entender como o CTZ atua como um agente inibidor do fluxo

glicolitico.
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6. CONCLUSOES

Concluimos com este trabalho que o clotrimazol atua como um agente inibidor da
atividade da PFK-1 e que este efeito é dependente do tempo de exposi¢do da enzima com 0
farmaco. O CTZ, além de favorecer a conformacdo dimérica da enzima, que € a forma
inativa da enzima, também alterou o comportamento cinético da PFK-1, diminuindo a
afinidade do seu sitio catalitico pelos seus dois substratos, ATP e frutose 6-fosfato. Este
trabalho também revela a importancia das associa¢Ges proteina-proteina, como a associagdo
entre PFK-1 e Aldolase. Observamos que a Aldolase é capaz de proteger a PFK-1 dos
efeitos inibitorios promovidos pelo CTZ sobre a sua atividade, assim como os seus efeitos
sobre a estrutura quaternaria da enzima. Porém, verificamos também que a PFK-1, ao
contrério da Aldolase, ndo foi capaz de prevenir o efeito inibitério do derivado
imidazolinico sobre a Aldolase, mesmo a PFK-1 apresentando-se como um ativador da

enzima.
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7. PERSPECTIVAS

Dando continuidade ao tema desenvolvido durante 0 Mestrado, as perspectivas para
o Doutorado s&o:

Desenvolver um sistema protétipo para carreamento e liberacdo controlada de CTZ
para tratamento de cancer a partir de nanoparticulas poliméricas contendo nanoparticulas
magnéticas e compara-los com os resultados obtidos utilizando somente o CTZ.

Adicionalmente e em consequéncia deste objetivo pretendemos:

e Investigar o papel do CTZ sobre a atividade e estrutura da HK;

e Investigar o papel do CTZ sobre a glicolise aerobica através da modulagdo da
atividade da HK e PFK-1 em células neoplésicas;

e Avaliar os efeitos desses compostos sobre a ligagdo da PFK-1 nos filamentos de
actina formadores do citoesqueleto das células neoplasicas;

e Avaliar os efeitos destes compostos sobre a localizagéo celular e a atividade da HK
mitocondrial;

e Medir o consumo de glicose e a producgéo da lactato nas condi¢Ges acima descritas;

e Avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas em cultura de células tumorais

mamarias pela inibigdo da glicolise anaerdbica pelo CTZ.
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