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RESUMO

As células neoplésicas sdo caracterizadas pela glicolise aerdbica aumentada, a qual
se correlaciona com um prognostico negativo. Embora esta correlagao seja bem conhecida,
0 mecanismo responsavel pela elevada taxa glicolitica em canceres ¢ o papel das enzimas
glicoliticas ainda nao foram determinados. A glicolise ¢ controlada por reguladores
alostéricos, assim como pela ligagdo reversivel das enzimas glicoliticas ao citoesqueleto
celular. O clotrimazol (CTZ) ¢ um derivado azolico antifungico com promissores efeitos
anticancer, os quais podem ser parcialmente atribuidos a sua habilidade em alterar a
localizag¢do intracelular das enzimas glicoliticas. O presente trabalho objetiva avaliar a
atividade das principais enzimas que regulam a glicolise em linhagens celulares de cancer
de mama com graus de agressividade variaveis e os efeitos do CTZ sobre a glicdlise,
viabilidade e potencial metastatico destas células. MCF10A, MCF-7 e MDA-MB-231 sao
linhagens celulares derivadas de mama humana com caracteristicas ndo tumorigénica,
tumorigénica e metastatica, respectivamente. Estas células apresentam um crescente grau
de eficiéncia glicolitica, ou seja, lactato produzido por glicose consumida, correspondendo
ao potencial metastatico. O CTZ promove importantes alteragdes nos parametros
metabolicos celulares, diminuindo o consumo de glicose, a produg¢do de lactato e o
contetdo de ATP intracelular. Embora ndo haja diferenca na atividade da fosfofrutocinase
(PFK) e da piruvato cinase (PK), a atividade da hexocinase (HK) ¢ maior em ambas
linhagens celulares tumorigénicas quando comparadas com as células MCF10A. Nenhuma
diferenca ¢ observada na atividade hexocinasica comparando-se as cé¢lulas MCF-7 e MDA-
MB-231, sugerindo que a diferenga entre as eficiéncias glicoliticas pode ndo ser atribuida a

esta enzima. Entretanto, encontramos que a expressdo da isoforma L da PFK (PFK-L)



correlaciona-se diretamente com a agressividade e a eficiéncia glicolitica nestas linhagens
celulares. O CTZ altera diretamente a atividade destas enzimas glicoliticas apds 24 h de
tratamento, assim como, inibe a enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) da via
das pentoses fosfato. Além disso, o farmaco promove um decréscimo dependente da dose
da viabilidade celular e inibe a migragdo e a invagdo celular, efeitos que sdo mais
pronunciados na linhagem MDA-MB-231 do que na linhagem MCF-7. Assim, concluimos
que: (1) a eficiéncia glicolitica, importante para a sobrevivéncia das células cancerosas,
depende primariamente da expressao preferencial da isoforma PFK-L do que das isoformas
M e P; (2) nossos resultados suportam as evidéncias para os efeitos antineopléasicos do CTZ
que podem inicia-se pela inibicdo do fluxo glicolitico, como revelado pela inibigdo das
enzimas glicoliticas. Desta forma, o metabolismo energético pode ser uma alternativa como

alvo terapéutico para os tumores glicoliticos.



ABSTRACT

Cancer cells are characterized by increased aerobic glycolysis, which correlates with
a negative prognosis. Although this correlation is well known, the mechanism of the
elevated rate of glycolysis in cancer and the role of glycolytic enzymes have yet to be
determined. Glycolysis is known to be controlled by allosteric regulators, as well as by
reversible binding of glycolytic enzymes to the cytoskeleton. Clotrimazole (CTZ) is an
anti-fungal azole derivative with promising anti-cancer effect, which is partially attributed
to its ability to alter the intracellular localization of glycolytic enzymes. The present work
aims to evaluate the activity of the major enzymes that regulate glycolysis in breast cancer
cell lines of varying aggressiveness and the effects of CTZ on the glycolysis, viability and
metastatic potencial of these cells. MCF10A, MCF-7 and MDA-MB-231 are human breast-
derived cell lines with non-tumorigenic, tumorigenic and metastatic profiles, respectively.
These cell lines present increasing degrees of glycolytic efficiency, i.e., lactate produced
per glucose consumed, corresponding to their metastatic potential. CTZ promotes important
alterations on the cell metabolic parameters, diminishing glucose consumption, lactate
production and intracellular ATP content. Although there are no differences in
phosphofructokinase (PFK) or pyruvate kinase (PK) activities, the activity of hexokinase
(HK) is higher in both tumorigenic cell lines as compared to MCF10A cells. No difference
is observed in HK activity comparing MCF-7 and MDA-mb-231 cells, suggesting that the
difference in their glycolytic efficiency could not be attributed to this enzyme. However,
we found that expression of the PFK-L isoform strongly correlates with aggressiveness and
glycolytic efficiency in these cell lines. CTZ directly alters the activity of these glycolytic
enzymes upon 24 h of treatment, as well as, of the pentose phosphate pathway enzyme

glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH). Moreover, the drug promotes a dose-



dependent decrease on cell viability and inhibits the cellular migration and invasion, which
is more pronounced on MDA-MB-231 when compared to MCF-7 cell line. Thus, we
conclude that: (1) glycolytic efficiency, which is important for the survival of cancer cells,
depends primarily on the preferential expression of PFK-L over the M and P isoforms; (2)
our results support evidences for the antineoplasic effects of CTZ that might start by
inhibiting glycolytic flux, as revealed by the inhibition of the key glycolytic enzymes.

Hence, energy metabolism may be an alternative therapeutic target for glycolytic tumors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O termo tumor ou neoplasia caracteriza-se por uma massa anormal de tecido
com crescimento que excede os limites anatomicos do tecido sadio. Os tumores
podem ser benignos, ndo apresentando risco de levar a morte, ou malignos. Cancer € o
termo utilizado para todos os tumores malignos e compreende um conjunto de mais
de 100 doengas que tém em comum o crescimento desordenado de células que
invadem outros tecidos e oOrgdos, adjacentes ou ndo. Geralmente, as células
neoplasicas malignas proliferam progressivamente e tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis (EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003b). Por outro lado, um tumor
benigno possui uma massa de células coesas que se multiplicam vagarosamente e se
assemelham ao seu tecido original (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2009).

O cancer configura-se como um grande problema de satde publica e o
continuo crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetard de forma
significativa o 1impacto desta patologia no mundo. Esse impacto recaird
principalmente sobre os paises de médio e baixo desenvolvimento. Desde 2003, as
neoplasias malignas constituem-se como a segunda causa de morte na populacao,
representando quase 17% dos 6bitos por causa conhecida notificada em 2007 no
Sistema de Informagdo sobre Mortalidade (SIM — Ministério da Saude, Brasil).
Estimou-se que em 2008 ocorreriam 12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes
de oObitos. Para a América do Sul, Central e Caribe, estimou-se, em 2008, cerca de um
milhdo de novos casos de cancer e 589 mil 6bitos (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, INCA, 2010).

O Brasil classifica-se entre os paises com maior taxa de incidéncia de cancer
em todo o mundo (levando-se em consideragdo os possiveis diagnosticos incorretos
para essa doenca). Dados estimados para o corrente ano e validos também para 2011
mostram que ocorrerdo aproximadamente 50 mil novos casos de cancer anuais e esses
valores tendem a aumentar rapidamente acompanhando a taxa de incidéncia mundial.

Ainda, segundo o INCA (2010), estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma



serd o mais incidente na populagdo brasileira (114 mil casos novos), seguido pelos
tumores de prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), pulmao (28 mil), célon e reto

(28 mil), estobmago (21 mil) e colo do utero (18 mil), como evidenciado na Figura 1.

Tipos de cincer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele nio melanoma, na

populagio brasileira
N° de Casos

60.000 —
Feminino
50,000 — . Masculino

40.000 —
30.000 —

20,000 —

o I I I I—I_._-_
0

Marma Pristata  Traqueia, ClloneReto Estbmago Colodo  Cavidade Esblago  Leucemias Pele
Feminina Branquio & Utero Oral Melanona
Pulmdo

Fante; Institio Macional di Cancer - INCAS MS

Figura 1- Estimativa dos tipos de cincer mais incidentes na populacgiao brasileira.

Figura obtida no site http://www.inca.gov.br/estimativa/2010/.

Dentre os tipos de cancer, destaca-se o cancer de mama. Este ¢ o segundo tipo
de cancer mais freqliente no mundo e o mais comum entre as mulheres, com cerca de
28% de novos casos anuais, com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil
mulheres e com uma estimativa de oObitos em torno de 15% segundo dados da
American Cancer Society (2010) (Figura 2). Somente na regido Sudeste do Brasil, o
cancer de mama possui um risco estimado de 65 novos casos por 100 mil habitantes.
Este tumor ¢ provavelmente o mais temido pelas mulheres devido a sua alta
frequéncia e, principalmente por seus efeitos psicologicos, os quais afetam a

percepcdo da sexualidade e da propria imagem pessoal da paciente. Ele ¢


http://www.inca.gov.br/estimativa/2010/

relativamente raro antes dos 35 anos de idade, mas acima desta faixa etaria sua

incidéncia cresce rapida e progressivamente (INCA, 2010).

Estimated New Cases*

Males Females

Prostate 217,730 28% Breast 207,090 28%

Lung & bronchus 116,750 15% Lung & bronchus 105,770 14%
Calon & rectum 72,000 9% Colon & rectum 70,480 10%
Urinary bladder 52,760 7% Uterine corpus 43,470 6%
Melanoma of the skin 38,870 5% Thyroid 33,930 5%
Non=Hodgkin lymphoma 35,380 4% Non=Hodgkin lymphoma 30,160 4%
Kidney & renal pelvis 35,370 4% Melanoma of the skin 29,260 4%
Oral cavily & pharynx 25,420 3% Kidney & renal pelvis 22,870 3%
Leukemia 24,690 3% Ovary 21,880 3%

Pancreas 21,370 3% Pancreas 21,770 3%

All Sites 789,620 100% All Sites 739,940 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 86,220 29% Lung & bronchus 71,080 26%
Prostate 32,050 1% Breast 39,840 15%

Golon & rectum 26,580 9% Colon & rectum 24,790 9%
Pancreas 18,770 6% Pancreas 18,030 7%

Liver & intrahepatic bile duct 12,720 4% Ovary 13,850 5%
Leukemia 12,660 4% Non=Hodgkin lymphoma 9,500 4%

Esophagus 11,650 4% Leukemia 9,180 3%
Non=Hodgkin lymphoma 10,710 4% Uterine Corpus 7,950 3%
Urinary bladder 10,410 3% Liver & intrahepatic bile duct 6,190 2%

Kidney & renal pelvis 8,210 3% Brain & other nervous system 5,720 2%
All Sites 299,200 100% All Sites 270,290 100%

Figura 2- Os 10 tipos de cincer mais incidentes: estimativas de novos casos e
estimativas de obitos por sexo para o ano de 2010. Figura obtida em Cancer

Statistics 2010, American Cancer Society, Inc.

O cancer de mama apresenta os disturbios hormonais como um dos principais
fatores de risco, entretanto, segundo o INCA, os fatores de risco relacionados a vida
reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade, primeira gestagdo a termo
acima dos 30 anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposi¢cdo
hormonal) também ja estdo bem estabelecidos. Além desses, os fatores genéticos
também estdo associados ao maior riscos de desenvolvimento de cincer de mama.

Mulheres que apresentam mutagdo nos genes BRCA1 e BRCA2 tém 85% de chance



de desenvolver cancer de mama antes dos 70 anos de idade (INCA, 2010). De fato, as
taxas de incidéncia de cancer de mama aumentam rapidamente até os 50 anos e,
posteriormente, 0 mesmo se da de forma mais lenta. Essa mudanga no comportamento
desta taxa é conhecida na literatura como "Clemmesen’s hook™ e tem sido atribuida ao
inicio da menopausa. Alguns estudos apontam para dois tipos de cancer de mama
relacionados com a idade: o primeiro tipo, que acomete 90% dos tumores, ocorre na
idade da pré-menopausa e ¢ caracterizado por ser mais agressivo € negativo para o
estrogénio receptor (ER), isto é, que ndo depende do ER para o crescimento das
células. O segundo, ocorre na idade da pos-menopausa e apresenta-se ER-positivo,
podendo ser efetivamente tratado por inibi¢do da funcdo do ER, uma vez que ER ¢
importante para o crescimento dessas células. As variagdes morfologicas dos tumores
também estdo relacionadas ao ER, como por exemplo, os carcinomas medulares sdo
ER-negativos, enquanto que os carcinomas tubulares e lobulares apresentam um
fenétipo ER-positivo. Com relagdo aos carcinomas medulares, pode-se dizer ainda
que eles estdo associados as mutagdes no gene BRCAL e sdo mais frequentes em
populagdes de baixo risco, como as japonesas. Por outro lado, os carcinomas
tubulares e lobulares t€ém associacdo com as mutagdes do gene BRCAZ e sdo mais
comuns em populagdes de alto risco, como a dos Estados Unidos (INCA, 2010;
CHAN et al., 2008).

O cancer ¢ uma doenga originada a partir de trés fatores preponderantes: os
fatores ambientais, fatores hereditarios e a pré-disposicdo genética (quando ha um
risco mais elevado para o familiar de um doente desenvolver a doenca, do que para a
populagdo em geral) (NIGRO et al., 1989). Contudo, alguns estidgios devem ser
percorridos até que o cancer se instale, destacando-se a inducdo, promocdo e
progressdo. O estagio da “inducdo” ¢ caracterizado pela instabilidade genomica que
leva a lesdo no DNA, podendo induzir a mutacdes. Essa alteragdo gendmica ocorre
por varios fatores, dentre eles: rearranjos cromossomicos, radiagdo ultravioleta,
agentes quimicos e virus oncogénicos. Todos estes fatores poderdo gerar uma
mudanga irreversivel do genotipo da célula normal progenitora, produzindo uma
célula “iniciada”. O segundo estagio consiste na ativagdo de oncogenes ou inibi¢ao de
genes supressores do tumor e ¢ denominado “promoc¢ao”. Um exemplo ¢ o do gene

p53 que na sua forma ndo mutada ¢ um gene supressor de tumor e as células neste



estagio sdo denominadas ‘“transformadas” (NIGRO et al., 1989). Embora o
surgimento do cancer ocorre quando a célula perde o controle no seu processo de
multiplicacdo passando a fazé-la de forma desordenada e acelerada, o motivo pelo
qual a célula perde o equilibrio no seu desenvolvimento ainda ndo estd totalmente
esclarecido (WEINBERG, 2008). O ultimo estagio da carcinogénese ¢ chamado de
“progressao”, onde ha mudangas do microambiente celular com o objetivo de manter
o processo maligno e a capacidade de gerar metastases. Durante esta fase, sdo geradas
condi¢des para o crescimento das células imortalizadas, tais como producao de fatores
de crescimento e citocinas (PETEN et al., 1990).

A taxa de crescimento das células tumorais ¢ determinada pelo tamanho,
volume, contetido mitdtico e diferenciacdo. A classificagao da neoplasia ¢ baseada em
suas caracteristicas histologicas e no estado de progressao clinica (SANCHEZ et al.,
2007). No desenvolvimento do cancer, ha essencialmente dois tipos de tecidos
distintos: epitelial e estromal. O tecido epitelial ¢ formado por células justapostas, ou
seja, intimamente unidas entre si, com crescimento em monocamadas e que apresenta
como principais funcgdes: proteg¢do, revestimento, absor¢do, secrecdo e protecdo da
superficie do corpo. O cancer que acomete esse tecido tem prevaléncia em adultos,
dando origem ao cancer de mama, pulmao, pancreatico, préstata e melanoma. O
tecido estromal ¢ o tecido de sustentagdo de um orgdo, que serve para sustentar as
células funcionais (parénquimas) desse orgdo. E constituido de tecido conjuntivo e
vaso sanguineo, ¢ elastico, altamente movel e podendo crescer, em resposta a
gradientes morfogenéticos, em varias diregdoes (GILLIES et al., 2008). O cancer que
acomete esse tecido ¢ prevalente em criangas, originando o sarcoma, glioma e
leucemia. Componentes epitelial e estromal, sdo estabelecidos durante a
embriogénese para 3 camadas de células germinativas primordiais: ectoderme,
endoderme e mesoderme que dao origem a pele e sistema nervoso, epitélio e tecido
mesenquimal, respectivamente. Os componentes epiteliais sdo geralmente derivados
do endoderma e ectoderma e os estromais sdo derivados do mesoderma; sendo este
determinante nas propriedades moleculares e celulares dos tumores (JESSANI et al.,
2004; GILLIES et al., 2008).

A carcinogénese procede por distintos estdgios, iniciando com mudangas genéticas

que resultam na hiperplasia, progredindo para a displasia dentro do limen do ducto,



conhecido como carcinoma in sito (Cis), que ¢ delimitado do estroma por uma
membrana basal fina. O Gltimo estagio do carcinoma in sSito pode ser caracterizado
como angiogénico (GATENBY e GILLIES 2004). Fatores angiogénicos, como o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), sdo produzidos pelo tumor podendo
promover o aumento da vascularizagdo dentro do estroma e, consequentemente,
estimular a angiogénese pela formagdo de novos vasos sanguinecos (GATENBY e
GILLIES 2004, HSU e SABATINI, 2008). Esses novos vasos permanecem separados
das células tumorais pela membrana basal, ficando confinados no compartimento

estromal (Figura 3).

Figura 3 — Imagem digitalizada de uma biopsia exemplificando o ultimo estagio
do carcinoma ductal “in situ”. Os vasos sanguineos (azuis) sdo vistos no estroma
(S) que cerca o tumor (T). O tumor apresenta-se envolto pela membrana basal (B) e é
avascular. O centro do tumor apresenta-se necrético (N). Figura obtida em Gatenby e

Gillies (2004).

Assim, a carcinogénese ¢ o desenvolvimento do fendtipo maligno ocorrem
em um ambiente avascular. Como
resultado, substratos como oxigénio e glicose difundem-se através da membrana basal
atingindo a camada de células tumorais onde serdo metabolizados. Em consequéncia,

as concentragdes de oxigénio diminuem com o distdnciamento dos -capilares,



desenvolvendo regides de hipoxia proximas ao limite de difusdo do oxigénio. Durante
a formag¢ao do tumor, a adaptacdo a hipdxia pode ser mediada pelo fator induzido por
hipoxia (HIF), que induz a angiogénese e outras mudangas metabdlicas (OSTHUS et
al., 2000). Quando as células migratorias do tumor invadem o tecido estromal e se
deslocam para locais distantes, se alojando em pré-capilares e capilares, constitui-se a
metastase. O carcinoma ducto invasivo acomete 80% dos tumores, seguido pelo

lobular, tubular, medular e outros tipos especiais (ISIDORO et al., 2005).
1.1.1 Diagnostico

Embora o INCA e o Ministério da Salde incentivem campanhas para a
detecgdo do cancer de mama, a prevengdo primdria dessa neoplasia ainda ndo ¢
totalmente possivel devido a variacdo dos fatores de risco e as caracteristicas
genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia. Novas estratégias de rastreamento
factiveis para paises com dificuldades orcamentarias t€ém sido estudadas, uma vez
que, até o momento, recomenda-se somente a mamografia para mulheres com idade
entre 50 e 69 anos como método efetivo para deteccdo precoce (INCA, 2010). A
mamografia ¢ um exame de diagndstico por imagem, com finalidade de estudar o
tecido mamario, podendo detectar um nédulo mesmo que este nao seja palpavel. Para
isso utiliza-se um equipamento que contém uma fonte com baixas doses de raio X
para obter a imagem radiografica. No Brasil, o Ministério da Satde recomenda como
principais estratégias de rastreamento populacional um exame mamografico pelo
menos a cada dois anos para mulheres de 50 a 69 anos e o exame clinico anual das
mamas para mulheres de 40 a 49 anos. Para mulheres de grupos populacionais
considerados de risco elevado para cancer de mama, ou seja, com historia familiar de
cancer de mama em parentes de primeiro grau, recomenda-se o exame clinico da
mama e a mamografia, anualmente, a partir de 35 anos (INCA, 2010).

Uma outra técnica para o diagnostico do cancer, que considera algumas
propriedades metabdlicas dos tumores visando & aplicagdo clinica, ¢ a técnica de
imagem pela tomografia por emissao de positron (PET-Scan) que utiliza um analogo
da glicose, a '*F-fliior-deoxi-2-glicose (FdG), para identificar a localizagdo do tumor e

das metéstases (HSU e SABATINE, 2008). Nesta técnica, o consumo de glicose pelas



células tumorais ¢ mapeado apds a administragcdo da FdG, a qual ¢ fosforilada em FdG
6-fosfato pela hexocinase, a primeira enzima da via glicolitica. Como o metabolismo
desse composto ndo ocorre € como as células sdo impermeaveis a FdG 6-fosfato, o
consumo de glicose pelos tecidos ¢ refletido no acimulo de FdG 6-fosfato (ZIEGLER
et al., 2001). A imagem do PET-Scan de milhares de pacientes oncoldgicos tem
confirmado que muitos dos canceres humanos primarios e metastaticos apresentam

significante aumento da captacao de glicose (Figura 4).

Figura 4 - Imagem da tomografia por emissao de pésitron (PET-Scan) com FdG
de um paciente com linfoma. Os nédulos do mediastino (seta purpura) e os nédulos
supraclaviculares (setas verdes) mostram a alta captacdo de '“F-fluor-deoxi-2-glicose
(FdG), evidenciando que os tumores destes nddulos apresentam alta captagdo de FdG.
A bexiga (seta amarela) também apresenta alta atividade devido a excrecdo do

radionucleotideo. Figura obtida em Gatenby e Gillies (2004).



Em muitos casos, a especificidade e sensibilidade do FdG-PET-Scan em
identificar as lesdes primarias e metastaticas ¢ proxima de 90% (GATENBY e
GILLIES, 2004). De fato, Meadows e colaboradores (2008) observaram, através de
PET-Scan, que aproximadamente 90% dos tumores tém uma taxa glicolitica bem
maior do que as células normais e que, conforme aumenta a captacdo de glicose,
aumenta a agressividade do tumor (MEADOWS et al., 2008). Assim, esta técnica ¢é
especialmente precisa para a detec¢do de metastases nodal ¢ distantes (ROBEY et al.,
2008). Embora o PET-Scan ndo seja um método capaz de diferenciar um tumor
primario benigno de um maligno, por ser uma técnica altamente variavel em canceres
primarios, ainda assim, apresenta uma sensibilidade e especificidade muito elevada
para metastases (exceto para o cancer de prostata) (GILLIES et al., 2008; ZIEGLER
et al., 2001). O carcinoma mamario apesar de ser considerado um cancer
relativamente de bom progndstico, se diagnosticado e tratado oportunamente, ainda
apresenta taxas de mortalidade elevadas no Brasil muito provavelmente porque a
doenga ainda ¢ diagnosticada em estadios avangados e assim, de dificil tratamento

(INCA, 2010).

1.1.2 Caracteristicas das neoplasias e o metabolismo energético

A carcinogénese ¢ uma progressao dependente do tempo onde cada vez mais
fenotipos prevalecem para emergenciar um cancer invasivo, descrito como “evolucdo
somatica”, necessitando de uma sequéncia de mudangas genéticas hereditarias. O
modelo classico da carcinogénese, o diagrama de Fearon-Vogelstein, consiste no
acumulo de alteragdes em oncogenes, em seus precursores 0s proto-oncogenes e genes
supressores de tumor o que aumenta sinais promotores do crescimento € diminui os
inibidores de crescimento (GATENBY et al., 2007). Adicionalmente, o fendtipo
glicolitico esta exacerbado em tumores devido a estas alteragdes. De acordo com
Robey e colaboradores (2008), tanto a glicolise aerdbica quanto a expressdo e
translocacdo de transportadores de glicose podem ser estimuladas por um grande
namero de fatores oncogénicos como HIF-1a, c-Myc ¢ Akt (ROBEY et al., 2008).
Algumas dessas alteragdes promovem mudangas caracteristicas em tumores, como um

aumento do consumo de glicose durante a aerobiose. Dessa forma, alteragdes



genéticas provocadas pelo grande numero de fatores oncogénicos ativados tém um
papel importante no aumento da captagdo de glicose no tumor e, consequentemente,
na metastase.Um regulador chave da resposta glicolitica em tumores ¢ o fator
induzido por hipdxia (HIF-1). HIF-1 ¢ um fator transcricional que funciona como um
grande regulador da homeostase do oxigénio. E uma proteina com alvo no DNA que
medeia uma resposta adaptativa a privagdo de oxigé€nio, sendo assim regulado pela
concentracdo de O, (SEMENZA, 2002). Em células cancerosas tanto a hipdxia
intratumoral quanto alteracdes genéticas aumentam a atividade de HIF-1 levando a
uma resposta celular pela indu¢do de genes para sua sobrevivéncia, como proteinas
que tém papel chave no desenvolvimento critico e em processos fisiologicos,
incluindo transportadores de glicose (do tipo GLUT), VEGF, enzimas envolvidas com
o metabolismo de glicose, fatores hematopoiéticos (transferrina e eritropoietina),
transportadores de ions, além de proteinas envolvidas com a proliferacio e a
sobrevivéncia celular (DE BERARDINI et al., 2008; SEMENZA, 2002). A atividade
de HIF-1 requer a subunidade HIF-la, a qual é superexpressada sob o controle de
sinais de fatores de crescimento (DE BERARDINI et al., 2008). Os niveis de HIF-1a
podem, de fato, ser estabilizados por muito fatores como pela atividade da
ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de crescimento semelhantes a insulina (IGF), fator de
crescimento epidermal (EGF), 6xido nitrico (NO), atividade de Akt, ativacao de Src e
do oncogene H-Ras, dentre outros (GATENBY e GILLIES, 2004; GILLIES et al.,
2008, SHIMADA et al., 2008; DE BERARDINI et al., 2008). A ativagdo de HIF-1a
ndo somente estimula a glicdlise, induzindo a transcricdo de genes glicoliticos e de
numerosas enzimas glicoliticas, mas também atenua a atividade mitocondrial,
destacando-o como um regulador do metabolismo celular em canceres (YOUNG e
ANDERSON, 2008; SHIMADA et al., 2008).

Uma outra proteina que esta presente nas células tumorais regulando seu
metabolismo, ¢ a Akt. No cancer de mama, a Akt estd alterada favorecendo a
instabilidade celular. A via de sinalizacdo da Akt ¢ ativada no ultimo estagio do
carcinoma in situ. A Akt fosforilada estimula o consumo de glicose em células
tumorais sem afetar a taxa da fosforilagdo oxidativa. Adicionalmente, o estimulo ao

consumo de glicose se deve, neste caso, pelo aumento da atividade da enzima
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glicolitica que estd associada a mitocondria, a hexocinase, responsavel pela
fosforilagao da glicose em glicose 6-fosfato (YOUNG e ANDERSON, 2008).

Nas células tumorais também sdo encontradas as proteinas Myc, que sao
ativadas em vdrias vias de sinaliza¢do importantes no controle do crescimento celular
e tumorigénese (OSTHUS et al., 2000). Myc ¢ encontrada no nucleo, no qual funciona
como um fator de transcricdo e promotor de crescimento. Quando expressada de
forma descontrolada opera como uma oncoproteina. Quando héd uma desregulagao na
expressao de Myc a estrutura da sua oncoproteina codificada ¢ alterada. A expressao
do gene Myc esta desregulada em 15 a 30% dos casos de cancer humano, levando a
um aumento nos niveis da proteina c-myc (WEINBERG, 2008). Entre muitos alvos
para Myc estdo os genes da glicdlise (GILLIES e GATENBY, 2008). A
superexpressao de c-myc leva ao aumento das taxas da producdo de lactato, mesmo
sob condigdes aerdbicas, por superexpressar a enzima lactato desidrogenase A (LDH-
A), o qual ¢ importante no fenotipo transformado de células que supreexpressao c-myc
¢ esta envolvida com a sensibilidade celular a apoptose (OSTHUS et al., 2000).

Outra proteina importante no cancer ¢ a p53 (o qual algumas vezes ¢
denominado Trp53 em camundongos ou TP53 em humanos) que pode atuar como um
gene supressor de tumor prevenindo o aparecimento de células anormais,
especificamente aquelas células que sdo capazes de gerar tumores, ou como oncogene,
similar ao oncogene Myc. Esses genes supressores de tumor parecem atuar como
reguladores negativos de proliferacdo em uma variedade de tipos celulares; sua
delecdo do circuito regulatério das células, leva consequentemente, a proliferaciao
inapropriada de algumas delas, e assim ao rompimento do desenvolvimento normal
(WEINBERG, 2008). O gene p53 apresenta-se mutado em 80% dos canceres
humanos, além de ser o gene mais frequentemente mutado. A pS3 tem como fun¢do
fisiologica a regulacdo do ciclo celular podendo promover a interrupgdo do mesmo ou
a apoptose em resposta ao dano no DNA (YOUNG e ANDERSON, 2008). Nas
células de canceres, a p53 induz a apoptose pela via intrinseca associada a mitocondria
(CHEN et al., 2009). Além disso, a p53 tem um papel chave na regulagdo do consumo
de glicose por induzir a ativagdo sistematica de muitas vias devido, por exemplo, ao
aumento de transportadores de glicose, estimulando a glicolise, ou por afetar a

biogénese mitocondrial (YOSEPH et al, 2004). Os efeitos da p53 na glicolise podem
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ser afetados pela proteina TIGAR (regulador da apoptose e da glicolise estimulado
pela p53), a qual inibe o metabolismo de glicose por diminuir os niveis de frutose 2,6-
bifosfato na célula (BENSAAD et al., 2006). Entretanto, este efeito modulador
negativo da glicolise somente acontece quando a p53 ndo estd mutada, ou seja, em
aproximadamente 20% dos casos neopldsicos, como j& descrito anteriormente.

Além dos oncogenes, uma outra caracteristica de extrema relevancia nos
canceres de mama, que sdo mais comuns em mulheres, ¢ que estes podem ser
triplamente negativo para o estrogénio receptor, deixando de expressar esses
receptores ou o receptor ficando negativo. Esses receptores se ligam ao estrogénio,
um hormdnio ovariano, que promove a proliferacio e o crescimento celular
(MONRGOE et al., 2005). O estrogénio afeta o desenvolvimento e diferenciacdo da
glindula mamaria mediada por seus receptores (LINDBERG, 2010). Ja foi
demonstrado que cerca de 66% dos canceres mamarios expressam o estrogénio
receptor (ER). Os ERs medeiam as a¢des do estrogénio, aumentando a transcri¢ao de
genes ou diretamente através da ligacdo aos elementos do DNA responsivos ao
estrogénio (EREs) nas regides de controle do estrogénio (ou SERM) dos genes alvos
ou através de precursores alternativos envolvendo interagdes reguladoras com a
transcricdo de outros fatores (MONROE et al., 2005; LINDBERG, 2010). Ha dois
tipos de ER: o ERa e o ERPB. A proliferagdo e a progressao do cancer de mama so
conduzidas por ERa e a maioria das células, pelo menos inicialmente, expressam este
receptor. Ao contrario, o ERP ndo esté relacionado com a tumorigénese e sua auséncia
pode afetar o desenvolvimento da glandula mamaria. A expressdo de ERp esta
associada com tumores menos invasivos e proliferativos (LINDBERG et al., 2010).
As linhagens de cancer de mama podem ser agrupadas em ERa-positivas ¢ ERa-
negativas. O grupo ERa-positivo (que engloba a linhagem celular MCF-7) pode ser
efetivamente tratado pela inibicdo da funcdo do ERa, como pelo tamoxifeno. Ja o
grupo ERo-negativo (que engloba a linhagem MDA-MB-231) ¢ altamente invasivo,
sendo resistente ao tratamento baseado em antagonistas de ERo (CHAN et al., 2008,
LINDBERG et al., 2010).

Somando-se os fatores ja citados e devido ao seu estagio avancado de
desenvolvimento e suas propriedades metastaticas, o carcinoma mamario ¢

considerado um tumor humano de crescimento acelerado (PEDERSEN, 1978; ZU e
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GUPPY, 2004). A grande maioria das linhagens tumorais que apresentam um
crescimento rapido possui um metabolismo energético notavelmente modificado se
comparadas com os tecidos de origem, como observado em tumores das glandulas
mamarias (MCF-7, MDA-MB-435, MDA-MB-231) (MAZUREK et al., 1997).

Uma curiosa, mas comum, propriedade dos canceres invasivos ¢ o
metabolismo alterado de glicose. A glicolise primeiro requer a conversao de glicose
em piruvato e entdo no produto residual acido latico. Na maioria das células de
mamiferos, a glicolise ¢ inibida pela presengca 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 (RACHER,
1974). Esta versatilidade metabolica de células de mamiferos ¢ essencial para
manuten¢do da produc¢do de energia através de uma faixa de concentracdo de
oxigénio. A conversdo de glicose em 4cido latico na presenga de oxigénio ¢ conhecida
como glicdlise aerdbica ou o ‘efeito Warburg’. A glicdlise aerdbica aumentada ¢é
somente observada em canceres. Este fendmeno foi primeiro reportado por Warburg,
na década de 20 (WARBURG, 1930), levando a hipotese de que o cancer resulta do
bloqueio do metabolismo mitocondrial. Embora a hipotese de Warburg foi provada
ser incorreta, as observagdes experimentais da glicolise aumentada em tumores
mesmo na presenga de oxigénio tém sido repetidamente verificadas (SEMENZA,
2001, EL-BACHA et al., 2003). De fato, o fluxo glicolitico é 2-17 vezes maior em
hepatomas de ratos do que em hepatocitos normais (ZU e GUPPY, 2004; MARIN-
HERNADEZ et al., 2006).

A glicolise, além de ser a principal via de degradagdo de carboidratos, produz
intermedidrios biossintéticos para outras vias, alimentando as vias de biossintese de
acidos graxos, aminodcidos e colesterol, entre outras (EL-BACHA e SOLA-PENNA,
2003b). A alta demanda de ATP e de precursores para o crescimento celular sugerem
que o metabolismo alterado de glicose pelos tumores ¢ mais do que uma simples
adapta¢ao a hipoxia (GATENBY e GILLIES, 2004). A observagao quase universal da
glicolise aerdbica em canceres humanos invasivos, sua persisténcia mesmo sob
condi¢des de normodxia e sua correlacdo com a agressividade do tumor indicam que o
fenotipo glicolitico confere uma vantagem proliferativa significante durante a

evolugdo somatica do cancer e deve, portanto, ser um componente crucial do fendtipo
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maligno (GATENBY e GILLIES, 2004). Desta forma, o aumento na glicolise ¢ um
componente essencial para o fenotipo maligno e, portanto, um marco dos canceres

Invasivos.

1.2 Glicélise

A oxidagdo da glicose ¢ conhecida como glicolise ou via de Embden-
Meyerhof em mamiferos. Sob condigdes aerdbias, o produto principal da glicolise, na
maioria dos tecidos, ¢ o piruvato. Nas células capazes de metabolizar glicose
independentemente do consumo de oxigénio (glicolise anaerdbica), tais como os
eritrocitos e algumas fibras musculares, o produto da glicolise ¢ o lactato (NELSON e
COX, 2000).

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, as
quais apresentam diferentes afinidades e capacidades de transportar glicose e sdo
expressas em diferentes tecidos (MANOLESCU et al., 2007).

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 fosforilacdo, para as reacdes oxidativa posteriores. A segunda fase ¢ a
fase de pagamento ou produtora de energia. Na primeira, 2 equivalentes de ATP sdo
utilizados para converter a 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 (NELSON e COX, 2000).

A oxidacdo parcial da glicose pela via glicolitica pode ser sumarizada pela

seguinte equacao:
Glicose +2 ADP +2 NAD" +2Pi — 2 piruvato+2 ATP+2 NADH +2 H"
O NADH gerado durante a glicolise ¢ utilizado mitocondrialmente na sintese

de ATP via fosforilagdo oxidativa, produzindo 2 ou 3 equivalentes de ATP,

dependendo das langadeiras glicerol fosfato ou malato-aspartato utilizadas para
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transportar os elétrons do NADH citoplasmatico para dentro da mitocondria. O
rendimento liquido da oxida¢do de 1 mol de glicose em 2 moles de piruvato é&,
portanto, 6 ou 8 moles de ATP. A completa oxidagdo de 2 moles de piruvato, através
do ciclo dos acidos tricarboxilicos 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 oxida¢ao completa de 1 mol de glicose em CO, e H,O (NELSON e
COX, 2000).

1.2.1 Glicolise: da glicose ao piruvato.

A fosforilagao da glicose, dependente de ATP, para formar glicose 6-fosfato ¢
a primeira reacdo da glicdlise e ¢ catalisada por isoenzimas tecido-especificas
conhecidas como hexocinase (HK) (GROSSBARD e SCHIMKE, 1966). A
glicocinase ¢ a isoenzima ou forma da hexocinase encontrada em hepatdcitos e células
B pancreaticas que apresenta um alto Km (Constante Michaelis-Menten) para a
glicose. Esta reacdo ¢ irreversivel em condigdes fisiologicas, sendo um dos pontos de
controle da via (Figura 5).

A glicose 6-fosfato (G6P) pode ter 3 principais destinos intracelular: pode
entrar na glicélise via fosfoglicose isomerase; pode ser convertida em glicose 1-
fosfato pela fosfoglicomutase, a primeira etapa da sintese de glicogénio; ou pode ser
metabolizada pela glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), uma enzima da via das
pentoses fosfato (PPP), desse modo fornecendo NADPH para as reagdes de redox e
precursores de acido nucléico (ZHU et al., 2009). Gonzalez ¢ colaboradores (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 saturacdo em aproximadamente 6 mM de G6P. Em contraste, as
isoenzimas tipo I (expressa principalmente no cérebro, glandula mamaria, rim e
retina), tipo II (encontrada principalmente no coracdo e no musculo esquelético), e
tipo Il (encontrada virtualmente em todos os tecidos) apresentam alta afinidade pelo
substrato, com valores de Km na faixa submilimolar e apresentam susceptibilidade a
inibicdo por feedback em niveis fisiologicos de glicose 6-fosfato, com valores de Ki

(Constante de Inibi¢do) na faixa de micromolar (SEBASTIAN et al., 1999;
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GONZALEZ, et al., 1964; MATHUPALA, 2009). A G6P gerada pela hexocinase nao
¢ capaz de sair de célula. Isso ocorre porque a membrana plasmatica, bem como os

GLUTs sao impermeaveis a G6P (WILSON, 2003).

it

6

7O—P‘—0_CH2
HO—CH, |
O ATP ADP
H H H
Mg*
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H OH

Glicose Glicose 6-fosfato

Figura 5 — Reacao catalisada pela hexocinase. Adaptado de Nelson e Cox (2000).

A hexocinase do tipo II (HKII) ¢ destacada por estar reversivelmente ligada a
mitocondria, mostrando-se um regulador chave da glicolise. E a principal isoforma de
hexocinase expressa em tumores que exibem o ‘efeito Warburg’, assim incluindo a
maioria dos canceres metastaticos (GILLIES et al., 2008). Ligada a membrana
externa mitocondrial, a HKII regula nao somente o fluxo glicolitico, uma vez que
perde a capacidade de ser inibida pelo produto G6P e ganha um acesso direto ao ATP
recém sintetizado intramitocondrialmente, mas também ¢ capaz de regular diversos
mecanismos, como a apoptose (BUSTAMANTE e PEDERSEN, 1977,
MATHUPALA, 2009). A expressao da HKII pode ser afetada por horménio como a
insulina ou por mensageiros como AMP ciclico (cAMP) (GILLIES et al., 2008).

A segunda reacdo da glicdlise ¢ uma isomerizagdo, na qual a glicose-6-fosfato
¢ convertida em frutose-6-fosfato. A enzima que catalisa esta reacdo ¢ a
fosfoglicoisomerase. Esta reagdo ¢ livremente reversivel em condicdes celulares
normais.

A préxima reagdo da glicolise envolve a utilizagdo de um segundo ATP para
converter a frutose 6-fosfato em frutose 1,6-bifosfato. Esta reacdo, catalisada pela 6-
fosfofruto-1-cinase ou fosfofrutocinase-1 (PFK-1), ndo ¢ facilmente reversivel devido

a sua grande energia livre positiva (AG° = + 5,4 kcal/mol) na direcdo reversa
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(PAETKAU e LARDY, 1967). Por outro lado, as unidades de frutose fluem
facilmente na direcdo que favorece a gliconeogénese devido a presenga da enzima
hidrolitica frutose 1,6-bifosfatase. A atividade destas duas enzimas ¢é altamente

regulada, chegando a ponto da PFK-1 ser considerada a enzima limitante da glicélise

(Figura 6).

c|} . 0 . _ (l)
_O_}F_O_ang(]-, (]::HQ OH ATP EADP T O0—P—-0 CHz_J]H CHa—0O 1? 0o
o g \ MY o S 0
SIRH HO 72 Mg H HO J?

PFK-1

a4

4 3 4
OH H OH 1

Frutose 6-fosfato Frutose 1,6-bifosfato

Figura 6 — Reacao catalisada pela fosfofrutocinase-1 (PFK-1). Adaptada de Nelson
e 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 expressdo de um, dois ou dos trés genes que codificam a PFK-1.
Os produtos destes genes podem associar-se de forma aleatéria formando
heteroligdmeros ou homoligdmeros. No caso particular do musculo esquelético, a
isoforma encontrada da enzima ¢ exclusivamente a PFK-1-M (VORA e FRANCKE,
1981).

A PFK-1 ¢ o ponto chave na regulacao da glicolise e pode, portanto, ser
considerada um importante alvo para o controle da glicolise em tumores, uma vez que
esta enzima ¢ ativada em tumores de mama humano através da sua ligacdo a
ultraestruturas celulares, num padrao que segue o potencial metastatico do tumor (EL-
BACHA et al., 2003). De fato, em tumores extraidos da glandula mamaria humana
(EL-BACHA et al., 2003), assim como em células infectadas por virus (EL-BACHA
et al., 2004), ha um significativo aumento da atividade da PFK-1, sendo esse aumento

um possivel mecanismo de ativagdo do fluxo glicolitico. No carcinoma mamario
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humano, foi demonstrado também que o aumento da atividade da enzima estava
associado a uma alteracdo na distribuicdo da enzima na célula, aumentando a fragao
da PFK-1 associada ao citoesqueleto (EL-BACHA et al., 2003; MEIRA et al., 2005).
Adicionalmente, o0 mesmo padrdo de alteragcdo de distribuicdo pode ser observado em
tecido muscular normal estimulado por adrenalina (ALVES e SOLA-PENNA, 2003)
ou por insulina (SILVA et al., 2004), ambos hormdnios ativadores do fluxo glicolitico
nesse tecido. Além disso, em seres humanos, os mecanismos de sinalizagdo celular
desencadeados pela insulina, hormdnio diretamente relacionado com a velocidade de
crescimento celular, influenciam a distribuicdo intracelular da PFK-1, o que esta
intimamente relacionado com a viabilidade celular (ZANCAN e SOLA-PENNA,
2005a; 2005b). A comprovagdao desta hipotese foi estabelecida quando células
derivadas de um carcinoma mamario humano, incubadas na presenca de clotrimazol,
um farmaco que reverte a alteragdo na distribui¢do intracelular da PFK-1,
apresentaram uma diminui¢do na sua viabilidade (MEIRA et al.,, 2005). Neste
trabalho foi comprovado que a associagdo da PFK-1 ao citoesqueleto, descrita
anteriormente em tumores (EL-BACHA et al., 2003), ¢ fundamental para a geragao
de energia nessas células e, consequentemente, mecanismos que diminuam esta
associagdo sdo potenciais alvos no controle dessa patologia.

Dando sequéncia a glicolise, a aldolase catalisa a hidrdlise da frutose 1,6-
bifosfato em dois produtos de 3 carbonos cada: a diidroxiacetona fosfato e o
gliceraldeido-3-fosfato. Estes dois produtos da reacdo da aldolase equilibram-se,
facilmente, na reagdo catalisada pela triosefosfato isomerase. As reagdes subsequentes
da glicolise utilizam o gliceraldeido-3-fosfato como substrato, assim a reagdo da
aldolase ¢ direcionada no sentido da glicélise pelo principio de agdo das massas.

A segunda fase do catabolismo da glicose ¢ caracterizado pelas reagdes que
geram energia pela producdo de ATP e NADH. Na primeira destas reagdes, a
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) catalisa a oxidagdo, dependente de
NAD", do gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato ¢ NADH (ETO et al.,
1999). O fosfato de alta energia do 1,3-bifosfoglicerato ¢ utilizado para formar ATP e
3-fosfoglicerato pela enzima fosfoglicerato cinase. Esta ¢ a unica reacdo da glicdlise,
e da gliconeogénese, que envolve ATP e ainda ¢ reversivel sob condigdes celulares

normais. As reagdes restantes da glicolise tém como objetivo converter o fosfoacil
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¢ster de baixa energia do 3-fosfoglicerato em formas de alta energia e inserir o
grupamento fosfato no ATP. O 3-fosfoglicerato é, primeiramente, convertido em 2-
fosfoglicerato pela fosfoglicerato mutase, ¢ a conversao deste em fosfoenolpiruvato
(PEP) ¢ catalisada pela enolase.

A reacdo final da glicolise aerdbica ¢ catalisada pela piruvato cinase (PK),
uma enzima altamente regulada. Nesta reagdo altamente exergénica, o ADP,
juntamente com o fosfato de alta energia do PEP, ¢ convertido em ATP. A perda do
fosfato pelo PEP leva a producdo do piruvato numa forma enol instavel que é&,
espontaneamente, tautomerizado para uma forma ceto mais estavel do piruvato. Esta
reacdo contribui grandemente para a energia livre da hidrdlise do fosfoenolpiruvato
(Figura 7).

A PK ¢é uma enzima tetramérica que apresenta trés isoformas: L, M ¢ K. E
descrito que menos da metade dos tecidos normais e benignos apresentam a expressao
da isoforma K4 da PK, enquanto que 70-80% dos tecidos malignos apresentam a PK-
K4 como sua principal isoforma (BALINSKY et al., 1983). Entre todas as isoformas,
a PK-M2 ¢ caracteristicamente expressa em linhagens tumorais (tais como, HelLa e
MCF-7), podendo ser estimulada pela hipoxia ou por oncogenes (YOUNG e
ANDERSON, 2008). Nas células de cancer, a PK-M2 ¢ limitante para a geragcdo de
piruvato (FEARON, 2009), uma vez que ¢ pouco ativa na conversdo do PEP em
piruvato e, assim, pouco eficiente na produgao de ATP (HSU e SABATINI, 2008).

Todas as 10 etapas da via glicolitica encontram-se sumarizadas na Figura 8.

0
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CH, O (l:} CH; @)
Rib —Adenine 0
ADP Piruvato |
Fosfoenolpiruvato Rib —Adenine
ATP

Figura 7 — Reacao catalisada pela piruvato cinase (PK). Adapatada de Nelson e
Cox (2000).
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As reagOes catalisadas pela hexocinase, pela fosfofrutocinase-1 e pela
piruvato cinase, como dito anteriormente, representam passos limitante do fluxo
glicolitico pois sdo irreversiveis em condi¢des fisiologicas e, portanto, apresentam
papéis reguladores além dos cataliticos (WEBER et al., 1965). Essas enzimas sdo
consideradas as principais responsaveis pela regulacdo do metabolismo glicolitico, e
as etapas que apresentam a maior complexidade de mecanismos regulatérios em
células tumorais (PASONNEAU e LOWRY, 1962; UYEDA, 1979; KEMP e FOE,
1983).

Sob condic¢des aerdbicas, o piruvato, na maioria das células, é metabolizado via
ciclo dos acidos tricarboxilicos. Contudo, sob condi¢des anaerdbicas e, em eritrocitos
sob condi¢des aerdbicas, o piruvato ¢ convertido em lactato pela enzima lactato
desidrogenase (LDH). O lactato produzido ¢ transportado para fora da célula,
entrando na circulagdo sanguinea. A conversdo de piruvato em lactato fornece a célula
um mecanismo para a oxidagdo do NADH (produzido durante a reagdo da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) em NAD', o que ocorre durante a reacio
catalisada pela lactato desidrogenase (Figura 9). Esta redu¢do ¢ necessaria uma vez
que NAD" ¢ um importante substrato para a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase,
sem o qual a glicolise ira cessar. Normalmente, durante a glicdlise aerdbia, os elétrons
do NADH citosolico sao transferidos para os carreadores mitocondriais da
fosforilagio oxidativa, gerando um pool continuo de NAD" citosélico (NELSON e
COX, 2000).

Teoricamente, todas as células do organismo sdo capazes de sintetizar lactato,
mas o musculo esquelético ¢ o principal produtor deste metabodlito, principalmente em
situacdes de exercicio com intensidade elevada (ROBERGS, 2004). Contudo, um
beneficio sugerido poderia derivar da secre¢do de lactato. Assumindo-se que as
células tumorais sdo adaptadas para a acidificagdo local resultante da secrecdo de
lactato, uma consequéncia poderia ser um microambiente remodelado que seleciona
negativamente células normais e facilita a metastase (GATENBY e GILLIES, 2004).
De fato, um constitutivo e persistente aumento na glicdlise resulta numa acidificagao
aguda e cronica do ambiente local. Estudos t€ém mostrado que o pH extracelular de

tumores em humanos e em animais ¢ consistentemente acidico e pode alcangar
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valores de pH de aproximadamente 6,0 (RAGHUNAND et al., 2004; GILLIES et al.,
2002).
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Figura 8 — Glicoélise: da glicose ao piruvato. Figura obtida no site www.icb.ufmg.br.
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Figura 9 - Reacao catalisada pela lactato desidrogenase. Adaptado de Nelson e

Cox (2000).

Além disso, células normais, que perderam um mecanismo para se adaptar 4 acidose
celular para se adaptar a acidose extracelular, sdo incapazes de sobreviver sob tais
condi¢des, resultando em necrose ou apoptose através de mecanismos dependentes de
p53 e caspase 3, enquanto que populagdes tumorais continuam a proliferar. A acidose
por si pode ser mutagénica e clastogénica (MORITA et al., 1992), possivelmente
através da inibi¢do do reparo de DNA (RAGHUNAND et al., 2004). Finalmente, sob
algumas, mas ndo todas as condigdes, o baixo pH estimula a invasdo in vitro
(MAERTINEZ-ZAGUILIAN et al., 1996) e metastases in vivo (SCHALAPPACK et
al.,, 1991). O mecanismo de tal indu¢do ndo é conhecido, mas pode envolver
metaloproteinases e/ou catepsinas, as quais promovem a degradacdo da matriz

extracelular e das membranas basais.

1.3 Terapias antitumorais

Existem trés modalidades terapéuticas principais para o cancer: cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. Esta ultima, tem sido, nos ultimos anos, objeto de

extensa investigacdo na busca de novos quimioterapicos cada vez mais ativos. A
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maior parte das drogas com atividade antitumoral originalmente derivavam de
produtos naturais, sendo dois bons exemplos os alcaldides da Vinca (vinblastina e
vincristina) e o Taxol (paclitaxel). No entanto, apesar do grande nimero de agentes
antitumorais, a resisténcia especifica de alguns tumores para determinados
quimioterapicos, assim como, o problema da resisténcia a multiplas drogas, torna
necessaria a busca por novas substincias antitumorais e/ou novas abordagens
terapéuticas capazes de auxiliar o tratamento do cancer.

Nos dias atuais, o desenvolvimento de novas drogas e/ou estratégias para
combater qualquer patologia ¢ feito através da busca racional de substancias quimicas
ou tratamentos capazes de agir especificamente sobre determinada via metabdlica
celular. A identificacdo de vias passiveis de serem controladas e que sejam
determinantes para o controle do crescimento de células tumorais, afetando
minimamente outros tipos celulares, torna-se de fundamental importincia no
planejamento de novas estratégias terapéuticas para o combate e a prevencdo do

cancer (PENSO e BEITNER, 2002a).

1.3.1 Principais vias para terapias antineopléasicas

Os alvos terapéuticos que agem diretamente no cancer parecem evoluir
especificamente na dire¢ao das vias relacionadas a sinaliza¢do intracelular, morte
celular, diferenciacdo celular e angiogénese. Entretanto, os alvos nestes processos
celulares sdo muito abrangente e frequentemente redundantes, destacando-se assim
como uma alternativa, o metabolismo glicolitico (PAN ¢ MARK, 2007). De fato, a
inibicao da via glicolitica ¢ um bom alvo para a quimioterapia, uma vez que ja existem
uma série de farmacos no mercado (CHE et al, 2007) além de levarmos em
consideracdo o que ja foi abordado anteriormente nesta dissertacdo e os dados a
seguir.

Um grande conjunto de evidéncias sugere que o principal mecanismo pelo
qual a glicdlise estd substancialmente maior nas células tumorais do que nas células
ndo tumorais ¢ 0 aumento na transcri¢do de genes de varias ou todas as enzimas desta
via (especialmente, HK, PFK-1, PK, LDH e GAPDH) e de transportadores

r

(especialmente GLUT1), o que ¢ acompanhado pelo aumento na sintese protéica
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(MEIENHOFER et al., 1978; DANG et al., 1997; OSTHUS et al., 2000; ATSUMI et
al., 2002). Contudo, a atividade destas enzimas raramente tem sido determinada em
tumores. A HK e a PFK-1 catalisam as principais etapas de controle do fluxo
glicolitico em eritrdcitos, hepatocitos e células de musculo esquelético e cardiaco
(RAPOPORT et al, 1976; TORRES et al., 1986; TORRES et al., 1989;
KASHIWAYA et al., 1994). Mudangas no padrdo de expressdo de isoformas destas
enzimas ocorrem em diversas c€lulas tumorais se comparadas com células normais
(PEDERSEN, 1978; WEBER, 2001; BUSTAMANTE e PEDERSEN, 1977; VORA et
al., 1985; SANCHEZ-MARTINEZ ¢ ARAGON, 1997) e tais modificagdes sdo parte
dos mecanismos envolvidos no aumento do fluxo glicolitico em células tumorais
(RAPOPORT et al, 1976; TORRES et al, 1986; TORRES et al., 1989;
KASHIWAYA, et al., 1994).

Assim, componentes individuais na via glicolitica tém sido alvo para o
desenvolvimento de terapias antineoplasicas, embora poucos tenham sido empregados
na clinica até o momento. Um exemplo é o 3-bromopiruvato, um potente inibidor da
hexocinase, que tem reduzido as concentragdes de ATP intracelulares gerando
citotoxidade as células tumorais (KO et al., 2004). Uma outra estratégia para o
combate dos canceres envolve a privacdo de glicose. Essa priva¢do vai favorecer a
diminui¢do da concentragdo de glicose no meio ambiente tumoral, gerando uma
seletiva toxidade para células em hipoxia e, por consequéncia, levando a apoptose
(XU et al., 2007). Contudo, esta alternativa somente ¢ viavel em estudos in vitro.
Outra estratégia para inibir o metabolismo glicolitico tem como alvo o GLUT-1, uma
vez que este € o transportador de glicose superexpresso em canceres € sua inibigao
impediria a entrada da glicose na célula (GATENBY e GILLIES, 2007). O anélogo da
glicose, 2-deoxiglicose também tem sido investigado na terapia anticancer. Este, em
altas doses, ¢ um potente competidor da glicose, reduzindo a captacdo de glicose e,
consequentemente, reduzindo o metabolismo glicolitico. A 2-deoxiglicose também
reduz a concentra¢do de ATP intracelular levando a morte celular (ZHANG et al.,
2006). Quando o 2-deoxiglicose ¢ administrado juntamente com adrimicina e
paclitaxel, ¢ capaz de aumentar a eficacia de ambos os farmacos em osteosarcoma e
cancer de pulmao (GATENBY e GILLIES, 2007). Assim, novas terapias indicam que

estratégias terapéuticas que reduzem a glicolise podem ser bem sucedidas prevenindo
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a carcinogénese ou o crescimento do tumor e estabilizando os canceres invasivos

(PELICANO et al., 2006).
1.3.2 Clotrimazol como agente antineoplasico

O clotrimazol (CTZ) ¢ um derivado azdlico, primeiramente sintetizado por
Buchel e colaboradores (1972), com acdo fungistatica, terapéuticamente importante,
clinicamente seguro e tolerado por humanos (BURGESS e BODEY, 1972;
BRUGNARA et al.,, 1995). Este farmaco ¢ 1til no tratamento de infecgdes por
dermatofitos, infec¢des fingicas superficiais e varias infecgoes 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).

O clotrimazol possui peso molecular de 344,85 e ¢ uma base fraca, levemente
soltivel em agua, benzeno e tolueno, e solivel em acetona, cloroférmio e DMSO. A
DLsj oral em ratos ¢ de 923,708 mg/Kg (HOOGERHEIDE et al., 1982). Possui um
anel imidazolinico ligado a uma molécula de bisfenil-(o-clorofenil)-carbinol com

formula molecular: C22H17C1N2 (Figura 10). Este composto possui diversas

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

Micotrizol® (Eurofarma), Tricosten® (Farmion Lab), entre outras.
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Figura 10 - Estrutura quimica do clotrimazol (CTZ).
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A absor¢do do clotrimazol ¢ menor que 0,5% apds sua aplicagdo sobre a pele.
Em adultos, uma dose oral de 200 mg diarios gera concentra¢des plasmaticas de 0,2 a
0,35 pg/ml. Contudo, por via oral, o clotrimazol pode causar irritagdo gastrointestinal.
Nos pacientes que fazem uso deste farmaco na forma de pastilhas o indice desse efeito
colateral ¢ de 5% (GILMANN, 1995).

Os derivados azdlicos, como o clotrimazol, sdo antifingicos totalmente
sintéticos e exercem seus efeitos através da inibicdo 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 proliferacdo celular. Qualquer desajuste na sintese dos esterdis de
membrana levard a uma diminui¢ao no crescimento do fungo (GEORGIEV, 2000).
Seu modo de agdo consiste na inibicdo da enzima esterol-14-a-demetilase,
prejudicando a sintese do ergosterol na membrana citoplasmética, o que leva ao
acumulo de 14-a-metilesterois. Esses metilesterois ndo possuem a mesma forma e
propriedades fisicas que o ergosterol e levam a formacdo da membrana com
propriedades alteradas que nao desempenha as funcdes bdsicas necessarias ao
desenvolvimento do fungo (BERGOLD e GEORGIADIS, 2004).

Em mamiferos, o clotrimazol ¢ capaz de inibir 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,
Hegemann e colaboradores (1993) mostraram que o CTZ ¢ capaz de inibir a atividade
da calmodulina (CaM) (HEGEMANN et al, 1993). Em casos de queimaduras ou
lesdes da pele em geral, ocorre uma rapida liberagdo de célcio mobilizado por
hormoénios, como serotonina, bradicinina e histamina (ROCHA, SILVA e
ROSENTHAL, 1961; STARR e WEST, 1967, MARCEAU et al., 1983). Esse
aumento de Ca’" intracelular é responsavel por promover danos nocivos ao
metabolismo energético ¢ na estrutura celular, o que levou o grupo da pesquisadora
Rivka Beitner a testar antagonistas de CaM, em especial os imidazois, no tratamento
dessas injurias da pele, os quais se mostram efetivos e atenuaram injurias causadas

por radiagdo ultravioleta (BEITNER et al., 1989; BEITNER et al. 1991).
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1.3.2.1 Clotrimazol e cancer

Antagonistas de CaM bloqueiam os efeitos estimulatérios de hormdnios, como
insulina e 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 priméaria de energia), mesmo
em condigdes aerobicas (BECKNER et al., 1990; GREINER et al., 1994).

Estudos demonstraram que o clotrimazol ¢ 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 concentracao da glicose 1,6-bisfosfato, um potente ativador da PFK-1,
leva a uma diminuicdo da atividade fosfofrutocinasica, que ¢ refletida pela queda
dréstica dos niveis de frutose 1,6-bisfosfato (produto da reacdo da PFK-1 e também
um ativador alostérico desta enzima, especialmente, da isoforma M da PFK-1). Essa
redugdo esta fortemente relacionada ao decréscimo do contetdo de ATP celular e,
consequentemente, da proliferagdo celular do cancer devido a uma diminui¢do da
viabilidade nessas células B16 de melanoma (GLASS-MARMOR et al., 1996;
GLASS-MARMOR e BEITNER, 1997). Esses resultados sugerem que o clotrimazol
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
clotrimazol em reduzir os niveis de glicose 1,6-bisfosfato e frutose 1,6-bisfosfato esta
proximo ao ICsg reportado para a inibigdo da CaM (GLASS-MAMOR et al., 1996).
Também foi visto a capacidade do clotrimazol 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 do ATP
local e, consequentemente, promoveu a diminui¢ao da viabilidade celular (PENSO e
BEITNER, 2002).

A hexocinase, como relatado anteriormente, €, até entdo, a Gnica enzima da via
glicolitica capaz de se ligar a mitocondria (BRDICZKA, 1991). A HKII ligada a
mitocondria utiliza preferencialmente o ATP gerado mitocondrialmente, favorecendo
a atividade da enzima (VIITANEN et al., 1984). Penso ¢ Beitner (1997) mostraram

que o clotrimazol, de maneira dependente da dose, promove o desligamento da HK da
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mitocondria de células B16 de melanoma, diminuindo também a viabilidade dessas
células (PENSO e BEITNER, 1997). Em 2004, Meira e colaboradores mostraram que
o clotrimazol induz alteragdes morfologicas 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 tos de 89,7 minutos. Essas mudangas ocorreram
paralelamente ao desligamento da PFK-1 e da aldolase do citoesqueleto, que por fim,
promoveram uma diminuigdo da viabilidade celular (MEIRA et al., 2005).

Um dos quimioterdpicos de primeira escolha para o tratamento de diversos
tipos de tumores, o paclitaxel, apresenta um mecanismo de acdo semelhante ao
observado para o clotrimazol. O paclitaxel promove a apoptose celular através do
desligamento das enzimas glicoliticas do citoesqueleto, por promover uma
desestabilizacdo das proteinas estruturais (GLASS-MARMOR e BEITNER, 1999;
LEHOTSKY et al., 1993). Por outro lado, o clotrimazol, diferente do paclitaxel, ¢
capaz de inibir a proteina associada a resisténcia a multidrogas (MRP1)
(KLOKOUSAS et al., 2001). Esse fato pode justificar parte da alta eficiéncia deste
farmaco em diminuir a viabilidade de células tumorais, uma vez que ele inibe o efluxo
de drogas dependente de ATP nas células tratadas, sugerindo entdo uma possivel
redu¢do da resisténcia a quimioterapia.

Em 2007, em um artigo publicado pelo nosso grupo de pesquisa, investigou-se
os efeitos diretos do clotrimazol sobre a PFK-1 utilizando uma enzima purificada de
musculo esquelético de coelho. O clotrimazol, em pH 8,2, que ¢ 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).
Observou-se que esse efeito inibitorio foi devido a capacidade do farmaco em
favorecer a formagdo de dimeros inativos de PFK-1. Com o objetivo de verificar se
esses efeitos inibitorios promovidos pelo clotrimazol seriam devido ao fato deste ser
um antagonista de CaM, foi utilizado como parametro de compara¢do 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
oligomerizacdo da PFK-1. Esses resultados sugerem que o efeito inibitoério promovido
pelo clotrimazol sobre a PFK-1 purificada ¢ independente da propriedade anti-

calmodulina do mesmo, uma vez que nao ¢ mimetizado pelo classico antagonista de
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CaM, o composto 48/80. Mais recentemente, um outro artigo publicado pelo nosso
grupo também mostrou que o clotrimazol promove uma inibi¢do dose-dependente da
PFK e que essa inibicao ¢ devido a dissociacao da forma tetramérica da enzima. Além
disso, a afinidade da enzima pelos substratos ATP e frutose-6-fosfato foi reduzida
pelo farmaco, enquanto que a afinidade do sitio inibitério da enzima pelo ATP foi
aumentada pelo clotrimazol (MARCONDES et al, 2010).

Todos esses dados aqui descritos sugerem que o clotrimazol possa atuar como
um neoadjuvante no tratamento das neoplasias e corroboram para destacar este

farmaco como um possivel agente antitumoral.
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2 OBJETIVOS

Esta dissertacdo apresenta como objetivo geral:

Avaliar o efeito do clotrimazol sobre o metabolismo energético de linhagens
celulares de mama humana. Para isso utilizaremos as seguintes linhagens:
MCF10A (n3o tumorigénica), MCF-7 (tumoral) e MDA-MB-231

(metastatica).

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

objetivos especificos:

Avaliar o efeito do clotrimazol sobre os parametros metabolicos das linhagens
celulares de mama humana;

Investigar o efeito do clotrimazol sobre o metabolismo mitocondrial e sobre o
conteudo de ATP das mesmas;

Avaliar a modulagdo induzida pelo clotrimazol da atividade das principais
enzimas glicoliticas: HK, PFK-1 e PK;

Estudar a acdo do farmaco sobre a atividade da via das pentoses fosfato,
avaliando a primeira enzima desta via, a G6PDH;

Avaliar o efeito do clotrimazol sobre a viabilidade celular das linhagens de
mama humana;

Estudar o efeito anti-metastatico do clotrimazol, avaliando sua acao sobre a
taxa de invasdo e migracao celular;

Contribuir para a elucidacio do mecanismo de ag¢do do clotrimazol

subsidiando sua utilizagdo como agente antineoplasico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

A linhagem celular de cancer de mama ndo metastatica MCF-7 foi obtida do
Banco de Células do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ. A
linhagem de cancer de mama metastatica MDA-MB-231 e a linhagem de mama
epitelial ndo tumorigénica MCF10A foram gentilmente cedidas pela professora Mitzi
Brentani (Faculdade de Medicina da USP - SP). DMEM, F12 e soros fetais bovino e
equino foram obtidos da Gibco-Invitrogen Corporation (NY, USA). As enzimas para a
realizacdo dos ensaios enzimaticos e outros reagentes foram obtidas da Sigma
Chemical Co (MA, EUA). O clotrimazol foi obtido da DEG Importagdo de Produtos
Quimicos, Lote 1102659003, NF 187.980 (Sao Paulo, SP, Brasil). Demais reagentes
foram obtidos da Merck do Brasil (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

3.2 Cultura de Células

As células MCF-7, MDA-MB-231 ¢ MCF10A foram mantidas em frascos
de cultura e acondicionadas em estufa com 5% de CO,. As linhagens MCF-7 e MDA-
MB-231 cresceram em meio DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco) e
foram suplementadas com 10% de soro fetal bovino, glutamina (0,29 g/L) e
bicarbonato de sodio (3,7 g/L), pH 7,4. A linhagem MCF10A foi mantida em meio
DMEM/F12 (Nutrient Mixture Ham) suplementado com 10% de soro fetal equino e
0,02 pg/mL EGF, 5 pg/mL insulina, 1,25 pg/mL hidrocortizona e 0,1 pg/mL toxina
colérica. O in6culo inicial foi de 5 x 10* células/mL, que foram subcultivadas a cada
dois dias e mantidas em fase log de crescimento celular, como descrito por Holandino

e cols. (2001).

3.3 Teste de atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial foi determinada pelo método de Mosmann (1983).

Células (1 x 10* células x mL™") foram cultivadas em placas de 96 pogos, em meio de
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cultura apropriado para cada linhagem. Apds 48 horas, o meio de cultura em contato
com as c¢lulas foi removido e substituido. Diferentes concentragdes de clotrimazol (0
- 100 uM) foram adicionadas. O clotrimazol foi dissolvido em DMSO, utilizando-se
como controle uma solu¢do de 0,5% do mesmo em PBS, a qual foi testadas nas
mesmas condicdes utilizadas para o clotrimazol. Apds 24 horas, lavou-se 0s pogos
duas vezes com PBS e adicionou-se 5 mg/mL de uma solu¢do de MTT (Brometo de
3,4,5-dimetilazol-2,5-difeniltetrazolium) em PBS. As placas de cultura contendo essa
solu¢do foram deixadas por 3 horas a 37°C. Ao final dessa incubag¢do, descartou-se o
sobrenadante e os cristais de formazam produzidos foram dissolvidos em 200 pL de
DMSO. A absorbancia do corante foi medida no comprimento de onda de 570 nm
com a subtragdo do background em 650nm, utilizando-se o leitor de microplacas
Victor 3 (PerkinElmer, USA). Dados representam a média + erro-padrdo de no

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

3.4 Avaliacdo do consumo de glicose e producdo de lactato

As linhagens foram incubadas com clotrimazol (0 - 100 uM) durante 24 h,
conforme descrito anteriormenteno item 3.3. Apds a incubagdo, o meio de cultura das
placas de 96 pocos foi retirado e utilizado para avaliar o consumo de glicose ¢ a
producao de lactato como descrito por Leite e cols. (2007) e Meira e cols. (2005). O
contetido de glicose que permaneceu no meio de cultura foi mensurado usando o
sistema acoplado de enzimas contendo glicose oxidase/peroxidase (Glucox 500,
Doles Ltda, GO, Brasil). A producao de lactato foi avaliada calculando o conteudo de
lactato no meio de cultura incubado com as células através de um meio reacional
contendo lactato desidrogenase ¢ NAD". A redugdo do NAD" foi acompanhada
através da medida da absorvancia em 340 nm no leitor de microplacas Victor 3
(PerkinElmer, USA). Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 5

experimentos (n > 5).

3.5 Dosagem da atividade da PFK-1, HK .PK e G6PDH
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As linhagens celulares foram crescidas em placas de 24 pogos até atingirem
a confluéncia. Posteriormente, o meio de cultura foi substituido e as linhagens foram
incubadas com clotrimazol nas concentragdes de 0, 25, 50, 75 ¢ 100 uM durante 24
horas. As células foram, posteriormente, tripsinizadas, centrifugadas (3.000 rpm x 10
min) e ressuspensas em tampao 10 mM fosfato de potassio, pH 7,4, para atingir a
concentragdo de 1 x 10° céls/mL e lisadas em N, liquido. Uma aliquota de 5 pL foi
utilizada para a quantificagao protéica da amostra como descrito no item 3.7., 100 pL.
do lisado foi utilizado para os ensaios de quantificacdo das atividades enzimadticas das
amostras. O meio reacional para os ensaios acoplados da atividade fosfofrutocinésica
continha: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM MgCl,, 5 mM (NH4),SO4, 1 mM frutose
6-fosfato, 1 mM ATP, 1 mM NADH, 2 U/mL aldolase, 4 U/mL triosefosfato
isomerase e 2 U/mL a-glicerofosfato isomerase. Para a atividade hexocinasica foi
utilizado um meio reacional contendo: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) , 5 mM MgCl,, 1
mM glicose, 1 mM NAD", 1 U/mL glicose 6-fosfato desidrogenase. Para a atividade
da piruvato cinase: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM MgCl,, 120 mM KCl, 5 mM
ADP, 5 mM fosfoenolpiruvato, 6,6 mM NADH, LDH 22 U/mL. Para a atividade da
glicose 6-fosfato desidrogenase o meio reacinal continha: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4),

5 mM MgCl2, 2 mM NADP', 1 mM glicose 6-fosfato. O volume final da reacio, em

todos os ensaios, foi de 200 pL, ou seja, 100 pL do meio reacional e 100 pL do lisado
celular. A oxidacdo/reducio do NADH/NAD' ou a reducio de NADP' foi
acompanhada pela medida da absorvancia em 340 nm no leitor de microplacas Victor
3 (PerkinElmer, EUA) (ZANCAN et al., 2010). Dados representam a média + erro-

padrdo de no minimo 6 experimentos (n > 6).

3.6 Dosagem do conteudo de ATP intracelular

Células (1 x 10* células x mL™") foram cultivadas em placas de 96 pogos, em
meio de cultura apropriado para cada linhagem. Apos 48 horas, o meio de cultura em
contato com as células foi removido e substituido. Diferentes concentragdes de
clotrimazol (0 - 100 uM) foram adicionadas. Apos a incubagdo de 24horas, o meio de
cultura foi retirado ¢ 50 puL de tampao de lise celular do Kit ATPlite (Luminescence

ATP Detection Assay System — PerkinElmer, EUA) foram adicionados diretamente
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sobre as células. A placa foi agitada durante 5 min e, posteriormente, 50 uL da
solucdo de substrato foram adicionados. O conteudo de ATP celular foi monitorado
através do sistema baseado na rea¢do da D-luciferina com a luciferase de Photinus
pyralis (Kit ATPlite) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante, utilizando o
leitor de microplacas Victor 3 (PerkinElmer, EUA) para quantificar a luminescéncia
produzida pela reacdo. Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 5

experimentos (n > 5), realizados em duplicata.

3.7 Dosagem de proteina

O teor de proteina presente nas amostras foi quantificado de acordo com

Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como padrao.

3.8 Avaliacio da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada através da quantificacdo da atividade da
enzima lactato desidrogenase extravasada para o meio de cultura. Brevemente, as
células (1 x10* células x mL™) foram cultivadas em placas de 96 pocos em meio de
cultura apropriado para cada linhagem. Apds 48 horas, o meio de cultura em contato
com as células foi removido e substituido por meio fresco e diferentes concentragdes
de clotrimazol (0 - 100 uM) foram adicionadas. Ensaios controle foram realizados
utilizandos-se DMSO nas mesmas condigdes e volumes do ensaio com clotrimazol.
Apds 24 horas, a atividade da lactato desidrogenase presente no meio de cultura foi
avaliada em um meio reacional contendo: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM NAD",
44,6 mM lactato de sodio. A redugdo do NAD' foi avaliada pela medida da
absorvancia em 340 nm no leitor de microplacas Victor 3 (PerkinElmer, EUA).

Dados representam a média =+ erro-padrao de no minimo 5 experimentos (n > 5).

3.9 Teste de Invasio celular (Transwell assay)

Esse ensaio foi realizado em placas de 24 pocos na presenga de uma

membrana de tereftalato de polietileno (PET) com 8 pum de poro da Millipore
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(Millicell Hanging Cell Culture Inserts, Millipore, EUA). As camaras foram
reidratadas em meio isento de soro. Meio completo contendo 10% de soro fetal
bovino ou equino foi adicionado na placa (em contato com a base da camara) para
servir como quimioatrator das células. Uma suspensio contendo 5 x 10* células/mL
em meio livre de soro fetal foi adicionado no interior da camara e incubada durante
24 h na presenc¢a ou auséncia de 50 uM de clotrimazol. As células remanescentes na
superficie da membrana (parte superior da camara) foram removidas com um
cotonete, enquanto que as células na superficie inferior das membranas foram
tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer, seguindo o protocolo descrito por
Chan e cols. (2008). Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 3

experimentos (n > 3).

4.0 Ensaio de migracdo celular

A migragao celular foi avaliada pelo ensaio de wound-healing segundo Chan
e cols. (2008). Brevemente, as cé¢lulas foram crescidas em placas de cultura de 6
pogos até atingirem a confluéncia. Posteriormente, o meio de cultura foi removido e
foi produzido um dano na monocamada celular através de uma ponteira de 200 pl. As
células foram lavadas com PBS e incubadas a 37° C na estufa com meios de cultura
completo, na presenga ou na auséncia de 50 uM de clotrimazol. Nos tempos indicado
(0, 6 e 12 h), as imagens, por contraste de fase, de locais especificos do dano
produzido foram capturadas. As imagens foram, entdo, analisadas e uma medida da
area do dano (em pm) foi realizada através do software BELView (BEL Engineering,
Italia) avaliando quanto as células conseguiram avangar em busca da confluéncia.
Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 2 experimentos (n > 2),

realizados em duplicata.

4.1 Analise estatistica dos resultados

As analise estatisticas e as regressoes nao lineares foram realizadas através do
aplicativo SigmaPlot 10.0 integrado com o pacote SigmaStat 3.1 (Systat Co. CA,

USA) de acordo com o descrito por Zancan e cols. (2010). Exceto quando indicado, o
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teste t de Student foi utilizado. Os valores de p < 0.05 foram usados para considerar

os valores das médias estatisticamente diferentes.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo do perfil metabdlico, da atividade e expressdo de enzimas

glicoliticas em linhagens de mama humana

Uma vez que o objetivo principal desta dissertacao foi estudar o efeito do
clotrimazol sobre o metabolismo energético, especialmente o glicolitico,
paralelamente aos resultados descritos a seguir, realizamos a caracterizagdo do perfil
metabolico e da atividade catalitica das principais enzimas da glicolise nas linhagens
utilizadas neste estudo. Para isso, utilizamos trés linhagens de mama humana:
MCFI10A, MCF-7 e MDA-MB-231, as quais apresentam um perfil ndo tumorigénico,
tumorigénico e metastatico, respectivamente.

Os resultado obtidos nesta etapa estdo publicados no artigo intitulado:
“Differential expression of phosphofructokinase-1 isoforms correlates with the
glycolytic efficiency of breast cancer cells” no periodico Molecular Genetics and
Metabolism, volume 100, fasciculo 4, paginas 372 a 378, ano 2010.

Neste primeiro grupo de resultados, apresentados no formato de artigo,
avaliamos a atividade das enzimas glicoliticas HK, PFK-1 ¢ PK e a eficiéncia
glicolitica das referidas linhagens celulares. Para isso, avaliamos o consumo de glicose
e producdo de lactato, atividade redutora mitocondrial e conteido de ATP celular.
Além disso, avaliamos o fluxo através da PPP, pela atividade da G6PDH.
Adicionalmente, avaliamos o padrdo de expressdo das isoformas da PFK-1 nas trés
linhagens celulares de mama humana.

Este trabalho nos permitiu sugerir que a eficiéncia glicolitica, primordial para a
sobrevivéncia de células tumorais, depende preferencialmente da expressdo da

isoforma L. da PFK-1 nas células estudadas.
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ABSTRACT

Cancer cells are characterized by increased aerobic glycolysis, which correlates with a negative prognosis.
Although this correlation is well known, the mechanism of the elevated rate of glycolysis in cancer and
the role of glycolytic enzymes have yet to be determined. The present work aims to evaluate the activity
of the major enzymes that regulate glycolysis in breast cancer cell lines of varying aggressiveness.
MCF10A, MCF-7 and MDA-mb-231 are human breast-derived cell lines with non-tumorigenic, tumori-
genic and metastatic profiles, respectively. These cell lines have increasing degrees of glycolytic effi-
ciency, i.e. lactate produced per glucose consumed, corresponding to their metastatic potential.
Although, there are no differences in phosphofructokinase (PFK) or pyruvate kinase (PK) activities, the
activity of hexokinase (HK) activity is higher in both tumorigenic cell lines compared to MCF10A cells.
No difference in HK activity is observed between MCF-7 and MDA-mb-231 cells, suggesting that the dif-
ference in their glycolytic efficiency could not be attributed to this enzyme. However, we find that
expression of the PFK-L isoform directly and strongly correlates with aggressiveness and glycolytic effi-
ciency in these cell lines. Thus, we conclude that glycolytic efficiency, which is important for the survival

of cancer cells, depends primarily on the preferential expression of PFK-L over the M and P isoforms.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

A hallmark of malignant cancers is elevated glucose uptake and
aerobic glycolysis (Warburg effect), and this is a negative prognos-
tic indicator which may endow tumor cells with invasive potential
as well as resistance to radiation and chemotherapies [1]. Despite
wide acceptance of the functional importance of glycolysis in can-
cer, surprisingly little is known about the influence of glycolytic
enzymes on cancer cell metabolism. Genes in the glycolytic path-
way are over-expressed in the majority of clinically relevant can-
cers [2]. In addition to these genomic alterations, mammary
gland tumors appear to use other survival strategies that also affect
glycolysis.

Some authors have proposed that glycolytic activity correlates
with the degree of tumor malignancy, so that the rate of glycolysis
is higher in more de-differentiated and faster-growing tumors than
in slow-growing tumors or normal cells [3-5]. In fact, a high level
of lactate has been proposed as predictor of malignancy [6-9]. Fur-
thermore, the glycolytic phenotype persists during metastasis due

* Corresponding author. Address: Laboratério de Oncobiologia Molecular -
LabOMol, Departamento de Firmacos, Faculdade de Farmdcia, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Ilha do Funddo, Rio de Janeiro, R] 21941-902, Brazil. Fax: +55 21
2260 9192/251.

E-mail address: pzancan@ufrj.br (P. Zancan).

1096-7192/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ymgme.2010.04.006

to increased production of glucose-derived acid, potentiating inva-
sion of tumor cells into the extracellular matrix of host tissue [10].
High glycolysis in tumor cells has also been related to resistance to
chemo- and radio-therapy treatments [11-13]. Thus, blocking gly-
colysis might impede tumor progression and enhance efficacy of
chemo- and radio-therapy.

In this study, we analyzed metabolic profiles and glycolytic en-
zyme activities in three breast cell lines with different metastatic
potentials. We demonstrate that regardless glycolytic gene expres-
sion, aggressiveness of tumor cells was strongly associated with
elevated glycolytic activity.

Materials and methods
Cells and reagents

The human breast cancer cell line MCF-7 was obtained from the
Cell Bank of the Hospital Universitario Clementino Fraga Filho,
UFR], Brazil. MDA-mb-231 and the non-tumorigenic epithelial
MCF10A cell lines were kindly supplied by Prof. Dr. Mitzi Brentani
from the Universidade de S3o Paulo, USP, Brazil.

The tumor cell lines were maintained in DMEM (Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium; Invitrogen) supplemented with 10% (v/v) FBS
(fetal bovine serum; Invitrogen) and L-glutamine. The MCF10A cell
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line was maintained in DMEM/F12 medium (Invitrogen) supple-
mented with 5% FHS (fetal horse serum; Gibco) plus 0.02 pg/mL
EGF, 5 pg/mL insulin, 1.25 pg/mL hydrocortisone and 0.1 pg/mL
cholera toxin (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA). Cells were grown
at 37 °Cin 5% CO, atmosphere.

NAD*, NADH, ATP, glucose 6-phosphate dehydrogenase, fruc-
tose 6-phosphate, aldolase, lactate dehydrogenase, phosphoenol-
pyruvate, NADP" and glucose 6-phosphate were obtained from
Sigma. Other reagents were of the highest purity available.

Cell viability assay, glucose consumption, lactate production and ATP
quantitative evaluation

To measure metabolic rates, cells were seeded in 96-well plates
in the appropriate medium and grown to confluence. Then, the
medium was removed and fresh medium was added, and the cells
were returned to the incubator for 24 h. After this incubation, the
medium was removed and used to evaluate glucose consumption,
lactate production, and the amount of leaked lactate dehydroge-
nase (LDH), while the remaining cells were used to determine
mitochondrial activity by MTT assay [14].

LDH activity was determined by spectrophotometrically moni-
toring by the conversion of NADH to NAD" in a lactate-utilizing
reaction [15]. Cellular ATP was assessed using a system based on
firefly (Photinus pyralis) luciferase (PerkinElmer ATPLite) using a
VICTOR3 multilabel reader (PerkinElmer).

Spectrophotometric assay for enzyme activity

Cells were seeded in 24-well plates and grown to confluence.
Then, medium was removed and fresh medium was added, and
cells were returned to the incubator for 24 h. After this incubation,
cells were removed from the plates by trypsinization and counted
in a hemocytometer. Protein concentrations of cell lysates were
measured [16], and the glycolytic enzyme activities were evalu-
ated. Phosphofructokinase-1 (PFK)! activity was assayed by an en-
zyme-coupled method, where the reduction of NAD* was
monitored in a spectrophotometer [17]. Hexokinase (HK), pyruvate
kinase (PK) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) activ-
ities were assayed as previously described [18,19]. NADH oxidation
or NAD" reduction was followed by measuring the absorbance at
340 nm in a microplate reader (VICTOR 3, PerkinElmer). Reactions
were initiated by the addition of an aliquot of cellular homogenate.
Blanks with none of the coupled enzymes were performed to control
for non-specific oxidation/reduction. Each curve was performed in
quadruplicate.

Western blotting

Western blotting was performed as previously described [17].
Briefly, samples of whole-cell lysates were subjected to 8% SDS-
PAGE and transferred to polyvinylidene difluoride membrane
(PVDF Imobilon-P, Millipore), which were blocked with Tween-
TBS (20 mM Tris-HCl, pH 7.5; 0.15M NaCl; 0.1% Tween 20)
containing 5% powdered milk, and subsequently incubated with
polyclonal rabbit anti-PFK (1:5000; Santa Cruz). PVDF membranes
were washed five times with Tween-TBS, followed by 1 h incuba-
tion with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:5000; GE). The same Western blots were reprobed with anti-ac-
tin antibody (1:5000; Millipore) to ensure that equal amounts of
protein were loaded in each lane. Immunoreactive proteins were

1 Abbreviations used: HK, hexokinase; PFK, phosphofructokinase; PK, pyruvate
kinase; PFK-L, liver isoform of PFK; PFK-M, muscle isoform of PFK; PFK-P, platelet
isoform of PFK; LDH, lactate dehydrogenase; G6PDH, glucose-6-phosphate
dehydrogenase.

detected by chemiluminescence using Kodak film and quantified
by densitometry using Image] 1.43r (NIH, USA).

Reverse transcriptase-PCR

To investigate PFK gene expression, total RNA from MCF10A,
MCF-7 and MDA-mb-231 cells was extracted using Trizol (Sigma),
according to the protocol provided by the manufacturer. The con-
centration of total RNA was determined using NanoDrop spectro-
photometer ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and
its integrity was verified by 1% agarose gel electrophoresis (data
not shown). Four micrograms of total RNA was reverse transcribed
with reverse transcriptase (M-MLV, Uniscience) in a 20 pL reaction
mixture using a random primer (Invitrogen). cDNA amplification
was performed with a forward primer (5-GGCTACTGTGGCTAC
CTGGC-3') and a reverse primer specific for each isoform (PFK-M:
5-GCATGGAGTACAGGGAAACC-3', 741 bp; PFK-L: 5-CCAGCATCTT
CAGCATCAGC-3’, 533 bp; PFK-P: 5'-GGCAGACTTGATGAGATGG
C-3', 606 bp). The length of the resultant PCR products enabled us
to distinguish between the different PFK isoforms. GAPDH amplifi-
cation was used as an internal control (forward: 5'-ATCACCATCTTC
CAGGAGGCG-3' and reverse 5-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3'). The
PCR conditions were as follows: initial denaturation for 1 min at
98 °C, 28 cycles of 30s at 96 °C, 45 s at 58 °C (PFK) or 57.5°C
(GAPDH) and 1min at 72 °C, and finally 5 min at 73 °C. DNA
fragments were separated by electrophoresis in 1.0% agarose gels
containing ethidium bromide and visualized under UV transillumi-
nation. PFK isoforms were quantified by Image] 1.43r (NIH, USA).

Statistics

Statistical analysis and non-linear regression were performed
using the software SigmaPlot 10.0 integrated with SigmaStat 3.1
packages (Systat, CA, USA). Student’s t-test was used unless other-
wise indicated. P values <0.05 were considered statistically
significant.

Results

The metabolic profiles of three human breast cell lines were com-
pared by measuring glucose consumption, lactate production, intra-
cellular ATP and mitochondrial reduction activity. The cell lines used
were the non-tumorigenic MCF10A and the tumorigenic MCF-7 and
MDA-mb-231, representing noninvasive and invasive profiles,
respectively. There was a negative correlation between glucose con-
sumption and tumorigenic aggressiveness. The glucose consump-
tion rate of MDA-mb-231 was 40% lower than that of MCF-7,
which, in turn, was 10% lower than MCF10A (Fig. 1A). However, lac-
tate production in both tumor cell lines was approximately 35%
higher than that of MCF10A cells (Fig. 1A). Although lactate produc-
tion was not different between MCF-7 and MDA-mb-231 cells, the
ratio between lactate production and glucose consumption showed
a strong positive correlation with the aggressiveness of the tumor
cells (Fig. 1B). The more aggressive cell lines had a higher ratio of lac-
tate production to glucose consumption, suggesting that the inva-
sive tumor cells have increased rates of glycolysis and a higher
efficiency of conversion of glucose into lactate (glycolytic efficiency).
The mitochondrial reduction activity of the cell lines showed the
opposite trend, where MCF10A cells had the highest activity, fol-
lowed by MCF-7 and then MDA-mb-231 cells (Fig. 1C). These data
indicate that cells with lower glycolytic efficiency compensate with
higher mitochondrial metabolism. Moreover, this compensation ap-
pears to be very efficient, since higher intracellular ATP levels were
observed in MCF10A compared to MCF-7 and MDA-mb-231 cells
(Fig. 1D). Despite the lower glucose consumption, mitochondrial
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Fig. 1. Characterization of the metabolic profiles of human breast cancer cell lines. (A) Comparison of glucose consumption in MCF10A, MCF-7 and MDA-mb-231 cells. Cells
were incubated for 24 h, and glucose consumption was determined as described in the Materials and methods. (B) Lactate production in the three cell lines. Cells in
exponential growth phase were incubated with fresh culture medium for 24 h, and lactate production was measured as described. (C) Relative mitochondrial reduction
activity, evaluated by MTT assay. All values were normalized to that of MCF10A cells. (D) Intracellular ATP content measured by relative firefly luciferase activity (PerkinElmer
ATPLite Kit). Error bars represent standard errors from five independent experiments. *P < 0.05 vs. MCF10A; *P < 0.05 vs. MCF-7 (two-tailed t-test).

activity and ATP content, this elevated glycolytic efficiency might
confer a proliferative advantage to MDA-mb-231 cells. However,
we found a similar basal rate of cell proliferation among the three
breast cell lines (data not shown).

To investigate the mechanism for the differences in tumor cell
metabolism, we compared the activity of the rate-limiting en-
zymes of glycolysis in the three cell lines. Hexokinase, phospho-
fructokinase and pyruvate kinase catalyze the three irreversible
steps of glycolysis that determine the rate of the glycolytic flux
[20]. We found that there is a positive correlation between HK
activity and the tumorigenic aggressiveness of the cell lines, while
no significant differences in activity were observed for PFK and PK
(Fig. 2A). Since HK activity was positively correlated with the ratio
between lactate production and glucose consumption, its activity
might be the critical determinant for glycolytic efficiency in breast
tumor cells. Although PFK and PK activities did not differ between
the three cell lines, the activities of these two enzymes were 5- and
3-times higher than HK activity, respectively. These data suggest

that glucose, once phosphorylated by HK, can be rapidly converted
into pyruvate due to the high activities of PFK and PK.

Moreover, the increased glycolytic efficiency observed in the tu-
mor cell lines could be due, in part, to the activity of glucose-6-phos-
phate dehydrogenase (G6PDH), the rate-limiting catalyzing enzyme
of pentose phosphate pathway (PPP). The PPP can divert glucose-6-
phosphate from glycolysis, diminishing glycolytic efficiency. GGPDH
activity was higher in MCF10A cells compared to MCF-7 and MDA-
mb-231 cells (Fig. 2B). Thus, MCF10A might mobilize more glu-
cose-6-phosphate for the PPP, resulting in lower rates of glycolysis.

The fact that PFK activity did differ among the three cell lines
was intriguing because this enzyme is considered to be the pace-
maker for glycolysis, determining its rate and, consequently, lac-
tate production. To more closely investigate the discrepancy
between PFK activity and lactate production, we evaluated total
PFK content in the cell lines by Western blot analysis. Surprisingly,
we observed that, despite the lack of difference in PFK activity,
MCF10A cells had a higher PFK content compared to MCF-7 and



41

P. Zancan et al. / Molecular Genetics and Metabolism 100 (2010) 372-378 375
160 4
600 -
B
T
500 -
120 4 —~ - 3
o * —
o 3 o
) . 400 A x =
3 E T 5
o = E
E g z
z %1% 200; rz %
s © 5]
G ¥ it
(o] o I
g : g
T
200 -
e 5]
404 O -1
100 4
0 0 - 0
MCF10A MCF-7 MDA-mb-231 MCF10A MCF-7 MDA-mb-231

Fig. 2. Metabolic enzyme activity profiles in MCF10A, MCF-7 and MDA-mb-231 cell lines. Cell lines were grown to confluence in the indicated media as described in Materials
and methods. Cell lysates were used to evaluate HK, PFK and PK enzyme activities (A) and G6PDH activity (B) as described in the Materials and methods. Plotted values are
mean * standard errors (n =5 separate experiments). *P < 0.05 compared to MCF10A cell line.

MDA-mb-231 cells (Fig. 3A). Densitometric analysis revealed that
PFK content decreased with increasing aggressiveness of the cell
line (Fig. 3C). These data seemed to conflict with the measured
PFK activity and with lactate production, which was higher in the
tumor cell lines than in non-tumorigenic MCF10A cells (Fig. 1). This
fact led us to consider that the decrease in PFK content in aggres-
sive tumor cell lines may be counterbalanced by the expression of
a more active isoform. To determine the expression of specific PFK
isoforms, we measured the mRNA for the three PFK isoforms (M, L
and P) by RT-PCR (Fig. 3B). The total PFK mRNA content was
comparable with the enzyme content quantified by Western blot

analysis, and decreased with the increasing aggressiveness of the
cell line (Fig. 3C). However, we observed a drastic difference in
the expression pattern of the distinct PFK isoforms. MCF10A cells
showed equivalent expression of the three isoforms, with PFK-L
slightly lower than the PFK-M and PFK-P (Fig. 3D). However, in
the tumorigenic cell lines, PFK-L was the most highly expressed
isoform (Fig. 3D). Indeed, PFK-L content increased with increasing
aggressiveness of the cell line, whereas PFK-M and PFK-P expres-
sion decreased (Fig. 3D).

The changes observed in the expression of PFK isoforms among
the cell lines correlate with the glycolytic efficiency plotted in
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Fig. 3. Dysregulated expression of PFK and PFK mRNA expression in human breast cancer cell lines. (A) Western blot analysis was performed on whole-cell lysates, probed
with rabbit polyclonal anti-PFK antibody, and reprobed with anti-actin as a loading control. (B) Agarose gel electrophoresis analysis of PFK RNA isoform expression in
MCF10A, MCF-7 and MDA-mb-231 cell lines. RT-PCR was conducted as described in the Materials and methods. (C) Relative PFK content and PFK total mRNA levels. The PFK
content was evaluated by immunoblotting as described. (D) Relative amounts of PFK mRNA isoforms as percentage of the control.
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Fig. 1B. A strong negative correlation was found between glycolytic
efficiency and PFK-M expression (Fig. 4A, correlation coeffi-
cient = —0.987, P < 0.05), whereas a strong positive correlation was
observed between glycolytic efficiency and PFK-L expression
(Fig. 4B, correlation coefficient = 0.992, P < 0.05). A small decrease
in PFK-P expression with enhanced glycolytic efficiency was
observed but did not reach a statistically significant level (Fig. 4C,
correlation coefficient = —0.826, P> 0.05).
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Fig. 4. Correlation plots between glycolytic efficiency and PFK isoforms expression.
The glycolytic efficiency was calculated as the ratio of lactate production/glucose
consumption (mol/mol). PFK isoforms mRNA levels were plotted as a percentage of
total PFK mRNA. Values of PFK isoform expression and glycolytic efficiency are
mean * standard errors of at least three and five independent experiments,
respectively.

Discussion

It has long been known that tumors generally have higher gly-
colytic rates than normal cells [1,10]. In the present work, we com-
pared glucose consumption among three cell lines and found a
negative relationship between glucose utilization as well as tumor
cell aggressiveness. The two tumorigenic cell lines showed higher
rates of lactate production compared to the non-tumorigenic cell
line, which supports the higher glycolytic rate described for tu-
mors, mainly ascribed the Warburg effect [1,10,12,20-22]. In fact,
the Warburg effect can be translated into glycolytic efficiency, as
shown in Fig. 1B, since this parameter unveils the relationship be-
tween produced lactate and the glucose consumed. The highest
possible glycolytic efficiency (2 mol/mol) would occur when all
the glucose consumed by a cell is converted into lactate, bypassing
other metabolic pathways that could utilize glucose or its metabo-
lites. Our results support the hypothesis that the Warburg effect is
positively correlated with cell aggressiveness, as has been previ-
ously proposed [1,10,21,23,24].

High glycolytic efficiency appears to be insufficient for main-
taining ATP production, since the cell line showing the highest gly-
colytic efficiency had the lowest levels of intracellular ATP, and
vice versa. Instead, intracellular ATP levels were higher in cell lines
with higher mitochondrial activities, revealing the importance of
mitochondria in the energy supply of the cell. It is well known that
inhibition of cancer cell glycolysis leads to a decrease in ATP levels
and to drug resistance [12]. This phenomenon is probably due to
the deficiency of mitochondrial activity in aggressive tumors, mak-
ing these cells highly dependent on glycolytic flux for energy. This
dependence explains the high glycolytic efficiency found in more
aggressive cells, which also have lower mitochondrial activity,
since the maximal conversion of glucose into lactate represents
the maximal production of ATP from glucose consumed. On the
other hand, studying breast cancer brain metastases in vivo, Chen
et al. demonstrated that these metastatic cells show enhanced
mitochondrial respiratory pathways for energy production [25].
The fact that metastatic cells should adapt their metabolism to
grow in the brain might explains the differences between our re-
sults and those published by Chen et al. [25]. In fact, the chances
of finding different adaptations in metastatic cells grown in differ-
ent tissues are high [26-31]. The present work shows the meta-
bolic profiles of cancer cells grown to confluence and may
reproduce only some aspects of the complex microenvironment
milieu of a cancer tissue.

In the present work, we sought to correlate glycolytic efficiency
with the activity of key enzymes that regulate glycolysis, HK, PFK
and PK. However, we found differences only in HK activity, which
was higher in tumorigenic cells than in the non-tumorigenic cell
line. However, we found no difference in HK activity between
MCF-7 and MDA-mb-231 cells, in spite of the latter having higher
glycolysis. Because tumor cell aggressiveness did increase along
with glycolytic efficiency we next considered the possibility that
differences in PFK expression might be responsible for the ob-
served metabolic variations between cell lines. This hypothesis
was based on previous publications stating the importance of
PFK for the regulation of glycolysis [14,17,32-36] and the survival
of cancer cells [32,37-40]. Strikingly, the levels of PFK, as deter-
mined by Western blot, were highest in the non-tumorigenic cells,
contrary to our expectations. However, upon measuring the
expression of different PFK isoforms, we found a strong positive
correlation between the expression of the PFK-L isoform and cell
aggressiveness, with concomitant decrease of M and P isoform
expression. Two major considerations should be presented here.
First, despite the larger amount of PFK in MCF10A cells, compared
to the other two cell lines, the enzyme activity is similar among
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them (compare Fig. 3A with Fig. 2A). This indicates that the evalu-
ation of an enzyme content is not always correlated to changes in
the enzyme activity or a pathway rate. Several recent studies have
used this approach (protein content) to predict metabolic fluxes
(such as the case of the study of Chen et al. [25]) but their results
should be interpreted with parsimony, or verified by an evaluation
of enzymes activities or metabolic markers. Second, our results
suggest that the changes of the expressed PFK isoform directly cor-
relate with the glycolytic efficiency and the tumor aggressiveness.
In addition, the expression of other glycolytic enzymes, such as
phosphoglycerate mutase and glucosephosphate isomerase, has
been correlated with increase in cell lifespan [41]. Actually, it has
been stated that some glycolytic enzymes present additional
non-glycolytic functions in transcriptional regulation, apoptosis
control and cell motility [42]. Some of these functions only occur
when the enzyme is active, highlighting the importance of these
enzymes’ activities to other cellular events other than energy pro-
duction. A recent study has shown that PFK associates to the inac-
tive phosphorylated form of the pro-apoptotic protein Bad [43].
This association stimulates the activity of the enzyme, increasing
the glycolytic flux and inhibiting apoptosis [43]. Moreover, PFK
also binds to the cytoskeleton stabilizing its structure and contrib-
uting to cell shape and motility [44,45]. Thus, the changes of the
expressed PFK isoform observed here could have consequences
not only to the rate of the reaction catalyzed but also to the puta-
tive additional function of the enzyme.

Alterations in PFK isoform expression in tumors have been re-
ported in several types of tumors, including brain, kidney, lung
and skin, which all preferentially express PFK-L [34]. Nevertheless,
there has not yet been any information regarding alterations in PFK
isoform expression in breast cancer. The data presented here
clearly show that PFK-L is the major isoform expressed in the more
aggressive breast tumor cell line (~90%). From these data, we may
infer that during breast cancer tumorigenesis there is an increase
in the expression of PFK-L over PFK-P and PFK-M. It has been pro-
posed that tumors might preferentially over-express M or L iso-
forms due to the lower sensitivity of the former to ATP inhibition
and the latter to citrate inhibition [46].

Conclusions

Our data also show that ATP content decreases with the increas-
ing aggressiveness of the cell lines (Fig. 1), thus PFK inhibition by
this metabolite might not be limiting in these cells. This could also
explain the increased expression of L isoform, which has a high
baseline activity and is less sensitive than the P isoform to ATP
or citrate inhibition. Indeed, the preferential expression of PFK-L
in MDA-mb-231 cells could be responsible for their high level of
glycolytic efficiency. In summary, we conclude that glycolytic effi-
ciency, which is critical for the survival of cancer cells, depends on
the preferential expression of PFK-L over the M and P isoforms.
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4.2 Efeitos do clotrimazol sobre o metabolismo glicolitico, viabilidade celular e

potencial metastatico de linhagens celulares de mama humana

4.2.1 Efeitos do clotrimazol sobre o consumo de glicose e a producdo de lactato em

linhagens de mama humana

O metabolismo energético das células tumorais esta frequentemente alterado
em tumores (GATENBY e GILLIES, 2004) e os resultados previamente apresentados
sugerem que a relagdo entre a producdo de lactato e o consumo de glicose nas
linhagens celulares MCF10A, MCF-7 e MDA-MB-231 aumenta conforme o grau de
malignidade da célula estuda (ZANCAN et al., 2010). Além disso, a utilizagdo de
glicose esta consideravelmente aumentada nas células neoplasicas proliferativas
(MEIRA et al., 2005), e a privagdo de glicose pode induzir a morte celular em células
de carcinoma mamario humano (LEE et al., 1998). Por outro lado, o CTZ, como
descrito na Introdugdo desta dissertagdo, possui efeitos antineoplasicos através de
mecanismos que envolvem o controle da glicdlise.

Inicialmente, nesta segunda etapa do estudo, resolvemos medir as taxas de
consumo de glicose e de produgdo de lactato das células tratadas com CTZ. Para isso,
utilizamos as mesmas trés linhagens de mama humana (MCF10A, normal; MCF-7,
tumoral; MDA-MB-231, metastitica) visando comparar os efeitos do farmaco sobre
diferentes fendtipos de malignidade. O efeito de diferentes concentragdes de CTZ
sobre o consumo de glicose nas linhagens de mama estdo demonstrados na Figura
11. Apos 24 h de exposi¢dao das células ao farmaco ndo foi observada qualquer
mudanca no padrao de consumo de glicose na concentracdo de 25 uM de CTZ para
todas as linhagens testadas. Concentracdes maiores do farmaco (50, 75 e 100 uM de
CTZ) promoveram respostas diferentes dependendo do grau de malignidade da
linhagem, onde a linhagem nao tumorigénica MCF10A nao foi suscetivel ao CTZ,
tendo inclusive seu consumo de glicose aumentado pelo farmaco. A linhagem MCF-7
ndo apresentou qualquer mudanga no seu padrao de consumo de glicose, mesmo nas

mais altas concentragdes de CTZ testadas. Por outro lado, a linhagem metastatica



MDA-MB-231 apresentou uma significativa reducdo do consumo de glicose quando

75 uM ou 100 uM de CTZ foram adicionados ao meio.

Consumo relativo de glicose

0.8 4 | “0— MCF10A
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Figura 11 - Efeito do clotrimazol sobre o consumo de glicose nas linhagens de
mama humana: MCF10A, MCF-7 e MDA-MB-231. As células cresceram até sua
confluéncia em meio especifico para cada linhagem, como indicado no Material e
Me¢étodos. O meio foi, entdo, substituido e as respectivas concentracdes de CTZ foram
adicionadas e as células foram incubadas por 24 h sob estas condigdes. Em seguida, o
consumo de glicose no meio foi avaliado. Dados representam a média + erro-padrdo
de no minimo 5 experimentos independentes (n > 5). “ ¢ * p < 0,05 comparado ao

controle, na auséncia do farmaco.

Apo6s analisarmos o consumo de glicose, verificamos o efeito do CTZ sobre a
producdo de lactato. Na Figura 12 podemos observar que 50 uM de CTZ ndo
promoveu uma alteragdo na taxa de producdo de lactato na linhagem MCFI10A,
embora esta mesma concentracdo do farmaco seja capaz de promover um aumento na
captacao de glicose por estas células (Figura 11). Por outro lado, o CTZ reduziu a

producdo de lactato nas linhagens tumorais.
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Figura 12 - Efeito do clotrimazol na producio de lactato nas linhagens de mama
MCF10A, MCF-7 e MDA-MB-231. O ensaio foi realizado conforme descrito em
Material e Métodos. Dados representam a média + erro-padrdo de no minimo 5
experimentos independentes (n > 5). * p < 0,05 comparado ao controle, na auséncia

do farmaco.

Os resultados obtidos para a taxa de consumo de glicose e produgdo de
lactato, embora sutis, indicam que apesar de ndo haver uma diminui¢do no consumo
de glicose na concentragao de 50 uM de CTZ, ha uma redugdo no fluxo glicolitico
observado pela diminui¢do na producgdo de lactato pelas células nesta condi¢do. Isso
pode indicar que estd ocorrendo um desvio metabdlico em decorréncia do tratamento

das linhagens com o farmaco.

4.2.2 Efeitos do CTZ sobre o metabolismo mitocondrial € sobre o conteido de ATP

celular

Células tumorais exibem um metabolismo alterado caracterizado pelo

aumento da captacdo de glicose e producao de lactato, como primeiramente observado
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por Warburg. Essa mudanga metabolica ndo ¢ um reflexo do dano a fosforilagao
oxidativa mitocondrial (YOUNG e ANDERSON, 2008). Contudo, o ganho relativo
ao consumo de glicose e a geragao de ATP evidenciam que mesmo apresentando um
baixo rendimento, as células tumorais priorizam a via glicolitica para a producdo de
ATP, sendo esta realizada mais eficientemente em tumores.

Visando avaliar o efeito do CTZ sobre o metabolismo oxidativo, nos
avaliamos a taxa de reduc¢ao mitocondrial através do ensaio do MTT. Este ensaio é,
usualmente, empregado para avaliar a viabilidade celular. Entretanto, diversos estudos
utilizam o MTT como um indicativo da atividade mitocondrial de células em cultura
(OHNO e ABE, 1991; VAN DE LOOSDRECHT et al., 1994; COLLIER e PRITSOS,
2003; HILL et al., 2005; KHANA et al., 2005). Como mostrado na Figura 13, 100
uM de CTZ promoveu uma redugdo da atividade mitocondrial em todas as linhagens
testadas, embora tenhamos testados todas as concentracdes descritas (0-100uM) . O
farmaco foi capaz de gerar resultados diferentes entre as linhagens somente nesta
concentragdo, comparando com os resultados obtidos em 50 uM , atingindo uma
inibi¢do de aproximadamente 40% e 60% nas linhagens MCF10A e MDA-MB-231,
respectivamente. Contudo, as diferencas observadas nos resultados descritos
anteriormente ndo podem ser totalmente explicadas por uma mudanga na atividade
redutora mitocondrial, uma vez que 50 uM de CTZ nao promoveu qualquer alteragdo
neste parametro nas trés linhagens celulares.

Assim, a proxima etapa foi avaliar a quantidade de ATP produzido pelas
diferentes linhagens celulares de mama apods o tratamento com CTZ. Os dados
apresentados na Figura 14 demonstram que o CTZ reduziu o conteudo de ATP

celular
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Figura 13 — Efeito do CTZ sobre a atividade mitocondrial das linhagens de
mama. A reducdo mitocondrial foi mensurada como descrito em Material ¢ Métodos.
Os valores no gréafico correspondem a média + erro padrdo de 5 experimentos

independentes. *p < 0.05 comparando-se com o controle, na auséncia do farmaco.

de maneira dependente da dose somente nas linhagens tumorais. Nestes ensaios, 0
farmaco apresentou diferencas quando a sua poténcia dependendo do fendtipo da
linhagem. O CTZ foi capaz de promover um aumento na concentra¢do de ATP celular
na linhagem MCF10A (26,25 + 0,82 % e 35,28 + 3.42 %, para 50 ¢ 75 uM ce CTZ,
respectivamente). Por outro lado, o farmaco promoveu uma diminui¢do nos niveis de
ATP intracelulares de modo mais efetivo sobre a linhagem metastatica, mas também
sobre as células MCF-7 apresentando valores estatisticamente diferentes do controle a
partir de 50 uM de CTZ. As células MDA-MB-231 apresentaram uma resposta
marcante. O contetido de ATP celular foi progressiva e significativamente reduzido
conforme a concentracdo de CTZ elevou-se no meio, atingindo uma inibi¢ado méaxima

na concentracdo de 75 uM de CTZ (94,7 % de inibicao).
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Figura 14 - Avaliacdo do conteudo de ATP celular nas diferentes linhagens de
mama na presen¢a de CTZ. O ATP celular foi mensurado como descrito em
Material e Métodos. Os valores no grafico correspondem a média + erro padrao de 4
experimentos independentes.” e *p < 0.05 comparando-se com o controle, na auséncia

do farmaco.

Estes resultados demonstram o potencial do farmaco em agir de maneira
especifica, promovendo efeitos significativos sobre a linhagem metastatica mais do
que sobre a linhagem ndo metastatica (MCF-7) e, principalmente, sobre a nao tumoral
(MCF10A). Conjuntamente, as ultimas observa¢des refor¢am a capacidade do
CTZ de possivelmente agir como um agente antineopléasico especifico para linhagens
mais agressivas, como no nosso modelo estudado, uma vez que na linhagem MDA-
MB-231 o farmaco reduziu, mais eficientemente do que nas outras linhagens estudas
(MCFI0A e MCF-7), o consumo de glicose, a produ¢do de Ilactato e,
consequentemente, a geragao de ATP sem atingir o metabolismo mitocondrial de

modo especifico.
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4.2.3 Efeitos do CTZ sobre a atividade das principais enzimas glicoliticas

Nossos resultados anteriores demonstram que o CTZ altera as taxas de
consumo de glicose, producdo de lactato e geracdo de ATP nas linhagens celulares
promovendo respostas mais significativas sobre as linhagens tumorais se
comparadas com a linhagem controle ndo tumoral. Adicionalmente, estes efeitos nao
sdao decorrentes de uma agao especifica do farmaco sobre a atividade mitocondrial,
uma vez que todas as linhagens, independente do seu fendtipo, respondem da mesma
maneira a 50 uM CTZ. Assim, nosso proximo objetivo foi investigar se os efeitos
antitumorais do CTZ ocorrem por sua acdo direta sobre a glicolise. Para isso,
avaliamos o efeito do farmaco sobre as trés enzimas que regulam o fluxo glicolitico:
HK, PFK-1 e PK.

Como descrito anteriormente, a HK ¢ a primeira enzima regulatoria do fluxo
glicolitico e a Unica, pelo menos descrita até entdo, capaz de ligar-se a mitocondria.
Alguns estudos mostram que o CTZ ¢ capaz de promover o desligamento da HK,
especificamente a HKII, da mitocondria, diminuindo, assim, a sua atividade (PENSO
¢ BEITNER, 1997; MAJEWSKI et al., 2004; CHIARA et al., 2008). Contudo, ndo ha
descrigdo do efeito direto deste farmaco sobre a atividade da HK. Assim, avaliamos a
atividade dessa enzima nas células de mama humana tratadas com CTZ. O farmaco
inibiu a atividade hexocinasica de maneira dependente da dose, produzindo efeitos
mais significativos sobre as linhagens tumorais do que sobre a linhagem controle
(Figura 15). Mesmo na concentracdo de 100 uM, o CTZ inibiu somente em 45% a
atividade da HK na linhagem MCF10A, enquanto que nas linhagens MCF-7 e MDA-
MB-231 a inibi¢do, nesta mesma concentracio de CTZ, foi de 90% e 96%,
respectivamente. No grafico, os valores obtidos para 75 e 100 uM de CTZ sao
diferentes estatisticamente do controle na auséncia do farmaco. Para a linhagem
MDA-MB-231, a concentragdo de 50 puM de CTZ ja apresenta diferencas
significativas (p < 0.05).
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Figura 15 - Atividade hexocinasica das linhagens de mama MCF10A, MCF-7 e
MDA-MB-231 tratadas com CTZ. A atividade da enzima HK foi avaliada como
descrito em Material e Métodos através do ensaio espectrofotométrico. Dados
representam a média + erro-padrao de no minimo 6 experimentos (n > 6). *p < 0.05

. . ~ ’ #
comparando-se com as linhagens tumorais nas mesmas concentragdes do farmaco. " p

< 0.05, comparando-se MCF-7 e MDA-MB-231 em 50 uM de CTZ.

A PFK-1 ¢ a terceira enzima do fluxo glicolitico e a segunda enzima
regulatoria, tendo sua atividade relacionada com a atividade de toda a via. Em 2005,
Meira e colaboradores mostraram que o CTZ induz alteragdes morfologicas e
funcionais na MCF-7, de maneira dependente do tempo e da dose, exibindo um ICs
de 88,6 UM e tyos de 89,7 minutos. Essas mudancas ocorreram paralelamente ao
desligamento da PFK-1 e da aldolase do citoesqueleto, que por fim, promoveram uma
diminui¢do da viabilidade celular (MEIRA et al., 2005). No presente estudo, nds
avaliamos o efeito de duas concentragdes do CTZ (50 e 75 uM) sobre a atividade
fosfofrutocinasica das linhagens celulares de mama. Nossos resultados mostram que,

assim como foi observado para a HK, o CTZ promoveu uma inibi¢do da atividade da
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PFK-1 de maneira dependente da dose e com maior especificidade para as linhagens

tumorais (Figura 16).
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Figura 16 — Efeito do CTZ sobre a atividade fosfofrutocinasica das linhagens de
mama humana. A atividade da PFK-1 foi avaliada como descrito em Material e
M¢étodos através do ensaio espectrofotométrico. Dados representam a média + erro-
padrio de no minimo 6 experimentos (n > 6). “p < 0.05, comparando-se a atividade da
PFK-1 na linhagem MCF10A com seu controle, na auséncia do farmaco. *p < 0.05,

comparando-se com o controle, na auséncia do farmaco.

A ultima enzima da via glicolitica ¢ a piruvato cinase (PK). At¢ o momento,
ndo ha relatos na literatura que descrevam qualquer acdo do CTZ sobre esta enzima.
Assim, testamos se este farmaco seria capaz de promover algum efeito modulador
sobre a atividade da PK nas linhagens utilizadas neste estudo. Na Figura 17,
observamos que o CTZ promoveu um decréscimo da atividade da enzima em todas as
linhagens testadas de maneira dependente da dose. Mais uma vez, o CTZ apresenta-se
mais eficaz em inibir a atividade catalitica de enzimas glicoliticas chaves em
linhagens tumorais do que na linhagem nao tumorigénica. Na concentracao de 50 uM

de CTZ, as percentagens de inibi¢do sdo de aproximadamente 58% para as linhagens
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MCFI10A e MCF-7 e de 80% para a linhagem MDA-MB-231. Em concentragdes
acima desta, o farmaco promoveu 80% de inibi¢do da atividade piruvato cindsica nas

células MCF10A e 100% de inibicao nas linhagens tumorais.
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Figura 17 - Atividade da piruvato cinase nas linhagens MCF10A, MCF-7 e
MDA-MB-231 apés tratamento com CTZ. A atividade da enzima foi avaliada como
descrito em Material e Métodos através do ensaio espectrofotométrico. Dados
representam a média + erro-padrdo de no minimo 6 experimentos (n > 6). ) *p < 0.05,
comparando-se a linhagem normal com as tumorais, nas mesmas concentragcdes do

farmaco. Todos os pontos sdo diferentes do controle, na auséncia de CTZ (p < 0.05).

4.2.4 Determinagao da atividade da via das pentoses fosfato

Apbs a entrada da glicose na célula, esta sera convertida, pela HK, em glicose
6-fosfato que podera destinar-se para a via das pentoses fosfato (PPP). O aumento no
fluxo da PPP est4 diretamente associado com a diminui¢cdo da apoptose devido a um
aumento na geragdo de NADPH e, consequentemente, de glutationa reduzida, os quais

também promovem a remocao de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células

54



(BENSAAD et al., 2006). No intuito de analisar o desvio da glicose 6-fosfato da
glicolise para a PPP, verificamos a atividade da glicose 6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), que ¢ a enzima responsavel pela primeira reagdo irreversivel da PPP.
Semelhante ao observado para as enzimas da glicolise, o CTZ foi capaz de promover
a inibi¢cdo da PPP (Figura 18). O efeito inibitério do CTZ foi muito mais pronunciado
nas linhagem tumorais do que na linhagem MCF10A em todas as concentragdes
testadas. A concentragao de 75 uM promoveu um efeito inibitério sobre a G6PDH da
linhagem controle (em torno de 60%), enquanto que o efeito foi total para as células
MCF-7 e MDA-MB-231. Estes resultados sugerem que a inibi¢do da atividade
glicolitica pelo CTZ ¢ acompanhada pela inibicao de todo o metabolismo celular, uma
vez que nossos resultados mostram que ha uma reducao do metabolismo mitocondrial
e do fluxo pela PPP nas linhagens tratadas com o foirmaco. Estes resultados fornecem
uma explica¢do para a reducdo no consumo de glicose, na producdo de lactato e na

geracdo de ATP celular.

4.2.5 Avaliacao do efeito do CTZ sobre a viabilidade celular

Ap6s investigarmos o efeito do CTZ sobre os parametros metabolicos, sobre a
atividade das principais enzimas glicoliticas e da PPP, decidimos avaliar os efeitos
deste farmaco sobre viabilidade celular. Para isso, avaliamos a atividade da lactato
desidrogenase (LDH) presente no meio de cultura das células tratadas com CTZ. A
LDH ¢ uma enzima citoplasmatica e sua presenga no meio de cultura ¢ indicativo de
lise celular e, mais especificamente, de morte celular (RACHER et al., 1989; SAAD
et al., 2006).
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Figura 18 — Efeito do CTZ sobre a atividade da G6PDH nas linhagens mama
humana. A atividade da enzima G6PDH foi avaliada como descrito em Material e
M¢étodos através do ensaio espectrofotométrico. Dados representam a média + erro-
padrdo de no minimo 6 experimentos (n > 6). *p < 0.05 comparando-se com a
linhagem MCF10A, nas mesmas concentracdes do farmaco. Todas as barras sdo

diferentes do controle, na auséncia de CTZ (p < 0.05).

Como pode ser observado na Figura 19, o CTZ aumentou a liberagdo de LDH
para o meio de cultura somente nas linhagens tumorais. A linhagem MCF-10A ndo
tem sua viabilidade alterada pelo firmaco. Por outro lado, a linhagem metastatica
MDA-MB-231 ¢ significativamente sensivel ao CTZ apresentando uma crescente
perda de viabilidade a partir da concentragdo de 50 pM. A MCF-7, por sua vez, tem
sua viabilidade moderadamente afetada pelo farmaco, apresentando perda da

viabilidade somente em 75 uM de CTZ.
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Figura 19 - Atividade da LDH extravasada nas linhagens de mama tratadas com
CTZ. A atividade da LDH presente no meio de cultura foi avaliada como descrito em
Material e Métodos através do ensaio espectrofotométrico. Dados representam a
média + erro-padrio de no minimo 4 experimentos (n > 4). *p < 0.05 comparando-se

com o controle, na auséncia do farmaco.

4.2.6 Avaliacdo do efeito do CTZ na migragdo e invasao celular

Os tumores sdo caracterizados por alteracdes metabodlicas especificas
provenientes de um sinal metabolico que gera uma transformagdo maligna em
diferentes estagios celulares. O parametro dessas alteracdes metabolicas ¢ a
degradagdo anaerobica da glicose e a transformagdo desta em lactato que vai resultar
em uma prote¢do imunologica das células tumorais (LANGBEIN et al, 2008). Esse
aumento de lactato extravasado promove a degradacdo da matriz extracelular e
conseqiientemente a invasdo e metastase (RAGHUNAND et al., 2004; GILLIES et
al., 2002).

Uma das principais caracteristicas do tumor de mama ¢ a capacidade dessas

células em tornarem-se invasivas e metastaticas (ZHANG et al., 2010). Para que
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ocorra a invasividade em primeiro lugar a célula precisa se desprender do contato
célula-célula e célula-membrana. Posteriormente, as células produzem proteases que
vao digerir a membrana basal da matriz extracelular; promovem a produc¢ao de uma
nova membrana extracelular e a transformacdo mesenquimal (SEMENZA, 2003),
fazendo com que a célula atravesse a membrana basal, e permitindo que, em lesdes
pré-malignas, essa membrana permanega intacta (GATENBY e GILLIES, 2004).
Buscando avaliar se o CTZ seria capaz de impedir as células de tornarem-se
invasivas, realizamos os ensaios de migracao e invasao celular.

Para avaliar a capacidade migratoria das linhagens celulares utilizamos um
ensaio de wound-healing, descrito em detalhes em Material e Métodos.
Primeiramente, capturamos as imagens das células ndo tratadas ou tratadas com 50
uM de CTZ imediatamente apds o dano na monocamada celular ser produzido, o qual
foi acompanhado por até 24 h. A Figura 20 apresenta as imagens obtidas nos tempos
de 0, 6 e 12 h (topo: ensaio na auséncia do farmaco; base: ensaio na presenca de 50
uM de CTZ). Posteriormente, a distancia entre as margens do wound-healing foram
quantificadas, em um, ¢ os dados foram plotados num grafico de barras (Figura 21).
A partir do ensaio pode-se perceber que ha uma clara diferenca entre as capacidades
migratdrias das linhagens celulares de mama testadas. A linhagem conhecidamente
mais agressiva (MDA-MB-231), migra numa taxa muito superior aquela da MCF10A
(15,7 £ 1,4 pm/h versus 7,2 £ 0,7 um/h). A linhagem MCF-7 apresenta uma
significativa capacidade migratdria quando comparada ao controle, mas inferior a das
células metastaticas (11,1 + 1,05 um/h). Quando avaliamos o efeito do CTZ sobre este
parametro, observamos que 50 uM do farmaco ¢ capaz de reduzir significativamente a
taxa de migracao celular somente das linhagens celulares tumorais. Mais uma vez, o
efeito observado foi mais expressivo nas cé¢lulas MDA-MB-231 (aproximadamente,

64% de inibicao; 10,1 + 1,0 um/h).
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Figura 20 — Teste de migracao celular das linhagens de mama humana tratada com
CTZ. A migragdo das células de mama humana na auséncia ou presenca de 50 uM de
CTZ nos tempos 0, 6 ¢ 12 h foi avaliada como descrito em Material e Métodos. A
figura apresenta imagens representativas de 2 ensaios de wound-healing realizados em

duplicata.
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Figura 21 — Taxa de migrac¢ao celular das linhagens de mama humana tratada
ou ndo com CTZ. A migracdo das células de mama humana na auséncia ou presenca
de 50 uM CTZ foi avaliada e quantificada conforme descrito em Material e Métodos.
O grafico apresenta os valores da taxa de migragao quantificados a partir das imagens
capturas ¢ analisadas pelo software BELView. As barras representam a média + erro
padrio de no minimo 2 experimentos (n > 2), realizados em duplicata. “p < 0.05
comparando-se com a linhagem controle, sempre na auséncia do farmaco. *p < 0.05

comparando-se cada linhagem individualmente, na auséncia e presenga de CTZ.

Por fim, avaliamos os efeitos do CTZ sobre a capacidade metastatica das
linhagens até aqui estudadas. Para isso, realizamos um ensaio de invasdo celular,
também conhecido como Transwell assay, utilizando uma membrana de tereftalato de
polietileno (PET) com 8 pm de poro, onde as células sdo estimuladas a atravessar essa
membrana pela utilizacdo de um quimoatrator na base da camara. Podemos observar
que novamente o CTZ ndo promoveu efeitos sobre a linhagem controle (Figura 22).

Entretanto, 50 uM do farmaco foi capaz de reduzir a invasdo celular das linhagens
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tumorais em, aproximadamente, 40% e 50% para as células MCF-7 e MDA-MB-231,

respectivamente.
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Figura 22 — Teste de invasio celular nas linhagens de mama humana tratada ou
nao com S0 pM de CTZ. A invasdo celular foi avaliada como descrito em Material e
Métodos através do Transwell assay. As barras representam a média + erro padrao de
3 experimentos independentes (n =3). *p < 0.05 comparando-se cada linhagem

individualmente, na auséncia e presenca do farmaco.
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5 DISCUSSAO

Uma curiosa, mas comum, propriedade dos canceres invasivos € o
metabolismo alterado de glicose. Adicionalmente, a glicolise aerdbica aumentada ¢
somente observada em canceres (SEMENZA, 2001), que além de ser a principal via
de degradacdo de carboidratos, produz intermediarios biossintéticos para outras vias,
alimentando as vias de biossintese de acidos graxos, aminoacidos e colesterol, entre
outras (EL-BACHA e SOLA-PENNA, 2003b). A alta demanda de ATP e de
precursores para o crescimento celular sugerem que o metabolismo alterado de
glicose pelos tumores ¢ mais do que uma simples adaptacao a hipoxia (GATENBY e
GILLIES, 2004). A observagdao quase universal da glicdlise aerdbica em canceres
humanos invasivos, sua persisténcia mesmo sob condi¢des de normodxia e sua
correlagdo com a agressividade do tumor indicam que o fenotipo glicolitico confere
uma vantagem proliferativa significante durante a evolugdo somatica do cancer e
deve, portanto, ser um componente crucial do fenotipo maligno (GATENBY e
GILLIES, 2004). Desta forma, o aumento na glicolise ¢ um componente essencial
para o fen6tipo maligno e, portanto, um marco dos canceres invasivos.

Baseado nos dados descritos acima, esta dissertagdo teve como objetivo
avaliar o papel de um farmaco, o clotrimazol, sobre o metabolismo energético em
linhagens de mama humana. Assim, foram utilizadas trés linhagens com diferentes
fenotipos: MCF10A, uma linhagem ndo tumorigénica; MCF-7, uma linhagem de
carcinoma ndo metastatica; e MDA-MB-231, uma linhagem com a mesma origem,
porém metastatica.

O clotrimazol ¢ um o derivado imidazolinico, utilizado na clinica com
antifungico. Entretanto, nos ultimos anos, este firmaco tem sido estudado visando sua
utilizagdo como um agente antineoplasico com a¢do sobre o metabolismo da glicose.
Assim, um dos mecanismos de acdo antineopldsica deste farmaco poderia ser
decorrente de sua atividade antagonista de calmodulina (AKTAS et al., 1998; PENSO
¢ BEITNER, 2002a; 2002b; MEIRA et al., 2005). De fato, a calmodulina ¢ um
sinalizador intracelular que esta diretamente relacionado a ativagdo da PFK-I1

(MARINHO-CARVALHO et al., 2009) e do fluxo glicolitico (BEITNER et al, 1991).
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Num segundo mecanismo proposto, o clotrimazol também seria capaz de deslocar
enzimas glicoliticas do citoesqueleto (mais especificamente a PFK-1) (MEIRA et al.,
2005) e induzir o desligamento da hexocinase da mitocondria (outro mecanismo pro-
apoptotico) (PENSO e BEITNER, 1998; PASTORINO et al., 2002). Recentemente,
nés demonstramos também a capacidade do clotrimazol em agir diretamente na
enzima PFK-1 alterando sua estrutura quaternaria (ZANCAN et al.,, 2007a;
MARCONDES et al., 2010), uma propriedade importante para a regulacdo da enzima
¢ sua associagdo com o citoesqueleto (ZANCAN et al., 2007b; 2008).

Paralelamente aos estudos sobre os efeitos do clotrimazol sobre a atividade
das principais enzimas glicoliticas, viabilidade e potencial metastatico das linhagens
de mama humana, ndés realizamos um estudo visando a caracterizacdo destas
linhagens quanto aos parametros acima descritos. Este trabalho resultou numa
publicacdo, cujos resultados suportam a hipotese do efeito Warburg demonstrando
que ha, nas linhagens celulares MCF10A, MCF-7 e MDA-MB-231, uma correlagdo
positiva entre a eficiéncia glicolitica e a agressividade celular nesse modelo testato
(ZANCAN et al., 2010).

Adicionalmente, os resultados envolvendo a acdo do clotrimazol apresentados
nesta dissertacdo ratificam os possiveis mecanismos de acdo descritos para 0 mesmo e
acrescentam novos papéis para este firmaco no controle das neoplasias. Os resultados
apresentados na Figura 11 mostram que o clotrimazol foi capaz de reduzir o consumo
de glicose somente na linhagem metastatica MDA-MB-231. Paralelamente, o farmaco
promoveu uma redugdo na producdo de lactato pelas linhagens tumorais numa
concentragdo que nao promoveu alteracdo do consumo de glicose das mesmas (50
uM), sem alterar este parametro metabolico na linhagem controle (Figura 12). Em
conjunto, os dados apresentados aqui demonstram: (1) ha uma diminuicdo no
consumo de glicose com um aumento na produc¢do de lactato somente nas linhagens
tumorais, demonstrando uma alteracdo do metabolismo de glicose (Figura 1, painéis
A e B — secdo 4.1 dos Resultados); (2) o clotrimazol ¢ capaz de reverter a alta taxa
glicolitica apresentada pelas células.

Uma vez que o metabolismo de glicose estd diretamente relacionado com o
status energético da célula, avaliamos os efeitos do clotrimazol sobre o metabolismo

mitocondrial e sobre a geragdo de ATP nas linhagens estudadas. Conforme
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demonstrado nas Figuras 13 e 14, o clotrimazol foi capaz de promover uma redugdo
na atividade redutora mitocondrial em concentragdoes eclevadas do farmaco e,
promoveu uma reducao, dependente da dose, no conteido de ATP celular, a qual
acompanha o fen6tipo maligno das linhagens. Contudo, o conteudo de ATP nas
células MCF10A nao foi reduzido pelo farmaco.

Estes resultados, em conjunto, demonstram o potencial do firmaco em agir de
maneira especifica, promovendo efeitos significativos sobre linhagens metastaticas
mais do que sobre a linhagem nao metastatica (MCF-7) e, principalmente, sobre a ndo
tumoral (MCF10A). Além disso, as ultimas observagdes refor¢am a capacidade do
clotrimazol de agir como um agente antineopldsico especifico para neoplasias
agressivas, uma vez que nestas células o farmaco reduziu, mais eficientemente do que
em outras linhagens estudas, o consumo de glicose, a producdo de lactato e,
consequentemente, a geragdo de ATP sem atingir o metabolismo mitocondrial de
modo especifico.

Buscando correlacionar a eficiéncia glicolitica das linhagens com a atividade
das enzimas que regulam a glicélise e avaliar o efeito do clotrimazol sobre esta via,
investigamos a atividade basal (ou seja, sem tratamentos ou intervencoes
fisicoquimicas) das enzimas HK, PFK-1 e PK e investigamos, também, o efeito de
diferentes concentragdes de clotrimazol sobre suas atividades. Quando comparamos a
atividade destas enzimas entre as linhagens, observamos que ha somente uma
diferenga na atividade hexocindsica, a qual foi maior nas células tumorigénicas do que
na MCF10A (Figura 2, painel A, secdo 4.1 dos Resultados). Por outro lado, os
resultados das Figuras 15, 16 e 17 mostraram que, de fato, o clotrimazol promove
uma inibicao da atividade das enzimas glicoliticas. O efeito observado foi dependente
da dose e do fenoétipo celular, onde, de modo geral, os efeitos do clotrimazol sobre as
enzimas chave glicoliticas foi sendo perdido conforme a células tornava-se mais
agressiva (MCF10A < MCF-7 < MDA-MB-231). A inibi¢do maxima atingida para as
linhagens tumorais ocorreu na concentracao de 75 uM do farmaco. A HK catalisa a
conversdo de glicose em glicose-6-fosfato, o qual ¢ o primeito passo comprometido
na glicélise (ROBEY et al., 2005). Contudo, esta ndo ¢ a principal etapa de controle,
uma vez que grandes quantidades de glicose 6-fosfato sdo derivadas da quebra do

glicogénio (CORNISH-BOWDEN e CARDENAS, 1991). Nossos resultados
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demonstram que o clotrimazol foi capaz de inibir a HK promovendo efeitos
especificos: as linhagens mais sensiveis a inibicdo sdo as linhagens tumorais,
especialmente a metastitica. A linhagem MCF10A apresenta somente 46% de
inibi¢do na concentragdo mais elevada de clotrimazol (100 uM).

O mesmo perfil de resposta ¢ observado quando avaliamos o efeito do farmaco
sobre a atividade fosfofrutocinasica (Figura 16). Meira e cols. (2005) demonstraram o
efeito do clotrimazol em linhagens MCF-7 indicando que a diminui¢ao da viabilidade
celular observada estava diretamente correlacionada com o fato deste farmaco
produzir uma alteracdo da localizagdo celular da PFK-1, gerando, assim, uma inibi¢ao
da mesma (MEIRA et al, 2005). Posteriormente, Zancan ¢ cols. (2007b)
evidenciaram que o clotrimazol ¢ capaz de produzir efeitos diretos sobre a PFK-1 e
nao somente sobre sua associagdo ao citoesqueleto (ZANCAN et al., 2007b). No
presente trabalho ¢ interessante observar que, mais uma vez, o clotrimazol apresentou
efeitos mais agressivos sobre as linhagens tumorais quando comparados com os
resultados obtidos para a linhagem controle ndo tumorigénica. Uma outra possivel
explicacdo para a alteragdo metabolica nas linhagens tumorais tratadas com
clotrimazol seria as diferentes isoformas das enzimas glicoliticas presentes nas
linhagens. Na Figura 3 do artigo adicionado na secdo 4.2 de Resultados, mais
especificamente no painel D podemos verificar a presenca de diferentes isoformas da
enzima PFK-1 nas linhagens de mama humana, onde a linhagem normal apresenta as
3 diferentes isoformas da PFK-1 (M, L e P), enquanto as tumorais apresentam um
aumento da isoforma PFK-L que ¢ a isoforma que estd associada com o aumento da
agressividade da linhagem tumoral. Por ultimo, quando avaliamos os resultados
obtidos para a PK, observamos que ha uma redu¢do da atividade desta enzima, a qual
¢ dependente da dose e do fenotipo celular Figura 17.

Ao discutirmos estes resultados obtidos para o efeito do famacos sobre a
atividade das enzimas que regulam a glicose e, frente aos dados obtidos quando
avaliou-se a expressdo de diferentes isoformas da PFK-1 nas linhagens estudades,
torna-se necessarios sugerir que nossos resultados podem estar relacionados com o
padrdo de expressdo de diferentes isoformas da HK, PFK-1 e PK. Os efeitos mais
proeminentes do farmaco sobre as linhagens tumorais podem estar diretamente

relacionados com a(s) isoforma(s) da enzima expressas nas diferentes linhagens, ja
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que cada isoforma pode responder de maneira particular a um estimulo. Assim, sera
necessaria uma investigacdo mais completa de todos os parametros que envolvem a
atividade das mesmas (genéticos e cinéticos) para o entendimento do efeito do
clotrimazol sobre a glicdlise.

Uma vez que todas as enzimas responsaveis pela taxa glicolitica apresentam-
se inibidas pelo clotrimazol, nosso préximo objetivo foi avaliar se a glicose captada
pelas células estaria sendo desviada para a via das pentoses fosfato. Parte da glicose
6-fosfato celular ¢, normalmente, metabolizada pela PPP. A PPP ¢ uma importante via
metabolica celular, pois permite a oxidagdo total da glicose em uma série de reagdes
independentes da via glicolitica; ¢ uma fonte de pentoses para a sintese dos acidos
nucléicos; produz, em uma etapa oxidativa, o NADPH extramitocondrial necessario
para a sintese dos lipidios e para o balango redox; e seus produtos podem ser
isomerizados a intermediarios da glicolise. Os resultados apresentados na Figura 18
mostraram que o clotrimazol ¢ capaz de inibir de maneira dependente da dose e do
fen6tipo maligno a G6PDH, primeira enzima limitante da PPP. A importancia deste
resultado vem do fato que a inibicdo desta enzima diminui drasticamente a
proliferacdo celular maligna, aumenta a apoptose e suprime os efeitos de fatores de
crescimento tumoral (MAZUREK et al., 1997).

Baseados nestes ultimos dados, buscamos avaliar se o clotrimazol estaria
promovendo perda de viabilidade celular das linhagens de mama humana. Dados da
literatura apresentam que clotrimazol diminui a viabilidade de linhagens celulares
derivadas do cancer de mama, MCF-7 (MEIRA et al., 2005), de células CT-26 de
adenocarcinoma do colo e células de Lewis de carcinoma do pulmio (PENSO e
BEITNER, 2002a; PENSO e BEITNER 2002b), e de células B16 de melanoma
(GLASS-MARMOR et al., 1996; GLASS-MARMOR ¢ BEITNER, 1997). Contudo,
uma vez que a maior parte dos nossos resultados demonstram um efeito do
clotrimazol dependente do fendtipo celular, nosso objetivo foi avaliar se este
parametro também responderia da mesma maneira. De fato, como observado na
Figura 19, o fAirmaco ndo foi capaz de promover a perda da viabilidade da linhagem
MCFI10A em todas as concentracdes testadas. Por outro lado, o extravasamento da
LDH, um marcador da perda da viabilidade celular, foi 1,5 e 3,5 vezes maior para as

linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente.
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Embora o fenotipo glicolitico pareca ser o resultado da adaptagdo celular as
condi¢cdes ambientais nas lesdes pré-malignas, a sua persisténcia nos canceres
primario e metastatico, mesmo em condi¢des de normoxia, indica que este continua
representando uma forte vantagem proliferativa e para a sobrevivéncia celular
(GATENBY e GILLIES, 2004). De fato, um aumento persistente € constitutivo da
glicolise resulta em acidificagdo aguda e cronica do ambiente tumoral, onde o pH
extracelular nos tumores humanos e animais ¢ consistentemente acido e pode atingir
valores em torno de 6,0 (SEMENZA, 2003). Esse aumento da acidose tecidual ¢
extremamente mais toxico para o tecido parenquimal normal quando comparado com
o tecido tumoral (GILLIES et al., 2008).

Para avaliar o potencial metastatico das linhagens celulares MCF10A, MCF-7
e MDA-MB-231, estudamos suas capacidades de migra¢do e invasdo na auséncia e na
presenga do clotrimazol. Na Figuras 20, 21 e 22, observamos que o clotrimazol foi
capaz de reduzir a migragdo e a invasdo celular somente nas linhagens tumorais e,
mais eficientemente, na linhagem mais agressiva, sugerindo que ele possa reduzir
possiveis metastases.

Por fim, com base nos resultados apresentados nessa dissertagdo podemos
concluir que o clotrimazol apresenta-se como um potencial agente antineopldsico
com moderada seletividade para células malignas. A partir deste estudo objetivamos
ampliar as possibilidades de interferir no aumento da glicolise aerdbica caracteristica
de tumores e ratificar o uso do clotrimazol como potencial quimioterapico para o

tratamento de tumores.

67



6 CONCLUSOES

A relacdo entre a producdo de lactato e o consumo de glicose (eficiéncia
glicolitica) nas linhagens celulares de mama humana MCF10A, MCF-7 e
MDA-MB-231 aumenta conforme o grau de malignidade da célula;

e Por outro lado, o contedo de ATP celular e a atividade redutora mitocondrial
apresentam-se reduzidos conforme o grau de malignidade celular;

e A eficiéncia glicolitica, primordial para a sobrevivéncia de células tumorais,
depende preferencialmente da expressao da isoforma L da PFK-1;

e O clotrimazol altera os pardmetros metabolicos das linhagens MCF10A, MCF-
7 e MDA-MB-231, diminuindo o consumo de glicose, a producdo de lactato e
o conteudo de ATP celular somente nas linhagens tumorais;

¢ O clotrimazol diminui a atividade redutora mitocondrial somente quando altas
concentragdes do farmaco sdo utilizadas, apresentando efeitos mais potentes
sobre a linhagem tumoral mais agressiva;

e Este farmaco foi capaz de inibir as principais enzimas responsaveis pelo
metabolismo glicolitico (HK, PFK-1 e PK) e inibiu o fluxo através da PPP
pela inibi¢do da G6PDH, de maneira dependente da dose e do fenotipo celular
(MCF10A < MCF-7 < MDA-MB-231);

e O clotrimazol reduziu a migracdo celular e a invasdo celular somente nas
linhagens tumorais e mais eficientemente na linhagem metastatica ;

e O farmaco induz a morte celular, uma vez que promove a perda da viabilidade

celular, especialmente em células mais agressivas.

Com isso, acreditamos que o estudo bioquimico e farmacoldgico da glicolise
aerobica consolidard este aspecto metabolico dos tumores como um importante alvo
para a a¢dao de xenobidticos. Por outro lado, acreditamos que através dos resultados
desta dissertagdo poderemos contribuir para a definitiva utilizacdo do clotrimazol, em

baixas dosagens, como agentes antitumorais.
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