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RESUMO  

O câncer de pâncreas é considerado a quarta causa de morte por doenças malignas nos países 

ocidentais. Entre os tipos de câncer de pâncreas exócrino cerca de 80-90% dos casos 

correspondem ao adenocarcinoma ductal, um câncer altamente agressivo, invasivo, 

potencialmente metastático e altamente resistente às quimio e radioterapias convencionais. 

Deste modo, novos compostos que diminuam o comportamento agressivo das células de 

câncer de pâncreas são necessários. Atualmente os inibidores das anidrases carbônicas (IAC), 

da família das sulfonamidas heterocíclicas/aromáticas (ex. etoxzolamida - EZA), estão sendo 

estudados como agentes antitumorais, antiepilépticos, entre outros. No entanto, pouco se sabe 

sobre o mecanismo molecular de ação antitumoral destes compostos. Deste modo, pela 

primeira vez, foi avaliado o efeito da EZA em câncer de pâncreas e outros tipos de tumores 

sólidos (melanoma e próstata) com fenótipos altamente agressivos. As linhagens celulares 

SKMel-103 (melanoma) e PANC-1 (câncer de pâncreas) apresentaram sensibilidade similar 

frente à EZA nos tempos de tratamentos de 48 e 72 h, PC-3 (câncer de próstata) apresentou 

maior resistência. Diante destes resultados prévios, e tendo em vista o interesse do nosso 

grupo de pesquisa em entender melhor a biologia do câncer de pâncreas, foi escolhida a 

linhagem celular PANC-1. O objetivo principal deste projeto foi estudar o mecanismo 

molecular de ação pela qual a EZA diminui a proliferação e a agressividade tumoral, 

analisando a expressão e função de biomarcadores chaves destes processos. EZA diminuiu a 

viabilidade das células PANC-1 (IC50 = 222 µM) e induziu parada do ciclo celular na fase 

G0/G1 o que foi confirmado pelo decréscimo da expressão das proteínas chaves do ciclo 

celular, como ciclina D1 e CDK4. Adicionalmente, a expressão da quinase Pim-1, associada 

com resistência e sobrevivência foi marcadamente diminuída, sendo observada também uma 

redução da expressão da P-glicoproteína (Pgp), proteína associada com resistência a múltiplas 

drogas. Adicionalmente foi observado um aumento da atividade da quinase AKT, resultado 

que foi relacionado com o estresse no retículo endoplasmático (ERE). De forma interessante 

tanto a expressão quanto a atividade das metaloproteinases (MMPs) foram diminuídas, assim 

como a expressão da integrina αvβ3 e FAK, proteínas que estão relacionadas com fenótipos 

agressivos e invasivos do câncer de pâncreas. Deste modo, nossos resultados mostram, pela 

primeira vez, detalhes moleculares da ação antitumoral da EZA, os quais reforçam o potencial 

desta classe de compostos como interessantes agentes quimioterápicos.  
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ABSTRACT 

Pancreatic cancer is considerate the fourth-leading cause of disease malignancies-related death 

in the western world. About 80-90% of exocrine pancreatic cancer correspond to ductal 

adenocarcinoma and remains highly aggressive, invasive, potentially metastatic and highly 

resistant to conventional chemotherapy and radiotherapy. In this regard, novel compounds that 

diminish the aggressiveness behavior of pancreatic cancer cells are urgently called for. 

Currently the carbonic anhydrase inhibitors (CAI), aromatic and heterocyclic sulfonamides 

(e.g. ethoxzolamide – EZA), have been investigated as antitumoral, antiepileptic agents, 

among others. However, little is known about the molecular mechanisms of action of these 

compounds. Thus, for the first time, it has been evaluated the effect of EZA in pancreatic 

cancer and other types of solid tumors (melanoma and prostate cancer) that display highly 

aggressive phenotypes. The cells lines SKMel-103 (melanoma) and PANC-1 (pancreatic 

cancer) presented similar sensibility towards EZA after treatment for 48 and 72 h, however 

PC-3 displayed higher resistance. Considering these previous results and in view of the 

interest of our research group to better understand the biology of pancreatic cancer, we chosen 

PANC-1 cell line as model. The main goal of this study was to examine the molecular 

mechanism by which EZA diminished the proliferation rate and the tumoral aggressiveness of 

PANC-1 cells by checking the expression/function of some key biomarkers of those processes. 

EZA decreases PANC-1 cells viability (IC50 = 222 µM) and caused cell cycle arrest at phase 

G0/G1 confirmed by decreasing expression of key proteins of cell cycle, such as, cyclin D1 and 

CDK4. In addition, the expression of pro-survival kinase, Pim-1, associated with cell 

resistance and survival was markedly diminished, it was also observed reduction in the          

P-glycoprotein (Pgp) expression level, an important protein associated with multidrug 

resistance (MDR). In addition, it was observed an augment of AKT kinase activity. This 

activation of AKT might be related with endoplasmic reticulum (ER) stress. Interestingly, both 

expression and activity of metalloproteinases (MMPs) were diminished, as well as integrins 

αvβ3 expression and FAK activity, all of them are key proteins involved with aggressive and 

invasive phenotypes in pancreatic cancer cells. Our findings revealed, for the first time, the 

molecular details of EZA antitumoral action, which reinforce the potential of this class of 

compounds as interesting chemotherapeutic agents. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Impacto do câncer e influências no perfil epidemiológico mundial  

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo. As estatísticas estimam que 

uma de cada três pessoas tenha probabilidade de adquirir câncer em algum momento da vida, 

dado impactante se levar em conta que o número de incidência no mundo foi estimado em 

12,7 milhões de casos em 2008 (Jemal et al., 2011). Segundo os dados da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) 7,6 milhões de pessoas morreram por causa desta doença em 2008. 

Dados atuais da OMS estimaram para o ano 2030 27 milhões de casos incidentes de câncer e 

17 milhões de mortes em decorrência deste (OMS, 2012). O maior impacto será esperado nos 

países de baixa e média renda, principalmente pela falta de programas nacionais de controles 

do câncer. Siegel e colaboradores (2012) estimaram um total de 1,6 milhões de novos casos e 

que 577.190 americanos poderiam morrer de câncer em 2012. Estes números estimados 

enfatizam a necessidade de estudar o câncer e transformar conhecimentos em novas e 

eficientes terapias.   

 

1.1.1. Influência do câncer de pâncreas no perfil epidemiológico do Brasil  

O câncer de pâncreas caracteriza-se por apresentar elevada resistência a múltiplas 

drogas (Long et al., 2011) e uma alta agressividade na progressão da doença (Hashimoto et al., 

2011). A OMS apontou o câncer de pâncreas como a quarta causa de morte por doenças 

malignas nos países ocidentais (OMS, 2012). No Brasil, segundo os dados atuais do Instituto 

Nacional de Câncer (INCA), o câncer de pâncreas é responsável por 2% de todos os tipos de 

cânceres diagnosticados, sendo que 4% do total de mortes por câncer são devido a esta 

doença. A estimativa da incidência registrada no ano 2009 foi de 9.320 novos casos. Já no ano 
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2010 o INCA apontou 7.440 casos de morte sendo 3.671 homens e 3.769 mulheres. A difícil 

detecção do câncer de pâncreas e a agressividade tumoral são responsáveis pela alta taxa de 

mortalidade (Estimativa INCA, 2012).  

 

1.2. Resistência a múltiplas drogas (MDR) e agressividade tumoral 

A aquisição de resistência a agentes quimioterápicos ainda constitui o principal 

obstáculo no tratamento de pacientes com câncer. Por esta razão, a elucidação dos 

mecanismos que conferem resistência a fármacos com diferentes alvos e estruturas químicas, 

chamada multirresistência ou do inglês, “multidrug resistance” (MDR), e o desenvolvimento 

de terapias mais eficazes para o tratamento do câncer têm sido as principais metas dos 

pesquisadores da área nos últimos 35 anos.  

A resistência às drogas quimioterápicas pode se manifestar clinicamente logo nos 

estágios iniciais de tratamento, constituindo o fenômeno de resistência “de novo” ou ser 

induzida durante a quimioterapia quando células mais “sensíveis” são eliminadas. Em 

consequência, observa-se que a resistência genética pode ser induzida tanto pelo próprio 

tratamento com agentes antineoplásicos ou emergir como um evento espontâneo 

(Kappelmayer et al., 2004; Nobili et al., 2006). Como um mecanismo de caráter multifatorial, 

o fenótipo MDR tem sido associado a uma série de alterações celulares incluindo alterações no 

ciclo celular, aumento na eficiência de reparo do ácido desoxirribonucleico (DNA), redução de 

apoptose e alteração no metabolismo de drogas (Szakács et al., 2006). Entre os vários 

mecanismos identificados, o mais comumente encontrado envolve o aumento do efluxo de 

drogas citotóxicas hidrofóbicas através de um sistema dependente de energia, mediado por 

membros da família de transportadores ABC (adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette 

transporters). Primeiramente descritos na década de 70, vários membros da família de 
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transportadores ABC têm se mostrado como potentes indutores de MDR, destacando-se o 

papel da P-glicoproteína (Pgp), proteínas MDR relacionadas (MRPs) e proteína transportadora 

de peptídeos antigênicos (TAP) (Hirose et al., 2003; Kruh e Belinsky et al., 2003; Al-Shawi et 

al., 2005).  

O modelo de efluxo de drogas mais estudado foca-se na atividade da Pgp, uma proteína 

de 170 kDa que cliva ATP provendo a energia necessária para a extrusão de xenobióticos. O 

aumento na expressão de Pgp, produto gênico de MDR1, tem mostrado ser fator suficiente 

para a aquisição do fenótipo MDR e resistência frente ao tratamento com várias drogas 

lipossolúveis incluindo antraciclinas (doxorubicina), vinca alcalóides (vinblastina, vincristina), 

antibióticos (dactinomicina) e antimetabólitos (gencitabina, 5-fluorouracil), entre outros.      

De fato, células com alta expressão de Pgp são capazes de expelir uma grande variedade de 

drogas estruturalmente não relacionadas, impedindo que níveis intracelulares tóxicos sejam 

alcançados (Rumjanek et al., 2001). 

Adicionalmente às bombas de efluxo, células tumorais apresentam inúmeros outros 

importantes mecanismos voltados para a modulação da resposta ao quimioterápico.                

O transportador ABCG2 (ATP- binding cassette subfamily G member 2), também conhecido 

como transportador ABC placenta-específico (ABCP), proteína associada à resistência a 

mitoxantrona (MXR) ou proteína associada ao câncer de mama (BCPR), foi primeiramente 

isolado em células de tumores de mama mostrando ser potente inibidor do acúmulo 

intracelular de drogas mesmo na ausência de Pgp ou MRP1. De forma similar, a proteína 

relacionada à resistência no câncer de pulmão (lung resistance-related protein, LRP) também 

se mostrou como indutora de resistência a múltiplas drogas. Vale ressaltar que tanto ABCG2 

quanto LRP têm sido detectadas em células leucêmicas e câncer de pâncreas, entre outros 

tipos de cânceres, sendo considerados importantes fatores de resistência no tratamento da 
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leucemia mielóide aguda (LMA) (Van den Heuvel-Eibrink et al., 2002; Kappelmayer et al., 

2004; Chen et al., 2012). 

Na tentativa de combater a resistência de células tumorais muitos inibidores de MDR, 

especialmente de Pgp, foram identificados, porém nenhum deles se mostrou eficiente 

clinicamente e muitos foram excluídos por apresentar alta toxicidade. Apesar do pouco 

sucesso das primeiras drogas estudadas ainda é grande o esforço dispensado na busca de 

inibidores de MDR não tóxicos e menos propensos a interações com as atuais drogas 

antineoplásicas. Ainda está em desenvolvimento uma terceira geração de drogas capazes de 

inibir especificamente Pgp sem alterar a farmacocinética das drogas antitumorais (Ozben et 

al., 2006; Szakács et al., 2006).  

Os tumores do pâncreas são multipotentes e originários de células epiteliais (Deer et 

al., 2010). Estes tumores apresentam uma alta agressividade e proliferam em microambientes 

que facilitam a interação com os fibroblastos, células endoteliais, células endócrinas e 

imunológicas de uma forma complexa. Essa interação promove o crescimento das células 

tumorais que expressam sua malignidade e invadem órgãos adjacentes, gerando metástase em 

linfonodos regionais ou fígado principalmente (Imamura et al., 2010), podendo chegar a 

invasões vasculares e nervosas (Kleeff et al., 2007). Além disso, o câncer de pâncreas é 

altamente resistente às quimioterapias e radioterapias convencionais apresentando uma rápida 

quimioresistência intrínseca ou adquirida associada com MDR (Jiang et al., 2011). O fenótipo 

MDR resulta numa superexpressão das proteínas Pgp (MDR-1), dos transportadores ABCB1 

(ATP-binding cassette, sub-family B member 1, MDR-1) e ABCC1 (ATP-binding cassette, 

sub-family C member 1, MRP-1) em adenocarcinomas de pâncreas (O´Driscoll et al., 2007). 

Este fenótipo está associado com um profundo impacto sobre a seleção de estratégias bem 

como na eficiência terapêutica. 
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1.3. Drogas da família das sulfonamidas 

Atualmente, novos compostos que diminuam o comportamento agressivo do câncer de 

pâncreas são urgentemente necessários. Deste modo, uma alternativa na busca poderia ser o 

reposicionamento de fármacos, do inglês “drug repositioning”, que vem sendo uma estratégia 

de inovação bem sucedida e explorada por vários grupos de pesquisa e indústrias 

farmacêuticas (Lee et al., 2012; Padhy et al., 2011). Esta nova estratégia, consiste 

principalmente na procura de novos usos de fármacos já aprovados e disponíveis no mercado, 

sendo altamente favorável no cenário atual do câncer (Tobinick et al., 2009; Cheng et al., 

2012).   

Os inibidores das anidrases carbônicas (IAC) que pertencem à família das 

sulfonamidas heterocíclicas/aromáticas e seus derivados (bis sulfonamidas) têm sido 

desenvolvidos como drogas para diferentes doenças (Husain et al., 2012). Uma série de 

derivados das sulfonamidas utilizados clinicamente como drogas farmacológicas (tais como 

acetazolamida, metazolamida, diclorofenamida e etoxzolamida) foram avaliados para 

reposicionamento de fármacos (Scozzafava et al., 2000). No início foram usados no 

tratamento sistêmico de glaucoma (Sugrue et al., 2000) e posteriormente como 

anticonvulsivantes, antiobesidade, anticancerígenos, antipaína, além de serem utilizados como 

fármacos antibacterianos, inibidores de metaloproteinases de matriz (MMPs), em desordens no 

desequilíbrio ácido-base e doenças neuromusculares (Husain et al., 2012; Pastorekova et al., 

2004, Esteves et al., 2010).  

Devido à relação que existe entre o potencial antitumoral destes inibidores e vários 

tumores hipóxicos (Svastová et al., 2004), alguns derivados das sulfonamidas, como o 

indisulam (N-(3-Chloro-7-indolyl)-1,4-benzenedisulfonamide, E7070), estão sendo testados 
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em estágios clínicos avançados para o tratamento de tumores sólidos (Supuran et al., 2003; 

Kesteren et al., 2002).  

 

1.3.1. Etoxzolamida e relação com o câncer 

A etoxzolamida (6-ethoxy-1,3-benzothiazole-2-sulfonamide, EZA) pertence à classe 

das sulfonamidas heterocíclicas/aromáticas (Figura 1) que inibe principalmente as enzimas 

anidrases carbônicas (ACs, E.C. 4.2.1.1) I, II, IV, V, VII e IX (Bertucci et al., 2009, Nishimori 

et al., 2005, Supuran et al., 2010). Este fármaco é utilizado clinicamente no tratamento de 

glaucoma, úlceras duodenais, como diurético e ainda em alguns casos em tratamentos de 

epilepsia (Supuran et al., 2001). 

 

 

Figura 1 – Estrutura da etoxzolamida 

 

Devido à alta expressão encontrada das ACs I e II em células hematopoiéticas, os 

inibidores destas enzimas são apontados como promissores agentes antileucêmicos          

(Chen et al., 2006). Chegwidden e colaboradores (1995) demonstraram que inibidores das 

ACs clinicamente usados como acetazolamida (AAZ), metazolamida (MTZ) e etoxzolamida 

inibem o crescimento de células de linfoma humano. Em relação aos tumores sólidos, Parkkila 

e colaboradores (2000) demonstraram que a acetazolamida reduz o potencial agressivo e 
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invasivo de tumores renais, sugerindo que a redução da capacidade de invasão fosse atribuída 

à inibição da AC II e/ ou ACXII por prevenir a ativação das enzimas que degradam a matriz 

celular. Resultados similares foram encontrados para células de melanoma humano (Martínez-

Zaguilan et al., 1996). Este inibidor também foi testado em câncer de pâncreas. Deste modo, 

Juhász e colaboradores (1993) demonstraram que a AAZ inibiu a proliferação “in vitro” de 

várias linhagens propondo que a AAZ poderia atuar como agente antiproliferativo por inibir a 

AC IX. A EZA foi sintetizada visando melhorar as propriedades físico-químicas de alguns 

derivados das sulfonamidas e melhorar os efeitos da AAZ (Maren et al., 1992, Maren et al., 

1990). Neste contexto, não existem trabalhos que descrevem em detalhes o mecanismo de 

ação antitumoral da etoxzolamida.  

 

1.4. Ciclodextrina aumenta a solubilidade da etoxzolamida 

Entre os derivados das sulfonamidas utilizados clinicamente, a etoxzolamida apresenta 

vantagens nas propriedades físico-químicas e fisiológicas. Diferentes estudos demostraram 

que a etoxzolamida tem estabilidade em plasma e o tempo de vida média é maior que da 

acetazolamida (Maren et al., 1990; Maren et al., 1992). A etoxzolamida apresenta uma alta 

velocidade de difusão na membrana plasmática de eritrócitos e diferentes tecidos devido às 

propriedades lipofílicas (Maren et al., 1990), embora tenha uma baixa solubilidade no meio 

aquoso (22,8 mgL-1), sendo este um dos principais problemas a se resolver para melhorar sua 

atividade biológica. 

As ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos cíclicos, compostos por unidades          

D-glicopiranosídicas ligadas, que formam uma cavidade hidrofóbica no centro da sua estrutura 

molecular (Figura 2). Essa cavidade, por sua vez, é capaz de acomodar pequenas moléculas 

não polares ou lipossolúveis, modificando assim suas características físico-químicas e 
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biológicas (Miranda et al., 2011). Uma característica chave das formulações com CDs é 

aumentar a solubilidade das moléculas carreadas no meio aquoso, facilitando a absorção pelas 

membranas citoplasmáticas das células (Szejtli et al 1988; Loftsson et al., 2007) e aumentando 

a atividade biológica dos fármacos no interior delas, resultando em uma redução da dose 

requerida do composto ativo (Valle et al., 2004; Garnero et al., 2010). Neste contexto, 

numerosos estudos têm sido realizados para melhorar a solubilidade no meio aquoso de várias 

sulfonamidas incluindo a etoxzolamida (Loftsson et al., 1994; Ribeiro et al., 2012). Loftsson e 

colaboradores (1994) utilizaram a 2-hidroxipropil-3-ciclodextrina (HP-β-CD) como veículo 

para aumentar a solubilidade tanto da acetazolamida quanto da etoxzolamida, a fim de 

melhorar o tratamento de glaucoma. Deste modo, observaram um aumento da solubilidade em 

meio aquoso e da estabilidade de ambas as drogas. 

 

 
 

Figura 2. (A). Estrutura da ciclodextrina, α, β e γ-CD são definidas por n: 6,7 e 8, respectivamente (B). 
Representação esquemática da estrutura tridimensional das ciclodextrinas (adaptado de Britto et al., 

2004).  
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1.5. Principais alvos moleculares modulados pela etoxzolamida na linhagem celular de  

adenocarcinoma ductal de câncer de pâncreas humano (PANC-1), avaliados neste 

trabalho 

 

1.5.1. Mecanismos de sobrevivência celular 

1.5.1.1. Proteínas quinases e mecanismos de sobrevivência celular 

Numerosas enzimas quinases participam ativamente nas vias de sinalização envolvidas 

nos processos de proliferação, sobrevivência e resistência em diferentes tipos de cânceres 

(Amaravadi e Craig et al., 2005). Enzimas serina/treonina quinases que pertencem à 

subfamília das proteínas AGC, como AKT/PKB e Pim (proviral integration of Moloney 

virus), que compreende a família da quinase dependente de calmodulina (CAMK), regulam 

uma variedade de eventos celulares (Manning et al., 2007; Bullok et al., 2005). 

 Três estruturas da família das quinases Pim foram definidas para Pim-1, Pim-2 e   

Pim-3. Vários estudos de cristalografia revelaram que estas enzimas não possuem domínios 

reguladores, portanto expressam-se na célula constitutivamente ativas (Qian et al., 2004). 

Porém, a desregulação da expressão protéica parece estar envolvida com a ação de membros 

da subfamília das proteínas serina/treonina fosfatases PP2A (protein phosphatase 2A) que 

pertencem à família das PPP (phosphoprotein phosphatase) (Ma et al., 2007).  

Adicionalmente, dados na literatura indicam que a expressão gênica destas enzimas 

poderia ser induzida e regulada por um amplo número de citocinas (interleucinas (IL) -2, 3 e 

7), mitógenos e hormônios que participam das vias de sinalização Janus quinase/ proteína 

transdutora de sinal e ativadora da transcrição (JAK/STAT), proteínas quinases ativadas por 

mitógeno (MAPK) e fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K). A expressão da quinase Pim-1 é 

induzida principalmente pela via de sinalização de STAT3 que participa na sobrevivência 
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celular e na ativação do fator de transcrição, fator nuclear kappa B (NFκB), entre outros 

(Shirogane et al., 1999). Estudos recentes têm mostrado que a via de sinalização de K-Ras 

(Rat sarcoma protein) modula a expressão das Pim quinases na linhagem celular PANC-1 (Xu 

et al., 2011).  

Importantes proteínas chaves de diferentes processos celulares são substratos das Pim 

quinases. Deste modo, foi identificado o fator de transcrição c-Myc que tem um efeito 

sinérgico nos processos de proliferação de vários tumores sólidos e leucemias (Kim et al., 

2010), além dos reguladores do ciclo celular como o inibidor de quinase dependente de  

ciclina 1, p12 (p21WAF1/CIP1), e a proteína fosfatase 25 reguladora da divisão celular 

(Cdc25) (Bachmann et al., 2006). A fosforilação destas fosfatases estimula a progressão do 

ciclo celular das fases G1-S e G2-M por aumento da atividade dos complexos ciclina A/ ciclina 

dependente de quinase 1 (CDK1) e ciclina A/CDK2. A inibição destas fosfatases é regulada 

pela quinase associada à Cdc25C, C-TAK (transforming growth factor-b-activated kinase 1) / 

MARK3, também substrato de Pim, e quando fosforilada é inativada e consequentemente 

perde a capacidade de inibir as fosfatases Cdc25 (Tang et al., 2011).   

De forma interessante, Pim-1 e Pim-2 quinases fosforilam e inativam as proteínas   

pró-apoptóticas FOXO3a (Forkhead Box-containing Protein O), SOCS 1/3 (suppressors of 

cytokine signaling) e os membros da família de domínio homólogo a Bcl-2 (BH), como a 

proteína antagonista de Bcl-2 associada à morte celular (BAD), induzindo resistência à 

apoptose (Aho et al., 2004; Brault et al., 2010). Além de induzir a repressão da transcrição, do 

inibidor de quinases dependentes de ciclina, p27 KIPI, por inativação das proteínas FOXO1a e 

FOXO3a como foi demonstrado em vários tumores sólidos e leucemias (Morishita et al., 

2008). As quinases Pim promovem a degradação dependente de proteossomo do inibidor    

p27 KIPI, interferindo na progressão da fase G1-S do ciclo celular (Brault et al., 2010).  
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Por outro lado, a enzima quinase Pim-1 regula a proteína inibidora da quinase mTOR 

(proteína alvo de rapamicina de mamíferos), substrato de AKT rico em prolina de 40 KDa 

(PRAS40), e quando fosforilada dissocia-se do complexo mTORC1 incrementando a atividade 

quinase de mTOR, o que sugere que Pim-1 também é uma reguladora dessa enzima e participa 

no controle do crescimento celular (Zhang et al., 2009).  

Entre as quinases altamente expressas com um importante papel nas vias de sinalização 

tanto em células normais, quanto tumorais, encontra-se a serina/treonina quinase AKT/PKB. 

Esta enzima participa na regulação de vias de sinalização envolvidas com várias funções 

biológicas que incluem proliferação, sobrevivência, migração e metástase celular (Yang et al., 

2010).  

AKT/PKB uma vez traduzida e processada no retículo endoplasmático (RE) é 

reconhecida pelas chaperonas da família das proteínas de choque térmico, Hsp90, Hsp70 e 

Hsp27, cuja função é proteger AKT inativa da ubiquitinação e degradação proteossomal no 

citosol (Yang et al., 2010). Após ser translocada ao citosol, pode ligar-se, através do seu 

domínio homólogo à plecstrina (PH), ao grupo inositol do 3,4,5-fosfatidilinositol trisfosfato  

(PIP3), presente na membrana plasmática e previamente ativado pela PI3K. Uma vez associada 

à membrana, AKT poderá ser ativada por fosforilação nos resíduos de treonina 308, 51 e 50 

pela proteína quinase 1 dependente de 3-fosfoinositol (PDK-1) e pelo complexo protéico 

mTORC2 na serina 473 e 52, sendo que a máxima atividade da AKT é dependente da 

fosforilação dos resíduos serina 473 e treonina 308 (Zhang et al., 2009). 

Além disso, AKT é regulada negativamente indireta ou diretamente por diferentes 

fosfatases. A PTEN (phosphatase and tensin homologo) remove o grupo fosfato 3’ do PIP3 

formando PIP2, portanto depriva AKT do sítio de ancoragem à membrana plasmática e, deste 

modo, participa na inibição da via de sinalização de PI3K/AKT (Maehama et al., 1998). Outra 
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forma de modulação da AKT é através da desfosforilação de resíduos específicos. As PHLPP 

(pleckstrin homology domain leucine-rich repeat protein phosphatase) (Gao et al., 2005) são 

as principais enzimas identificadas que têm afinidade pelo resíduo serina 473. Do mesmo 

modo, a PP2A (Andjelkovic et al., 1996) além de atuar sobre o resíduo serina 473, atua sobre 

o resíduo treonina 308 com alta afinidade. Estas desfosforilações da AKT estão relacionadas à 

diminuição da proliferação e crescimento celular (Kuo et al., 2008).  

A via de sinalização PI3K/AKT participa nos processos de inibição da apoptose e 

estimulação da sobrevivência celular, por induzir indiretamente a expressão da Bcl-2, Bcl-xL, 

do mesmo modo que foi indicado para a quinase Pim (Hu et al., 2009). Estudos recentes 

demonstraram que a enzima quinase Pim-1 quando altamente expressa, poderia fosforilar o 

resíduo serina 473 de AKT e regular a ativação desta enzima (Li et al., 2010). Além disso, 

outros estudos mostraram que a via de sinalização PI3K/AKT está envolvida na regulação da 

expressão de quinase Pim-1 mediante estímulo hormonal (Krishnan et al., 2003). Estes 

resultados indicam que pode existir um mecanismo de feedback entre estas duas enzimas    

(Hu et al., 2009). 

A quinase AKT, uma vez ativa, pode fosforilar e inativar a enzima glicogênio sintase 

quinase-3 α/β (GSK-3α/β) (Yang et al., 2010), que resulta de um aumento principalmente da 

expressão das ciclinas D (Shiota et al., 2006). AKT, assim como Pim, fosforila e suprime os 

inibidores de quinases dependentes de ciclina, p21CIP e p27KIP, portanto está envolvida na 

regulação do ciclo celular na fase G1-S, além de participar na ativação do complexo mTORC1, 

induzindo a ativação da síntese proteica e, portanto, regulando o crescimento celular 

(Amaravadi e Craig et al., 2005). 

Deste modo, numerosos trabalhos na literatura têm indicado como alvos chaves tanto à 

família das quinases Pim quanto a AKT, por apresentar um alto potencial no controle do ciclo 
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celular, crescimento celular, sobrevivência, proliferação e adquisição de resistência a apoptose 

na progressão tumoral de vários tipos de cânceres, incluindo o câncer de pâncreas (Xu et al., 

2011; Mortenson et al., 2004; Parsons et al., 2010).  

 

1.5.1.2. Estresse no retículo endoplasmático (ERE) 

O retículo endoplasmático é a organela responsável pela biossíntese protéica, 

enovelamento por assistência de proteínas chamadas chaperonas, processamentos               

pós-traducionais e degradação das proteínas mal enoveladas. O RE tem um papel fundamental 

na biossíntese de lipídeos e esteróides, sendo a membrana desta organela o sítio de produção 

da maioria dos lipídeos para as membranas citoplasmáticas, mitocondriais, peroxissomais, 

entre outras (Rutkowski e Kaufman et al., 2004). O RE também tem um papel principal no 

armazenamento intracelular e sinalização de cálcio, envolvido com muitos processos celulares 

tais como divisão celular, diferenciação, apoptose, autofagia e migração (Di Sano et al., 2012; 

Harr et al., 2011).   

Os distúrbios nas funções normais do RE, como consequência de alterações nos níveis 

de energia celular, do estado redox, homeostase da concentração de cálcio, condições de 

hipóxia, excesso ou falta de glicose ou nutrientes, acúmulo e agregação de proteínas mal 

enoveladas induzem nesta organela um estado nomeado Estresse do Retículo Endoplasmático 

(Xu et al., 2005). Este estado produz numerosas alterações fisiopatológicas que 

consequentemente, induzem doenças neurodegenerativas, isquemia e diabetes (Forman et 

al.,2003; Yoshida et al., 2007).  

Na tentativa de combater as alterações do ERE as células desenvolveram várias 

estratégias de proteção celular. As respostas celulares nesta condição, do inglês “unfolded 

protein response” (UPR), são respostas adaptativas que utilizam mecanismos de proteção para 



15 
 

recuperar a homeostase celular e função normal do RE, reduzir a acumulação e agregação das 

proteínas e manter a sobrevivência celular. Estes mecanismos induzem a expressão de 

chaperonas do RE, membros da família das proteínas reguladoras de glicose (GRP) tais como 

GRP78, GRP94 e calreticulina, inibição da síntese proteica e indução da via de degradação de 

proteínas relacionadas (Schoroder e Kaufman et al., 2005). Entretanto, se a agregação proteica 

e o estresse persistirem, a UPR ativa vias de sinalização apoptótica (Szegezdi et al., 2006). 

Entre as proteínas reguladas pela UPR está a GRP78, uma chaperona (considerada uma 

das proteínas mais abundantes do RE) que desempenha várias funções celulares, tais como 

enovelamento das proteínas, controle de qualidade dos processos relacionados com a 

estabilidade das estruturas protéicas, ligação ao cálcio. Estudos recentes sugerem uma função 

como proteína anti-apoptótica em situações de estresse avançado (Szegezdi et al., 2006; 

Ridder et al., 2011). Vários estudos, têm demonstrado que a GRP78 poderia também estar 

localizada na superfície citoplasmática celular em condições patológicas incluindo as células 

de câncer, competindo com vários receptores envolvidos na indução tanto da proliferação 

quanto da apoptose (Ridder et al., 2011; Zhang et al., 2010; Kim et al., 2006).  

Em condições celulares normais três proteínas localizadas na membrana do RE 

relacionadas com a UPR são mantidas em um estado inativo através da associação com 

GRP78, estas são: inositol-requering enzyme 1 (IRE1), PKR-like Endoplasmatic Reticulum 

kinase (PERK) e activating trancription factor 6 (ATF6) (Xu et al., 2005). Em uma situação 

de estresse, GRP78, com o fim de estabilizar as proteínas mal enoveladas acumuladas no RE, 

dissocia-se das proteínas de membrana IRE1, PERK e ATF6 ativando as vias de sinalização 

relacionadas com cada receptor e, deste modo, dando início às respostas UPR (Figura 3). 

O adenocarcinoma de câncer de pâncreas caracteriza-se por manter um microambiente 

tumoral em condições de hipóxia, deficiente de importantes metabólitos como glicose e 
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aminoácidos, relacionado principalmente com a alta taxa de proliferação destas células 

(Koong et al., 2000). Vários estudos têm indicado à resposta UPR como um mecanismo 

celular adaptativo para combater os estados de estresse metabólico e hipóxicos em diferentes 

tipos de cânceres, incluindo o câncer de pâncreas (Bi et al., 2005; Rouschop et al., 2010). 

Embora a UPR tenha um papel dual na mediação da ativação das vias de sobrevivência ou 

morte celular por apoptose ou autofagia (Suh et al., 2012), estudos mostram que o ERE 

persistente poderia causar indução de apoptose por ativação das caspases 4 e 12 em células de 

câncer de pâncreas (Nawrocki et al., 2005).  

Figura 3. Esquema da resposta UPR (unfolded protein response) no ERE: Em uma situação de 
ERE, aumenta a quantidade de proteínas mal enoveladas. GRP78 dissocia-se dos três principais 
receptores do RE, PERK, ATF6 e IRE1, seguido da ativação dos mesmos. Estes mecanismos ocorrem 
sequencialmente, sendo PERK o primeiro a ser ativado, seguido do ATF6 e, por último, IRE1. PERK 
uma vez ativo bloqueia a síntese proteica em geral por fosforilação do fator de iniciação eIF2α e 
promove a translocação ao núcleo do fator de transcrição ATF4, e induz a transcrição de genes 
relacionados com o equilíbrio homeostático do RE. ATF6 é ativado por proteólise depois da 
translocação do RE ao complexo de Golgi. Uma vez ativo ATF6 atua como um fator de transcrição que 
regula a expressão das chaperonas e XBP-1(X-box binding protein 1), fator de transcrição que participa 
na via de sinalização do receptor IRE1. XBP-1 uma vez translocado ao núcleo participa no controle de 
fatores de transcrição de chaperonas e inibidores de PERK, p58IPK (inhibitor of the eIF2α protein 
kinases PKR), assim como genes envolvidos na degradação de proteínas. O ATF6 induz a expressão de 
CHOP (C/EBP homologous protein) que participa em vias de sinalização apoptóticas se o ERE persiste 
(adaptado de Szegezdi et al., 2006).  
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1.5.2. Metástases  

A metástase é um processo que envolve a propagação das células tumorais de um 

tumor primário para uma região secundária do organismo. Este evento é responsável por 90% 

das mortes relacionadas com diferentes tipos de cânceres (Weigelt et al., 2005; Yilmaz e 

Christofori et al., 2009). O potencial metastático de uma célula tumoral depende das interações 

das moléculas da superfície celular com o microambiente extracelular que envolve tanto as 

células vizinhas quanto a matriz extracelular (MEC). O processo de metástase é dividido nas 

seguintes etapas: invasão, intravasão, transporte, extravasão, colonização metastática e 

angiogênese (Chaffer et al., 2011) (Figura 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Etapas do processo de metástase. (A) No começo da metástase, as células do tumor 
primário adquirem um fenótipo invasivo. (B) As células tumorais invadem a matriz extracelular e são 
intravasados nos vasos sanguíneos (C) As células tumorais são transportadas na circulação sanguínea 
para outros órgãos mais distantes e deverão sobreviver sem interação célula-célula e célula-matriz. (D) 
Extravasão das células tumorais e invasão em microambientes teciduais distantes. (E) As células 
tumorais devem sobreviver frente às respostas imunes inatas. (F) Na colonização metastática, as células 
tumorais devem se adaptar ao novo microambiente e iniciar a proliferação (Chaffer et al., 2011). 

 

A invasão das células tumorais requer a participação de moléculas de adesão, 

integrinas, proteases específicas como as MMPs. As características adquiridas de invasividade 

e mobilidade celular são coordenadas por um mecanismo nomeado transição epitelial-

mesenquimal (EMT). Este evento envolve a conversão das características morfológicas 
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principais das células epiteliais e padrão de expressão gênica em uma forma de programa 

transcricional característico das células mesenquimais que permite as células invadir 

localmente, intravasar e posteriormente extravasar em outros tecidos (Nguyen et al., 2009).  

Neste processo as moléculas de adesão celular (CAM) e as caderinas mediam o 

reconhecimento entre célula-célula e ativação da expressão de vários genes envolvidos na 

interação celular. Assim, quando as células do tumor primário invadem uma região local e 

proliferam, a interação célula-célula será dissociada e posteriormente as células livres poderão 

migrar e se aderir por meio da expressão das CAM às células da nova região (Langley et al., 

2007). 

Vários estudos têm demonstrado que o câncer de pâncreas apresenta uma elevada 

expressão de moléculas de adesão, como ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1), 

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) e ELAM-1 (endotelial leukocyte adhesion 

molecule-1) (Schwaeble et al., 1993; Shimoyama et al., 1997) e sugerem um destacado papel 

na progressão tumoral por estarem envolvidas na migração e invasão celular (Tempia-Caliera 

et al., 2002; Stetler- Stevenson et al., 1993).  

Além destas proteínas, foram identificadas as integrinas, que pertencem à família de 

receptores reguladores da adesão celular, que contêm mais de 24 heterodímeros compostos por 

subunidades α e β. Dependendo da combinação destas subunidades, variará a afinidade pelos 

diferentes componentes da MEC (colágenos, fibronectinas, lamininas), portanto, a função 

principal das integrinas é mediar à interação das células-MEC e a transdução de sinais 

intracelulares, que regulam sobrevivência, proliferação, migração, invasão celular e morte 

celular (Desgrosellier e Cheresh et al., 2010).  

Por outro lado, a ativação das integrinas induz uma mudança na estrutura do 

citoesqueleto das células através da interação com proteínas unidas à actina, como paxilina, 
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vinculina, talina e ativação de quinases específicas tais como a quinase de adesão focal (FAK). 

Vários estudos demonstraram que a FAK media a mobilidade celular através da formação de 

um complexo com a enzima quinase Src e consequente ativação da via de sinalização       

RAS- MAPKs (Schaller et al., 2001, Yilmaz e Christofori et al., 2009).  

A expressão alterada dos receptores de integrinas em células tumorais poderia 

aumentar a mobilidade e invasão das células metastáticas por modificação da estrutura das 

membranas celulares e por modular a aderência nas diferentes MECs, além de modular a 

expressão das metaloproteinases (Desgrosellier e Cheresh et al., 2010; Hosotani et al., 2002). 

Entretanto, vários estudos indicaram um importante papel das integrinas na indução de um 

tipo de apoptose nomeado anoikis (Frisch et al., 1994). Este processo é ativado em resposta à 

diminuição da expressão das moléculas de adesão celular e consequente redução tanto da 

interação célula-MEC quanto célula-célula. A redução da expressão de integrinas está 

relacionada com a ativação da procaspase-8 e apoptose (Desgrosellier e Cheresh et al., 2010). 

A invasão das células tumorais nos tecidos requer a ação de proteases específicas 

capazes de degradar a MEC. Serinas proteases e metaloproteinases participam desse processo. 

As MMPs pertencem à família das enzimas endopeptidase zinco-dependentes que estão 

envolvidas em vários processos fisiológicos, responsáveis principalmente pela degradação da 

MEC (Murphy et al., 2003).  

Estas enzimas são expressas nas células na forma de zimogênios e precisam ser 

clivadas para se tornarem ativas. Inibidores endógenos (TIMPs) regulam a função destas 

metaloproteinases, portanto um balanço entre MMPs e TIMPs pode disparar a sinalização para 

a invasão celular (Roy et al., 2009). A regulação da expressão gênica das MMPs depende de 

vários elementos- cis e ativadores- trans, tais como a proteína ativadora-1 (AP-1), PEA3 (Ets-

related transcription factors), Sp-1 (Specificity Protein 1), β-catenin/Tcf-4 e NF-kB (Yan e 
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Boyd et al., 2007). Este fato está relacionado com uma ampla variedade de fatores de 

crescimento e citocinas, que incluem interleucinas e interferons, que disparam diferentes vias 

de sinalização envolvidas com os ativadores-trans dos promotores das MMPs (Fini et al., 

1988; Yan e Boyd et al., 2007).  

Entre os tipos de cânceres de pâncreas exócrino cerca de 80-90% são classificados 

como adenocarcinoma ductal, um câncer altamente agressivo, invasivo e potencialmente 

metastático (Li et al., 2004). Neste contexto, o câncer de pâncreas é caraterizado por 

apresentar uma invasão local rápida nas estruturas adjacentes. Foi observado que a MEC 

contém vários tipos de componentes (proteoglicanos, colágenos e fibronectina), sendo o 

colágeno tipo IV o mais predominante (Leblond et al., 1989). Dois tipos de colagenase IV têm 

sido reconhecidos, gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9) (Stetler-Stevenson et al., 

1993) as quais apresentam uma potente atividade para degradar colágeno tipo IV, V, VII, IX, 

X, fibronectina e elastina (Senior et al., 1991). Estudos mostraram que a expressão das 

metaloproteinases está aumentada em vários tipos de cânceres, incluindo o câncer de pâncreas 

(Hosotani et al., 2007), fato que indica o grau de progressão tumoral. Portanto, as MMPs têm 

um papel importante na metástase, invasão e angiogênese celular (Yilmaz et al., 2007). 

 

1.5.3. Apoptose em câncer de pâncreas 

Vários tipos de cânceres desenvolvem diversos mecanismos de resistência para evadir 

os processos de morte celular (Hager et al., 1999; Deirdre et al., 2004). A combinação de 

diferentes fatores, tais como, crescimento acelerado e resistência adquirida durante a terapia, 

são responsáveis pela resistência e agressividade no câncer de pâncreas (Korsmeyer et al., 

1992; Miyashita e Reed et al., 1993). 
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A apoptose é definida como um fenômeno programado de morte celular controlado por 

uma série de genes capazes de definir o destino das células frente a diferentes estímulos intra e 

extracelulares. Como característica principal as modificações na morfologia celular ocorrem 

de uma maneira coordenada com o núcleo, citoplasma e a membrana citoplasmática até 

completa eliminação das células sem gerar reações inflamatórias locais (Ferreira et al., 2002). 

Estudos relacionados ao câncer de pâncreas indicaram que a desregulação da apoptose 

frequentemente é uma das principais causas relacionadas com resistência intrínseca e 

adquirida nas terapias convencionais (Fulda et et al., 2006). 

Os mecanismos moleculares que induzem e regulam a apoptose estão envolvidos 

principalmente com duas vias de sinalização dependentes de caspases (cysteine aspartate-

specific proteases), que inclui a via dos receptores de morte celular (via extrínseca) e a via 

mitocondrial (via intrínseca). Por outro lado a apoptose pode ser induzida pela via 

independente de caspases que envolve a participação da flavoproteína AIF (Apoptosis 

Inducing Factor) e o citocromo c (Ow et al., 2008; Indran et al., 2011). 

As caspases são cisteínas-proteases que clivam os seus substratos após resíduos de 

ácido aspártico. Estas enzimas constituem uma ampla família de proteínas homólogas entre si, 

com atividade enzimática, sendo atualmente identificados 14 membros e relacionadas com as 

vias de sinalização apoptóticas (Nicholson et al., 1999; Fulda et al., 2006). A ativação da 

apoptose via receptores de morte celular (TNFR e Fas) presentes na membrana por ligantes 

específicos (TNF alfa e FasL) induz uma série de ativações de pró-caspases tais como as     

pró-caspase-8, pró-caspase -1,-3,-6,-7 e -9 sendo estas últimas quem executam a morte celular 

(Indran et al., 2011).  

Diferentes fatores ambientais podem atuar como estímulos para ativar a apoptose por 

meio da via intrínseca induzindo a permeabilização mitocondrial e liberação de moléculas  
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pró-apoptótica para o citoplasma, tais como citocromo c e AIF. O citocromo c, uma vez 

liberado, se liga ao fator de ativação de proteases pró-apoptóticas-1 (APAF-1) que por sua vez, 

tem a capacidade de se ligar à pró-caspase-9 e formar um complexo nomeado “apoptosoma”. 

Consequentemente, ocorrerá a ativação da caspase-9, na presença de ATP. A caspase-9 é um 

iniciador da ativação de uma cascata de caspases efetoras, que cliva as pró-caspases -2, -3, -6 e 

7 (Kroemer et al., 2000). Este evento pode ser regulado pela participação das proteínas      

anti-apoptóticas Bcl-2 e Bcl- xL (B- cell lymphoma), ambas localizadas na membrana 

mitocondrial externa, cuja função principal é a inibição da liberação do citocromo-c ou 

impedindo que APAF-1 ative a pró-cascapse-9 (Adrian et al., 2006). Entretanto, uma série de 

proteínas da mesma família tais com a proteína X associada a Bcl-2 (BAX) e a proteína  

antagonista/exterminadora de Bcl-2 (BAK) tem atividade pró-apoptótica (Walensky et al., 

2011). Estudos demonstraram que as células de câncer de pâncreas apresentam altos níveis de 

pró-caspase-3, Bcl-xL e FAP-1 (FAS-associated phosphatase 1). Fato atribuido às 

características invasivas e resistêntes à morte celular por apoptose dependente de caspases do 

câncer de pâncreas (Roy et al., 2001; McConkey et al., 2010; Hu et al., 1998; Fulda et al., 

2006). 

Os eventos relacionados com a apoptose independente de caspase não foram ainda 

elucidados completamente, porém se sabe que o AIF é liberado da mitocôndria, e translocado 

ao núcleo em condições de apoptose e induz condensação de cromatina e ativação de 

processos de degradação do DNA em fragmentos de 50 Kb. De fato, este é um papel crítico da 

AIF envolvida nos mecanismos de morte celular que ocorre em diferentes tipos de tumores 

(Norberg et al., 2010). Muitas drogas demonstraram ativação das vias de apoptose 

independente de caspase em câncer de pâncreas através das proteínas AIF e EndG (Anderson 

et al., 2003; Ma et al., 2011). 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral  

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os mecanismos moleculares de ação da 

etoxzolamida sobre a resistência, agressividade e potencial metastático da linhagem 

celular de adenocarcinoma ductal de pâncreas humano (PANC-1) utilizada como 

modelo biológico. 

 

Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito da etoxzolamida na viabilidade das linhagens celulares de PC-3 

(câncer de próstata), PANC-1 (câncer de pâncreas) e SKMel-103 (melanoma); 

 Estudar o mecanismo molecular de ação da etoxzolamida através da análise da 

expressão/atividade de proteínas chaves envolvidas com sobrevivência, proliferação, 

invasão, migração, resistência e morte das células PANC-1; 

 Estudar os efeitos da etoxzolamida relacionados com ciclo celular das células PANC-1; 

 Estudar os efeitos da etoxzolamida na indução do estresse do retículo endoplasmático 

das células PANC-1;  

 Avaliar a capacidade de adesão das células PANC-1; 

 Avaliar o efeito da etoxzolamida combinada com gencitabina na viabilidade das 

células PANC-1. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Materiais 

Os anticorpos utilizados foram obtidos da Cell Signaling e Abcam. Tris-base,      

Tween 20 e acrilamida foram obtidos da USB; SDS e orto-vanadato da Calbiochem;      

Triton-X 100, inibidores de proteases, etoxzolamida (EZA) e o MTT (3-brometo de (4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazólio) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os demais 

reagentes foram obtidos da Merck. A linhagem celular PANC-1 foi adquirida no Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células de melanoma SKMel-103 foram cedidas pela 

Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler (Universidade de São Paulo). As células de câncer de 

próstata PC-3 foram obtidas de American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). 

 

3.2. Métodos 

3.2.1. Linhagens celulares e manutenção  

O cultivo das linhagens celulares de melanoma SkMel-103 e câncer de pâncreas 

PANC-1 foi realizado em meio Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM) e para o 

cultivo celular da linhagem celular de câncer de próstata PC-3 foi realizado em meio Roswell 

Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) ambos suplementados com 10% de soro fetal 

bovino (SFB), 1% de penicilina (100 U/mL), 1% sulfato de estreptomicina (100 µg/mL) e     

10 µL de fungizona (1 mg/mL). Nas três linhagem celulares, todos os experimentos foram 

realizados entre as passagem 4 e 16. Para a manutenção, as células foram cultivadas em 

frascos de cultura celular com repiques periódicos (2-3 vezes na semana) em estufa úmida a 

37°C contendo 5% de CO2.  
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3.2.2. Tratamento das células com etoxzolamida 

A etoxzolamida foi dissolvida em dimetildisulfoxido (DMSO) e diluída em meio 

RPMI 1640 ou em DMEM de forma que a concentração final do DMSO se mantivesse sempre 

em 0,15% (concentração não tóxica para as células). A solução da etoxzolamida foi sonicada 

por 12 minutos para sua total solubilização. 

 As células PC-3, PANC-1 e SKMel-103 foram plaqueadas independentemente em 

microplacas de 96 poços (100 µL/ poço) na densidade 8 x 104 células/mL e cultivadas por 24 h 

para atingirem a semi-confluência. Em seguida o meio de cultura foi removido e as células 

foram tratadas com as diferentes concentrações de etoxzolamida variando de 0-300 µM     

(100 µL/ poço) e incubadas em estufa úmida a 37°C contendo 5% de CO2, durante 24, 48 e   

72 h. Após o tratamento o meio foi removido e os poços foram lavados com solução tampão 

fosfato salino (PBS) e, em seguida, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redução 

do MTT. Três experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados foram 

representados relativos ao controle (atribuído o valor de 100 %) como média ± erro padrão. 

 

 3.2.3. Análise da viabilidade celular pelo ensaio de redução do MTT 

Após o período de tratamento, o meio dos poços foi removido, e cada poço foi lavado 

com PBS. Em seguida foi adicionado o MTT (0,5 mg/mL) dissolvido em meio DMEM sem 

soro. Após da incubação por 3 h, em estufa úmida a 37°C contendo 5% de CO2, o meio foi 

retirado cuidadosamente e adicionado etanol absoluto (100 µL/ poço) para solubilização do 

formazan. As placas foram agitadas por 10 min e a absorbância correspondente a cada poço 

foi lida em leitor de placas (ELx 800 BIO-TEK) no comprimento de onda (λ) de 570 nm.      

Os valores foram expressos em porcentagens de redução de MTT em relação ao controle onde 

as células não foram expostas ao agente teste (Mosmann et al., 1983). 
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3.2.4. Análise da expressão de proteínas por Western Blotting 

Para a preparação das amostras, as células PANC-1 foram plaqueadas em placas de 

100 mm (10 mL/placa) na densidade de 1,8 x 105 células/mL e mantidas em cultura por 24 h 

na estufa a 37°C contendo 5% de CO2, para atingirem a semi-confluência. Em seguida foi 

realizado o tratamento com 100 µM, 150 µM e 200 µM de etoxzolamida durante 48 h. 

Posteriormente as células foram coletadas das placas com auxílio de um raspador de células, 

transferidas para tubos de tipo eppendorf, centrifugadas a 1500 rpm (centrífuga Eppendorf 

5810R, rotor FA-45-30-11) por 3 min e lavadas com PBS três vezes a 4°C. O pellet foi 

coletado e ressuspendido em tampão de lise 50 mM Tris- HCl (pH 7,4), 1% Tween 20, 0,25% 

deoxicolato de sódio , 150 mM de cloreto de sódio (NaCl), 1 mM de ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA), 1 mM orto-vanadato, 1 mM de fluoreto de sódio (NaF), e inibidores de 

proteases 1 µg/mL de aprotinina, 1 µg/mL de leupeptina e 1 mM de 4-cloridrato de fluoreto 

aminoetil benzosulfonila (PMSF). As amostras foram homogeneizadas com sonicador e 

mantidas em banho de gelo por 2 h, com agitações a cada 15 min. Os extratos proteicos foram 

centrifugados a 14000 rpm por 10 min a 4°C, o precipitado foi descartado e o conteúdo de 

proteínas do extrato foi determinado por espectrofotometria através do método de Bradford, 

utilizando um kit comercial (Sigma) com albumina como padrão. Nos extratos foi adicionado 

tampão de amostra (100 mM Tris-HCl (pH 6,8), 200 mM de ditiotreitol (DTT), 4 % de SDS, 

0,1 % de azul de bromofenol e 20% de glicerol) na proporção 1:1. No passo seguinte, as 

amostras foram levadas até ponto de ebulição por 5 min e os extratos celulares foram 

resolvidos por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) (8-12%). As proteínas 

foram transferidas para membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF) as quais foram 

posteriormente bloqueadas com leite desnatado 2,5%, preparado em tampão salino Tris (TBS) 

contendo 0,05% de Tween 20 (TBST), por 2 h. As membranas foram lavadas três vezes por    



29 
 

5 min com TBST e incubadas overnight a 4°C com anticorpos primários para: ciclina D1 

(ICat. N°: #2978S- Cell signaling), ciclina B (ICat. N°: #4138S Cell signaling), CDK4 (ICat. 

N°: #2906- Cell signaling), Pim-1 (ICat. N°: #2907- Cell signaling), PP2A não metilada 

subunidade C (ICat. N°: #4957- Cell signaling), c-Myc (ICat. N°: #9402- Cell signaling), Pgp 

(ICat. N°: ab3364-250- Abcam), Akt (ICat. N°: #2938S- Cell signaling), GRP78 (ICat. N°: 

ab21685 - Abcam), p-Akt (Ser 473) (ICat. N°: ab28821- Abcam), p-Akt (Thr 308) (ICat. # 05-

802R - Upstate), p-mTor (Ser 2448) (ICat. N°: #2971S- Cell signaling), mTor (ICat. N°: 

#2972S- Cell signaling), GSK-3β (Ser 9) (ICat. # 05-643 - Upstate), LC3B (ICat. N°: #2775- 

Cell signaling), caspase 3 (ICat. N°: #9665- Cell signaling), AIF (ICat. N°: #4642- Cell 

signaling), Bcl-2 (ICat. N°: #2870- Cell signaling), ACI (ICat. N°: ab108367- Abcam), ACII 

(ICat. N°: ab124687- Abcam), VEGF (ICat. N°: ab21278- Abcam), p- FAK (Tyr 925) (ICat. 

N°: #3281- Cell signaling), integrina β3 (ICat. N°: ab7167-Abcam), MMP2 (ICat. N°: sc-

6838-Santa Cruz), MMP9 (ICat. N°: #3852S- Cell signaling), GADPH (ICat. N°: #2128- Cell 

signaling) diluídos em 1:1000. Após lavagem em TBST, três vezes por 5 min, as membranas 

foram incubadas com anticorpos secundários conjugados com peroxidase-HRP (diluição 

1:5000) por uma hora e 30 min, e posteriormente lavadas em TBS três vezes por 5 min. As 

bandas foram detectadas por quimioluminescência. A intensidade da banda foi quantificada 

por densitometria pelo programa ImageJ (National Insitute of Health, NIH). Finalmente, os 

valores resultantes foram normalizados com a proteína GAPDH, utilizada como controle 

interno. Três experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados foram 

representados relativos ao controle (atribuído o valor de 100%) como média ± desvio padrão.  
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3.2.5. Avaliação da atividade das metaloproteinases 2 e 9 por zimografia 

Para a preparação das amostras, as células PANC-1 foram plaqueadas em placas de 

100 mm (10 mL/placa) na densidade de 1,8 x 105 células/mL e mantidas em cultura por 24 h 

na estufa a 37°C contendo 5% de CO2, para atingirem a semi-confluência. Em seguida foi 

realizado o tratamento com 100 µM, 150 µM e 200 µM de etoxzolamida durante 48 h. 

Posteriormente, o meio de cultura foi coletado e centrifugado a 14000 rpm por 5 min 

(centrífuga Eppendorf 5810R, rotor FA-45-30-11) e, em seguida, o sobrenadante foi coletado 

para a quantificação proteica a qual foi determinada por espectrofotometria através do método 

de Bradford, utilizando um kit comercial (Sigma) com albumina como padrão. Imediatamente 

as amostras foram congeladas a -80 °C até o momento da análise da zimografia. 

Posteriormente, as amostras foram fracionadas em gel de poliacrilamida a 12% contendo 

gelatina a 4%. Após o fracionamento, os géis foram lavados em uma solução aquosa de   

Triton X-100 (2% m/v) e incubados 18 h em tampão de proteólise (Tris-CaCl2) a 37ºC. O gel 

foi corado com solução contendo corante Coomassie Blue G-250 durante 3 h e, em seguida, o 

gel foi descorado e fixado com solução contendo metanol 50% e glicerol 5% (Barboza et al., 

2000). A análise das bandas foi realizada por densitometria pelo programa ImageJ (NIH). Três 

experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados foram representados relativos 

ao controle (atribuído o valor de 100%) como média ± desvio padrão.  

 

3.2.6. Análises do ciclo celular utilizando marcação com iodeto de propídeo (IP) 

A avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo foi realizada através da 

quantificação do conteúdo de DNA celular que interage diretamente de forma estequiométrica 

com corantes fluorescentes, como o IP. As quatro diferentes fases do ciclo foram observadas 

numa população de células em proliferação de acordo com a intensidade de fluorescência. 
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Para a preparação das amostras, as células PANC-1 foram plaqueadas em placas de 6 poços  

(2 mL/poço) na densidade de 3 x 105 células/mL e mantidas em cultura por 24 h na estufa a 

37°C contendo 5% de CO2. Em seguida foi realizado o tratamento com 100 µM, 150 µM e 

200 µM de etoxzolamida durante 48 h. Após do tratamento, as células PANC-1 foram 

tripsinizadas e coletadas pela adição de 5 mM de EDTA, e cuidadosamente retiradas da placa. 

Em seguida, foram ressuspendidas em work solution (1 g/mL de citrato de sódio, 1 mg/mL de 

Ribonuclease A, 0,02 mg/mL de iodeto de propídio, 0,01 % de Triton X-100). Após a 

incubação na ausência de luz por 60 min, as células foram analisadas em citômetro de fluxo, 

Gallios Flow Cytometer (Beckman Coulter, Inc) utilizando o programa Flow Jo (Tree Star, 

Inc.). Os resultados representam média ± erro padrão de 1 experimento realizado em 

quadruplicata. 

 

3.2.7. Adesão celular em placas de cultura de células 

Neste ensaio as células PANC-1 foram resuspendidas, em placas de 24 poços 

(1mL/poço) na densidade de 6,25 x 104 células/mL, nas soluções de tratamento contendo 

etoxzolamida (0, 150 e 250 µM) e incubadas durante 12, 18 e 22 h em estufa úmida a 37ºC 

contendo 5% de CO2. Posteriormente, o tratamento foi descartado e os poços foram lavados 

com PBS. Para verificar a quantidade de células aderidas foi utilizado o teste de viabilidade 

pela redução do MTT. Dois experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados 

foram representados relativos ao controle (atribuído o valor de 100%) como média ± erro 

padrão. 
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3.2.8. Avaliação da capacidade de recuperação das células PANC-1 após tratamento de 

48 h com etoxzolamida  

As células PANC-1 foram plaqueadas em placas de 100 mm (10 mL/poço) numa 

densidade de 1,8 x 105 células/mL e mantidas em cultura por 24 h, incubadas na estufa a 37°C 

contendo 5% de CO2, para atingir a semi-confluiência. Posteriormente, foi realizado o 

tratamento com 150 e 250 µM de etoxzolamida durante 48 h. Após do tratamento, o meio foi 

removido e as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e replaqueadas em placas de 24 

poços na densidade celular de 6,25 x 104 células/mL. Posteriormente, as células foram 

incubadas com meio sem tratamento durante 12, 18, 24 e 48 h em estufa úmida a 37ºC 

contendo 5% de CO2. Para verificar a viabilidade celular foi utilizado o teste de viabilidade 

determinada pela redução do MTT. Dois experimentos foram realizados em quadruplicata. Os 

resultados foram representados relativos ao controle (atribuído o valor de 100%) como média 

± erro padrão.  

 

3.2.9. Tratamento da linhagem celular PANC-1 com etoxzolamida combinada com 

gencitabina 

As células PANC-1 foram plaqueadas independentemente em microplacas de 96 poços 

(100 µL/ poço) na densidade 8 x 104 células/mL e cultivadas a 37°C, 5% de CO2 em estufa 

úmida por 24 h até atingirem semi-confluência. Posteriormente, o meio de cultura foi 

removido e colocado meio novo no controle. Para o tratamento com gencitabina foram 

colocadas soluções de gencitabina (previamente diluída em médio DMEM) com a 

concentração variando de 0-250 µM. Para o tratamento com a combinação etoxzolamida-

gencitabina foram colocadas soluções de etoxzolamida com concentrações variando de          

0-300 µM combinadas com uma solução de 160 µM de gencitabina. 
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As células foram mantidas em cultura durante 24, 48 e 72 h em estufa úmida a 37°C 

contendo 5% de CO2. Logo do tratamento o meio foi removido e os poços foram lavados com 

solução tampão fosfato (PBS), em seguida a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de 

redução do MTT. Dois experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados foram 

representados relativos ao controle (atribuído o valor de 100%) como média ± erro padrão.  

 

3.2.10. Preparação do complexo sólido etoxzolamida com 2-hidroxipropil-3-ciclodextrina 

(HP-β-CD) 

O complexo sólido foi obtido através da mistura da etoxzolamida 1 mM (0,0258 g) 

com 2-hidroxipropil-3-ciclodextrina 1 mM (0,14%) em água deionizada. Em seguida, essa 

solução foi autoclavada por 120°C por 20 min e liofilizada (Liofilizador LABCONCO 

Freezone 4.5), para obtenção do complexo sólido. O complexo foi estocado nas mesmas 

condições da etoxzolamida, temperatura ambiente e em ausência de luz. Foram preparados 

complexos sólidos em estequiometrias (1:1) de etoxzolamida-HP-β-CD (Loftsson et al., 1994). 

Posteriormente, as células PANC-1 foram plaqueadas independentemente em microplacas de 

96 poços (100 µL/ poço) na densidade 8 x 104 células/mL e cultivadas por 24 h até atingirem a 

semi-confluência. Em seguida o meio de cultura foi removido e as células foram tratadas com 

as diferentes concentrações de etoxzolamida-HP-β-CD (dissolvido em meio DMEM), 

variando de 0-300 µM (100 µL/ poço) e incubadas em estufa úmida a 37°C contendo 5% de 

CO2, durante 24, 48 e 72 h. Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de 

redução do MTT. Dois experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados foram 

representados relativos ao controle (atribuído o valor de 100%) como média ± erro padrão.  
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3.2.11. Microscopia Confocal 

3.2.11.1. Avaliação das alterações celulares e biomarcadores de invasão e migração 

celular 

Neste ensaio as células PANC-1 foram plaqueadas em placas de 24 poços (1 mL/ poço) 

na densidade de 6,25 x 104 células/mL e cultivadas sobre lamínulas durante 24 h até atingirem 

a semi-confluência. Posteriormente, o meio de cultura foi removido e as células foram tratadas 

com etoxzolamida nas concentrações de 150 e 250 µM durante 48 h em estufa úmida a 37ºC 

contendo 5% de CO2. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e fixadas com 

paraformaldeído 4% em PBS por 20 min. As células foram então incubadas por 20 min com 

PBS glicina (0,1 M), e permeabilizadas com 0,2% de Tween 20 em PBS por 2 min. Como 

passo seguinte, as células foram incubadas com tampão de bloqueio (10% de solução de soro) 

por 5 min. As células foram, então, incubadas com 25 µL dos anticorpos primários, anti-

integrina β3 (1:300) ou anti-FAK (Tyr 925) (1:300), diluídos em tampão de bloqueio por 1 h, 

lavadas com PBS e incubadas com tampão de bloqueio por 1 min a temperatura ambiente. 

Finalmente, as células foram incubadas com os anticorpos secundários específicos conjugados 

com Alexa Fluor-488 (FAK) e Alexa Fluor-546 (integrina β3) diluídos ambos a 1:500 e 

colocado o marcador de núcleo TOPRO3 (1:1000) por 30 min a temperatura ambiente, em 

ausência da luz. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS, e as lamínulas montadas 

com Fluoromount G. A análise das células foram realizadas com microscópio confocal 

invertido de varredura a laser LSM 510 META, utilizando-se as seguintes condições: FAK 

(tyr 925): laser Ar 488 nm e emissão em 500-550 nm; integrina β3: HeNe 546 nm e emissão 

560-590 nm e o TROPO3 635-700 nm. As imagens foram preparadas utilizando-se o 

programa ImageJ (NIH). 
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3.2.12. Análise dos resultados  

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de gráficos, expressos como    

média ± erro padrão da média (EPM) ou desvio padrão (DP). A análise estatística foi realizada 

com o programa one way ANOVA (não paramétrico), para as amostras comparadas entre si     

utilizou-se o test Tukey. Foram considerados significativamente diferentes os valores com      

P < 0,05.   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Efeito da etoxzolamida na viabilidade de linhagens celulares de tumores sólidos 

A identificação de compostos que possam diminuir a viabilidade de células tumorais é 

de grande importância no desenvolvimento de quimioterápicos. Portanto, baseando-se na 

literatura sobre o efeito antitumoral das sufonamidas (Scozzafava et al., 2000; Pastorekova et 

al., 2004; Supuram et al., 2003) e nos dados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa sobre 

o potencial da etoxzolamida como antileucêmico (dados não publicados), procurou-se avaliar 

a sensibilidade das linhagens celulares tumorais altamente agressivas, PANC-1 (câncer de 

pâncreas), SKMel-103 (melanoma) e PC-3 (câncer de próstata), frente a este composto. A  

Figura 5 mostra que os efeitos citotóxicos da etoxzolamida na linhagem celular PANC-1 só 

puderam ser detectados a partir de 48 h de tratamento. Além disto, as linhagens celulares 

PANC-1 e SKMel-103 responderam de forma similar a este composto após 48 e 72 h de 

tratamento (Figura 5 B e C). Por outro lado, o efeito citotóxico da etoxzolamida na linhagem 

celular PC-3, apesar de já evidenciado no tratamento de 48 h, foi menos intenso após 72 h de 

tratamento (Figura 5 B e C). Diante destes resultados e tendo em vista o interesse do nosso 

grupo de pesquisa em entender melhor a biologia do câncer de pâncreas, os estudos referentes 

à elucidação do mecanismo molecular de ação antitumoral da etoxzolamida foram conduzidos 

com as células PANC-1. 
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Figura 5. Viabilidade das células PANC-1, PC-3 e SkMel-103 expostas a diferentes concentrações 
de etoxzolamida. As células (8 x 104 células/mL) foram plaqueadas independentemente em 
microplacas de 96 poços e incubadas a 37ºC e 5% de CO2. As células foram tratadas com diferentes 
concentrações do composto e incubadas nas mesmas condições por 24 (A), 48 (B) e 72 h (C). A 
viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. Resultados representam média ± erro padrão de 
3 experimentos independentes realizados em quadruplicata (ANOVA).  
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4.2. Avaliação do ciclo celular, proliferação, sobrevivência e resistência das células 

PANC-1 

4.2.1. Etoxzolamida induz parada do ciclo celular em PANC-1  

Uma vez demonstrado que a etoxzolamida reduz a viabilidade celular em PANC-1, de 

modo concentração-tempo dependente (Figura 5), decidimos investigar se a redução está 

relacionada com a parada do ciclo celular ou com o incremento da morte celular ou ambos os 

processos. Deste modo, as células foram incubadas por 24, 48 e 72 h em um intervalo de 

concentrações de 0-300 µM, como descrito anteriormente, posteriormente foi medida a 

redução da viabilidade através da técnica do MTT a partir do tempo zero (definido como o 

tempo do início do experimento, quando as células atingiram a semi-confluência e ainda não 

haviam sido tratadas).  

Os resultados observados no tratamento de 48 h mostraram uma viabilidade de         

146 % ± 10 em 100 µM, 140 % ±7 em 150 µM, 120 % ± 1,2 em 200 µM, 87 % ± 3,3 em    

250 µM e 75 % ± 4 em 300 µM, ao passo que a viabilidade das células não tratadas foi de   

161 % em comparação com o controle do tempo zero (Figura 6). Uma redução similar foi 

observada no tratamento de 72 h, na concentração de 200 µM a diminuição da viabilidade 

celular foi de 114 % ± 4,7, em 250 µM foi de 93 % ± 8,5 e a concentração de 300 µM 

apresentou uma diminuição de 69 % ± 5,7, ao passo que as células não tratadas apresentaram 

227% de viabilidade celular (Figura 6). Estes resultados demonstraram que o bloqueio da 

proliferação nas células PANC-1 poderia estar relacionado com a parada do ciclo celular em 

concentrações inferiores a 200 µM e nas concentrações maiores que 250 µM a etoxzolamida 

poderia estar induzindo morte celular, uma vez que nestas últimas concentrações a 

porcentagem de células viáveis foi menor que a porcentagem do controle em tempo zero 

(Figura 6).  
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Juhász e colegas (2003) demonstraram que a acetazolamida em 100 µM levou à 

diminuição da proliferação e resultados similares foram obtidos recentemente com um 

derivado das sulfonamidas, mostrando que o composto poderia inibir o ciclo celular na fase 

G1, ambos foram testados em várias linhagens celulares de câncer de pâncreas (Wei et al., 

2012).  

Figura 6. Curva de proliferação e viabilidade das células PANC-1, expostas a diferentes 
concentrações de etoxzolamida. As células (8 x 104 células/mL) foram plaqueadas 
independentemente em microplacas de 96 poços e incubadas a 37ºC e 5% de CO2. As células foram 
tratadas com diferentes concentrações de etoxzolamida e incubadas nas mesmas condições por 24, 48 e 
72 h. A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. t = 0, tempo zero. Resultados 
representam média ± erro padrão da média de 2 experimentos independentes realizados em 
quadruplicata (ANOVA).  
 

4.2.2. Etoxzolamida causa alteração da expressão de mediadores da progressão do ciclo 

celular 

          Em virtude da ação citotóxica da etoxzolamida sobre as células PANC-1, a influência 

deste composto sobre a expressão de alguns mediadores da progressão do ciclo celular foi 
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avaliada no tratamento de 48 h com concentrações variadas de etoxzolamida de 100, 150 e  

200 µM. De forma interessante observamos que o nível da ciclina D1 foi marcadamente 

diminuído, assim como da quinase 4 dependente de ciclina (CDK4). Além disto, um aumento 

da ciclina B foi detectado nas concentrações de 150 e 200 µM de etoxzolamida (Figura 7). 

A ciclina D1 é importante para que as células possam ultrapassar o ponto de restrição 

entre a fase G1 e S do ciclo celular. Portanto, quando a concentração desta ciclina D1 é baixa, 

no estágio tardio da G1, não há formação do complexo CDK4/Ciclina D1 e conseqüente não 

ocorre fosforilação dos substratos necessários para progressão das células da fase G1 para S, 

culminando com a parada do ciclo na fase G1 (Ekholm et al., 2000). Como nossos resultados 

mostram uma marcante diminuição da ciclina D1 e os níveis de expressão de CDK4 

diminuíram levemente, supõe-se que a etoxzolamida causou a parada do ciclo na fase G1. 

Além disto, nossos resultados revelaram um aumento da expressão da ciclina B nas 

duas últimas concentrações da etoxzolamida. A ciclina B começa a ser sintetizada no final da 

fase S e sua concentração aumenta à medida que as células avançam na fase G2, atingindo a 

máxima concentração durante a pró-metáfase. No começo da fase G2, a ciclina B forma um 

complexo protéico com a CDK1 (Cdc2) e, portanto, participa nos eventos necessários para a 

entrada da célula na mitose (fase M). Porém, antes da entrada na anáfase a ciclina B deve ser 

totalmente degradada para a progressão do ciclo celular (Harper et al., 2002). Alguns trabalhos 

têm indicado que um acúmulo da ciclina B1/Cdc2 poderia interromper o ciclo celular na 

prometáfase da mitose (Choi et al., 2010). 
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Figura 7. Análise da expressão de proteínas que controlam a progressão do ciclo celular após o 
tratamento das células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A proteína GAPDH foi utilizada 
como controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle interno e expressa como 
porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 experimentos 
independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do 
tratado em relação ao controle.  



44 
 

Além disso, estudamos a distribuição das células PANC-1 nas diferentes fases do ciclo 

celular. Para isto, avaliamos o ciclo celular por citometria de fluxo, através da quantificação 

do conteúdo de DNA celular por marcação com IP. As células PANC-1 foram tratadas com 

concentrações de 150 e 200 µM de etoxzolamida durante 48 h.  

Os resultados apresentados na figura 8 mostraram uma leve diferença em cada fase do 

ciclo celular, nas porcentagens das células tratadas com 150 e 200 µM de etoxzolamida e as 

células controles. O número das células na fase G0/G1 foi aumentado 1,12 vezes comparadas 

com as células não tratadas. Por outro lado foi observada uma diminuição das porcentagens de 

células na fase G2/M e um aumento na fase S na concentração de 200 µM. Estes resultados 

indicam que a etoxzolamida poderia estar induzindo parada do ciclo das células PANC-1 na 

fase G0/G1, nas concentrações propostas.  

Uma das principais características das células PANC-1 é o acelerado crescimento, 

tumorigenicidade e quimioresistência adquirida por acumulação de múltiplas alterações 

genéticas (Deer et al., 2010; Lieber et al., 1975). Vários genes que codificam reguladores do 

ciclo celular apresentam-se frequentemente mutados em diferentes tipos de cânceres e, 

consequentemente, causam alterações da regulação da proliferação celular. Entre esses 

reguladores as quinases dependentes de ciclina CDK4 e CDK6 estão indicadas como proteínas 

chaves no ciclo celular, incluindo o câncer de pâncreas (Collins et al., 2005; Malumbres et al., 

2009; Retzer-Lidl et al., 2007). Ambas CDKs formam um complexo com as ciclinas D e 

juntas participam na progressão do ciclo celular através do ponto de restrição G1/S, 

fosforilando diferentes proteínas alvos. A inativação do supressor de tumor p16 e a alta 

expressão das ciclinas D1 e D3 têm sido identificadas no adenocarcinoma ductal de pâncreas 

(Al-Aynati et al., 2004). 
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Figura 8. Etoxzolamida induz parada do ciclo celular em células PANC-1. As células (3 x 105 
células/mL) foram plaqueadas independentemente em placas de 6 poços e incubadas por 24 h a 37ºC e 
5% de CO2. As células foram tratadas com 150 e 200 µM de etoxzolamida e incubadas por 48 h. O 
número de células PANC-1 foi determinado nas diferentes fases do ciclo celular (fase G0/G1, fase S e 
fase G2/M) por quantificação do DNA marcado com iodeto de propídio (IP) e analisado com citômetro 
de fluxo. Resultados representam média ± erro padrão de 1 experimento realizado em quadruplicata. 
ANOVA seguido de post test Tukey (P < 0,05).  

 

De maneira interessante, a etoxzolamida reduziu significativamente a expressão da 

ciclina D1 e da CDK4. Os dados também mostraram que este composto apresentou 

propriedades citostáticas, que explicam a parada do ciclo celular na fase G0/G1. Este resultado 

é consistente com vários trabalhos que têm associado à desregulação das proteínas chaves do 

ciclo celular com a inibição da proliferação e migração celular em adenocarcinoma ductal de 

pâncreas (Radulovich et al., 2010). Além disso, foi mostrado que diferentes derivados de 

sulfonamidas podem parar o ciclo celular em diferentes fases, em várias linhagens celulares de 

tumores sólidos (Kesteren et al., 2002; Wei et al., 2012; Huan et al., 2012). 
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4.2.3. Análise da expressão da quinase Pim-1, c-Myc, Pgp e estado de ativação da PP2A 

nas células PANC-1 tratadas com etoxzolamida 

As proteínas Pim, pertencentes à família das serina/treonina quinases dependentes de 

calmodulina, são constitutivamente ativas em células tumorais e estão relacionadas com 

proliferação, sobrevivência e resistência (Amaravadi e Craig et al., 2005). Fazem parte da 

família das proteínas Pim, as enzimas Pim-1, Pim-2 e Pim-3, cuja expressão depende do tipo 

de tecido e do estado metabólico das células. A expressão de Pim-1 é induzida principalmente 

por STAT3 que participa na sobrevivência celular, e na ativação do fator de transcrição NFkB, 

entre outros (Shirogane et al., 1999). Um fato interessante é que Pim-1 quinase participa na 

ativação das fosfatases Cdc25, a qual regula a ativação dos complexos Ciclina/CDKs 

envolvidos na progressão dos pontos de restrição do ciclo celular nas fases G1/S e G2/M 

(Tang et al., 2011).  

A PP2A é uma serina/treonina fosfatase, holoenzima heterotrimérica formada pelas 

subunidades A, B e C. A subunidade A (65 kDa) tem função estrutural para a associação da 

subunidade catalítica C (36 kDa) constituída pelas isoformas α e β. A subunidade B tem uma 

função de regulação uma vez formado o heterotrímero (Kurimchak et al., 2012). A subunidade 

C é reversivelmente metilada em um resíduo conservado de Leu-309 no C-terminal 

culminando na ativação da PP2A (Tolstykh et al., 2000). Dentre os processos nos quais a 

PP2A participa, encontra-se a regulação do ciclo celular através da desativação do complexo 

ciclina/CDKs em diferentes fases do ciclo celular (Perry et al., 2007). Além disto, Perry e 

colaboradores (2007) reportaram que a PP2A uma vez ativa mantem a fosfatase Cdc25 inativa, 

o que leva à parada do ciclo celular nas fases G1/S e G2/M.  

Etoxzolamida causou diminuição da expressão da proteína quinase Pim-1 a partir da 

concentração de 150 µM e da PP2A C não metilada na concentração de 200 µM, indicando 
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um aumento da atividade desta fosfatase (Figura 9 A e B). Desta forma, tanto a diminuição da 

expressão da Pim-1 quanto o aumento da atividade da PP2A, induzida pela etoxzolamida, 

pode ser um dos fatores responsáveis pela parada do ciclo celular nas células PANC-1. Este 

fato poderia estar relacionado com o papel destas proteínas na regulação dos pontos de 

restrição nas fases G1/S e G2/M, como discutido anteriormente. 

Um modelo hipotético da degradação de Pim-1 pela fosfatase PP2A foi proposto por 

Ma e colaboradores (2007). Estes autores mostraram que uma alta expressão da PP2A causa 

diminuição tanto do nível de expressão quanto da atividade de Pim-1. Foi sugerido que Pin-1, 

uma prolil-isomerase, pode formar um complexo com Pim-1 fosforilada, o qual interagirá com 

a subunidade B da PP2A. A Pim-1 quando desfosforilada pela PP2A será ubiquitinada e 

degradada pelo sistema proteossomo (Figura 10).  

Figura 10. Modelo hipotético da degradação de Pim-1 pela fosfatase PP2A. 
(modificado de Ma et al.,2007). 
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Figura 9. Análise da expressão de quinase Pim-1, c-Myc, Pgp e estado de ativação da PP2A  após 
o tratamento das células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A proteína GAPDH foi utilizada 
como controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle interno e expressa como 
porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 experimentos 
independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do 
tratado em relação ao controle. 
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Neste trabalho também avaliamos a expressão da proteína c-Myc após o tratamento das 

células PANC-1 com etoxzolamida (Figura 9 C). Somente na concentração de 100 µM 

observou-se um aumento da expressão desta proteína, no entanto, nas concentrações maiores o 

nível de expressão foi similar ao das células controle.  

O fator de transcrição c-Myc, é indicado como um regulador crítico em diversos 

processos celulares que incluem o crescimento celular, proliferação, apoptose, angiogênese e 

diferenciação (O´Connell et al., 2003; Robson et al., 2011). Esta proteína participa ativamente 

na regulação do ciclo celular e está envolvida na transição da fase G1 à fase S, através da 

ativação dos complexos ciclina/CDK (Amati et al., 1998; Dauphinot et al., 2001). 

De forma interessante, em relação à P-glicoproteína (Pgp) observamos uma diminuição 

da expressão após o tratamento com a etoxzolamida (Figura 9 D). A proteína Pgp, após ser 

sintetizada, é exportada pelo retículo endoplasmático como uma proteína de 150 kDa a qual 

será glicosilada no complexo de Golgi resultando na proteína matura de 170 KDa. Em 

seguida, a proteína funcional é translocada para a membrana citoplasmática e finalmente 

poderá mediar o efluxo de drogas, sendo, portanto, um importante mediador da resistência de 

células tumorais a quimioterápicos (Xie et al., 2010).  

O fato da etoxzolamida diminuir a expressão da Pgp pode ser um indicativo que este 

composto diminua a resistência das células de câncer pancreático. Porém, somente com a 

análise da atividade desta proteína poderemos ter uma conclusão. Interessante notar que a 

diminuição da expressão da Pgp induzida pela etoxzolamida pode ter relação com a redução 

dos níveis da proteína Pim-1. Xie e colaboradores (2010) demonstraram que a Pim-1 fosforila 

e regula a expressão/níveis da Pgp por proteger a proteína Pgp imatura (150 kDa) da clivagem 

pelas proteases do RE e da degradação proteossomal, deste modo permite a glicosilação e 

estabiliza a proteína matura (170 kDa). 



50 
 

A figura 11 sumariza as proteínas que Pim-1 e PP2A têm como substratos e deste 

modo poderiam participar na regulação da expressão ou atividade das mesmas. Neste esquema 

foram indicadas as fases do ciclo celular que as proteínas Pim-1 e PP2A participam segundo 

os dados da literatura descritos em nossa discussão.    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Proteínas substratos de Pim-1 quinase e da fosfatase PP2A. Pim-1 quinase participa na 
ativação das fosfatases Cdc25, envolvidos na progressão do ciclo celular nas fases G1/S e G2/M. Além 
disso, esta quinase tem um papel importante na síntese dos transportadores Pgp, relacionados com 
MDR. Do mesmo modo, está envolvida com os processos de sobrevivência e proliferação celular por 
participar da ativação da quinase AKT, mTor e na expressão do fator de transcrição c-Myc. Entretanto, 
PP2A uma vez ativa mantem a fosfatase Cdc25 inativa, o que leva à parada do ciclo celular nas fases 
G1/S e G2/M. Além de participar na degradação da Pim-1 quinase.  

 

4.2.4. Estresse do retículo endoplasmático (ERE) em células PANC-1  
 

O acúmulo de proteínas mal enoveladas, alterações na homeostase do cálcio e outros 

fatores no lúmen do retículo endoplasmático (RE) causam estresse do RE. Estes distúrbios 

ativam a resposta UPR (unfolded protein response) que leva à indução da expressão de 

chaperonas do RE e inibição da síntese proteica até conseguir condições de equilíbrio, 
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prevalecendo numa primeira fase à sobrevivência celular. Entretanto, se o estresse persiste a 

resposta UPR ativa vias de sinalização que levam à morte celular (Szegezdi et al., 2006).   

Neste contexto decidimos analisar os níveis de expressão da chaperona GRP78, depois 

do tratamento com etoxzolamida durante 48 h. Nossos resultados mostraram que o aumento 

das concentrações de etoxzolamida culminou com um incremento da expressão da GRP78 

(Figura 12).  

Figura 12. Análise da expressão da chaperona GRP78 relacionada ao estresse do retículo 
endoplasmático após o tratamento das células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A 
proteína GAPDH foi utilizada como controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle 
interno e expressa como porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 
experimentos independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa     
(P < 0,05) do tratado em relação ao controle.  
 

A GRP78 é uma das proteínas utilizada como sensor e modulador da resposta UPR em 

condições de ERE (Ma et al., 2004). A indução da expressão da GRP78 e outras chaperonas 

estão relacionadas com a ativação da via de sinalização do fator de transcrição ATF6 e os 

receptores PERK e IER1(Szegezdi et al., 2006). Vários estudos têm demonstrado que uma vez 

induzido gradualmente o ERE, a chaperona GRP78 apresenta-se altamente expressa e uma 
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indução persistente leva as células à morte de maneira concentração-dependente em relação ao 

indutor (Lee et al., 2001, Misra e Pizzo et al., 2005). Diante destes resultados sugerimos que a 

etoxzolamida poderia estar induzindo ERE pela alta indução de GRP78 nas diferentes 

concentrações da droga. 

 

4.2.4.1. Estresse no retículo endoplasmático poderia regular diferencialmente a 

fosforilação de AKT nos resíduos Treonina 308 e Serina 473  

A serina/treonina quinase AKT/PKB, uma vez traduzida, e processada no RE é 

reconhecida pelas chaperonas Hsp90, Hsp70 e Hsp27 cuja função é proteger AKT inativa da 

degradação proteossomal. Após ser translocada ao citosol, a AKT pode ligar-se ao grupo 

inositol do PIP3, o qual se encontra ligado à membrana plasmática. Uma vez associada à 

membrana, AKT poderá ser ativada por fosforilação nos resíduos de treonina 308, 51 e 50 pela 

PDK-1 e pelo complexo protéico mTORC2 na serina 473 e 52, sendo que a máxima atividade 

da AKT é dependente da fosforilação dos resíduos serina 473 e treonina 308 (Zhang et al., 

2009). Muitas doenças relacionadas com o ERE apresentam uma alteração na atividade da 

AKT incluindo vários tipos de cânceres (Ni et al., 2007).  

Deste modo, analisamos o status de fosfoforilação da AKT em ambos resíduos, depois 

do tratamento com etoxzolamida durante 48 h. Observamos que p-AKT (Ser 473) apresentou 

um aumento destacado nas concentrações de 100, 150 e 200 µM de etoxzolamida e p-AKT 

(Thr 308) diminuiu a fosfoforilação, uma vez normalizadas com a AKT total (Figura 13).  

Estes resultados mostraram que houve um aumento relativo da fosforilação da quinase 

AKT (razão Ser 473/ Thr 308) entre ambos os resíduos nas diferentes concentrações de 

etoxzolamida. Tendo em conta que a atividade da AKT depende dos níveis de fosforilação 
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tanto do resíduo Ser 473 quanto Thr 308 (Zhang et al., 2009), decidimos analisar a expressão 

de alguns substratos da quinase AKT, tais como mTOR e GSK-3β. 

Figura 13. Análise da expressão e fosforilação da enzima quinase AKT, relacionada ao estresse 
do retículo endoplasmático, após o tratamento das células PANC-1 com etoxzolamida durante  
48 h. A proteína GAPDH foi utilizada como controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao 
controle interno e expressa como porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão 
(DP) de 3 experimentos independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença 
significativa (P < 0,05) do tratado em relação ao controle. S= serina, T= treonina.  

 
A figura 14 mostra que a atividade da mTOR (razão p-mTOR (Thr 2448)/mTOR) 

apresentou uma leve diminuição e que a fosforilacão de p-GSK-3β (Ser 9) está aumentada.  

A razão que existe entre as fosforilações Ser 473/ Thr 308 poderia influenciar tanto na 

atividade de AKT como na variação da especificidade pelo substrato em condições de ERE. 

Yung e colaboradores (2011) mostraram recentemente que em uma situação de estresse do 
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retículo, a fosforilação da AKT no resíduo Ser 473 está aumentada e a fosforilação na Thr 308 

foi gradualmente diminuída. Deste modo, observaram que diferentes níveis de estresse 

regulam diferencialmente ambas as fosforilações e seus substratos. Estudos recentes 

mostraram que a enzima quinase Pim-1 altamente expressa poderia fosforilar o resíduo Ser 

473 de AKT e regular a ativação desta enzima (Li et al., 2010).  

 
Figura 14. Análise da expressão e/ou fosforilação de proteínas substratos de AKT após o 
tratamento das células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A proteína GAPDH foi utilizada 
como controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle interno e expressa como 
porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 experimentos 
independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do 
tratado em relação ao controle. 
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4.2.4.2. Estresse do retículo endoplasmático poderia induzir degradação da ciclina D1 

Tanto em células normais quanto tumorais, a resposta UPR aumenta a expressão de 

genes que codificam as chaperonas do RE, tais como GRP78 ou GRP74, entre outras. A 

indução da expressão destas chaperonas foi relacionada com o decréscimo da síntese protéica 

e parada do ciclo celular na fase G1 (Dricu et al., 1993; Brostrom et al., 1998). Vários estudos 

indicaram que a parada do ciclo na fase G1, em condições de estresse do RE, resulta de uma 

inibição da tradução da ciclina D1 (Brewer et al., 1999; Chiang et al., 2008). Estudos 

demonstraram que a ativação da via de sinalização dependente de PERK, relacionada à 

resposta UPR, é suficiente para mediar à diminuição dos níveis de ciclina D1 e promover a 

parada do ciclo celular na fase G0/G1. Uma vez ativado PERK, ocorre uma inativação da 

proteína eIF2α e inibição da tradução da ciclina D1, entre outras proteínas (Brewer et al., 

2000; Raven et al., 2008). Portanto, PERK foi indicada como um efetor proximal da resposta 

UPR, ligada às condições de estresse do RE para regular a progressão do ciclo celular.  

Numerosos estudos demostraram que a ciclina D1 tem sido identificada como 

superexpressa em vários tipos de cânceres, incluindo o câncer de pâncreas (Elsheikh et al., 

2008; Bartkova et al., 1995). Deste modo, em câncer de pâncreas a superexpressão da     

ciclina D1 é utilizada como biomarcador de prognóstico, e usualmente correlacionada com 

uma menor sobrevida pós-operatória (Gansauge et al., 1997; Kornmann et al., 1998). Além 

disso, estudos mostram que a ciclina D1 está implicada com mecanismos de quimioressitência 

(Kornmann et al., 1999).  

Baseados nos dados da literatura, nossos resultados são consistentes com a diminuição 

da expressão da ciclina D1 e as condições de estresse (Figura 7 e 12). Portanto, sugerimos que 

a regulação dos níveis de ciclina D1 e a consequente parada do ciclo celular na fase G0/G1 



56 
 

poderiam estar relacionados com a modulação da resposta UPR ativada nas condições de ERE, 

induzido pelos efeitos da etoxzolamida.   

 

4.3. Avaliação do potencial de invasão celular 

 
4.3.1. Análise da expressão e atividade de metaloproteinases 

O câncer de pâncreas é caraterizado por apresentar uma invasão local rápida nas 

estruturas adjacentes. A matriz extracelular contem vários tipos de componentes, sendo o 

colágeno tipo IV o predominante (Leblond et al., 1989). Dois tipos de colagenases IV têm sido 

identificados, a MMP-2 e a MMP-9, as quais apresentam uma potente atividade para degradar 

colágeno tipo V, VII, IX, X, fibronectina e elastina (Senior et al., 1991). Vários estudos 

indicaram que a expressão das MMP-2 e MMP-9 está aumentada em diferentes tipos de 

cânceres, incluindo o câncer de pâncreas (Hosotani et al., 2007). 

Em relação às metaloproteinases expressas nas células PANC-1, analisamos tanto a 

expressão quanto atividade das MMP-2 e MMP-9 (Figuras 15 e 16, respectivamente). A 

expressão de ambas as metaloproteinases foi diminuída somente nas concentrações de 150 e 

200 µM da etoxzolamida. De forma interessante a atividade das MMP-2 e MMP-9, analisada 

por zimografia, foi reduzida em todas as concentrações da etoxzolamida utilizadas.  

Esteves e colaboradores (2010) reportaram que inibidores de anidrases carbônicas 

derivados das sulfonamidas também atuam como inibidores das MMPs. Portanto, podemos 

sugerir que a etoxzolamida esteja afetando diretamente a atividade das MMPs. Além disto, 

este resultado é interessante, pois é um indicativo que o potencial metastático das células 

PANC-1 tenha diminuído. 
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Figura 15. Análise da expressão das metaloproteinases MMP2 e MMP9 após o tratamento das 
células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A proteína GAPDH foi utilizada como controle 
interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle interno e expressa como porcentagem. Os 
resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 experimentos independentes (n=3). 
ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do tratado em relação ao 
controle. 
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Figura 16. Análise da atividade das metaloproteinases MMP2 e MMP9 após o tratamento das 
células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A intensidade apresentada é relativa ao controle 
interno e expressa como porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 
experimentos independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P 
< 0,05) do tratado em relação ao controle. 
 
 

Como o processo de invasão celular está associado com a ativação da angiogênese, 

decidimos analisar a expressão do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) para 

verificar se a expressão deste biomarcador de angiogênese (Baeriswyl et al., 2009) estaria 

diminuída após o tratamento das células PANC-1 com a etoxzolamida. Nas condições 
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experimentais utilizadas, foi observada uma leve diminuição significativa da expressão do 

VEGF (Figura 17). 

Figura 17. Análise da expressão do fator de crescimento do endotelio vascular (VEGF) após o 
tratamento das células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A proteína GAPDH foi utilizada 
como controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle interno e expressa como 
porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 experimentos 
independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do 
tratado em relação ao controle. 
 

Muitos tumores sólidos apresentam um elevado crescimento e proliferação celular 

gerando um microambiente deficiente de oxigênio. A adaptação destas células às condições de 

hipóxia leva à indução da expressão e ativação de vários genes envolvidos tanto com o 

metabolismo oncogênico quanto com a resistência as terapias convencionais (Pastoreková et 

al., 2008). Deste modo, foi observado que em uma resposta primária às condições de hipóxia, 

as células tumorais superexpressam e ativam o fator de indução de hipóxia (HIF-1). Este fator 

de transcrição tem como papel principal regular a expressão de vários genes envolvidos no 

processo de hipóxia, tais como o VEGF, os transportadores de glucose GLUT-1 e GLUT-3, 
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transportadores de Na+/H+ como NHE1 ou de Cl-/HCO3
-, como AE2, proteínas de adesão, 

MMP-2, entre outros (Thiry et al., 2006).  

Em relação aos nossos resultados, como foi observada uma leve diminuição da 

expressão do VEGF, será necessário analisar outros biomarcadores de angiogênese e deste 

modo, poder confirmar se o tratamento das células com a etoxzolamida interfere no processo 

da angiogênese. 

 

4.3.2. Ensaio de adesão celular e análises de biomarcadores do potencial de invasão 

celular  

O potencial metastático de uma célula tumoral depende das interações das moléculas 

da superfície celular com o microambiente extracelular que envolve tanto as células vizinhas 

quanto a MEC (Chaffer et al., 2011). Neste contexto, a invasão das células tumorais requer a 

participação de moléculas de adesão, integrinas e proteases específicas (Langley et al., 2007). 

Entre estas proteínas, as integrinas mediam a interação das células-MEC seguidas da 

transdução de sinais intracelulares, que regulam sobrevivência, proliferação, migração e 

invasão celular (Desgrosellier e Cheresh et al., 2010). A sinalização por integrinas leva à 

ativação da quinase FAK e, deste modo, pode mediar a motilidade celular através da formação 

de um complexo com a enzima quinase Src e consequente ativação das vias de sinalização 

RAS-MAPKs (Schaller et al., 2001, Yilmaz e Christofori et al., 2009).  

Para avaliar a capacidade de adesão das células PANC-1, incubamos as células com 

diferentes concentrações de etoxzolamida 150 e 250 µM durante 12, 18 e 22 h. A figura 18 

mostra que os efeitos da etoxzolamida induziram diminuição da adesão celular na 

concentração de 250 µM. No entanto, não foi observada variação na concentração de 150 µM 



61 
 

durante os três tempos de incubação em relação ao controle. Tais resultados indicam que a 

presença de etoxzolamida poderia interferir no processo de adesão das células PANC-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 
 

Figura 18. Avaliação da capacidade de adesão celular das células PANC-1 expostas a 
concentrações de 150 µM e 250 µM de etoxzolamida. As células (6,25 x 104 células/mL) foram 
plaqueadas independentemente em placas de 24 poços e incubadas por 12, 18 e 22 h a 37ºC e 5% de 
CO2. A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. Os resultados representam média ± erro 
padrão da média de 2 experimentos independentes realizados em quadruplicata. ANOVA seguido de 
post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do tratado em relação ao controle.  

 

Vários estudos têm demonstrado que o câncer de pâncreas apresenta uma elevada 

expressão de moléculas de adesão (Schwaeble et al., 1993; Shimoyama et al., 1997). Deste 

modo, sugerimos que a diminuição da adesão das células PANC-1 poderia estar relacionada 

com a redução dessas interações célula-célula e célula-MEC principalmente nas etapas de 

intravasão, migração e extravasão (Tempia-Caliera et al., 2002; Stetler- Stevenson et al., 

1993). Portanto, a inibição destas interações pode representar um interessante alvo terapêutico 

na atenuação do potencial metastático das células tumorais (Bendas and Borsig et al., 2012).  

Baseados nos resultados apresentados acima, para analisar se a perda de adesão está 

relacionada com um aumento da invasão e migração na progressão da metástase, foram 
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avaliados por western blotting a expressão da integrina αvβ3 e a quinase p-FAK (Tyr 925), 

fosforilada por Src. Os dados obtidos na figura 19 (A) mostram que a expressão da integrina 

αvβ3 apresentou um aumento na concentração de 150 µM de etoxzolamida, ao passo que na 

concentração de 200 µM a expressão foi destacadamente diminuída. Do mesmo modo, 

também observamos que a expressão da quinase FAK fosforilada foi destacadamente 

diminuída na concentração de 200 µM de etoxzolamida (Figura 19 B).  

Estes resultados sugerem que a etoxzolamida, em concentrações mais elevadas, poderia 

ser um modulador negativo da metástase das células PANC-1 por estar relacionada tanto com 

a diminuição da adesão, diminuição da expressão e atividade de MMPs e redução da migração 

devido ao decrescimento da expressão da integrina αvβ3 e fosforilação FAK (Tyr 925), já que 

ambas as proteínas indicam o fenótipo invasivo e encontram-se envolvidas na indução da 

migração das células tumorais (Yilmaz e Christofori et al., 2009; Desgrosellier e Cheresh et 

al., 2010). 
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Figura 19. Análise da expressão das proteínas FAK e Integrina αvβ3 após o tratamento 
das células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A proteína GAPDH foi utilizada como 
controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle interno e expressa como 
porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 experimentos 
independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do 
tratado em relação ao controle. 
 
 

Em adenocarcinoma ductal de pâncreas a expressão da integrina αvβ3 tem sido 

observada em 58% dos casos e está associada com o aumento da metástase nos nodos 

linfáticos e fígado (Hosotani et al., 2002). Desgrosellier e colaboradores (2009) suprimiram a 

expressão da subunidade β3, da integrina αvβ3, em células PANC-1 e observaram que a 
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metástase nos linfonodos hepáticos foi significantemente inibida, além de diminuir a massa do 

tumor primário.  

As integrinas tais como α6β4 ou αvβ3, são integrinas de união a laminina, fibronectina 

ou vitronectina, respectivamente e apresentam-se altamente expressas principalmente em 

células de melanoma, câncer de próstata, câncer de pâncreas, câncer de ovários entre outros 

(Desgrosellier e Cheresh et al., 2010). Estudos têm demonstrado que a alta expressão promove 

a invasão celular através da degradação da membrana basal, participam na regulação da 

expressão e aumento da ativação das MMP-2 e MMP-9, e na ativação das vias de sinalização 

relacionadas com sobrevivência, proliferação e migração celular (Desgrosellier e Cheresh et 

al., 2010; Hosotani et al., 2002). 

Estudos prévios têm relacionado à expressão da integrina αvβ3 e ativação da quinase 

Src com aumento da invasão e migração celular em matrizes de fibrinogênio ou vitronectina, 

em várias linhagens celulares incluindo câncer de pâncreas (Leavesley et al., 1992; Summy et 

al., 2003). As integrinas mediam a adesão e migração celular pela ativação do complexo 

quinase Src-FAK, ambas ativam vias de sinalização que incluem as proteínas Rac1 e Cdc42 e 

inativam Rho, sendo todas moléculas semelhantes às Ras da família das GTPases 

(Desgrosellier et al., 2009). Estas vias resultam na formação de numerosos filopódios ou 

formação de lamelipódios, uma região de protrusão, que participam no movimento das células, 

deste modo, Src-FAK juntas, ativam a migração celular (Desgrosellier et al., 2009; Huveneers 

and Danen et al., 2009).   
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4.3.3. Avaliação das alterações morfológicas das células PANC-1 e relação com proteínas 

associadas ao citoesqueleto, invasão e migração celular 

Os processos de migração celular apresentam-se como um ciclo de quatro etapas 

principais, extensão da membrana, adesão das células-substrato, translocação da célula e 

quebra das adesões celulares. Muitos complexos proteicos, incluindo as quinases FAK e Src, 

as proteínas da família Rho e as integrinas, são essenciais no processo de migração celular 

(Hood e Cheresh et al., 2003; Yilmaz e Christofori et al., 2009). Juntas, além de contribuir nas 

mudanças da morfologia celular, participam na coordenação dos movimentos gerados nas 

células no processo de migração celular (Lauffenburguer e Horwitz et al., 1996).  

Dados prévios na literatura evidenciaram as diferentes localizações das integrinas nos 

processos de invasão e migração celular. Deste modo, observaram que as subunidades das 

integrinas são sintetizadas e dimerizadas no retículo endoplasmático e, posteriormente, são 

transportadas por vesículas até a membrana citoplasmática na superfície celular. Estudos 

indicaram que as células em movimento apresentam acúmulo das integrinas na margem frontal 

celular, contribuindo para a formação e estabilização de protrusões celulares e 

consequentemente, início da migração (Lufman et al., 2009). Além disto, estas proteínas 

tendem a permanecer nos pontos de adesão focais até um novo ciclo de translocação celular 

(Schmidt et al., 1993). 

Em virtude dos efeitos avaliados da etoxzolamida sobre as células PANC-1, decidimos 

estudar a influência deste composto sobre a alteração da morfologia celular e relação com 

proteínas relacionadas com o citoesqueleto, as quais desempenham um papel importante no 

processo de invasão e migração celular, a integrina αvβ3 e a quinase  FAK (Tyr 925), cujas 

expressões foram avaliadas anteriormente por western blotting. Deste modo, as células  
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PANC-1 após o tratamento de 48 h com concentrações de etoxzolamida de 150 e 250 µM, 

foram incubadas com anticorpos específios de anti-integrina β3 e anti-FAK (Tyr 925). 

As figuras 20 A e B mostram a morfologia característica das células PANC-1 antes do 

tratamento (controle) (Lee et al., 2011), com adesões intercelulares e ressalta-se que tanto a 

integrina β3 quanto a FAK (Tyr 925) encontram-se principalmente nas regiões perinuclear das 

células. Entretanto, os resultados revelam uma leve presença da FAK (Tyr 925) localizada em 

pontos de adesão focal na membrana citoplasmática junto à integrina αvβ3.   

Figura 20. Alterações na morfologia das  células PANC-1 induzidas pela etoxzolamida após o 
tratamento por 48 h. As células foram plaqueadas em placas de 24 poços (1 mL/ poço) na densidade 
de 6,25 x 104 células/mL, incubadas em estufa úmida a 37ºC contendo 5% de CO2. A e B são imagens 
do controle de 24 e 48 h respectivamente. As células foram tratadas com etoxzolamida nas 
concentrações de 150 (C e D) e 250 µM (E e F) durante 48 h. Foram colocadas duas imagens (réplicas) 
por cada condição. As alterações na morfologia foram analisadas por microscopia confocal como 
descrito em detalhes em “Materiais e Métodos”. Para marcação da integrina β3, foi utilizado anticorpo 
Alexa Fluor-546 (vermelho) e para marcação da FAK (Tyr 925) foi utilizado anticorpo Alexa Fluor-
488 (verde), o núcleo foi marcado utilizando TROPO3 (azul). Barra = 20 µM. O resultado foi 
representativo de 1 experimento.  
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Porém, as células expostas tanto a 150 µM quanto a 250 µM de etoxzolamida, 

apresentaram uma alteração significativa na morfologia (Figura C e E). Além disso, foram 

observadas protuberâncias extensas e anormais na periferia da maioria das células. Do mesmo 

modo, a microscopia confocal revelou a superposição dessas protuberâncias entre as células 

(Figura D e F). Em relação à integrina αvβ3 e à FAK (Tyr 925), foi observado que ambas as 

proteínas se apresentaram distribuídas no citosol, enquanto não foram observados pontos de 

adesão confocal na membrana citoplasmática. Nestas imagens algumas células poderiam estar 

mantendo adesões célula-célula ao passo que outras se apresentaram totalmente isoladas 

(Figura C, D, E e F). Estes resultados juntos sugerem que as alterações produzidas pela 

etoxzolamida poderiam não estar relacionadas com o aumento do fenótipo invasivo e 

migratório das células PANC-1. Entretanto, os dados obtidos apontam que a alteração da 

morfologia destas células poderia estar indicando uma reorganização do citoesqueleto, que 

tem como principal papel estabilizar a estrutura celular, desfavorecendo o fenótipo migratório. 

Diante destes resultados, para aprofundar melhor neste processo, seria interessante 

complementar com ensaios de invasividade e migração celular. 

Em relação à FAK, Kim e colegas (2003) mostraram que a inibição da FAK em células 

de neuroblastomas induziu a perda de adesões focais e desorganização do citoesqueleto, este 

resultado foi associado com a diminuição da FAK (Tyr 397). Além disso, um recente estudo 

demonstrou que o status da fosforilação Tyr 925 contribui para a regulação coordenada da 

montagem/desmontagem das adesões focais ou formação das protrusões nos extremidades 

celulares. Portanto, usando uma forma mutada da FAK (Tyr 925) foi observado decréscimo na 

velocidade de desmontagem das adesões focais e uma marcada redução da migração, ao passo 

que uma expressão constitutiva da FAK (Tyr 925) incrementava a dinâmica das adesões focais 
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e a formação de protuberâncias nas extremidades da margem frontal das células (Deramaudt et 

al., 2011).  

Portanto, sugerimos que o fenótipo invasivo das células PANC-1 poderia estar 

diminuído devido à ausência tanto de integrina αvβ3 quanto FAK (Tyr 925) na membrana 

celular, levando também em consideração os resultados anteriores, tais como redução da 

expressão e atividade das principais MMPs, 9 e 2, envolvidas em invasão celular e perda de 

adesão. Do mesmo modo, sugerimos que parte dos efeitos apresentados pela etoxzolamida, 

poderia estar relacionado com uma alteração do mecanismo de regulação associados com a 

extensão da membrana citoplasmática envolvida no processo de migração. 

 
4.4. Efeitos da etoxzolamida nos mecanismos de morte celular  
 

Vários tipos de cânceres desenvolvem diferentes mecanismos de resistência para evadir 

os processos de morte celular (Hager et al., 1999; Deirdre et al., 2004). A combinação de 

diferentes fatores, tais como, crescimento acelerado, resistência adquirida durante a terapia, 

são responsáveis pela resistência e agressividade no câncer de pâncreas (Korsmeyer et al., 

1992; Miyashita e Reed et al., 1993). Portanto, decidimos investigar se o tratamento das 

células PANC-1, por 48 h com a etoxzolamida, induzia alteração da expressão de proteínas 

chaves envolvidas com morte celular, que participam em vias de sinalização relacionadas com 

apoptose ou autofagia.  

Como primeiro passo, investigamos duas proteínas chaves que participam na via de 

sinalização de apoptose dependente de caspase, a Bcl-2 e caspase-3. Ambas as proteínas não 

sofreram alteração significativa da expressão (Figura 21 A). Estes resultados poderiam estar 

relacionados com a resistência a apoptose das células PANC-1. Vários estudos demonstraram 

que as células de câncer de pâncreas apresentam altos níveis de procaspase-3, Bcl- xL e    
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FAP-1, fato relacionado com as características invasivas e da resistência à morte celular por 

apoptose dependente de caspase (Roy et al., 2001; McConkey et al., 2010; Hu et al., 1998). 

Consequentemente decidimos investigar a expressão do fator de indução de apoptose 

(AIF), uma proteína mitocondrial associada à via de apoptose independente de caspase. Os 

dados mostraram que os níveis de expressão desta proteína aumentaram em concentrações 

crescentes da droga (Figura 21 B). Os eventos relacionados com apoptose independente de 

casapase não foram ainda elucidados completamente, entretanto, se sabe que o AIF é liberado 

da mitocôndria e translocado ao núcleo e induz ativação dos processos de degradação do 

DNA. De fato este é um papel crítico desta proteína envolvida nos mecanismos de morte 

celular que ocorre em diferentes tipos de tumores (Norberg et al., 2010). Além disso, para 

verificar se a etoxzolamida está ativando a via de morte das células PANC-1 através da 

apoptose independente de caspase, é necessário analisar outras proteínas que participam nessa 

via. Muitas drogas são capazes de ativar a via de apoptose independente de casapase em 

câncer de pâncreas através de proteínas como AIF e EndG (Anderson et al., 2003; Tremblay et 

al., 2011). Em relação às proteínas associadas com autofagia, decidimos analisar a expressão 

das proteínas LC3BI e LC3BII, mas não observamos variação significativa durante o 

tratamento de 48 h (Figura 21 C).  

Estes resultados sugerem que, nas condições experimentais utilizadas, não foi 

observado alteração da expressão/ativação de proteínas que participam em vias de morte por 

apoptose dependente de caspase ou de autofagia. 
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Figura 21. Análise da expressão de proteínas chaves que participam nos processos de morte 
celular após o tratamento das células PANC-1 com etoxzolamida durante 48 h. A proteína 
GAPDH foi utilizada como controle interno. A intensidade apresentada é relativa ao controle interno e 
expressa como porcentagem. Os resultados representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 
experimentos independentes (n=3). ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa     
(P < 0,05) do tratado em relação ao controle. 
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4.5. Análise da expressão das anidrases carbônicas 

           As anidrases carbônicas (ACs, E.C. 4.2.1.1) são metaloenzimas presentes em vários 

organismos, incluindo vertebrados superiores, que catalisam a reação reversível de hidratação 

do dióxido de carbônio. As ACs participam nos principais processos fisiológicos, tais como 

regulação da homeostases ácido-base, respiração, acidificação renal, vias de gliconeogênese e 

liponeogênese, entre outros (Henry et al., 1996; Supuram et al., 2004). No contexto tumoral, 

as ACs tem um importante papel na acidificação do meio extracelular dos tumores sólidos, 

levando à adquisição de um fenótipo altamente agressivo e metastático (Pastoreková et al., 

2008). 

          Devido ao fato da etoxzolamida ser um inibidor de várias anidrases carbônicas (ACs I, 

II,  IV, V, VII e IX), decidimos analisar se este inibidor também teria influência na expressão 

das anidrases carbônicas citosólicas, AC I e AC II, das células de câncer de pâncreas. Vários 

estudos mostraram que diferentes tumores sólidos apresentam uma alta expressão de AC I, ao 

passo que a expressão da AC II está diminuída. Entretanto, quando as células tumorais iniciam 

o processo de diferenciação foi observado que a expressão de AC I está diminuída enquanto a 

expressão da AC II apresenta-se aumentada (Chen et al., 2006).  

       Nossos resultados mostraram que a expressão da AC I foi constante e não apresentou 

variação nas concentrações de etoxzolamida utilizadas no tratamento de 48 h. No entanto, a 

expressão da AC II se manteve constante nas diferentes concentrações do inibidor, porém a 

expressão aumentou levemente na concentração de 200 µM (Figura 22). Deste modo, não 

houve alteração significativa da expressão de ambas as enzimas. 



72 
 

Figura 22. Análise da expressão das anidrases carbônicas após o tratamento das células PANC-1 
com etoxzolamida durante 48 h. A proteína GAPDH foi utilizada como controle interno. A 
intensidade apresentada é relativa ao controle interno e expressa como porcentagem. Os resultados 
representam as médias ± desvio padrão (DP) de 3 experimentos independentes (n=3). ANOVA seguido 
de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) do tratado em relação ao controle. 
 
4.6. Avaliação da recuperação celular após tratamento de 48 h com etoxzolamida 

Tendo em vista os resultados observados e analisados neste trabalho, apresentou-se na 

figura 23 um esquema sobre os efeitos da etoxzolamida nos diferentes processos, relacionados 

com o potencial agressivo, invasivo e resistente, das células PANC-1, e avaliou-se a 

capacidade de recuperação das células PANC-1 após o tratamento de 48 h.  
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Figura 23. Mecanismo molecular de ação antitumoral da EZA. O esquema indica a relação que 
existe entre as proteínas chaves que participam em diversos processos das células PANC-1 e os efeitos 
da EZA. Observou-se uma redução da expressão da CDK4 e ciclina D1 relacionadas com proliferação, 
ERE e parada do ciclo celular. A redução da expressão da Pgp e a quinase Pim-1, esta última regulada 
pela ativação da PP2A, foram relacionadas com a atenuação do fenótipo MDR. Uma redução tanto das 
MMPs, integrina αvβ3 quanto p-FAK (Tyr925) foi associada com a diminuição da adesão, invasão e 
migração celular. Além disso, foi observado um aumento da expressão do AIF, envolvida com a via de 
apoptose independente de caspase. Finalmente, uma alta expressão da chaperona GRP78 e alteração 
dos resíduos fosforilados da quinase p-AKT (Ser473/Thr308) foram relacionadas com ERE. As setas 
amarelas indicam os processos celulares modulados pela ação da EZA. Setas vermelhas indicam 
proteínas cuya expressão/atividade foram moduladas com EZA. 

 

As células PANC-1 foram tratadas com concentrações de 150 e 250 µM de 

etoxzolamida durante 48 h. Posteriormente as células foram replaqueadas e incubadas durante 

12, 18, 24 e 48 h, sem tratamento. Finalmente, foi medida a viabilidade celular pela técnica de 

redução de MTT, sendo os resultados correlacionados com o nível de recuperação das células 

tratadas.  

Como os resultados não apresentaram diferença significativa, comparadas com os 

dados obtidos da viabilidade celular após tratamento de 48 h, a figura 24 mostra uma 



74 
 

destacada e similar tendência na diminuição da viabilidade das células PANC-1 que foram 

replaquedas nos quatro tempos estabelecidos. Estes resultados sugerem que as células   

PANC-1, não atingiram altos níveis de recuperação celular, níveis que poderiam estar 

relacionados com a alteração dos mecanismos de sobrevivência, proliferação, adesão e 

resistência das células tumorais incluindo o câncer de pâncreas (O´Driscoll et al., 2007; 

Amaravadi e Craig et al., 2005;Xu et al., 2011; Hosotani et al., 2002).  

Figura 24. Capacidade de recuperação das células PANC-1 expostas a diferentes concentrações 
de etoxzolamida. As células (6,25 x 104 células/mL) foram plaqueadas independentemente em placas 
de 24 poços e tratadas com concentrações de 150 e 250 µM de etoxzolamida durtante 48 h. 
Posteriormente foram replaqueadas e incubadas por 12, 18, 24 e 48 h a 37ºC e 5% de CO2, sem 
tratamento. A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. Os resultados representam média 
± erro padrão da média de 2 experimentos independentes realizados em quadruplicata. ANOVA 
seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) de cada condição em relação ao 
controle. * diferença significativa (P < 0,05) de cada condição em relação ao tratamento de 48 h. 

 

Com base no exposto, sugerimos que a baixa capacidade de recuperação das células 

PANC-1 poderia estar relacionada à ação citostática da etoxzolamida (como discutido 

anteriormente - Figura 6). Resultados que também foram reforçados com a diminuição da 
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expressão dos biomarcadores do ciclo celular como ciclina D1 e CDK4 (Figura 7), proteínas 

chaves na regulação do ciclo celular em câncer de pâncreas (Ekholm et al., 2000; Collins et 

al., 2005; Malumbres et al., 2009; Retzer-Lidl et al., 2007). 

Por outro lado, a redução da viabilidade das células replaqueadas, poderia estar 

relacionada com a atenuação dos diferentes mecanismos de resistência pela etoxzolamida. 

Diante disto, a quinase Pim-1, biomarcador chave de resistência, sobrevivência e ciclo celular 

em células tumorais (Shirogane et al., 1999; Brault et al., 2010), apresentou uma expressão 

destacadamente diminuída depois do tratamento por 48 h com etoxzolamida, assim como a 

bomba de efluxo de fármacos, P-glicoproteína (Figura 10). Portanto, por apresentar as células 

PANC-1 uma alta expressão de ambas as proteínas (O´Driscoll et al., 2007; Xu et al., 2011), 

sugerimos que a falta de recuperação celular frente ao tratamento com a etoxzolamida, poderia 

estar relacionada com a redução da expressão destas proteínas (Xie et al., 2010). Esta redução 

poderia provocar uma difícil readaptação das células tumorais e, portanto, poderiam estar 

relacionadas com a diminuição da sobrevivência e crescimento celular (Zhang ET al., 2009).  

A baixa capacidade de recuperação das células PANC-1 também poderia estar 

associada com a perda da adesão destas células, como foi discutido anteriormente (Figura 18), 

devido à redução da expressão/atividade das MMP-2, MMP-9, integrinas αvβ3 e da FAK. A 

diminuição destas proteínas está relacionada com a redução do potencial metastático e 

sobrevivência (Desgrosellier et al., 2009).  

Portanto, estes resultados sugerem que a etoxzolamida poderia estar reduzindo a 

sobrevivência celular, o fenótipo agressivo e altamente metastático das células PANC-1 no 

tratamento de 48 h e uma vez replaqueadas o efeito poderia estar resultando numa difícil 

recuperação celular.  
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4.7. Efeito do tratamento combinado de etoxzolamida com gencitabina na viabilidade das 

células PANC-1  

O câncer de pâncreas apresenta alta agressividade, malignidade e geralmente é 

diagnosticado em estágios avançados com piores prognósticos. Aproximadamente entre       

15-20% dos casos o tumor identificado é tratado, e somente 20% destes pacientes têm uma 

sobrevida de 5 anos (Li et al., 2004). A quimioterapia e radioterapia são os métodos 

terapêuticos mais utilizados como tratamentos para a erradicação do tumor. Os agentes 

quimioterápicos utilizados no tratamento de câncer de pâncreas em pacientes que apresentam 

tumores avançados ou potencialmente metastático são principalmente o 5- fluorouracil (5-FU) 

e a gencitabina (Gemzar®) (Burris et al., 1997). Ambos quimioterápicos foram utilizados 

sozinhos ou em combinação, como proposta de novas estratégias de terapia (Cascinu et al., 

1999). Além disso, foram utilizados em combinação com outras drogas, tais como, cisplatina 

ou erlotinib (Novario et al., 2004). Entretanto, a eficácia do 5-FU está limitada em produzir 

benefícios clínicos em apenas 10% de pacientes (Saif et al., 2008).  

A ineficácia das quimioterapias convencionais no câncer de pâncreas esta relacionada 

com a falta de especificidade dos quimioterápicos com relação às células normais e tumorais, 

consequentemente o tratamento apresenta muitos efeitos colaterais e uma alta resistência a 

múltiplas drogas intrínseca ou adquirida, entre outros fatores associados com a agressividade 

deste câncer (Jiang et al., 2011; Rocha et al., 2004). Neste contexto, a identificação de novas 

drogas ou combinações será necessária para melhorar os tratamentos convencionais do câncer 

de pâncreas. Portanto, avaliou-se a viabilidade celular e proliferação das células PANC-1 

frente à etoxzolamida combinada com a gencitabina.   

A figura 25 mostra a curva de viabilidade das células PANC-1 uma vez tratadas, 

durante 48 h, com gencitabina nas concentrações de 5, 10, 25, 50, 100 e 250 µM. Nesta 
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condição foi determinado um valor de IC50 de 160 µM. Entretanto, as células PANC-1 tratadas 

com gencitabina durante 24 h, apresentaram uma alta resistência ao tratamento nas 

concentrações de 50, 80 e 160 µM (dado não mostrado). Vários estudos na literatura têm 

indicado valores menores de IC50 em diferentes tempos de tratamento de 24, 48 e 72 h (Jiang 

et al., 2006; Matthews et al., 2007). Trabalhos recentes sugerem que as células PANC-1 

apresentam resistência intrínseca à gencitabina por alteração de diferentes proteínas associadas 

à resistência como MRP5 e ABCC5 (Wu et al., 2009; Hagmann et al., 2010). Diante deste 

resultado, e levando em conta os mecanismos moleculares de ação antitumoral da 

etoxzolamida, avaliamos se ambos os fármacos combinados poderiam induzir efeitos 

citotóxicos nas células PANC-1.  

 

 

 
 
  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 25. Viabilidade das células PANC-1 expostas a várias concentrações de gencitabina. As 
células (8 x 104 células/mL) foram plaqueadas independentemente em microplacas de 96 poços e 
incubadas a 37ºC e 5% de CO2. As células foram tratadas com diferentes concentrações do composto e 
incubadas nas mesmas condições por 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. 
Resultados representam média ± erro padrão da média de 2 experimentos independentes realizados em 
quadruplicata (ANOVA). 
 

Com base no exposto, na figura 26 apresentam-se as curvas de viabilidade da 

etoxzolamida em três tempos de tratamento 24, 48 e 72 h nas concentrações de 0-300 µM e as 
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curvas correspondentes à combinação da etoxzolamida (0-300 µM) com a gencitabina na 

concentração igual ao IC50 (160 µM).  

Os dados mostram que a combinação de etoxzolamida-gencitabina apresentou maior 

efeito citotóxico nas concentrações inferiores a 250 µM comparada com a etoxzolamida 

sozinha (Figura 26 A) e com gencitabina sozinha no tratamento de 24 h. 

 Embora não apresentaram diferença nos IC50 do tratamento a partir de 48 e 72 h (IC50, 

222 µM e 164 µM, respectivamente), os resultados no tratamento de 48 h indicam que o efeito 

de ambas as drogas, nas concentrações menores, apresentou um efeito aditivo, diminuindo a 

viabilidade das células PANC-1 comparadas com o tratamento da etoxzolamida sozinha 

(Figura 26 B e C). Porém, o IC50 da gencitabina sozinha, no tratamento de 48 h, apresentou 

um valor menor que a combinação da etoxzolamida-gencitabina (Figura 25). No tratamento de 

72 h a combinação da etoxzolamida-gencitabina não apresentou diferença com o tratamento da 

etoxzolamida sozinha (Figura 25 C). Estes resultados poderiam estar relacionados com a 

resistência intrínseca das células PANC-1 à gencitabina Chang et al., 2011).  
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Figura 26. Viabilidade das células PANC-1 expostas a diferentes concentrações de etoxzolamida 
combinada com 160 µM de gencitabina. As células (8 x 104 células/mL) foram plaqueadas 
independentemente em microplacas de 96 poços e incubadas por 24 h a 37ºC e 5% de CO2. As células 
foram tratadas com diferentes concentrações do composto e incubadas nas mesmas condições por 24 
(A), 48 (B) e 72 h (C). A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. Resultados 
representam média ± erro padrão da média de 2 experimentos independentes realizados em 
quadruplicata. ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) de cada 
condição em relação ao controle. 
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Dados na literatura indicam à gencitabina (2´,2´- difluorodesoxicitidina) como um 

quimioterápico citostático capaz de inibir a progressão do ciclo celular das fases G0/G1e S  

(Hertel et al., 1990), inibir as enzimas DNA polimerase, ribonucleotídeo redutase e as enzimas 

que participam no reparo do DNA, além de ser incorporado ao DNA por ser um análogo de 

nucleosídeos, inibindo a replicação do mesmo (Heinemann et al., 1988). A inibição dos 

mecanismos de reparo do DNA pode propiciar um incremento da citotoxicidade quando 

combinada com outros agentes quimioterápicos tais como os compostos de platina (Van 

Moorsel et al., 2000).  

Uma vez mostrado que o tratamento da etoxzolamida-gencitabina reduz a viabilidade 

celular em PANC-1, de um modo concentração-tempo dependente, estudamos se a redução da 

viabilidade está relacionada com a parada do ciclo celular, ou com o incremento da morte 

celular, ou ambos os processos como foi analisado no tratamento da etoxzolamida sozinha. 

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 h em um intervalo de concentrações de     

0-300 µM como descrito anteriormente e foi medida a viabilidade celular através da técnica do 

MTT a partir do tempo zero (Figura 27). Os resultados observados no tratamento de 24 h 

mostraram uma diminuição da viabilidade a partir da concentração de 150 µM que atingiram 

100% (tempo zero). Uma redução similar foi observada no tratamento de 48 h, na 

concentração de 250 µM. Entretanto, nenhum dos dois tempos de tratamento indicou morte 

celular. Um interessante resultado foi observado no tratamento de 72 h, devido aos dados 

indicarem que poderia estar sendo induzido algum tipo de morte celular em concentrações 

superiores que 150 µM.   
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Figura 27. Curva de proliferação e viabilidade das células PANC-1 expostas a diferentes 
concentrações de gencitabina. As células (8 x 104 células/mL) foram plaqueadas independentemente 
em microplacas de 96 poços e incubadas a 37ºC e 5% de CO2. As células foram tratadas com diferentes 
concentrações do composto e incubadas nas mesmas condições por 24, 48 e 72 h. A viabilidade celular 
foi avaliada pela redução do MTT. Resultados representam média ± erro padrão da média de 2 
experimentos independentes realizados em quadruplicata (ANOVA). 

 

Estes resultados sugerem que a combinação etoxzolamida-gencitabina induz parada do 

ciclo celular a partir do tratamento de 24 h, dado de interesse comparado com os resultados 

obtidos na curva de proliferação da etoxzolamida sozinha (Figura 6). A diferença do IC50 entre 

os tempos de tratamento de 24 h para a etoxzolamida sozinha e a combinação      

etoxzolamida-gencitabina poderia estar relacionado com os alvos moleculares associados 

principalmente com o ciclo celular atingidos em um menor tempo. Por ter sido as células 

PANC-1 sensibilizadas pelos mecanismos de ação e efeitos da gencitabina, a combinação 

melhorou efeito da etoxzolamida sozinha (Van Moorsel et al., 2000).  

Os mecanismos de morte celular têm sido ativados no tratamento de 72 h em 

concentrações menores. Jiang e colaboradores (2006) sugeriram que a gencitabina poderia 
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suprimir a proliferação das células PANC-1 e induzir apoptose por inibição da PAP 

(Pancreatitis-associated protein) e indução da expressão de GSK-3β. 

Vários mecanismos de resistência a quimioterápicos foram indicados na literatura em 

diferentes estudos “in vitro” com o uso de gencitabina, fluorouracil e cisplatina numa ampla 

gama de linhagens de câncer de pâncreas, e propuseram a participação de diferentes proteínas 

tais como as Pgp, FAK, TAK1 entre outras (Wu et al., 2009; Hagmann et al., 2010; Melisi et 

al., 2011). Coincidentemente, a etoxzolamida diminuiu a expressão da várias dessas proteínas 

e enzimas como foi descrito neste trabalho, indicadas na literatura, como interessantes alvos. 

Contudo, não foi observado variação do IC50 nos tempos de tratamento de 48 e 72 h. Portanto, 

sugerimos que a combinação poderia atingir alvos relacionados principalmente ao ciclo 

celular. Estes resultados poderiam indicar que as células PANC-1 possuem mecanismos de 

resistência à combinação de gencitabina e etoxzolamida (Wu et al., 2009; Clarke et al., 2002; 

Goan et al., 1999; Chang et al., 2011).  

 

4.8. Viabilidade das células PANC-1 utilizando o complexo de etoxzolamida e 2-

hidroxipropil-3-ciclodextrina (HP-β-CD) 

Numerosos estudos têm indicado os derivados das sulfonamidas como agentes 

anticancerígenos mostrando que estes derivados podem atuar de diferentes formas em cada 

linhagem tumoral (Pastorekova et al., 2004; Liu et al., 2012; Wang et al., 2012). Além disso, 

nossos resultados mostraram, pela primeira vez, o potencial da etoxzolamida como agente 

antitumoral no tratamento do câncer de pâncreas. Em células PANC-1 foi observada uma 

diminuição da viabilidade celular (IC50, 222 µM) e um efeito dose dependente nos tempos de 

24, 48 e 72 h de tratamento com etoxzolamida.  
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Tendo em conta que uns dos principais problemas da etoxzolamida é a baixa 

solubilidade (22,8 g/L) que apresenta em meio aquoso e baseados nos estudos já realizados 

pelo grupo de pesquisa de Loftsson e colaboradores (1994), decidimos encapsular a 

etoxzolamida com o composto 2-hidroxipropil-3-ciclodextrina (HP-β-CD) (1:1). Diante disto, 

decidimos avaliar a viabilidade das células PANC-1 frente a esta formulação.  

Além de melhorar a solubilidade da etoxzolamida, quando encapsulada na HP-β-CD, 

nossos resultados mostraram que a viabilidade celular foi diminuída notavelmente em 24 horas 

de tratamento com o complexo (Figura 28 A). O IC50 decresceu em torno de 2 vezes 

comparado com o tratamento sem complexo. Em relação ao tratamento de 48 h com o 

complexo etoxzolamida-ciclodextrina, o valor do IC50 não apresentou diferença significativa 

com o tratamento sem complexo. Entretanto, foi observada uma diminuição significativa nas 

concentrações mais baixas do tratamento entre 50-150 µM (Figura 28 B). Além disso, foi 

observado que o tratamento com etoxzolamida-ciclodextrina apresentou variação 

concentração-tempo dependente só nos tempos de 24 e 48 h, devido a que o valor do IC50 

obtido em 72 h de tratamento com o complexo foi similar comparado com o tratamento de    

48 h (Figura 28). Estes dados indicam que a formulação etoxzolamida- HP-β-CD aumentou a 

biodisponibilidade da etoxzolamida, principalmente através do aumento da solubilidade da 

mesma em meio aquoso. Deste modo, a diminuição da viabilidade celular poderia estar 

relacionada com um aumento da concentração da etoxzolamida no interior destas células, por 

apresentar a etoxzolamida um destacado caracter hidrofóbico e ser capaz de atravessar as 

membranas celulares por difusão simples (Maren et al., 1990; Loftsson et al., 1994).  
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Figura 28. Viabilidade das células PANC-1, expostas a várias concentrações do complexo 
etoxzolamida-ciclodextrina e etoxzolamida sem complexo. As células (8 x 104 células/mL) foram 
plaqueadas independentemente em microplacas de 96 poços e incubadas a 37ºC e 5% de CO2. As 
células foram tratadas com diferentes concentrações do complexo e incubadas nas mesmas condições 
por 24 (A), 48 (B) e 72 h (C). A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. Resultados 
representam média ± erro padrão da média de 2 experimentos independentes realizados em 
quadruplicata. ANOVA seguido de post test Tukey. ** diferença significativa (P < 0,05) de cada 
condição em relação ao controle. 
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5. CONCLUSÕES 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez o potencial da etoxzolamida como 

droga antitumoral em tumores sólidos, devido à modulação negativa de biomarcadores de 

resistência, agressividade e invasividade tais como a oncoproteína Pim-1, a ciclina D1 e a 

proteína Pgp associada a MDR. Um dos objetivos principais das quimioterapias do câncer é 

inibir a proliferação celular, desta maneira nossos resultados experimentais mostraram que a 

etoxzolamida possui propriedades citostáticas, devido à desregulação das principais proteínas 

que participam no ponto de transição da fase G1-S do ciclo celular, seguido da parada do ciclo 

celular na fase G1. Além disso, o incremento da citotoxicidade foi relacionado com a 

diminuição das principais proteínas associadas com resistência, Pim-1 e Pgp, o que levou a 

uma falta de recuperação das células PANC-1 depois do tratamento. Por outro lado, estudamos 

os possíveis mecanismos de ação da etoxzolamida e mostramos como esta droga poderia estar 

relacionada com a regulação e indução do estresse no retículo endoplasmático pelo aumento 

da expressão da chaperona GRP78 e a modulação da fosforilação da quinase AKT e seus 

substratos. De forma interessante, etoxzolamida poderia atuar como um potente agente anti-

mestastático. Deste modo, observamos que o fármaco apresentou efeitos na diminuição da 

expressão de múltiplos alvos moleculares como as MMPs, FAK e integrina αvβ3 e nos 

mecanismos de ação que resultaram na redução da capacidade de adesão e do fenótipo 

invasivo observados nas células PANC-1. Estas características mostram que a etoxzolamida 

poderia apresentar melhores vantagens frente aos quimioterápicos utilizados 

convencionalmente no câncer de pâncreas. Portanto, os resultados sugerem uma nova proposta 

para melhorar as quimioterapias atuais do câncer de pâncreas que permitirão explorar novas 

estratégias que levem em consideração o conjunto de alvos chaves de agressividade, invasão e 

resistência celular identificados neste trabalho.  
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